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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana es un serio problema de salud publica mundial, que se genera
por el uso incorrecto de antimicrobianos también denominado automedicacion, se reduce el
efecto microbicida lo que genera multirresistencia. Los extractos obtenidos de las plantas se
consideran como fuente principal para la basqueda de nuevos antimicrobianos. El objetivo
del estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana de extractos etanolicos de Hedyosmum
sp., del bosque Jacaron Chimborazo-Ecuador, frente a especies infecciosas: Candida
albicans, Céndida glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida parapsilosis,
Serratia marcescens, Salmonella sp., Enterobacter sp. Los extractos se obtuvieron a partir
de ramas y hojas del material vegetal, mediante el método de maceracién etandlica y
rotavaporacion. El rendimiento fue de 1,27% en ramas y 1.57% en hojas. La actividad
antimicrobiana fue detectada a través del método Kirby-Bauer e interpretada mediante la
medicion de los halos de inhibicion. Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI)
empleando diluciones desde 250000 pg/mL hasta 15625 pg/mL. Las bacterias, Serratia
marcescens y Enterobacter sp. fueron los microorganismos mas sensibles a la accion de los
extractos, mientras que los microorganismos levaduriformes no mostraron susceptibilidad a
ninguno de los extractos estudiados. La CMI aproximada frente a Serratia marcescens y
Enterobacter sp. fue de 31250 pg/mL. Se concluye que los extractos etanélicos estudiados
de Hedyosmum sp. resultaron ser activos frente a las bacterias gramnegativas Serratia
marcescens y Enterobacter sp., microorganismos como la C. albicans, C. glabrata, C.
krusei, C. tropicalis y C. parapsilosis no presentaron sensibilidad probablemente a la mayor

complejidad de su pared celular.

Palabras clave: actividad antimicrobiana, extracto etandlico, Hedyosmum sp.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance has been transformed into a serious global public health
problem, which is generated by the incorrect use of antimicrobials also called self-
medication, the microbicidal effect is reduced which generates multiresistance. Extracts
obtained from plants are considered as the main source for the search for new
antimicrobials. The objective of the study was to evaluate the antimicrobial activity of
ethanolic extracts of Hedyosmum sp. of the Jacaron Chimborazo-Ecuador forest, against
infectious species: Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis, Serratia marcescens, Salmonella sp., Enterobacter sp.
The extract was obtained from branches and leaves of the plant material, using the method
of ethanolic maceration and rotavaporation. The yield was 1.27% in branches and 1.57%
in leaves. The antimicrobial activity was detected through the Kirby-Bauer method and
interpreted by measuring the inhibition halos. The minimum inhibitory concentration
(MIC) was determined using dilutions from 250000 pg / mL to 15625 pg / mL. Bacteria,
Serratia marcescens and Enterobacter sp were the microorganisms most sensitive to the
action of the extract, while the levaduriform microorganisms showed no susceptibility to
the antifungal action of the extract. The approximate WCC against Serratia marcescens
and Enterobacter sp. It was 31250 pg / mL, It concluded that the extract of Hedyosmum
sp. It turned out to be active against the gram-negative bacteria Serratia marcescens and
Enterobacter sp., microorganisms such as C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis

and C. parapsilosis did not show antifungal activity due to the greater resistance of their
cell Wall.

Keywords: antimicrobial activity, ethanolic extract, Hedyosmum sp.

Reviewed by:
Danilo Yépez Oviedo
English professor UNACH.




INTRODUCCION

En la actualidad, diversos extractos naturales de plantas que presentan actividad
antimicrobiana se usan en el tratamiento de enfermedades infecciosas, estos constituyen un
desafio en el campo de la medicina y se ofrece como una opcion especialmente para aquellos
microorganismos que han desarrollado mecanismos de resistencia a antibioticos

comerciales @,

El propoésito de este proyecto de investigacion se centr6 en el estudio de la actividad
antimicrobiana de extractos etanolicos de las partes aéreas (hojas, tallos) de Hedyosmum sp.
conocida con el nombre de ‘Tarqui’ de la reserva natural Jacarén, ubicado en la provincia
de Chimborazo-Ecuador, frente a cepas de interés clinico que contribuyan con el estudio de

nuevos antibiéticos naturales @.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 2018, menciono que la Medicina Natural es la
mas inofensiva, de buena accion y ademas de bajo costo. La OMS, sostiene que se debe
garantizar la inocuidad y la calidad de este tipo de farmacos que podrian ser eficaces en el
tratamiento y prevencién de primera linea, para patologias como diarreas, dolores de

estémago, infecciones de la piel entre otras @,

La OMS en 2017, informé que el 80 % del total de poblacion mundial utiliza la medicina
natural o también llamada alternativa ©. El uso de extractos de plantas es una opcion viable
a los farmacos (antibiéticos) de venta comercial. En el planeta existe alrededor de 391000
especies de origen vegetal y de éstas un menor porcentaje se ha estudiado, de entre un 5 al
15 % obteniendo numerosas alternativas para el descubrimiento y desarrollo de nuevas

propiedades antimicrobianas en extractos vegetales @,

En los ultimos afios se han realizado nuevas investigaciones encaminadas a buscar terapias
antimicrobianas como opcion alternativa a los tratamientos con antibioticos conocidos
debido al alto indice de resistencia y multirresistencia que presentan los patdégenos
microbianos a nivel mundial. Este problema de salud publica involucra a todos los paises y
estamentos debido a su impacto en la salud, como en el costo-beneficio que implica atender

estas patologias ©.



La industria farmacéutica obtiene del reino vegetal la materia prima necesaria para la
produccion de casi el 30% de los productos farmacéuticos que se emplea la medicina
moderna ©. Se considera que més de 100000 metabolitos secundarios son producidos por
las plantas, y anualmente se describen aproximadamente 1600 nuevas estructuras quimicas
obtenidas a partir del reino vegetal, de estas un gran porcentaje presentan actividad bioldgica.
Asi se muestra la necesidad de extender la busqueda de nuevos compuestos quimicos

naturales que permitan dar tratamiento a diversas patologias ("),

En el informe del Sistema Mundial de Vigilancia Antimicrobiana (GLASS) 2017, informa
la presencia de multirresistencia a los antibi6ticos en 22 naciones y se prevé estaria afectando
aunas 500000 personas al afio. Entre los microorganismos que fueron notificados con mayor
frecuencia estan: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,

Streptococcus pneumoniae y Salmonella sp ©.

A nivel de Latinoamérica el uso de medicina tradicional para el tratamiento de ciertas
enfermedades no es un tema desconocido ademas, cada region tiene distintos medicamentos
de origen natural, es importante el estudio de extractos vegetales porque ayuda y encamina
al descubrimiento de nuevos antibioticos en especies endémicas que estan consideradas en
la medicina ancestral del Ecuador, asi también puede contribuir al desarrollo de nuevos

principios activos ©.

