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RESUMEN (ABSTRACT)

Enterococcus faecalis es un microorganismo considerado como agente etiol6gico de
diferentes procesos infecciosos, tales como: infecciones de la piel, osteomielitis,
neumonia, infecciones del tracto urinario, endocarditis, infecciones de heridas, entre
otros, siendo los pacientes hospitalizados una poblacién méas vulnerable a esta bacteria.
El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad antibacteriana in vitro de los
extractos metanolicos y cloroférmicos de las plantas Peperomia galioides, Otholobium
mexicanum, Zingiber officinale y Rosmarinus officinalis frente a Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Enterococcus faecalis ATCC 51299 (resistente a la vancomicina) y una
cepa clinica de Enterococcus faecalis aplicando la técnica de microdilucién, la cual es
una técnica de ensayo que permite valorar la sensibilidad in vitro de las bacterias frente a
agentes antimicrobianos, y teniendo en cuenta que los principios activos de ciertas plantas
al ser extraidos con diferentes solventes son capaces de inhibir el crecimiento bacteriano,
se evaluo esta bioactividad. Segun la literatura revisada las plantas mencionadas
previamente presentan metabolitos secundarios capaces de inhibir a microorganismos
gram positivos. La actividad antibacteriana se calculo para ser expresada como 1C50 e
IC90. Los resultados revelaron que los extractos de Otholobium mexicanum fueron los
mas activos seguido de los de Peperomia galioides y un extracto de Rosmarinus
officinalis mientras que ninguno de los extractos de Zingiber officinale presentaron
actividad antibacteriana a las concentraciones probadas frente a las cepas utilizadas.

Dada la actividad significativa de algunos extractos, los resultados obtenidos podrian
servir de base para futuros estudios con el fin de su probable utilizacion en productos

naturales.

Palabras clave: Actividad antibacteriana in vitro. Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Enterococcus faecalis ATCC 51299 resistente a la vancomicina. 1C50. 1C90.

Microdilucién.

Oliver José Ramirez Condoy
Fanny Marcela Redrovan Berrezueta



E% UNIVERSIDAD DE CUENCA
=

é.._

ABSTRACT

Enterococcus faecalis is a microorganism considered as an etiological agent of different
infectious processes, such as: skin infections, osteomyelitis, pneumonia, urinary tract
infections, endocarditis, wound infections, among others, hospitalized patients being a
more vulnerable population to this bacterium. The objective of the present study was to
evaluate the in vitro antibacterial activity of the methanolic and chloroformic extracts of
the plants Peperomia galioides, Otholobium mexicanum, Zingiber officinale and
Rosmarinus officinalis against Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus
faecalis 51299 and a ATCC 51299 (resistant to vancomycin ), Enterococcus faecalis
clinic strain applying the microdilution technique, which is a test technique that allows
assessing the in vitro sensitivity of bacteria against antimicrobial agents, and taking into
account that the active principles of certain plants when extracted with different solvents
are capable of inhibiting bacterial growth, this bioactivity was evaluated. According to
the literature reviewed, the previously mentioned plants present secondary metabolites
capable of inhibiting gram-positive microorganisms. Antibacterial activity was calculated
to be expressed as IC50 and 1C90. The results revealed that the extracts of Otholobium
mexicanum were the most active, followed by those of Peperomia galioides and an extract
of Rosmarinus officinalis, while none of the extracts of Zingiber officinale showed

antibacterial activity at the concentrations tested against the strains used.

Given the significant activity of some extracts, the results obtained could serve as the

basis for future studies with the aim of their probable use in natural products.

Keywords: In vitro antibacterial activity. Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Enterococcus faecalis ATCC 51299 resistant to vancomycin. 1C50. 1C90. Microdilution.
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CAPITULO 1
1.1. INTRODUCCION
En la actualidad, la prevalencia de enfermedades ocasionadas por microorganismos

patdgenos se ha convertido en una preocupacion generalizada dentro del &mbito médico-
cientifico; dado que constituye un riesgo inminente para la Salud Publica, es por ello que
a través de ensayos, métodos o técnicas cientificas se procura descubrir por medio de las
fuentes naturales compuestos bioactivos que inhiban el crecimiento bacteriano (Cantdn
& Ruiz, 2013).

Desde tiempos ancestrales el ser humano ha encontrado en la naturaleza soluciones a un
sin numero de afecciones, dolencias o patologias utilizando plantas medicinales y
nutracéuticas. En la actualidad muchos de los tratamientos con los antibidticos habituales
no han presentado buenos resultados al momento de combatir contra bacterias
potencialmente patdgenas y de origen nosocomial, esto se debe a la multidrogoresistencia
que han generado mediante diversos mecanismos geneticos los microorganismos para

garantizar su supervivencia (Gallegos, 2016).

Se ha podido evidenciar que los compuestos bioactivos que presentan las plantas pueden
resultar como una alternativa bastante eficiente y eficaz frente a bacterias patdgenas de
interés. En el Ecuador se encuentran numerosas especies nativas e introducidas, siendo
un término adecuado para denominar a este pais como megadiverso, por ser un territorio
con una alta riqueza en recursos vegetales a nivel mundial, las mismas que pueden

contribuir a la salud humana para aliviar diferentes dolencias (Segovia et al., 2015).

Esta investigacion ha generado informacion etnobotanica sobre la actividad
antibacteriana de cuatro plantas presentes en el territorio ecuatoriano, Peperomia
galioides, Otholobium mexicanum, Zingiber officinale y Rosmarinus officinalis frente a
una bacteria de interés Enterococcus faecalis (E. faecalis) por su alta resistencia al
tratamiento antibacteriano habitual e inclusive presentando genes de alta resistencia a uno

de los antibioticos de ultima linea como es el caso de la vancomicina.

1.2. IDENTIFICACION DEL PROBLEMA
El género Enterococcus incluye varias especies, E. faecalis es una de ellas y también un

patdgeno nosocomial importante en la actualidad. E. faecalis puede dar lugar a cuadros
de bacteriemia, endocarditis, infecciones urinarias, tejidos blandos, heridas, etc. (Reyes
& Jerves, 2017).
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La resistencia a antibioticos surgié con el inicio de la terapia antimicrobiana como un
medio de supervivencia y adaptacion; las bacterias capaces de provocar infecciones han
generado diferentes mecanismos de resistencia, entre ellos tenemos a: bombas de eflujo
que expulsan del citoplasma a las sustancias atacantes, enzimas que hidrolizan los

antibidticos y expresion de nuevas proteinas de membrana (Reyes & Jerves, 2017).

La resistencia que puede presentar E. faecalis puede ser intrinseca (desarrollada
naturalmente sin haber estado expuesto previamente a un antibidtico) o adquirida. Se ha
evidenciado resistencia intrinseca a antibiéticos como penicilinas, clindamicina,
trimetoprim-sulfametoxazol y cefalosporinas. Las resistencias adquiridas pueden darse
con todos los antibacterianos restantes y esto es debido a mutaciones o genes adquiridos
a través de plasmidos o transposones. La aparicion de cepas resistentes a glucopeptidos
como vancomicina y teicoplanina representan un gran problema en el tratamiento de E.
faecalis ya que son antibioticos frecuentemente utilizados como Ultima alternativa para
enterococos multirresistentes y esto limita las opciones terapéuticas para las infecciones

causadas por esta bacteria (Reyes & Jerves, 2017).

1.3. JUSTIFICACION
A traveés de las generaciones las plantas medicinales han sido de gran importancia para la

humanidad pues su mayor aplicacion se refiere al tratamiento y alivio de varias
enfermedades. Es por ello que hoy en dia el estudio cientifico de las plantas medicinales
y su utilidad es completamente pertinente para resolver algunos problemas de salud
(Cosme, 2008).

En particular este tipo de plantas son fuente de productos naturales con actividades
bioldgicas, lo que ha generado un gran interés dentro de diferentes ramas de la salud para
extraer estos productos y asi estudiar su composicién quimica, diferentes bioactividades

y aplicaciones, entre una de ellas la capacidad antibacteriana (Tituafia et al., 2018).

El impacto cientifico de la presente investigacion es aportar con informacion sobre la
actividad antibacteriana de los extractos hidrofilicos y lipofilicos de las plantas
Peperomia galioides, Otholobium mexicanum, Zingiber officinale y Rosmarinus
officinalis frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecalis resistente
a la vancomicina ATCC 51299 y cepa clinica de Enterococcus faecalis, que posiblemente

en un futuro sirvan de base para el estudio de nuevas alternativas en el tratamiento de
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infecciones causadas por esta bacteria o también ser empleadas en la fabricacion de

desinfectantes de uso hospitalario.

Se pretende, ademds, aprovechando la biodiversidad de flora de nuestro pais impulsar

futuros estudios de plantas medicinales evidenciando cientificamente su bioactividad.

Por otro lado, los resultados obtenidos, inciden en la sociedad en general al validar los
conocimientos ancestrales mediante técnicas experimentales de la actividad
antibacteriana de las plantas estudiadas, fomentando también el uso racional de las

mismas.