En Ecuador las enfermedades infecciosas mas frecuentes son las infecciones
gastrointestinales con una tasa anual de 2978 casos, neumonia con 2524 casos, enfermedad
isquémica del corazon con 1833 casos, bronquitis, enfisema y asma con 1489 casos, y
tuberculosis con 1209 casos 19,

En la provincia de Chimborazo-Ecuador las hojas del arbol de Tarqui (Hedyosmum scabrum)
son utilizadas por los habitantes de la Parroquia Columbe como planta medicinal en el
tratamiento de complicaciones como amigdalitis, Ulceras estomacales y deméas problemas

digestivos Y,

La reserva natural Jacaron estd ubicado en el canton Colta, a 58 km de la ciudad de
Riobamba, este bosque alberga 34 especies forestales nativas identificadas y 12 especies de
fauna y avifauna, distribuidas en 123,22 hectareas. Su altura fluctta entre los 3160 y 36000

msnm, con temperatura promedio de 10°C y més del 90% de humedad (2.



Los antibidticos son medicamentos utilizados para prevenir y dar tratamiento a diversas
infecciones microbianas, la resistencia a estos se da cuando los microorganismos mutan
como respuesta al mal uso de estos farmacos ). En los ultimos afios se ha evidenciado que
existe un aumento de infecciones causadas por microorganismos resistentes,
multirresistentes y en algunos casos panresistentes, que de no ser contrarrestado a tiempo
puede llegar a comprometer la salud de futuras generaciones que hagan mal uso de los

mismos 4,

Los antibidticos han contribuido en gran medida al progreso en la medicina. Sin embargo,
una amenaza progresiva deteriora la eficacia de estos farmacos, la resistencia microbiana a
los antibioticos comunes, se define en esta investigacion como la capacidad de un
microorganismo para sobrevivir en concentraciones de antibidtico que inhiben a otros de la

misma especie 1%,

Los hongos conforman un gran grupo de microorganismos, diverso y muy extenso, que
incluye a los mohos, las setas y las levaduras. Se han estudiado aproximadamente 100000
especies de hongos y se estima que podrian existir hasta 1.5 millones. Algunos cusan
enfermedades en animales, incluyendo al hombre. Los hongos también pueden establecer
asociaciones simbidticas con muchas plantas, participan ademas en la sintesis de antibi6ticos

y procesos fermentativos con alta importancia econdmica para el hombre (9,

La candidosis o candidiasis es una micosis producida por diversas especies de levaduras del
género Candida. Varios tejidos pueden ser afectados por lo que se presentan numerosos
cuadros clinicos, todos asociados directamente al estado inmunolégico del paciente. Las
candidiasis de mucosas y piel son las més habituales, mientras que las sistémicas son de

evolucion aguda o crénica y generalmente presentan complicaciones severas 7,

Ecuador se encuentra entre los 17 paises con mayor diversidad a nivel mundial, alberga dos
de los 24 hotspots o puntos calientes de biodiversidad, como son los Andes tropicales vy el
Chocd Darién ecuatoriano. Ademas existen diferentes factores que establecen la alta
biodiversidad del Ecuador, entre ellos se mencionan: la confluencia de varias regiones
biogeograficas como el Choco, Tumbez, los Andes y la Amazonia que atraviesan el pais de
norte a sur, la variabilidad ambiental en cada una de estas zonas, asi como el movimiento de

la corriente fria de Humboldt y la calida del Nifio ®®),



En Ecuador se menciona 3118 especies vegetales que han sido utilizadas con propésitos
medicinales, pertenecientes a 206 familias, siendo el 75% nativas y el 5% endémicas. Una
de estas familias es la Chloranthaceae, dentro de esta se encuentra el género Hedyosmum,
que incluye 40 especies distribuidas primordialmente en las montafias desde Centroamérica
en el estado de Veracruz (México) hasta Sudamérica en paises como Brasil y Paraguay; una
especie se encuentra en el sureste de Asia. En el Ecuador se encontrd 15 especies de

Hedyosmum, de las cuales 12 de ellas estan en los bosques andinos y subparamos 9,

Debido a que no se ha realizado diversos trabajos de investigacion sobre la actividad
antimicrobiana del género Hedyosmum sp. que crecen en Ecuador, se considera
transcendental experimentar sobre este tema, con el propdsito de establecer nuevas

propiedades terapéuticas de dicho género.

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, en esta investigacion se formul6 la
siguiente pregunta: ¢ Los extractos etanolicos de las partes aéreas del género Hedyosmum sp.
del bosque natural Jacarén Chimborazo-Ecuador presentaron actividad antimicrobiana
frente a cepas de interés clinico? Asi este estudio puede significar el punto de partida para
la identificacion de compuestos con actividad antimicrobiana presentes en Hedyosmum sp.
que serian fuente de nuevos farmacos (antimicrobianos) o la base estructural para el
desarrollo y sintesis de principios activos Utiles en el tratamiento de distintas enfermedades

infecciosas a nivel local, regional y mundial.



OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos etandlicos de las partes aéreas de
Hedyosmum sp. del bosque natural Jacaron, provincia de Chimborazo frente a cepas

microbianas de interés clinico.

Objetivos Especificos:

Extraer metabolitos secundarios de: hojas y tallos de Hedyosmum sp. del bosque
natural Jacaron provincia de Chimborazo, por medio de la técnica de extraccion
etandlica por maceracion y rotaevaporacion.

Identificar la actividad antimicrobiana de extractos etanolicos de Hedyosmum sp.
frente a microorganismos: Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Serratia marcescens, Salmonella sp.
Enterobacter sp. mediante el método de Kirby Bauer.

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), frente a los microorganismos
en estudio mediante la determinacion del efecto inhibitorio a diferentes

concentraciones por el método de Kirby Bauer.



CAPITULOI.
MARCO TEORICO
Microorganismos Bacterianos

Las bacterias son células procariotas sin nucleo, que presentan una estructura sencilla en
comparacion con las células eucariotas; sus formas y tamafios son variados. Algunas
bacterias presentan endosporas que las vuelven resistentes para sobrevivir en ambientes
extremos en estado de reposo. Segun su forma las bacterias pueden ser bacilos, cocos y

espirilos @0,

El tamafio puede oscilar desde las bacterias mas pequefias (nanobacterias), que presentan
un diametro menor a 0,2 Pm y de 0.2-0.3um de longitud, mientras que las bacterias
de mayor tamafio poseen un didmetro de 0.1-3um y alrededor de 5-120 um longitud

(espiroquetas) @9,

Las bacterias no presentan sistemas de membranas internas y en el citoplasma se localizan
los cuerpos de inclusion, los ribosomas y el nucleoide con el material genético. Poseen una
membrana plasmatica y una pared celular que es quimica y morfol6gicamente compleja la
cual contiene péptidoglicanos. Estos capacitan a la bacteria para resistir la presion
intracelular impidiendo que se origine una lisis osmotica, también las protege frente a
sustancias toxicas, por este motivo es el blanco de accion de varios antibidticos ademas

permite adoptar una forma definida que se transmite de generacion en generacion @9,
Estructura bacteriana

Las bacterias presentan componentes externos que se denominan como permanentes o
constantes los cuales son: la membrana citoplasmatica, pared celular y el citoplasma con
todos sus elementos. De igual forma la clasificacion bacteriana puede ser definida por la
aplicacion de una técnica denominada ‘tincion Gram’ que utiliza como colorantes
principales a la violeta de genciana y a la safranina, para dotar de color a las bacterias. Por
medio de esta técnica se realiza la division de las bacterias en dos grandes grupos de acuerdo
a la capacidad de tincion que presenta su membrana, y se encuentran: las bacterias Gram

positivas y las Gram negativas V).
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Figura 1. Estructura Bacteriana
Fuente: http://biogeo.esy.es/BG2BTO/organizacioncelular.htm

Infecciones bacterianas

Las infecciones bacterianas son un problema de salud publica a nivel mundial, que
representan importantes costos tanto en lo econdmico como en el bienestar de las personas
afectadas, la importancia de la prevencion y el control en infecciones ocasionadas por
bacterias multirresistentes y pan-resistentes se genera debido al mal uso de los antibioticos

comerciales (automedicacion) @2,

La prevalencia de enfermedades infecciosas causadas por cepas bacterianas patdgenas
multirresistentes genera un serio problema de salud publica que se presenta a nivel mundial.
Los microorganismos patdgenos multirresistentes se han manifestado principalmente en los
servicios de salud en consecuencia a varios factores tales como el amplio uso de antibidticos,
las dosis utilizadas para el tratamiento, el tiempo de tratamiento, asi también se presenta el
alto riesgo de transmision y contagio, ademas del estado inmunocomprometido que muestran

algunos pacientes, entre otros 2,

Las diversas alternativas de agentes antimicrobianos que se utiliza en las terapias para el
tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por bacterias con resistencia multiple se
encuentran seriamente limitadas. Por tal motivo las principales compafriias farmacéuticas se
encuentran investigando principios activos de otras fuentes naturales que incluyen a las

plantas y los animales @Y.


http://biogeo.esy.es/BG2BTO/organizacioncelular.htm

Salmonella sp.

El género Salmonella sp. pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos
gramnegativos, no formadores de esporas, anaerobios facultativos, provistos de flagelos y

méviles. Crecen bien en los medios de cultivo habituales 22,

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril de origen entérico producida por la Salmonella
typhi. En raras ocasiones Salmonella paratyphi A, paratyphi B (Salmonella schottmuelleri)
y Salmonella paratyphica C (Salmonella hirschfeltii) pueden producir un cuadro clinico

similar, aunque de menor gravedad. Estas Salmonellas s6lo afectan al ser humano @2,

Las fuentes de infeccion suelen ser otros animales portadores infectados, pero también otros
mamiferos, aves, roedores, insectos, el hombre, el agua o el alimento contaminado y el
ambiente de granja. La principal puerta de entrada de la Salmonella es la via oral, por
contacto con heces de animales infectados. Es resistente al pH del estbmago, sales biliares y
peristaltismo, coloniza el intestino delgado. La Salmonella evade las defensas intracelulares
de las células intestinales sin ser destruida y comienza a dividirse dentro de la célula.
Posteriormente, pasa a la sangre y produce una infeccion sistémica, multiplicandose en

macrdfagos, y localizandose en higado, bazo, médula 6sea 9.
Serratia marcescens.

Serratia es un bacilo aerobio gramnegativo de la familia Enterobacteriaceae, que
clasicamente habia sido considerado una bacteria saprofita; sin embargo, en los ultimos 60
afios se ha convertido en un agente de gran relevancia clinica, responsable de brotes
nosocomiales, provocando una gran diversidad de infecciones como: neumonia, infeccién
de vias urinarias, infeccion de heridas quirargicas, meningitis, y sepsis. Se encuentra en la
flora intestinal del hombre y los animales, en el medio ambiente y en reservorios como agua,

cafierias, llaves, en insumos hospitalarios como jabones y antisépticos .
Enterobacter sp.

Las bacterias del género Enterobacter son bacilos gramnegativos pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae, ampliamente distribuidos en la naturaleza. Se les puede encontrar en el
suelo, agua y como parte de la microbiota de animales, insectos y tracto gastrointestinal

humano, incluye 21 especies ?9),



Microorganismos Micoticos

Los hongos constituyen un numeroso grupo de organismos, diverso y variado, que incluye
a los mohos, las setas y las levaduras. Algunos son causantes de enfermedades en animales,
incluyendo al hombre. Se agrupan filogenéticamente separados de otros organismos, estando

mas intimamente relacionados con los animales 19,
Infecciones Micoticas

Las infecciones producidas por hongos se denominan micosis; la mayor parte de los hongos
patdgenos son exdgenos; las de mayor incidencia son conocidas como candidiasis y
dermatofitosis, son causadas por hongos que forman parte de la flora microbiana normal o
estan muy adaptados para sobrevivir en el huésped humano. Estas enfermedades pueden
clasificarse: por conveniencia, superficiales, cutaneas, subcutaneas y sistémicas @), Para
determinar estudios de la actividad biolégica sobre hongos se siguen protocolos

estandarizados por la Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) ¢®.
Candida sp.

Son levaduras mitosporicas alargadas o ligeramente redondas de 2-6 um de didmetro 3-9
um de longitud que se reproducen por gemacion (blastoconidios). A excepcion de C.
glabrata, el resto de las especies asociadas a candidosis pueden formar seudomicelios; C.

albicans y C. dubliniensis ademas son formadoras de hifas 7.

Especies de Candida asociadas patdgenas
Especie | Frecuencia
| C. albicans | 50%
| C. tropicalis | 15-30%
| C. parapsilosis | 15-30%
C. glabrata 15-30%
C. krusei ~1%
C. guilliermondii ~1%
C. lusitaniae ~1%
C. dubliniensis ~1%

Figura 2. Frecuencia de especies de Candida patdgenas
Fuente: http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/micologia/candidosis.html



Generalidades de los antibidticos

Son moléculas naturales (producida por un organismo vivo, hongo o bacteria), sintéticas o
semisintéticas, capaz de producir la muerte o la detencion del crecimiento de bacterias, virus
u hongos. En la gran industria farmacéutica no se utiliza gran variedad de principios activos
de origen natural, por lo cual se establece mayor diferenciacién con quimioterapicos, término

usado para referirse a las moléculas de origen sintético y sus derivados @9,

Los antibidticos establecen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente
comportamiento farmacocinético y farmacodinamico, ejercen una accion determinada sobre
alguna estructura o funcion del microorganismo, tienen elevada potencia biologica actuando
a bajas concentraciones. El objetivo de la antibioticoterapia es controlar y disminuir el
namero de microorganismos posibles, trabajando en conjunto con el sistema inmunoldgico

en la eliminacion de los mismos @9,
Clasificacion de acuerdo a la interaccion germen-antibiotico

o Bactericidas: su accion es letal, matan a los microorganismos sin necesidad de
destruirlos o lisarlos.

o Bacteriostaticos: a las concentraciones que alcanzan en el suero o tejidos impiden
el desarrollo y multiplicacion bacteriana, pero sin llegar a destruirlas.

o Bacterioliticos: matan a los microorganismos por lisis de su membrana ¢,
Clasificacion segun el espectro de accién

o Antibidticos de espectro amplio: son aquellos antibidticos que son activos sobre un
amplio numero de especies y géneros (aminoglucoésidos y carbapenemes)
o Antibidticos de espectro reducido: son antibioticos que acttan sobre un grupo

reducido y especifico de especies (penicilinas) ©9.
Clasificacion segun el mecanismo de accion