1.4. HIPOTESIS
o Los extractos metandlicos y/o cloroférmicos obtenidos de las plantas Peperomia

galioides, Otholobium mexicanum, Zingiber officinale y Rosmarinus officinalis
presentan actividad antibacteriana frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Enterococcus faecalis resistente a la vancomicina ATCC 51299 y cepa clinica de

Enterococcus faecalis.

1.5. OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS

OBJETIVO GENERAL
o Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos de las plantas
Peperomia galioides, Otholobium mexicanum, Zingiber officinale y
Rosmarinus officinalis frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Enterococcus faecalis resistente a la vancomicina ATCC 51299 y cepa

clinica de Enterococcus faecalis aplicando la técnica de microdilucién.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Obtener los extractos metandlicos y cloroformicos de las plantas
Peperomia galioides, Otholobium mexicanum, Zingiber officinale y
Rosmarinus officinalis.
o Determinar su actividad antibacteriana.
o Analizar los resultados obtenidos aplicando técnicas bioestadisticas como
el calculo del IC50 e 1C90.

Oliver José Ramirez Condoy
Fanny Marcela Redrovan Berrezueta



55% UNIVERSIDAD DE CUENCA

s

+

CAPITULO 2
MARCO TEORICO
2.1. BACTERIAS
2.1.1. Definicién
Son microorganismos unicelulares y los mas abundantes en el planeta. Se caracterizan

por presentar tamafios entre 0,5 y 5 micras (um) aproximadamente. Tienen pared celular
y se reproducen por un mecanismo denominado biparticion o fision binaria (Lucana &
Huanca, 2014).

Al aplicar la tincién de Gram podemos clasificar a las bacterias en gram positivas y gram
negativas mediante el uso de diferentes colorantes como violeta cristal y fucsina o

safranina (Lucana & Huanca, 2014).

La diferencia entre estos dos grupos se debe a que la pared celular de las bacterias gram
positivas esta formada por una gruesa capa de peptidoglicano que les permite retener el
colorante violeta cristal, siendo asi que cuando se observa estas bacterias al microscopio
presentan un color morado o violeta caracteristico, mientras que la pared celular de las
bacterias gram negativas no es lo suficientemente gruesa como la de las gram positivas,
es decir no pueden retener en gran cantidad el colorante violeta de cristal, por lo que al
observarlas al microscopio, se diferencian por su color rosado caracteristico (Mollinedo
& Gonzalez, 2014).

Ademas, pueden poseer diferentes formas, distinguiéndose tres tipos fundamentales:
cocos (de forma esférica), bacilos (en forma de bastoncillo) y formas helicoidales. Dentro
de este Gltimo grupo se destacan los vibrios (en forma de coma), espirilos (en forma de

tirabuzon) y espiroquetas (helicoidal flexible) (Mollinedo & Gonzéalez, 2014).

2.1.2. Resistencia bacteriana
Actualmente, los investigadores advierten sobre un escenario que podria acabar con la

humanidad. Las bacterias en las ultimas décadas se han adaptado al entorno que las rodea
y por ende han evolucionado su capacidad de soportar los antibiéticos a un ritmo muy
veloz, los antibidticos son sustancias quimicas que a partir del descubrimiento de la
penicilina han ayudado a salvar muchisimas vidas humanas, permitiendo que la esperanza

de vida se extienda 20 afios mas (Kukso, 2016).

La resistencia a los antibidticos, que puede ser definida como la capacidad de una bacteria

para subsistir en concentraciones de antibiético que evitan el crecimiento de otras de su
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misma especie, es realmente un problema grave en el mundo (Alos, 2015). En paises en
donde el consumo de antibioticos es exagerado las bacterias son mas resistentes. En el
afio 2013 a nivel mundial se produjeron mas de 700.000 muertes que fueron atribuidas a
la resistencia antibiotica. Se pronostica que para el afio 2050 las muertes por resistencia
a los antibioticos superen los 10 millones. Se considera que llegara a ser la primera causa
de muerte superando al cancer, es decir morird una persona cada 3 segundos. La
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) emitié una alerta epidemioldgica por la
presencia de microorganismos con mecanismos de multidrogoresistencia haciendo
mucho mas dificil controlar las infecciones de origen bacteriano. Esto se ha generado
basicamente por una automedicacion indiscriminada e inadecuada, ademas de que una de
las industrias responsables de esta situacion es la alimentaria, ya que hay antibiéticos
hasta en lo que comemos, se dice que el 80% de los tratamientos antibacterianos se
utilizan en animales de granja estimulando el crecimiento o evitando posibles infecciones,
entre los paises que mas abusan del uso de los antibioticos en animales tenemos Estados
Unidos, Brasil y China (Kukso, 2016).

Por otro lado, las bacterias evolucionan o desarrollan mecanismos de defensa de manera
mucho mas acelerada en relacion al tiempo que le lleva al investigador desarrollar un
antibiotico. Se dice que se esta entrando en la era post-antibiotica y es inevitable la
aparicion de resistencia por parte de las bacterias, pero se puede frenar esta situacion
alarmante para el mundo tomando conciencia e incrementado la vigilancia farmacoldgica,
ademas de buscar alternativas nuevas no solamente a nivel sintético si no a través de las

plantas medicinales (Kukso, 2016).

2.1.3. Género Enterococcus
En la antigiedad los enterococos pertenecian al género Streptococcus mas

especificamente del grupo D de Lancefield (sistema de clasificacion seroldgica de los
estreptococos f hemoliticos), pero no fue hasta 1970 que fueron clasificados como un

género independiente (Diaz et al., 2010).

Se caracterizan por ser cocos gram positivos, con tamarios de entre 0,6-2,0 um x 0,6-2,5
um. No forman endosporas (células especializadas encargadas de asegurar la
supervivencia de la bacteria debido a cambios ambientales), pueden presentarse en forma
de pares o cadenas cortas y son anaerobios facultativos (pueden desarrollarse tanto en

presencia como en ausencia de oxigeno) (Diaz et al., 2010).
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Estos microorganismos presentan otras caracteristicas como:

- Fermentan una gran cantidad de carbohidratos, especialmente la lactosa, con la
formacion de &cido lactico, no forman gas y producen un pH final que puede ir de
4,2 a 4,6 y su crecimiento éptimo se da a una temperatura de 37°C (Diaz et al.,
2010).

- Las colonias en diferentes agares pueden ser incoloras o presentar un color
grisaceo, con un diametro de 2-3 mm y un tiempo de incubacién aproximado de
48 horas (Diaz et al., 2010).

- Comunmente no son hemoliticos (y hemdlisis), aunque a veces pueden realizar
hemolisis de tipo a (lisis parcial de eritrocitos con coloracion verde alrededor de
las colonias) o en menor medida hemdlisis tipo B (hemolisis clara alrededor de las
colonias) (Jawetz et al., 2016).

- Son PYR (método rapido presuntivo para la identificacion de E. faecalis basado
en la actividad enzimatica pirrolidonil arilamidasa) positivos, proliferan en
presencia de bilis, hidrolizan la bilis, es decir son bilis-esculina positivos y crecen

facilmente en un medio de cloruro de sodio (NaCl) al 6.5% (Jawetz et al., 2016).

Los enterococos habitan dentro del tracto gastrointestinal del hombre y de otras especies,
aungue también pueden encontrarse en el tracto genitourinario y saliva. Pueden causar
enfermedades como infecciones del tracto urinario, endocarditis, bacteriemias, y otras
afecciones, por lo que se les considera patdégenos oportunistas para el humano (Diaz et
al., 2010).

Existen 33 especies que pertenecen a este géenero y E. faecalis es la especie mas frecuente
aislada en muestras clinicas de infecciones causadas por enterococos (se le asocia que es
el causante del 80-90% de estas infecciones), sequida por Enterococcus faecium (10-15%
de estas infecciones). Por nombrar otros ejemplos tenemos los siguientes: E. avium, E.

dispar, E. malodoratus, E. hirae (Koneman, 2017).

2.1.3.1. Enterococcus faecalis
E. faecalis pertenece al género Enterococcus, es una bacteria gram positiva, inmovil,

anaerobia facultativa y fermenta varios carbohidratos, con reaccion catalasa positiva muy
débil cuando crecen en agar sangre. Tiene forma esférica, y puede medir entre 0,6-2,0 um
por 0,6-2,5 um, no forman esporas y su temperatura 6ptima de crecimiento es de 35°C.

Toleran pHs altos y por lo general producen 3 o y hemolisis (Diaz et al., 2010).
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Puede habitar en el tracto gastrointestinal de humanos y otros mamiferos, por lo que son
indicadores de contaminacidn fecal. Se ha encontrado esta especie en tierra, alimentos y
agua debido a su capacidad de poder sobrevivir en diversas condiciones (Diaz et al.,
2010).