Existe una amplia variedad de familias y grupos de antimicrobianos de interés clinico. Los
mecanismos por los que los compuestos con actividad antimicrobiana inhiben el crecimiento
0 causan la muerte de las bacterias u hongos son muy variados y dependen de las dianas

afectadas como la pared celular, membrana plasmatica, proteinas y acidos nucleicos ¢,
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o Inhibicion de la sintesis de la pared celular

Actlan a distintos niveles de la biosintesis del peptidoglucano, capa vital para la
supervivencia bacteriana, el deterioro se produce por la pérdida de rigidez y estabilidad de
la célula, que puede provocar la muerte; por lo tanto, son considerados como agentes
bactericidas. La sintesis del peptidoglucano se da en tres etapas y los antimicrobianos pueden

afectar en cada una de ellas. Los representantes de este grupo son las cefalosporinas 9.
o Dafio a nivel de la membrana citoplasmatica

Numerosos agentes cationicos y aniénicos pueden producir la desorganizacion de la
membrana. Dentro de los antibioticos que actlan a este nivel, estd la polimixina B y la
colistina, inhiben bacterias que tienen lipidos de carga negativa en su superficie. Su accion

es desorganizar la permeabilidad de la membrana ocasionando la salida de cationes ¢,
o Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos

Entre estos: rifampicina, actinomicina D, acido nalidixico, ciprofloxacina, norfloxacina. El
acido nalidixico produce blogueo enzimatico a nivel de la "gyrasa" (necesaria para la sintesis
del &cido dexosirribonucléico-ADN). La rifampicina lo hace a nivel de la "ARN polimerasa"

(enzima que normalmente inicia la sintesis de &cido ribonucleico mensajero) (ARNm) ©9,
o Inhibicién de la sintesis de proteinas

Entre estos: aminoglucosidos, cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina. Los ribosomas 70S
bacterianos estan constituidos por dos subunidades designadas como subunidad 30S y
subunidad 50S. Estas subunidades constituyen el sitio de accion de agentes antimicrobianos,
localizandose en ellas proteinas especificas a las cuales se unen los compuestos. Los
aminoglucoésidos (estreptomicina, neomicina, amikacina, tobramicina, gentamicina,
espectinomicina, paromomicina), son aztcares complejos obtenidos de varias especies de

Streptomyces e interfieren con la funcion ribosomal bacteriana, con la subunidad 30S G,
o Antibiédticos inhibidores de betalactamasas

Las betalactamasas son enzimas producidas por algunas especies bacterianas y son las

responsables de la resistencia que presentan dichas bacterias hacia antibidticos que en su
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estructura quimica presentan el anillo betalactdmico (como penicilinas y cefalosporinas), ya
que las betalactamasas rompen ese anillo con lo cual bloguean la actividad antimicrobiana
de esos compuestos. Los antibioticos inhibidores de las betalactamasas son el acido

clavulénico, tazobactam y sulbactam ©9),
Mecanismos de resistencia a los antibiéticos

Una complicacion que se muestra en el tratamiento de enfermedades infecciosas es la
resistencia a los antibioticos, esta se define como la capacidad adquirida de un organismo
para resistir los efectos de un agente quimioterapéutico al que es sensible habitualmente ),
Esta es ocasionada por mutaciones en el cromosoma bacteriano, plasmidos o transposones
que pueden transferir determinada resistencia a diversas especies de microorganismos mas

rapido que los nuevos farmacos que se desarrollan para contrarrestarlos G,

1. Modificacién enzimatica del antibidtico: las bacterias expresan enzimas capaces de
crear cambios en la estructura del antibi6tico haciendo que éste pierda su funcionalidad. Las
R-lactamasas son las mas prevalentes. Son proteinas capaces de hidrolizar el anillo
R-lactamico que poseen los antibidticos de esta familia. De igual forma, las enzimas
modificadoras de los aminoglucdsidos son capaces de modificar estos antibioticos mediante

reacciones de acetilacion, adenilacion y fosforilacion @2,

2. Bombas de salida: operan tomando el antibidtico del espacio periplasmico y
expulsandolo al exterior, con lo cual evitan que llegue a su sitio de accion. Este mecanismo

es comUnmente utilizado por las bacterias gramnegativas ©2).

3. Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: las bacterias pueden producir
cambios de la bicapa lipidica, aunque la permeabilidad de la membrana se ve alterada,
principalmente, por cambios en las porinas. Los cambios pueden generar que la membrana

externa no permita el paso de estos agentes al espacio periplasmico ¢,

4. Alteraciones del sitio de accion: las bacterias pueden alterar el sitio donde el antibidtico
se une a la bacteria para interrumpir una funcion vital de ésta. Este mecanismo es,
principalmente, utilizado por las bacterias grampositivas, las cuales realizan cambios
estructurales en los sitios de accién de los antibioticos R-lactdmicos a nivel de las proteinas

unidoras de penicilinas ©2.
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LAS ESTRATEGIAS DE RES

Las bacterias son seres vivos que
evolucionan, capaces de adaptarse
y de resistir a los antibidticos.

2- MODIFICACION
DEL ANTIBIOTICO

3-IMPERMEABILIDAD
DE LA BACTERIA

La bacteria cierra sus poros. el
antibidtico no puede penetrar

4. EXPULSION DEL
ANTIBIOTICO

Algunas bacterias son capaces de
rechazar los antibidticos por
aspiracion fuera de la célula.

Numerosas cepas
resistentes fabrican una
enzima que modifica la
molécula del antibidtico.

I- MUTACION DEL
RECEPTOR

Si el receptor cambia, tras
una mutacion, impide la
vinculacién del
antibidtico.

© ANTIBIOTICOS

Un antibidtico debe
fijarse sobre un
receptor para actuar.

BACTERIA
expulsa los
compuestos
toxicos

(@
o\

)

Mutacion
del receptor

+infografia LaPrensa +fuente OMS/AFP

Figura 3. Estrategia de resistencia Bacteriana
Fuente: https://sites.google.com/site/resistenciabacterianaajao/4-contenidos/b-resistencia-bacteriana.

Métodos para la determinacion de actividad antimicrobiana

El método de dilucién en agar: es utilizado generalmente para establecer si el antibiotico
es letal contra un organismo, ademas se usa con microorganismos aerébicos y anaerébicos,
con la velocidad variable de evolucidn. Para esta técnica se disponen diferentes diluciones
de los antibidticos en estudio, posteriormente se afiaden a los agares, estos son puestos en
cajas Petri para su solidificacion, finalmente los microorganismos en prueba previamente

diluidos son inoculados en los agares e incubados a su temperatura y tiempos 6ptimos ©2.

Dilucién y microdilucion en caldo: este método es seriado y se lleva a cabo en tubos o
micropocillos con medios liquidos, cada uno contiene concentraciones crecientes es decir
una serie de diluciones de antibidtico diluido en el caldo en el cual se inocula un nimero

definido de células microbianas, y se mide su densidad 6ptica ©%).

Método de difusion en agar: es el mas utilizado para la determinacion de actividad
antimicrobiana, este tiene dos formas para la identificacion. La primera es el agar
solidificado se inocula con la suspension requerida en microorganismos aerébicos y un papel
filtro es impregnado con la solucion de concentracion conocida del antibidtico y sus
diluciones el cual se coloca en una superficie del agar y la segunda se perfora el agar

solidificado 3.
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Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La Concentracion Minima Inhibidora (CMI) es la medida de la sensibilidad de una bacteria
a un antibiotico. Es la minima cantidad de antimicrobiano que es capaz de impedir el

crecimiento de un microorganismo en unas condiciones normalizadas ©4.
Extractos etandlicos

Son extracto de olor caracteristico, que se obtiene a partir de materia prima desecada de
origen vegetal, estos se pueden extraer por maceracion o percolacion en contacto con etanol,
seguida de la eliminacion de dicho solvente por un procedimiento fisico. Estos procesos
pueden ser sometidos a determinados tratamientos de refinamiento para eliminar algunos de
sus componentes y asi mejorar notablemente la calidad del producto deseado. Las técnicas

que generalmente se utilizan para la obtencion de los extractos etanolicos son:

Maceracion: Es una extraccion que se realiza a temperatura ambiente que consiste en
remojar el material vegetal, debidamente triturado en un solvente (agua o etanol) hasta que
éste penetre y disuelva las porciones solubles. Se puede utilizar cualquier recipiente con tapa
que no interfiera con el solvente; en éste se colocan el material vegetal con el disolvente y
tapado se deja en reposo por un periodo de 2 a 14 dias con agitacion esporadica. Luego se
filtra el liquido, se recupera el solvente mediante la técnica de rotavaporacion ¢,

Percolacion: La percolacion es el procedimiento mas utilizado para la preparacion extractos
fluidos. El percolador es un recipiente conico con una abertura superior en la cual se puede
colocar una tapa circular perforada que permite el paso del liquido y somete a una ligera
presidn a los materiales colocados en él. Por la parte inferior posee un cierre regulable para
permitir el paso del liquido a una velocidad conveniente, se deja en reposo por un tiempo

aproximado de 24 horas 9,
Propiedades bioldgicas de las plantas

Los metabolitos secundarios de las plantas, poseen numerosas propiedades farmacoldgicas
como: propiedad antimicrobiana, antimutagénico, antiviral, antimicética, antioxidante,
antiparasitaria e insecticida, ademas son utilizados en el tratamiento de forinculos del acné,
candidiasis vaginal, para evitar la formacion de placa dental y presentan la habilidad de

promover la cicatrizacion ¢,
14


https://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/extractos/extracto-fluido/
https://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/extractos/extracto-fluido/

Antecedentes historicos plantas medicinales

Murakami et al. Realizaron un estudio quimico y farmacoldgico con las partes aéreas de
Hedyosmum brasiliense y los resultados obtenidos indicaron que esta especie posee efectos

analgesicos, antifangicos, ansioliticos, antioxidantes y antidepresivos.

Cardenas et al. Refiere que Hedyosmum bonplandianum se usa en medicina tradicional como

infusidn para aliviar el dolor (analgésico) y como febrifugo.

Zamora et al. Demuestra que algunos géneros (especialmente Chloranthus y Hedyosmum)
se utilizan para fines medicinales como estimulantes, antifngicas, y antidiarreicas, como
alimentarios en bebidas tonificantes y saborizante de licores. Estos autores reportaron la
composicion quimica del aceite esencial (AE) de hojas de Hedyosmum translucidum.

Torres et al. Describen que Hedyosmum luteynii tiene un amplio uso en la medicina
tradicional del Ecuador, en particular en el tratamiento y alivio de infecciones respiratorias

agudas y enfermedades diarreicas.

Zaruma J. Expresa en su tesis sobre la actividad antibacteriana de Hedyosmum strigosum,
que se obtuvo resultados positivos, en los cuales los extractos hexanicos y de acetato de etilo
presentaron actividad antibacteriana contra microorganismos patdégenos como

Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis.
Familia Chloranthaceae

Esta familia compone uno de los linajes mas antiguos de angiospermas, se distribuye en 75
especies, las plantas de esta familia son reconocidas por sus efectos analgesicos, antisépticos,
antiespasmadicos y antifungicos, ademas de sus propiedades anticancerigenas. Con respecto
a los constituyentes quimicos de la familia Chloranthaceae, se han identificado 124
compuestos obtenidos de diferentes especies de dicha familia, tales como: terpenoides,

flavonoides, cumarinas, acidos organicos, amidas y esteroles “2,

Se caracteriza por ser arboles o arbustos, tallos nudosos, fuertemente aromatico. Hojas
simples, opuestas, margen aserrado, unidas por las bases de sus peciolos en una vaina

estipular, a menudo con apéndices lineares %),
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Género Hedyosmum

El género Hedyosmum, es el mas abundante de la familia Chloranthaceae. Su nombre
proviene de dos palabras griegas “hedy” agradable, fragante y “osmum” olor, refiriéndose a
la fragancia de las hojas comparada con la fragancia de la pimienta, el limoén y el anis. Las
especies del género Hedyosmum son &rboles o arbustos, rara vez plantas herbéceas,
fuertemente aromaticas, tienen hojas opuestas, son dentadas, pecioladas y poseen numerosos
caracteres taxondmicos. Son arboles dioicos, unos arboles con flores masculinas y con flores

femeninas “4. Una especie de este género se encontro en el bosque Jacarén Chimborazo.
Especies del género Hedyosmum

El género Hedyosmum consta de 40 especies distribuidas principalmente en las montafas
desde el estado de Veracruz (México) hasta el Brasil y Paraguay; una especie se encuentra
en el sureste de Asia. En el Ecuador estan representadas 15 especies, de las cuales 12 se
encuentran en los bosques andinos y subparamos: Hedyosmum anisodorum Todzia, H.
cuatrecazanum Occh., H. cumbalense Karsten, H. goudotianum Solms-Laub., H. luteynii
Todzia, H. purpurascens Todzia, H. racemosum G. Don, H. scabrum, Solms-Laub., H.

spectabile Todzia, H. sprucei Solms-Laub., H. strigosum Todzia y H. translucidum “4.

Taxonomia del género Hedyosmum

REINO Plantae
FILO Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Chloranthales
FAMILIA Chloranthaceae
GENERO Hedyosmum
ESPECIE Hedyosmum sp

Figura 4. Taxonomia del género Hedyosmum sp.
Fuente: https://docplayer.es/82150061-Universidad-tecnica-particular-de-loja-area-biologica.html
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CAPITULOII.
METODOLOGIA
Tipo de investigacion:

= Segun el Nivel: Investigacion Exploratoria, se realiza para conocer el contexto sobre
un tema que es objeto de estudio. Su objetivo es encontrar todas las pruebas relacionadas
con el fenédmeno del que no se tiene ningln conocimiento y aumentar la posibilidad de
realizar una investigacion completa.

= Investigacion Descriptiva, se recolectd informacion descrita en la literatura cientifica
acerca del uso tradicional, las propiedades bioldgicas y se detallara el procedimiento
utilizado para el andlisis de la actividad antimicrobiana de los extractos etanolicos de
Hedyosmum sp.