E. faecalis es la especie que con mayor frecuencia se aisla a nivel nosocomial y produce
enfermedades como infecciones del tracto urinario (ITU), bacteriemia, infecciones de

heridas quirargicas, meningitis o endocarditis (Diaz et al., 2010).

Uno de los tdpicos mas importantes de esta bacteria es la resistencia intrinseca a
determinados antibioticos; por ejemplo, las penicilinas. Las cepas de E. faecalis que
contienen el gen vanA son capaces de desarrollar resistencia por la vancomicina y

teicoplanina (Jawetz et al., 2016).

2.1.4. Enterococcus faecalis resistente a los antibioticos.
Se ha observado una resistencia intrinseca a las penicilinas resistentes a la penicilinasa,

todas las cefalosporinas y a los monobactamicos. Presenta una resistencia leve intrinseca
a muchos aminoglucosidos, una sensibilidad intermedia o resistencia a las
fluoroquinolonas, y una sensibilidad moderada a la penicilina y a la ampicilina. Los

Enterococcus son inhibidos méas no destruidos por a la ampicilina (Jawetz et al., 2016).

Esta multiresistencia que generalmente desarrollan los microorganismos es basicamente
por la adicion de genes de resistencia a través de plasmidos o transposones e inclusive
mutaciones espontaneas que elevan el nivel de resistencia a numerosos antibidticos

(Jerves-Guerrero, 2017).

2.1.4.1. Resistencia a los aminoglucésidos
El alto grado de resistencia a los aminoglucdsidos por algunos enterococos se debe a la

presencia de enzimas que modifican los aminoglucoésidos enterocdcicos. Los genes que
codifican a estas enzimas se suelen encontrar en plasmidos conjugados o transposones
(Jawetz et al., 2016).

2.1.4.2. Resistencia a la vancomicina
La vancomicina es el glucopéptido de elecciébn como alternativo de la penicilina para

tratar infecciones enterococicas. Existen multiples fenotipos de resistencia a este
antibidtico, entre estos estan: el fenotipo vanA que presenta en su gran mayoria resistencia
inducible a la vancomicina y a la teicoplanina; el fenotipo vanB presenta resistencia a la

vancomicina, pero susceptible a la teicoplanina; el fenotipo vanC esta presente en
7
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especies aisladas con menor frecuencia del género Enterococcus; el fenotipo vanD que
presenta resistencia moderada a la vancomicina y leve o con sensibilidad a la teicoplanina;
el fenotipo vanE con resistencia de bajo nivel a la vancomicina y susceptibilidad a la
teicoplanina y los fenotipos vanG y vanL presentes por lo general en E. faecalis,
demuestran un bajo nivel de resistencia a la vancomicina y con susceptibilidad a la
teicoplanina. Los genes vanR y vanS se consideran sistemas reguladores de dos
componentes que son sensibles a la vancomicina o teicoplanina en el medio ambiente.
También se requiere de los genes vanH, vanA y vanX para que se produzca una
resistencia a la vancomicina; vanY y vanZ no se consideran necesarios o esenciales para
la resistencia a la vancomicina (Jawetz et al., 2016).

Los enterococos que presentan resistencia a la vancomicina normalmente poseen
plasmidos que les otorgan resistencia a la ampicilina y los aminoglucésidos, y por esto se
utilizan para tratar las infecciones por enterococos resistentes a la vancomicina farmacos
nuevos como daptomicina, linezolida, quinupristina-dalfopristina y tigeciclina (Jawetz et
al., 2016).

La resistencia se genera por una transposicion genética como se observa en la imagen a

continuacion:

(= = SR D

IR,

Protelna R )
) Regulador Deshidro- Dipepti- D, D-carboi- .
Transposasa Resolvasa de raspuesta E;Ii];?d:ilndag genasa Liga dasa peptidasa Desconocida
s N AN AN "
' N A A
Transposicidn Ragulacidn Indispansables para la resistencia Proteinas accesorias
a glucopéptido

lustracién 1 Mapa esquematico de la transposicién Tn1546 de Enterococcus spp. (Jawetz et
al., 2016).

2.1.4.3. Resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol
Los enterococos frecuentemente han mostrado sensibilidad a trimetoprim-sulfametoxazol

(TMP-SMZ) en las pruebas in vitro, pero se ha demostrado que estos farmacos no son
eficaces para tratar las infecciones. Esto se debe a que los enterococos pueden utilizar
folatos exdgenos disponibles in vivo y, por ello, evaden la inhibicién provocada por los

farmacos (Jawetz et al., 2016).
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2.1.5. Prevalencia de Enterococcus spp.
Segun un estudio sobre prevalencia publicado por el European Center for Diseases

Control and Prevention (ECDC) en el afio 2012, Escherichia coli (E. coli) (15,9%) es el
patbgeno mas importante en la infeccion nosocomial, siendo el segundo y tercero
Staphylococcus aureus (S. aureus) (15,9%) y Enterococcus spp. (9,6%), respectivamente
(Cant6on & Ruiz, 2013). Esto se debe basicamente a que estos dos ultimos han
desarrollado una multiresistencia a los antibidticos considerandose un problema en la
infeccion nosocomial haciendo cada vez mas un reto controlar infecciones producidas por
estos patégenos. Hoy en dia los aislamientos intrahospitalarios corresponden
fundamentalmente a E. faecalis y en segundo lugar a Enterococcus faecium. Las
infecciones intrahospitalarias por Enterococcus spp. ha incrementado su prevalencia en
los ultimos afios, generalmente por su amplia resistencia intrinseca, principalmente a
antibioticos como cefalosporinas y aminoglucésidos, y adquirida a diversos
antimicrobianos como la vancomicina, de extenso uso en los centros de salud (Rodriguez
etal., 2013).

2.2. MEGA DIVERSIDAD DE FLORA EN EL ECUADOR
Ecuador es un pais que posee una riqueza bioldgica y concentracion diversa en flora

considerada como una de las méas grandes del planeta y esto es explicado por su ubicacion
en la linea ecuatorial, y condiciones bioldgicas especificas debido al hecho de estar
atravesado por la cordillera de los Andes y poseer parte de territorio amazonico (Segovia
et al., 2015).

La flora del Ecuador ha sido desde siempre reconocida por ser inmensamente rica en
plantas Gtiles; como referencia se tiene que los indigenas empleaban las plantas que
crecian ya sea con fines medicinales, de construccion, alimenticio, etc. En nuestro pais
estan registradas 3.118 plantas que pertenecen a 206 familias que poseen fines
medicinales. Segun estudios de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador, el 45%
de estas plantas se emplean en el tratamiento de diversos sintomas, mientras que el 26%
se encarga de las afecciones que son generalmente causadas por microorganismos tales
como bacterias, virus, hongos o protozoos, y otro grupo minoritario de plantas que tratan
las heridas, lesiones y algunos desordenes del sistema digestivo. Se considera que la
comunidad de los kichwas establecidos en la region amazonica son considerados como
los que mas especies usan, continuando con los kichwas de la Sierra y de los mestizos
(Chavez, 2017).
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Esta impresionante cifra resalta la enorme utilidad de la flora nativa del Ecuador, a pesar
de que muchos desconocen la utilidad de las diversas plantas presentes en el pais,
pudiendo ser a su vez un recurso para el pais, en particular para la gente de escasos
ingresos que vive en las areas rurales y que, en muchos casos, depende enteramente del

bosque para obtener alimentos, medicinas y vivienda (Torre et al., 2008).

2.3. PLANTAS MEDICINALES
Las plantas medicinales son consideradas como la principal herramienta terapéutica de

uso tradicional. Debido a que desde la antigiiedad la medicina tradicional es utilizada para
el alivio de las enfermedades y el dolor. Hoy por hoy se ha desarrollado un gran interés
por un mejor entendimiento y utilidad de medicinas alternativas, entre las que sobresale
la medicina natural. El uso de plantas medicinales se lo lleva a cabo muchas de las veces
de un modo empirico y basandose en la tradicion; a pesar de ello, actualmente los estudios
de fitoterapia han avanzado mucho, permitiendo tener una base cientifica solida, por lo
cual ha tomado mayor significado la investigacion de nuevas fuentes vegetales de
metabolitos con actividad antiinflamatoria, antitumoral, analgésica, antimalrica,

antibacteriana, antifungica, etc. (Torres et al., 2017).

En nuestro pais las plantas medicinales, se utilizan como sustitutas de las medicinas
farmacéuticas. A pesar de ello, no se ha obtenido la suficiente evidencia cientifica que

afiance a la medicina herbaria dentro de los sistemas de salud (Gallegos, 2016).