= Disefio cuasi experimental: se modifico la variable independiente ya que se realizaron
ensayos utilizando distintas concentraciones de los metabolitos que contiene el extracto
etandlico de Hedyosmum sp. para evaluar su efecto sobre la variable dependiente, en este
caso las cepas de bacterias utilizadas ademas, se aplico controles positivos y negativos.

= Cohorte transversal: La presente investigacion se realizd en un periodo de tiempo
determinado entre Abril — Agosto 2019, en un lugar especifico, es decir que no se
encuentra sujeto a cambios de tiempo ni lugar.

= Enfoque Mixto: ya que se recolectd datos relacionados con la investigacion, analisis de
datos tanto cualitativos (observacion de la inhibicion mediante los halos de crecimiento)
como cuantitativos (medicién de los halos de inhibicién) dando respuesta al
planteamiento del problema.

Poblacion y muestra

= Poblacion: la presente investigacion estuvo representada por plantas que pertenecen al
género Hedyosmum sp. obtenidas en el bosque natural Jacaron.
= Muestra: estuvo formada por hojas y tallos de los que se obtuvieron los extractos

etanolicos a partir de plantas pertenecientes al género Hedyosmum sp.
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Variables de estudio

Variable independiente: Diluciones a diferentes concentraciones del extracto etandlico de

Hedyosmum sp.

Variable dependiente: actividad antimicrobiana frente a cepas micéticas de C. albicans,
C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis y cepas bacterianas de Serratia

marcescens, Salmonella sp., Enterobacter sp.
Métodos de estudio:

Método Teorico: fue un estudio Inductivo que parte de lo particular a lo general, es decir,
de la observacion para proyectar una teoria.

Técnicas y procedimientos:

Técnicas: observacion directa.

Instrumentos: guia de observacion, cdmara fotogréfica.
Material y métodos

» Materiales: lapiz graso, asas de platino, micropipetas variables automaticas, puntas
amarillas y azules, pipetas de Pasteur, mechero de bunsen, probeta de 250, 500, 1000 mL,
Erlenmeyer de 500 y 1000 mL, vasos de precipitacion de 100 y 200 mL, hisopos estériles,
tubos de tapa rosca 16 x 150, tubos Eppendorf, cajas mono Petri de plastico estériles, cinta
adhesiva, discos de antibidticos comerciales, discos en blanco. (Anexo 1)

» Equipos: camara de flujo laminar (marca HFsafe 900), incubadora (marca Memmert),
autoclave (marca Tuttnauer), refrigeradora, balanza analitica (marca Adam Equipment),
plancha de calentamiento, vortex (marca BenchMixer™), computador portatil, cAmara

fotografica (Anexo 1).
* Solventes: agua destilada, suero fisiologico al 0.9% estéril, Dimetilsulfoxido (DMSO)

» Medios de cultivo: para la realizacion de los ensayos de actividad antibacteriana se

emplearon medios de cultivo comerciales cuya preparacion se realizé segun las instrucciones
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del envase, los cuales fueron esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. A
continuacién se muestra los medios empleados: agar tripticasa soya (TSA), agar nutritivo
(AN), agar Mueller Hilton (AMH), agar Mueller Hilton suplementado con Glucosa.

Muestras biologicas

= Los microorganismos fueron donados por el cepario de la Universidad Catolica de
Cuenca, de la Carrera de Bioquimica y Farmacia: C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C.
tropicalis, C. parapsilosis, Serratia marcescens, Salmonella sp. y Enterobacter sp.

=  Extracto etanolico de Hojas y Ramas de Hedyosmum sp, especie proveniente del bosque

natural Jacaron Chimborazo (Anexo 2).
Procedimiento

Se inicio con larecoleccion, pesaje y extraccion del material vegetal en estudio por el método
de extraccién etanolica por maceracion y rotavaporacion, seguido del pesaje del material
obtenido (extracto) y almacenamiento de la muestra. Luego se realizo las diferentes
diluciones a varias concentraciones del extracto etandlico, y se estudié la actividad

antimicrobiana, lectura e interpretacion de la técnica de difusion en disco.
Extraccion etandlica por maceracion

Se dej6 secar el material vegetal para luego ser triturado, se colocé este material dentro de
un embudo agregando alcohol etilico en un volumen mayor al material vegetal y se dejé
reposar por 24h,

Se filtré el liquido y se lo colocd en un rotavapor el cual por accion de la temperatura se
encargara de separar la sustancia extractora de los metabolitos que estén presentes en la

planta y fueron estudiados (Anexo 2).
Preparacion de la solucion madre del Extracto etandlico y diluciones

El extracto etandlico se disolvié en Dimetil sulfoxido (DMSO) a una concentracion inicial
de 1000000 pg/mL. Para lo cual se pesé 1 gramo de extracto etandlico y se agregd 1 mililitro

de DMSO. A partir de esta solucion concentrada se realizaron varias diluciones seriadas en
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tubos Eppendorf preparadas a las concentraciones de 250000, 125000, 62500, 31250, 15625,
7812 pg/mL previo a la realizacion de los ensayos (Anexo 3).

Preparacion del preindculo

La preparacion del preindculo consistio en la siembra por el método de agotamiento de una
a dos colonias de los distintos microorganismos en estudio, en agar Tripticasa soya (TSA)
se sembro las bacterias Serratia marcescens, Salmonella sp. y Enterobacter sp. Mientras que
en agar Sabouraud se sembro las especies micoticas de C. albicans, C. glabrata, C. krusei,
C. tropicalis, C. parapsilosis. Posteriormente el preindculo se incubé a 37°C durante 18- 24

horas (Anexo 4).
Preparacién del in6culo

La preparacién del inoculo se realizo a partir del preinéculo (crecimiento en medio sélido
tras 18-24 h de incubacion) realizando una suspension en solucion salina 0.9% de cada una
de las cepas bacterianas que ajustaron con el patron de McFarland 0,5 (densidad celular de
aproximadamente 1,5 x108 UFC/mL) que se utiliza como patron de turbidez en la

preparacion de suspensiones bacterianas establecido en el CLSI.

Las candidas se ajustaron al patron de McFarland 1 (densidad celular aproximada de 3 x108
UFC/mL) que se utiliza como patrén de turbidez en la preparacion de suspensiones de

levaduras (Anexo 4).
Siembra en placas con Agar Mueller Hinton (AMH)

Posteriormente, con un hisopo estéril impregnado en la solucién bacteriana preparada y
eliminado el exceso contra las paredes del tubo se sembraron placas monopetri con AMH
empleando la técnica de tres giros, pasando el hisopo por toda la superficie de la placa de
dos a tres veces antes de efectuar cada giro, para distribuir uniformemente el in6culo y

ulterior poder interpretar los resultados de mejor forma.

Las especies micoticas de C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis.
fueron sembradas en Agar Mueller Hinton suplementadas con glucosa al 2% mas azul de

metileno, medio Optimo para el crecimiento de levaduras.
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Ensayo microbioldgico: antibiograma

Una vez sembradas todas las placas con cada microorganismo a estudiar se colocaron los
discos de papel filtro de manera equidistante, los cuales fueron impregnados con
aproximadamente 15 pL de los extractos a las diferentes concentraciones. Todos los ensayos
se realizaron por duplicado teniendo como controles positivos los antibioticos Amikacina
para Serratia marcescens, Salmonella sp. y Enterobacter sp. mientras que para las especies
de Céandidas se utiliz6 Fluconazol. Como control negativo se empled un disco impregnado
con DMSO. Las placas se refrigeraron durante dos horas a 4 °C y luego se incubaron en
estufa a 37 °C durante 24 horas, para finalmente realizar el analisis de susceptibilidad
microbiana mediante la observacion y medicién de los halos de inhibicion expresado en

milimetros (mm) (Anexo 5).
Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI)

La determinacion de la CMI consistio en la menor concentracion a la cual los extractos
presentaron actividad antimicrobiana partiendo de la concentracion inicial de 1000000
pg/mL frente a cada uno de los microorganismos en estudio. Los cuadros con los datos de
CMI obtenidos fueron realizados con el programa de procesamiento de datos Excel 2013
(Anexo 6y 7).

Procesamiento estadistico

Se realizd cuadros descriptivos de los resultados obtenidos con media y desviacion estandar
mediante la aplicacion de hojas de calculo aplicando el programa estadistico Excel 2013 para

base estadistica de la investigacion.
Consideraciones éticas.

Este proyecto de investigacién cuenta con los permisos emitidos por el ministerio de
Ambiente para trabajar con Flora silvestre protegida, la misma que se encuentra en el bosque

natural Jacaron en la provincia de Chimborazo — Ecuador.
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CAPITULO III.
RESULTADOS Y DISCUSION
Rendimiento de los extractos etandlicos de ramas y hojas de Hedyosmum sp

A partir de 200 g de ramas secas de Hedyosmum sp, utilizando la técnica de extraccién
etandlica por maceracion y recuperado el solvente mediante la técnica de evaporacion
rotatoria con en el equipo conocido como rotavapor se aislo 2,557 g de extracto etandlico de

ramas teniendo un rendimiento de 1,27 %.

Otro estudio similar realizado por Valarezo “® sobre la Actividad antimicrobiana de
extractos hexanicos de ramas de Hedyosmum sp. demuestra un rendimiento menor que el
obtenido en la presente investigacion. Partiendo de 200 g de material vegetal de Hedyosmum

sp. se obtuvo 1,824 g de extracto hexanico con un rendimiento de 0,90 %.

A partir de 200 g de hojas secas de Hedyosmum sp, utilizando la técnica de Extraccién
etanolica por maceracion y recuperado el solvente mediante la técnica de evaporacion
rotatoria con en el equipo conocido como rotavapor se extrajo 3,144 g de extracto etandlico

de hojas teniendo un rendimiento de 1,57 %.

Esta investigacion tiene resultados similares a los reportados por Solano “8) quien en su
ensayo sobre actividad antibacteriana del extracto etanolico de las flores de Hedyosmum
strigosmum, obtuvo un peso de 9,640 g partiendo de 500 g de flores secas, teniendo un

rendimiento de 1,93 %.
Actividad antimicrobiana de Extracto etanélico

El efecto inhibidor del extracto etandlico sobre el crecimiento de cepas microbianas
gramnegativas y cepas micoticas de interés clinico fue evaluado mediante el método de
difusion en disco o Kirby Bauer, los resultados obtenidos en esta investigacion se expresan
en los cuadros (1y 2), los cuales fueron realizados a partir de las mediciones de los didmetros
de los halos de inhibicién en milimetros (mm), asi como la determinacién de la CMI se
obtuvo mediante el analisis de los resultados que arrojaron las pruebas de susceptibilidad
ejecutadas a diferentes concentraciones del extracto etandlico (250000, 125000, 62500,
31250, 15625 pg/mL).
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La actividad antibacteriana de extracto etandlico de Hedyosmum sp. frente a bacterias
gramnegativas: Serratia marcescens, Salmonella sp. y Enterobacter sp. se muestra en los
cuadros (1 y 2), observandose que el extracto de mayor concentracion (1000000 pg/mL)
mostré menor halo de inhibicion que el resto de las concentraciones estudiadas, resultados
que no son los esperados, debido a que a mayor concentracion deberia obtenerse mayor halo
de inhibicion, sin embargo estos resultados puede deberse a la alta viscosidad del extracto
etanolico vegetal y poca difusion de sus principios activos en el medio de cultivo,
evidenciando que al ser diluido el extracto con el DMSO, disminuye su concentracion pero
también disminuye su viscosidad y mejor difusion de sus componentes, obteniéndose halos
de inhibicion de hasta 15 y 14 milimetros (mm) en Serratia marcescens y Enterobacter sp.,
respectivamente. Este inconveniente se podria evitar realizando la actividad antimicrobiana
por el método de microdilucion, debido a que el extracto estaria en contacto directo con los
microorganismos Yy ejerciendo su accion, evitando de esta manera la difusion de los mismos.
La CMI aproximada en Serratia marcescens y Enterobacter sp., fue de 31250 pg/mL en las
dos especies, la desviacion estandar promedio fue minima de 0,5, lo cual se debe a la
precision con la que se realizé los ensayos (Cuadro 1). Resultados similares se obtuvieron
con extracto etandélico proveniente de hojas, que presentaron halos de inhibicion de hasta 13
y 15 milimetros (mm) correspondiente a Enterobacter sp. y Serratia marcescens, obteniendo
una CMI aproximada de 31250 pg/mL, de igual forma la desviacidn estandar no super6 de
0,81 (Cuadro 2). Mientras que el extracto etanodlico estudiado no mostré actividad

antibacteriana frente Salmonella sp. a ninguna concentracion.

Los resultados obtenidos en este estudio que expresan una mayor sensibilidad de las
bacterias gramnegativas coindicen con los reportados por Collaguazo “” quien en su
investigacion de Actividad antibacteriana del aceite esencial de Hedyosmum sp. muestra que
el género Hedyosmum sp. presenta resultados positivos de actividad antibacteriana, frente a
cepas gramnegativas Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853. Su CMI fue de 500000 y 250000 pg/mL respectivamente.

Estudios realizados por Rojas “® sobre actividad antibacteriana de Salmonella sp. Serratia
marcences y Enterobacter sp. entre otras, muestran la efectividad de la actividad biologica
del extracto etanolico la especie Melinis minutiflora del Phylum: Magnoliophyta, con el
cual se presento sensibilidad bacteriana en las cepas mencionadas. Su CMI fue de 500000

pg/mL Salmonella sp., 500000 pg/mL Serratia marcences y 62500 pg/mL Enterobacter sp.
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Cuadro 1. Actividad antibacteriana del extracto etandlico de ramas de Hedyosmum sp.
expresado por los halos de inhibicion en milimetros (mm) con su respectivo valor de CMI, X *

SD frente a las bacterias: Serratia marcescens, Salmonella sp., Enterobacter sp.