2.3.1. Congona
Nombre cientifico: Peperomia galioides.

Peperomia galioides es una planta herbacea, aromatica, nativa del continente
sudamericano en una zona comprendida entre Colombia, Peru, Ecuador y Bolivia. Se la
puede encontrar entre los 2600 — 4000 metros sobre el nivel del mar, su habitat natural
son climas humedos y semisombreados. Puede llegar a medir entre los 10-50 cm, su tallo
es cilindrico, presenta ramificaciones en la base y nudos inferiores. Sus hojas son
verticiladas pecioladas de 8 por nudo, colgantes, ovaladas de 0.8-1.2 cm de largo y de 5-
6 mm de ancho y un espesor de 1.5-2.5 mm. su inflorescencia es en espigas, hermafrodita,

el fruto es una drupa con una semilla (Ponce, 2019).

Compuestos bioactivos: Peperomia galioides presenta diferentes metabolitos
secundarios con propiedades antibacterianas; entre los mas importantes podemos destacar
los triterpenos y compuestos fendlicos como los flavonoides (Aguilar, 2007).
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Uso medicinal: entre los usos populares de esta especie se menciona sus propiedades
terapéuticas como cicatrizante, antiinflamatorio, descongestivas, para las quemaduras,
hemorroides, caida del cabello, el escorbuto, antiespasmddico, analgésico, en otros
reportes se menciona la actividad terapéutica frente a Ulceras gastricas, afecciones
hepaticas, cardiotonicas. También se ha informado sobre la actividad antibacteriana del
extracto etandlico frente a Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis (Ponce,
2019).

lustracién 2 Congona, Peperomia galioides. Fuente: Propiedad de los autores.

2.3.2. Trinitaria
Nombre cientifico: Otholobium mexicanum.

Es un arbusto perenne perteneciente a la familia Fabaceae, que puede llegar a medir de
uno a tres metros de altura y se puede encontrar desde los 2000 a 2800 metros sobre el
nivel del mar. Las hojas de la trinitaria se caracterizan por ser compuestas, tripartitas,
lanceoladas, de peciolo corto, borde entero y apice acuminado. Sus flores son zigomorfas
de color violeta o azul marino. En el Ecuador se lo conoce por varios nombres como

wallwa, culén, trinitaria blanca, entre otros (Ledn-Lopez, 2014).

Compuestos bioactivos: Entre los metabolitos secundarios mas importantes de
Otholobium mexicanum destacan los taninos, flavonoides, furocumarinas (psoraleno),
terpenoides y el bakuchiol, este ultimo se encuentra en mayor concentracion en la planta
y es un monoterpeno fendlico o llamado también meroterpeno (derivado de un terpenoide

y de otro tipo de molécula) (Ledn-Lépez, 2014).

Uso medicinal: particularmente por infusion se usan las hojas y las flores para tratar la
diarrea, dolor y acidez estomacal e indigestion (Ledn-Lépez, 2014).
11
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lustracion 3 Trinitaria, Otholobium mexicanum. Fuente: Propiedad de los autores.

2.3.3. Jengibre
Nombre cientifico: Zingiber officinale.

Llamado también Tubanka, ahirinri, hatun ahirinri, ichu ahirinri, ukillas ahirinri, catarro
ahirinri, jengibre, hajen hierba, etc., es una planta introducida del suroriente asiatico, India
y China, habiendo sido cultivada en el Ecuador predominando en los paisajes andinos, es
un rastrero perenne, perteneciente a la familia Zingiberaceae y tiene la capacidad de

crecer hasta un metro y medio de alto (Guanoluisa & Hidalgo, 2018).

Compuestos bioactivos: Segin Guanoluisa & Hidalgo (2018) los componentes quimicos
de Zingiber officinale pueden ser divididos en volatiles y no volatiles. Dentro de los
compuestos volatiles con actividad antibacterial tenemos a derivados terpénicos como
citronelol, geraniol, linalol; y sesquiterpenos como la B-bisabolona. Los compuestos no
volatiles como el gingerol, shogaol y zingerona aportan cualidades antiulcerosas,

antiinflamatorias y astringencia respectivamente.

Uso medicinal: se ha visto que tiene efectos positivos sobre el sistema cardiovascular,
aliviando los calambres, tension y reduciendo la presion arterial; sobre el sistema

gastrointestinal minimizando sintomas como el vomito (Guanoluisa & Hidalgo, 2018).

Tiene un gran potencial frente a diferentes microorganismos y se ha evidenciado el efecto
antibacteriano sobre cepas bacterianas como Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
etc. (Guanoluisa & Hidalgo, 2018).
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Ilustracion 4 Jengibre, Zingiber officinale Fuente: Propiedad de los autores.

2.3.4. Romero
Nombre cientifico: Rosmarinus officinalis.

El romero es una planta aromatica muy conocida y empleada desde la antigliedad para
fines culinarios y medicinales. Es una planta introducida en el Ecuador y nativa de la
cuenca mediterranea donde crece de forma muy abundante y en la peninsula Ibérica. Se
considera como un arbusto siempre verde, lefioso, que puede llegar a medir hasta dos
metros de altura, sus hojas son rigidas, lineales, lanceoladas con forma de aguja y de
aspecto coriaceas, cubierta de una capa de diminutos pelos. De las axilas de las ramas
superiores brotan flores muy pequefias labiadas de color azul o violeta, y sus frutos son

tetraquenios (Avila et al., 2011).

Compuestos bioactivos: Rosmarinus officinalis contiene varios metabolitos secundarios
con diferentes actividades farmacoldgicas; por ejemplo, sus compuestos flavonoides
(diosmetina, diosmina, sinensetina) son los causantes de su actividad antioxidante;
mientras que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales y extractos es atribuida
a compuestos fendlicos y compuestos como el a-pineno, acetato de bornilo, el alcanfor y
el 1,8-cineol (Flores et al., 2019).

Usos medicinales: el romero es carminativo, digestivo y antiespasmddico, y tiene
propiedades coleréticas, colagogas, hepatoprotectoras y antirreumaticas. Esta planta
también presenta un efecto diurético, antiinflamatorio, antiulcerogénico y antioxidantes.
También en algunos estudios se les atribuye la propiedad antimicrobiana frente a

diferentes microorganismos patdgenos para el ser humano (Avila et al., 2011).
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lustracion 5 Romero, Rosmarinus officinalis L. Fuente: Propiedad de los autores.

2.4. EXTRACTOS VEGETALES Y MEDICINALES.
2.4.1 Definicion
Los extractos son concentrados de consistencia solida, liquida o intermedia obtenidos por

procesos donde se pone en contacto los productos vegetales con solventes adecuados que
permitan la extraccion de sus principios activos; entre los solventes mas comunes tenemos
el agua y los diferentes alcoholes (con los cuales se obtienen extractos hidrosolubles) y
solventes como la acetona y el éter (con los cuales se obtienen extractos liposolubles).
Por lo tanto, los extractos medicinales son aquellos que se obtienen de plantas
medicinales. Entre los principios activos que se pueden obtener mediante extraccion
tenemos flavonoides, terpenos, aceites esenciales, alcaloides, fenoles, etc. (Valarezo,
2019).

La actividad bioldgica de estos principios activos es de gran importancia ya que pueden
tener diferentes propiedades como antiinflamatorias, analgésicas, antioxidantes,
antifngicas, antibacterianas, etc., y ser aplicados en diferentes industrias como la

alimentaria, perfumeria, farmacéutica, principalmente (Valarezo, 2019).

2.4.2. Extractos con actividad antibacteriana.
Diversos estudios han logrado probar la actividad de las especies vegetales como

alternativas fitoterapéuticas utilizandose como coadyuvantes para tratar o aliviar diversas
patologias. Por ejemplo, Pajaro Nerlis y otros autores en el 2018, demostraron la actividad
antibacteriana del extracto etanolico del peciolo del Rheum rhabarbarum frente a cepas
ATCC de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli (P4jaro et al., 2018).
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Pio-Leon y otros autores en Chile en el afio 2013, demostraron la actividad antibacterial
de los extractos metandlicos y cloroférmicos de Byrsonima crassifolia, Psidium
sartorianum y Crescentia alata contra bacterias patdgenas humanas como Escherichia

coli, Salmonella spp., Shigella spp., y Staphylococcus aureus (Pio-Ledn et al., 2013).

Esto sucede gracias a la presencia de componentes quimicos que poseen las plantas en su
metabolismo, que provocan la liberacion de principios activos capaces de producir
actividades terapéuticas. Desde la antigliedad la poblacion ancestral encontraba formas
para emplear estos metabolitos y de ese modo aliviar, curar o disminuir dolencias (Pio-
Leon et al., 2013).

2.4.3. Extraccion
Para la extraccion de principios activos presentes en las plantas existen diferentes

métodos. Cada principio activo tiene una naturaleza quimica que lo diferencia de otros,
por lo cual se necesitaran liquidos extractivos que sean afines al mismo y permitan su

extraccion. A continuacion, se nombran los métodos de extraccion mas importantes.

2.4.3.1. Métodos de obtencidn de extractos vegetales
2.4.3.1.1. Maceracion
La maceracion es un método simple de extraccion se lo realiza a temperatura ambiente y

protegido de la luz, consiste en colocar la droga o material vegetal fragmentado en un
recipiente y remojar con un solvente puede ser agua, etanol o glicerina, dejando reposar
por un periodo de tiempo determinado de 2 — 14 dias agitando esporadicamente. En ese
método se tiene filtra el liquido que se obtiene, comprimiendo el residuo resultante, se
recobra el solvente en un evaporador rotatorio y finalmente se obtiene el extracto
(Amaguafa & Churuchumbi, 2018).

Se lo aplica para drogas rigidas como tallos o raices entre otros, sin ocupar mucho
solvente. A pesar de las ventajas nombradas, este proceso es muy lento, se satura el
solvente ocupado y por lo tanto no hay una extraccion completa de la droga (Carrion &
Garcia, 2010).

2.4.3.1.2. Percolacion
Se considera a este método segun la Farmacopea Americana, USP, como el método oficial

de extraccién. A través de esta técnica la mezcla hidroalcohdlica va a penetrar la droga
pulverizada en un solo sentido, el material vegetal es bafiado nuevamente con el solvente
cediendo todos los componentes solubles (Amaguafia & Churuchumbi, 2018).
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En este proceso al ser continuo no hay saturacion del solvente por lo tanto hay una
extraccion completa de principios activos. Sin embargo, se necesita de un gran volumen
de solvente (Carrion & Garcia, 2010).

2.4.3.1.3. Digestion
Se adapta particularmente en algunas plantas que presenten principios activos que sean

dificiles de extraer, ya sea por estar contenidos en partes lefiosas de la planta o que

requieran de calor por un tiempo prolongado (Amaguaiia & Churuchumbi, 2018).

2.4.3.1.4. Infusién y decoccion
Son modificaciones de la maceracion y mediante el aumento de la temperatura se acelera

la extraccion de sustancias activas. En la infusion se vierte el agua caliente sobre la droga
fragmentada, la cual esta sobre un recipiente de vidrio, acero inoxidable, u otros; cerrado
adecuadamente. Se deja en reposo por un periodo de 15 a 30 minutos y se cuela
(Mukherjee, 2008).

En la decoccidn se lleva a temperatura de ebullicion conjuntamente la droga cruda mas el

menstruo por un lapso de 15 a 30 minutos (Mukherjee, 2008).

2.4.4. Métodos para evaluar la actividad antibacteriana de los extractos.
2.4.4.1. Método de difusion en disco.
También conocido como el método de Kirby Bauer, el microorganismo de interés sera

inoculado con una concentracion 0.5 Mc Farland en la superficie de una placa de agar, se
utiliza el medio de Mdeller Hinton porque crecen bien la mayor parte de bacterias
patogenas, el pH del medio debe estar entre 7.2 -7.4, sobre este se adicionan discos
impregnados del antibidtico a una concentracion conocida. Estas placas deberan
incubarse por un lapso de 16 a 18 horas a una temperatura de 35- 37°C. Durante este
tiempo de incubacion, el antibiotico se extiende de manera radial desde el disco a traves
del agar, por lo tanto, su concentracion ira decreciendo a medida que se aleja del disco.
En cierto momento, la concentracion del antibiotico en el medio de cultivo sera incapaz
de inhibir al microorganismo patdgeno. El didmetro del area de inhibicion que se formé
alrededor del disco debera ser interpretado segun las categorias de sensible, susceptible
dependiente de la dosis, intermedio o resistente (S, SDD, I, o R) basandose en las tablas
publicadas por organismos encargados del control de tales métodos, por ejemplo, el
Comité Nacional de Estdndar de Laboratorios Clinicos de los Estados Unidos de
Norteamérica (CLSI) (Aulacio, 2002 & Picazo, 2000).
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2.4.4.2. Método de microdilucion
La microdilucién es una técnica de analisis microbiolégico de carécter cuantitativo que

basicamente trata de analizar la actividad inhibitoria de una determinada sustancia, se
realiza en una placa de poliestireno que contiene 96 pocillos. La placa puede contener de
7 a8 diluciones de 12 diferentes agentes antibacterianos, una parte de la primera columna
desde la A hasta la D de la microplaca seré destinada como control positivo, se adiciona
caldo + in6culo bacteriano, y desde la E hasta H como control negativo, se coloca solo el
medio de cultivo estéril y la columna nimero 12 se utiliza para el control de la
sensibilidad; en donde, se emplea una serie de diluciones del antibidtico segln el caso y
que debe incluir las que correspondan a los puntos de corte de la sensibilidad del
microorganismos estudiado. Se trabaja con micropipetas que permiten tomar volimenes
determinados y placas de microdilucion, que facilita el desarrollo de dicho método, que
interpreta la inhibicion del crecimiento bacteriano en los diferentes pocillos por medio de
un analizador automatizado que mide la turbidez presente en cada dilucion. Este método
permite obtener los resultados en un tiempo mas corto que con otros métodos, también
confiere al investigador un control de estandarizacion y reproducibilidad de los
resultados. La microdilucidn, actualizada por el National Committe for Clinical Institute
(CLSI), permite acceder a un informe selectivo de los antibacterianos (Carmilema &
Delgado, 2010).

2.4.4.3. Método de macrodilucion
Se considera que macrodilucion es uno de los métodos més utilizados para establecer la

Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) del antibidtico, esta concentracion puede
evaluarse a través de la observacidn directa sin la necesidad de utilizar ningan instrumento
optico. En esta técnica se prueba la actividad inhibitoria de una sustancia o medicamento
dentro una suspensién normalizada de bacterias empleando diferentes concentraciones
del agente antimicrobiano, se realizan una serie de soluciones que minimizan la
concentracion de un modo progresivo, en un medio liquido estandarizado. Para realizar
de manera éptima esta técnica se requiere de tubos de dilucién con un contenido minimo
de 1 mL. Este método nos permite realizar el cultivo estandarizado de la mayoria de

microorganismos Y la reproducibilidad de resultados (Carmilema & Delgado, 2010).
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2.4.4.4. Método de bioautografia
Este método se caracteriza por ser sencillo y répido, combinando las ventajas de la

cromatografia en capa fina y la deteccion de la actividad antibacteriana, a manera que se

identifica directamente las fracciones con dicha actividad (Colorado, et al., 2007).

La bioautografia utiliza tres enfoques: la bioautografia directa, donde el microorganismo
crece directamente en la placa cromatogréafica de capa fina (TLC); la bioautografia de
contacto, donde los compuestos antimicrobianos se transfieren desde la placa de TLC a
una placa de agar inoculado mediante contacto directo y la bioautografia de recubrimiento
de agar, donde se aplica un medio de agar sembrado directamente sobre la placa de TLC.
A pesar de su alta sensibilidad, su aplicabilidad se limita a los microorganismos que

crecen facilmente en TLC (Cos, et al., 2006).
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CAPITULO 3

3.1 METODOLOGIA DE TRABAJO
Para la obtencion de los extractos cloroférmicos y metanolicos se procedio de la siguiente

manera:

Recoleccion o

s i Lavado
adquisicién de = sacad oy »| Desecado »| Troceado |—
plantas medicinales
Otholobium mexicanum Eliminacion de Obtencion de
Peperomia galioides impurezas, Ellmlrzc:gn dde4 g particulas
Zingiber officinale insectos, hojas en aguz;x 27‘? horase pequefias para
Rosmarinus officinalis mal estado, etc. il o facilitar el proceso
de humectacion
Preparacion de . y g
1 losextractos »| Humectacion »| Maceracion »| Percolacion |—
Aumentar porosidad de
la pared celular y facilitar Por un pernodo de Por un periodo de
difusién de sustancias al 24 horas, 8 horas
exterior.
Concentracion _ | Obtencion de
de extractos 7| extractos
‘ \
c Extractos Extractos
ki metandlicos cloroférmicos

v

v

| Por liofilizacion l

Mediante concentracion

al vacio.

lustracién 6 Procedimiento para la obtencidn de extractos cloroformicos y metanolicos.
Fuente: Propiedad de los autores.
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3.1.1. Recoleccién

Peperomia  galioides
(Congona) Esta planta fue recolectada del sector camino viejo a Girdn, con
coordenadas proporcionadas por los investigadores del proyecto de
Plantas Medicinales del departamento de Biociencias y llevada al
laboratorio de lavado de plantas en la Facultad de Ciencias Quimicas
de la Universidad de Cuenca en fundas de papel para su respectivo
lavado y secado.

Se recolectd aproximadamente 300 g de materia fresca (hojas), para
la obtencién de 20 g de materia seca.

Esta planta al ser recolectada, fue debidamente caracterizada.

* Certificado adjunto de caracterizacion en ANEXO 1.