Concentraciones (pg/mL)

Amikacina DMSO

(25 ng)

62500

31250 15625

250000

125000

Halos de inhibiciéon (mm)
(X +SD)

10 14 14 14
(9.5:05) (13.7¢0.5) (13.7+05) (13.7+0.5)

0 0 0 0 0 20 0 =

10 13 14 15 0 21 0 31250
(9.5+05) (13.2¢0.5) (13.7+05) (14.5+0.5)

Cuadro 2. Actividad antibacteriana del extracto etandlico de Hojas de Hedyosmum sp.
expresado por los halos de inhibicion en milimetros (mm) con su respectivo valor de CMI, X +

SD frente a las bacterias: Serratia marcescens, Salmonella sp., Enterobacter sp.

Concentraciones (ug/mL)

Amikacina DMSO

(25 pg)

62500

31250 15625

250000

125000

Halos de inhibiciéon (mm)
(X +SD)

12 15 16 15
(12+0.81) (14.5205) (16:0.81) (14.50.5)

0 0 0 0 0 20 0 -

9 10 15 13 0 21 0 31250
(8.7405)  (9.5+0.5) (14.5:05) (13.2+0.5)
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De igual forma Torres et al. @ en su investigacion sobre la actividad antibacteriana de
extractos hexanicos de tallos y hojas de Hedyosmum scabrum, reportaron una inhibicion del
crecimiento de los microorganismos Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa, lo cual
muestra que existe una mayor sensibilidad por parte de las bacterias gramnegativas a este

tipo de extracto.

Por otro lado, la actividad antimicética del extracto etandlico de Hedyosmum sp. frente a
especies de C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis y C. parapsilosis, mostré que
el extracto resultd ser inactivo para las cepas de candidas estudiadas evidencidndose que no
existe actividad antimicética por parte del extracto etandlico en este tipo de microorganismos

levaduriformes.

Estudios de Morales et al. *® sobre actividad antimicética de aceite esencial de romero
demostro ser sensible in vitro a las concentraciones de 50000 y 100000 pg/mL. Este aceite
presenta, ademas, un amplio espectro de accidn antibacteriana, tanto sobre bacterias
grampositivas como gramnegativas, aunque a diferentes concentraciones, posiblemente
debido a la menor complejidad de los componentes de la pared celular de las bacterias, como
son peptidoglucanos y fosfolipidos, y a través de los diversos componentes de los aceites

esenciales.

Otro ensayo de actividad biol6gica realizado por Condori et al. ©? sobre la evaluacion de la
actividad antimicotica de los aceites esenciales de plantas aromaticas, muestra que la especie
vegetal Pinus radiata (Pino) inhibe el crecimiento a 5000 pg/mL sobre la especie mic6tica
Trichophyton rubrum. Por otro lado, las especies vegetales Aloysia triphylla (Cedrén) y
Rosmarinus officinalis (Romero) lograron inhibir el crecimiento con una concentracion
minima inhibitoria aproximada de 10000 pg/mL sobre las especies de Candida albicans y
Microsporum canis. La diferencia en las concentraciones mostradas se debi6 a que estos
hongos presentan mayor crecimiento, resistencia y tiempo de vida. Estos resultados
concuerdan con la presente investigacion realizada con especies de C. albicans, C. glabrata,
C. krusei, C. tropicalis y C. parapsilosis, las cuales no presentaron actividad antimicotica a

las concentraciones estudiadas.
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CONCLUSIONES

1. Seaisl6 2.55 g de extracto etandlico a partir de 200 g de ramas trituradas de la especie
vegetal Hedyosmum sp. del bosque natural Jacarén mediante el método de extraccion
etandlica por maceracion y recuperado el solvente mediante la técnica de
evaporacion rotatoria, lo cual representd un rendimiento de 1.27 %. Asi mismo se
aislo 3.144 g de extracto etandlico a partir de 200 g de hojas que representd un
rendimiento de 1.57 %

2. Los ensayos de actividad antimicrobiana empleando el método de Kirby Bauer frente
a cepas bacterianas: Serratia marcescens, Salmonella sp., Enterobacter sp. y cepas
micoticas: C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis,
mostraron gue el extracto etanolico tuvo actividad antimicrobiana Unicamente frente
a las especies gramnegativas Serratia marcescens y Enterobacter sp. no asi frente a
las especies del género de Candida.

3. Los analisis de las CMI del extracto etandlico de Hedyosmum sp. realizados en los
ensayos de actividad antimicrobiana frente a cada especie bacteriana y micética en
estudio, utilizando diluciones seriadas del extracto a diferente concentracion
(250000, 125000, 62500, 31.250, 15625, 7812ug/mL) confirmaron una mejor
actividad biologica frente a Serratia marcescens y Enterobacter sp. ya que la CMI

fue de 31250 pg/mL en las dos especies.
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RECOMENDACIONES

1. Para una mayor confiabilidad de los resultados realizar ensayos sobre actividad
antimicrobiana por otros métodos de sensibilidad como por ejemplo el método de
micro dilucion, de esta manera se evitaria el inconveniente de la difusion de los
principios activos en el medio de cultivo.

2. La conservacion de los extractos etanolicos extraidos de distintas partes de las
especies vegetales se debe realizar guardandolos en frascos ambar bien sellados y en
refrigeracion (menor a 4°C) para evitar la evaporacion de compuestos que podrian
ser bioactivos, ya que son mezclas volatiles.

3. En vista que los extractos etanolicos de Hedyosmun sp, mostro ser activo frente a
bacterias Gram negativas y existen reportes sobre otras especies bacterianas, se
deberia seguir realizando nuevas investigaciones de otras actividades bioldgicas
como la actividad antioxidante, actividad antimicoética, actividad anticancerigena,

actividad anticoagulante entre otras.
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ANEXOS

Anexo 1. Materiales y equipos del Laboratorio de Microbiologia la Universidad Nacional

de Chimborazo utilizados en la investigacion

A: Camara de flujo laminar B: Preparacion de medios de cultivo

C: Autoclave
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Anexo 2. Procedimiento para la obtencion del extracto etandlico realizado en el laboratorio
de investigacion de la Universidad Nacional de Chimborazo

B: Maceracion Etanolica de Hedyosmum sp

C: Proceso de rotavaporacion realizado en el Laboratorio de investigacion de

la facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional de Chimborazo.
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Anexo 3. Procedimiento para realizar la solucion madre y sus diluciones

B: Solvente Dimethylsulfoxid A: Pesaje del extracto para la solucién madre

Anexo 4. Preparacion del Preindculo e in6culo dentro de la cdmara de flujo laminar

A: Preparacion del Preinéculo microbiano
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B: Preparacion del Indculo a la escala McFarland indicada

Anexo 5. Colocacién de discos impregnados con extractos y discos de control

A: Impregnacion del disco con el extracto B: Colocacion del disco en la placa con AMH
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Anexo 6. Resultados bacterias gramnegativas

A: Resultados de los halos de Serratia m. B: Resultados de los halos de Salmonella sp.

C: Resultados de los halos de Enterobacter sp.
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Anexo 7. Resultados especies de Candidas

A: Resultados de los halos de C. glabrata B: Resultados de los halos de C. parapsilosis

_(_j«é&ﬁs By

C: Resultados de los halos de C. tropicalis
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D: Resultados de los halos de C. albicans

E: Resultados de los halos de C. krusei
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