Otholobium

mexicanum Esta planta fue recolectada del sector camino viejo a Girén, con

(Trinitaria) coordenadas proporcionadas por los investigadores del proyecto de
Plantas Medicinales del departamento de Biociencias y llevada al
laboratorio de lavado de plantas en la Facultad de Ciencias Quimicas
de la Universidad de Cuenca en fundas de papel para su respectivo
lavado y secado.
Se recolect6 aproximadamente 200 g de materia fresca (hojas), para
la obtencién de 20 g de materia seca.
Esta planta al ser recolectada, fue debidamente caracterizada.
*Certificado adjunto de caracterizacion en ANEXO 1.

Zingiber officinale

(Jengibre) Esta planta fue adquirida en el mercado 10 de agosto de la ciudad de

Cuenca, Ecuador y llevada al laboratorio de lavado de plantas en la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca en
fundas de papel para su respectivo lavado y secado.

Se adquirié aproximadamente 260 g de materia fresca (raices), para

la obtencién de 20 g de materia seca.
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Rosmarinus officinalis

(Romero)

Esta planta fue adquirida en el mercado 10 de agosto de la ciudad de
Cuenca, Ecuador y llevada al laboratorio de lavado de plantas en la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca en
fundas de papel para su respectivo lavado y secado.

Se adquiri6 aproximadamente 200 g de materia fresca (hojas), para la

obtencion de 20 g de materia seca.

Tabla 1 Recoleccion y transporte de las plantas a estudiar.

Se destaca que las plantas Otholobium mexicanum y Peperomia galioides fueron
recolectadas segun las normativas de buenas préacticas de agricultura y recoleccién para
plantas medicinales de la Organizacion Mundial de la Salud (World Health Organization,
2003).

3.1.2. Lavado y Secado
Las partes de interés fueron lavadas bajo agua corriente para eliminar en su totalidad

impurezas tales como tierra, insectos, etc., desechando aquellas que estuviesen en mal

estado; tras este proceso se colocaron en remojo con agua destilada por 10 minutos.

Transcurridos los 10 minutos se colocaron las hojas y raices sobre papel periédico, mismo
que debe estar encima de una malla de acero inoxidable previamente sanitizada. Cabe

recalcar que cada malla esté etiquetada con el nombre de la planta correspondiente.

Se dejaron secar las hojas por un periodo de 24 horas a temperatura ambiente.

Iustracién 7 Proceso de secado Fuente: Propiedad de los autores.

3.1.3. Desecacion
Pasadas las 24 horas se colocaron las mallas, con el material vegetal, dentro de una estufa

(Modelo Pro 3) a una temperatura de 40°C. Dependiendo de la carnosidad del material
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vegetal seleccionado este proceso puede durar de 48 a 72 horas. Se dice que este proceso
culmina cuando las hojas sean facilmente trozeables y el jengibre haya perdido en su

totalidad la humedad.

3.1.4. Troceado
En una licuadora (Osterizer) previamente sanitizada se trocean las partes de las plantas

seleccionadas por separado. Este proceso ayuda a obtener particulas pequefias para

facilitar el proceso de humectacion.

Iustracion 7 Proceso de troceado. Fuente: Propiedad de los autores.

llustracién 8 Material vegetal troceado. Fuente: Propiedad de los autores.

3.1.5. Preparacion de los extractos
Se tomé como referencia los PNTs de obtencidn de extractos cloroférmicos y metandlicos

del laboratorio de fitoquimica de la facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de

Cuenca.
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3.1.5.1. Humectacion
Se pes6 10 g del troceado en un recipiente de vidrio mismo que fue humectado con

metanol puro (99.8%) (Sigma-Aldrich) y en otro recipiente también se pesé 10 g del

troceado que fue humectado con cloroformo al 99% (Merck).

El proceso de humectacion tuvo una duracién de 24 horas y esto se realiz6 con el objetivo
de facilitar el paso del solvente y asi aumentar la porosidad de la pared celular; tras esto
se facilita la difusion de las sustancias extraibles hacia el exterior de las células (Cafiar &
Paguay, 2017).

llustracion 9 Proceso de humectacidn: Pesar 10 g del pulverizado. Fuente: Propiedad de

los autores.

lustracién 10 Proceso de humectacién. Fuente: Propiedad de los autores.

3.1.5.2. Maceracion
Transcurrido el proceso de humectacién se prepararon los percoladores donde se

colocaron las drogas ya humectadas, con cloroformo y metanol, tal como se observa en
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la ilustracién nimero 11, se dejé en maceracion por un periodo de 24 horas, asegurandose
que cada llave de los embudos de separacién estuviese bien cerrada para evitar pérdida

de la fraccion més concentrada y protegiendo de la luz.

lustracion 11 Proceso de maceracion. Fuente: Propiedad de los autores.

3.1.5.3. Percolacion
Pasadas las 24 horas se inicié con el proceso de percolacion, primeramente, recolectando

el 75% del peso total en volumen de la planta empleada para la extraccién, que en este
caso correspondié a 7,5 mL a una velocidad constante de 20 gotas por minuto, esta se

denomina la primera fraccion y es la mas concentrada del proceso.

lustracién 12 Proceso de percolacion: Primera fraccion. Fuente: Propiedad de los

autores.

La percolacion tuvo una duracion de 8 horas y en cada percolador se mantuvo siempre el

volumen del solvente metanol y cloroformo respectivamente por 1 cm por encima de la

droga.
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El producto de este proceso se recolectd en un balén envuelto con papel aluminio, tapado
con papel film y guardado en refrigeracion para evitar la evaporacion y alteracion de los
principios activos hasta que se lleve a cabo el siguiente proceso.

lustracion 13 Proceso de percolacion. Fuente: Propiedad de los autores.

3.1.5.4. Concentracion del extracto
El producto de la extraccion por percolacion se llevo a sequedad utilizando un Rotavapor

(Heidolph Laborota 4011 HB G3, Alemania) a una temperatura de 27°C a 100 rpm.

1

lustracién 14 Proceso de concentracion y colocacion de la primera fraccion. Fuente:

Propiedad de los autores.

Luego se procedio a la redisolucion, donde se ocupd la primera fraccion obtenida al inicio
de la percolacion; este proceso se llevo a cabo en Bafio de Maria a 37 °C con ultrasonido
(Cole Parmer, Illinnois, EEUU), luego se pasé a un tubo de ensayo y se sigui6 agregando

(de poco a poco) mas solvente para lograr la completa redisolucién del extracto.
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lustracion 15 Proceso de concentracion. Producto de la redisolucion. Fuente: Propiedad
de los autores.

Después de la redisolucion, se procedié a concentrar (eliminacion de solvente en exceso)

con nitrégeno gaseoso hasta obtener un volumen aproximado de 2 mL.

lustracién 16 Proceso de concentracion. Eliminacion de solvente con nitrégeno

gaseoso. Fuente: Propiedad de los autores.

3.1.5.4.1. Extractos metanolicos
Los extractos metandlicos fueron desecados por liofilizacion, el cual es un proceso de

secado, donde primeramente se congela el agua presente en el extracto y luego se somete
a un proceso de vacio para eliminarla por completo en forma de vapor sin pasar por el
estado liquido (proceso de sublimacidn); para esto se trabaja por debajo del punto triple
del agua (0,01°C y 4,5 mmHg): -50°C entre 0,1 y 0,09 mbar (Cafiar & Paguay, 2017).

Los 2 mL de extracto obtenidos tras la concentracion con nitrégeno gaseoso fueron
trasvasados a un tubo para liofilizacion, pesado previamente. Para no perder extracto se
utiliz6 agua ultrapura para lavar el tubo (donde se encontraban los 2 mL procedentes del
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proceso de concentracidn con nitrégenos gaseoso) con la ayuda del Bafio de Maria a 27°C
con ultrasonido (Cole Parmer, Illinois, EEUU); se puede ocupar la cantidad de agua

ultrapura necesaria sin sobrepasar los 25 mL marcados en el tubo para liofilizacion.

Se llevo el tubo para liofilizacion al biofreezer (temperatura de -70°C), cubierto con una
tapa de papel aluminio y se dejé por 5 minutos, luego se giré el tubo y se dejé 3 minutos
mas; este Ultimo proceso se repitié hasta que el extracto cubra las paredes del tubo para

liofilizacion.

lustracion 17 Proceso de obtencion de extractos metandlicos. Fuente: Propiedad de los

autores.

Se cubrié todo el tubo para liofilizacion con papel aluminio, se guardo en el biofreezer a
una temperatura de -70°C por 24 horas y transcurrido este periodo de tiempo se llevo el
tubo al equipo para liofilizacion (LABCONCO, EEUU) por 24 horas.

llustracién 18 Proceso de obtencién de extractos metandlicos: Liofilizacion. Fuente:

Propiedad de los autores.

Una vez culminado el proceso de liofilizacion se peso el tubo mas el extracto liofilizado
en una balanza analitica (BOECO) y de éste se dispensaron aproximadamente 5 mg en

envases herméticos o viales previamente pesados.
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lustracion 19 Obtencion de extractos metandlicos. Fuente: Propiedad de los autores.

Los extractos secos fueron guardados almacenados a -20°C para garantizar su

conservacion.

3.1.5.4.2. Extractos cloroformicos
Los 2 mL de extracto obtenidos tras la concentracion con nitrégeno gaseoso fueron

dispensados en 6 viales pesados previamente. Para no perder extracto se utilizd
cloroformo al 99% para lavar el tubo (donde se encontraban los 2 mL procedentes del
proceso de concentracion con nitrdgeno gaseoso) con la ayuda del Bafio de Maria a 27°C

con ultrasonido (Cole Parmer, Illinois, EEUU).

Los viales fueron llevados al equipo de concentrador al vacio (RAPIDVAP,
LABCONCO) donde se los sometio a ciclos de 60 minutos, a temperatura ambiente y 150

mbar de presion hasta obtener pesos constantes.

lustracién 20 Proceso de obtencién de extractos cloroformicos: Concentracién al vacio.
Fuente: Propiedad de los autores.
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Una vez culminado el proceso de concentracion al vacio se selecciono el vial con mayor
cantidad de extracto, y de este se dispensaron aproximadamente 5 mg en viales

previamente pesados.

Iustracion 21 Obtencion de extractos cloroformicos. Fuente: Propiedad de los autores.

Los extractos secos fueron guardados en un congelador a -20°C para garantizar su

conservacion.

3.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL DE LOS
EXTRACTOS OBTENIDOS FRENTE A LAS DIVERSAS CEPAS DE
ENTEROCOCCUS FAECALIS

3.2.1 Elaboracion del cryostock

- Se Descongel6 la cepa cryoconservada en suspension de leche descremada a -
80°C.

- Secoloco 100 pL de la suspension bacteriana en el centro de la caja Petri con agar
Moueller Hinton, luego se estrié con un asa calibrada de 10 pl distribuyendo de
manera uniforme en todas las direcciones abarcando la totalidad de la caja.

- Seincub6 a 37°C +/- 2°C por 18 a 24 horas.

- Se colecto el crecimiento de las cajas Petri previamente sembradas.

- Se suspendid en 15 mL de agua destilada estéril (suspension inicial).

- Se compard la turbidez con un patron de 0.5 de McFarland.

- Se homogenizo en el vortex.

Se elabord una serie de diluciones en tubos estériles desde 10! - 10%:
o Secoloco 900 pL de agua destilada estéril en los diez tubos
o Se adiciono en el tubo #1, 100 puL de la suspension bacteriana inicial y se
homogenizo.

o Eneltubo #2, 100 uL del tubo #1 méas 900 uL y se homogenizo.
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o Se repitié el mismo procedimiento hasta completar las 10 diluciones.

o La suspension inicial se debe guardar en refrigeracion hasta obtener los
resultados del nimero de UFC/mL de las siembras, inmediatamente
realizado la primera dilucion.

Se afiadié de cada una de las diluciones previamente obtenidas un volumen, que
se expresa en la siguiente tabla, en el centro de la caja con agar Mueller Hinton y
se estria con un asa estéril sin tocar los bordes para obtener una mejor estimacion
del nimero de colonias al momento del conteo, este procedimiento se debid
realizar por duplicado. El volumen que se toma depende del aproximado del
célculo de UFC/mL.

Dilucion | Concentracion de suspension | Volumen para la [ Conteo aproximado caja
bacteriana inicial siembra pL de TSA

10 1 x 108 UFC/mL 10 puL 100 UFC

10° 1 x 10® UFC/mL 50 pL 50 UFC

10°® 1 x 10® UFC/mL 100 pL 10 UFC

107 1 x 10® UFC/mL 100 pL 1 UFC

Tabla 2 Concentracion de microorganismos en las diluciones.

Se Incubo a 37°C por 24 horas

Se determind UFC/mL mediante el recuento de colonias en cada caja Petri el
namero de colonias de los duplicados no debe diferenciarse en un porcentaje
mayor al 5%, entre diluciones no debe haber una diferencia mayor al 10%.

Se comparo los resultados entre si, tener en cuenta que al aumentar el nimero de
diluciones aumentan los errores ya sea por homogenizacion o al dispensar
volimenes.

Se calculé el volumen de TSB + suspension bacteriana inicial y se agrego al
volumen final 10% de glicerol tomando como referencia 30 mL de volumen final.
Se dispensd los 30 mL de la preparacién anterior en criotubos en alicuotas de 1
mL, los viales finales tuvieron una concentracion de 5%10° UFC/mL.

Se crioconservaron a -80°C.
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Posteriormente se realiz6 la correccion del criostock y se calculd la concentracion
necesaria para la elaboracion del indculo bacteriano que se coloco en la placa test
considerando la concentracion que debe tener en la placa test: E. faecalis: 5*10*
UFC/mL.

3.2.2. PREPARACION DE LOS CONTROLES DE ANTIMICROBIANO

3.2.3.

Se determind el punto de corte para el antibiotico usado y la cepa bacteriana

Se determin6 el nimero de diluciones a realizar tomando en cuenta que se
adicionaron los controles en toda la columna 12 de la placa test.

Se calculé la concentracion en cada uno de los pocillos.

Se realizd una serie de diluciones: 64 pg/mL; 32 pg/mL; 16 pg/mL; 8 pg/mL; 4
ug/mL; 2 pg/mL; 1 pg/mL; 0.5 pg/mL, usando agua esteril obteniendo un
volumen de 2 mL, el antimicrobiano empleado fue la ampicilina 1 g/4mL frente a
las tres cepas de Enterococcus faecalis. Se tomo como referencia los puntos de
corte (menores a 8 ug/mL (sensible) y mayores a 16 pg/mL (resistente)) para
Enterococcus faecalis establecidos por el Instituto de Normas clinicas y de
Laboratorio (CLSI, 2021), expuestos en el ANEXO 14,

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE

EXTRACTOS DE PLANTAS MEDICINALES.
3.2.3.1. Preparacion de los extractos

Se sanitiz6 previamente con alcohol al 70% la cAmara de flujo laminar tipo 11-
A.

Se disolvio en la cantidad necesaria de DMSO el extracto o fraccion en
miligramos para la obtencion de una concentracion de 20 mg/ml.

Se homogenizé en el agitador rotatorio 360° por un periodo de tiempo de 12 —24
horas.

Se visualizd al extracto disuelto por completo, en el caso de observar
precipitados se lleva al bafio Maria, en la opcion set sonics por 60 min y
homogeneizar en el vortex hasta obtener la disolucién completa de la muestra.

3.2.3.2. Preparacion de la placa de dimetilsulfoxido (DMSO)
Se trabajo dentro de la camara de flujo laminar tipo I1-A.

Se coloco un volumen de 20 uL de DMSO en las columnas 2 y 7 en una placa

de 96 pocillos con fondo en V.
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3.2.3.4.

Se afiadié un volumen de 30 uL de DMSO en las columnas 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10,
11.

Se adicion6 20 pL del extracto en las columnas 2y 7.

Se homogenizé con una pipeta multicanal.

Se transfirié 10 pL de las columnas 2 y 7 a las columnas 3 y 8, homogeneizar y
continuar el proceso hasta las columnas 6 y 11.

Preparacion de la placa de agua
En una placa de 96 pocillos de fondo plano se coloc6 80 uL de agua destilada

estéril, desde la columna 2 hasta la columna 11.

Transferir de la placa de DMSO previamente homogenizada 11.76 uL a su
correspondiente en la placa de agua.

Homogeneizar cada pocillo.

Preparacion de la placa test
Se preparé el indculo bacteriano segun los célculos del criostock para los 96

pocillos y se homogenizo.

Se transfiridé 10 uL de la placa de agua a su correspondiente en una placa esteril
de fondo plano.

Se coloco 200 pL del medio estéril de TSB sin la cepa bacteriana en la columna
1 en las letras E, F, G y H (control de esterilidad del medio).

Se adiciondé 10 uL de cada una de la serie de diluciones del antibiotico en la
columna 12 ocupando los 8 pocillos con concentraciones que fueron desde 64
ug/mL, 32 pg/mL, 16 ug/mL, 8 ug/mL, 4 ug/mL, 2 ug/mL, 1ug/mL y 0.5 ng/mL,
incluyendo dentro de estos rangos los puntos de corte.

Se colocd 200 pL del indculo bacteriano con una concentracion final de 5*10%
UFC/mL previamente preparado en cada uno de los pocillos de la microplaca,
exceptuando los pocillos E, F, G y H de la columna 1 que solamente tenian TSB.
Se colocd 200 pL del indculo bacteriano con una concentracion final de 5*10%
en la columna 1 en las letras A, B, C y D (control de viabilidad del in6culo
bacteriano).

Se incubo de 18 a 24 horas a 37°C.

Transcurrido este tiempo se procedié a leer la placa en un lector de microplacas
con una longitud de onda de 405nm, en donde se determind mediante turbidez el

porcentaje de inhibicién.
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Control de
viabilidad del
inéculo bacteriano.
Se siembra el medio
mas el inéculo

bacteriano.
Control de
esterilidad del

medio, se coloca a
el medio sin inéculo
bacteriano.
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A partir del porcentaje de inhibicion se calculé la concentracién minima capaz

de inhibir el 50% de la poblacion bacteriana (IC50), y la concentracion minima

capaz de inhibir el 90 % de la poblacién bacteriana (1C90).

En los pocillos de las columnas de la 2 a la 11 se coloca el extracto
(diluciones seriadas) mas el inoculo bacteriano.
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Control de
sensibilidad
del patégeno

frente al
antimicrobiana
de control.

lustracion 8 PLACA TEST: Distribucion de los extractos obtenidos en la placa de test,
mas el control de sensibilidad al antibiotico, control de esterilidad del medio y control

de viabilidad de la cepa. Fuente: Propiedad de los autores.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Obtencion, reactivacion y verificacion de la cepa clinica

Enterococcus faecalis

Crecimiento

Agar Mueller Hinton

Aspecto de colonias

Colonias incoloro a gris, poseen un tamafio de
2 - 3 mm de didmetro, crecen a una
temperatura de 37°C — 45°C en un lapso de
24 — 48 horas.

Tincion de Gram

Cocos gram positivos en cadenas, aislados y
en tétradas.

lustracion 9 Tincion de Gram; Positivo para
Enterococcus faecalis. Fuente: Propiedad de
los autores

45°C y 37°C.

Catalasa Negativo
Crecimiento en caldo tripticasa Positivo
soya con NaCl 6.5%

Bilis esculina Positivo
Crecimiento de tripticasa soya en | Positivo

Tabla 3 Identificacion de la cepa clinica facilitada por el laboratorio Dra. Sonia

Oliver José Ramirez Condoy
Fanny Marcela Redrovan Berrezueta

Dominguez.
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4.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana
Se utilizaron tres cepas de Enterococcus faecalis, una cepa clinica y dos cepas ATCC:

Enterococcus faecalis ATCC 29212 sin genes de resistencia y Enterococcus faecalis

ATCC 51299 resistente a la vancomicina. Los resultados fueron analizados de acuerdo a

Jerves, et al. (2006) donde establece que, en modelos antiinfecciosos in vitro, la actividad

de extractos o compuestos generalmente se expresa mediante valores numéricos (IC50,

IC90, MIC, etc.). En este caso los valores fueron expresados mediante criterios de 1C50

para determinar su actividad. Los extractos que presentaron valores de 1C50 por debajo

de 30 pg/mL son de mayor significancia, mas aun si son valores menores a 5 pug/mL.

IC 50% de la poblacion bacteriana Interpretacion

> 30 pg/mL Inactivo

30- 5 pg/mL Ligeramente activo
<5 ug/mL Muy activo

Tabla 4 Clasificacion de la actividad antibacteriana de los extractos de plantas

medicinales para su interpretacion (Jerves et al., 2014).

4.2.1. Extractos metanolicos

concentraciones

concentraciones

Enterococcus faecalis ATCC 29212
Nombre cientifico IC 50 (ug/mL) IC 90 (ug/mL) Actividad
Peperomia galiodes | 30,081 60,400 Inactivo
Otholobium 8,665 15,406 Ligeramente
mexicanum activo
Zingiber officinale No es activo a las No es activo a las Inactivo

concentraciones

probadas

probadas probadas
Rosmarinus 20,234 No es activo a las Ligeramente
officinalis concentraciones activo
probadas
Enterococcus faecalis ATCC 51299
Nombre cientifico IC 50 (pg/mL) IC 90 (pg/mL) Actividad
Peperomia galiodes | 48,661 No es activo a las Inactivo

Oliver José Ramirez Condoy
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Otholobium 10,586 No es activo a las Ligeramente
mexicanum concentraciones activo
probadas
Zingiber officinale No es activo a las No es activo a las Inactivo
concentraciones concentraciones
probadas probadas
Rosmarinus No es activo a las No es activo a las Inactivo
officinalis concentraciones concentraciones
probadas probadas
Enterococcus faecalis CEPA CLINICA
Nombre cientifico IC 50 (pg/mL) IC 90 (pg/mL) Actividad
Peperomia galiodes | 31,058 60,787 Inactivo
Otholobium 8,874 15,109 Ligeramente
mexicanum activo
Zingiber officinale No es activo a las No es activo a las Inactivo
concentraciones concentraciones
probadas probadas
Rosmarinus No es activo a las No es activo a las Inactivo
officinalis concentraciones concentraciones

probadas

probadas

Tabla 5 IC50 - IC90 (ug/mL). Efecto de los extractos metandlicos de plantas
medicinales frente a Enterococcus cepa clinica y cepas de referencia ATCC.

4.2.2. Extractos cloroformicos

Enterococcus faecalis ATCC 29212

concentraciones

probadas

concentraciones

probadas

Nombre cientifico IC 50 (pg/mL) IC 90 (pg/mL) Actividad
Peperomia galiodes 28,049 61,724 Ligeramente activo
Otholobium mexicanum | 8,571 15,795 Ligeramente activo
Zingiber officinale No es activo a las No es activo a las Inactivo
concentraciones concentraciones
probadas probadas
Rosmarinus officinalis | No es activo a las No es activo a las Inactivo

Oliver José Ramirez Condoy
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Enterococcus faecalis ATCC 51299
Nombre cientifico IC 50 (ng/mL) IC 90 (ng/mL) Actividad
Peperomia galiodes 25,501 61,428 Ligeramente activo
Otholobium mexicanum | 8,660 15,812 Ligeramente activo
Zingiber officinale No es activo a las No es activo a las Inactivo
concentraciones concentraciones
probadas probadas
Rosmarinus officinalis | No es activo a las No es activo a las Inactivo
concentraciones concentraciones
probadas probadas
Enterococcus faecalis CEPA CLINICA
Nombre cientifico IC 50 (ug/mL) IC 90 (ug/mL) Actividad
Peperomia galiodes 8,248 15,075 Ligeramente activo
Otholobium mexicanum | 2,050 3,630 Muy activo
Zingiber officinale No es activo a las No es activo a las Inactivo
concentraciones concentraciones
probadas probadas
Rosmarinus officinalis | No es activo a las No es activo a las Inactivo
concentraciones concentraciones
probadas probadas

Tabla 6 IC50 - 1C90 (ug/mL). Efecto de los extractos cloroféormicos de plantas
medicinales frente a Enterococcus faecalis cepa clinica, y cepas de referencia ATCC.

4.2.1. Actividad antibacteriana

Con objetivo de aportar con informacion respecto a la actividad antibacteriana de plantas
medicinales presentes en el Ecuador, se realizé un estudio in vitro mediante la técnica de
microdilucién en placa de las plantas Otholobium mexicanum, Peperomia galioides,
Zingiber officinale y Rosmarinus officinalis. Para el presente estudio se consultaron
diferentes fuentes bibliograficas sobre las plantas medicinales ya mencionadas y los

metabolitos secundarios con propiedades antibacterianas presentes en las mismas.

En las tablas 5 y 6 se muestra la actividad de los extractos cloroformicos y metandlicos
de las hojas de Peperomia galioides, las hojas de Otholobium mexicanum, las raices de
Zingiber officinale y las hojas de Rosmarinus officinalis frente a Enterococcus faecalis
ATCC 29212; Enterococcus faecalis ATCC 51299 y Enterococcus faecalis cepa clinica.
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Para evaluar la actividad antibacteriana se utiliz6 la técnica de microdilucion en placa
donde se emplearon diferentes concentraciones de los extractos desde 64 pg/mL; 16
pug/mL; 4 ng/mL; 1pg/mL hasta 0.25 pg/mL frente a cada una de las cepas bacterianas,
se obtuvo el promedio de las determinaciones realizadas por cuadruplicado y expresados
en IC50 e 1C90; ademas, se utilizd una serie de diluciones de ampicilina para control con
antibiotico.

Los resultados obtenidos de la actividad antimicrobiana de los extractos cloroférmicos de
las hojas de Otholobium mexicanum frente a las tres cepas de estudio presentaron mejores
valores a comparacion con los extractos metandlicos de la misma planta. Se obtuvieron
para las cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecalis ATCC
51299 y clinica valores de IC50 de 8,571 pg/mL, 8,660 pg/mL y 2,050 pg/mL
respectivamente, siendo este Ultimo de mayor interés al considerarse como muy activo y
los otros dos como ligeramente activos. Los 1C50 obtenidos de los extractos metanolicos
frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecalis ATCC 51299 y cepa
clinica fueron de 8,665 pg/mL, 10,586 pg/mL y 15,874 pg/mL respectivamente,

considerandose todos estos como ligeramente activos.

Estudios realizados por Leon-L6pez (2014) demostraron que los extractos metandlicos
de Otholobium mexicanum presentaron actividad antibacteriana moderada con una CMI
de 62,5 ug/ml frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212; mientras que autores como
Katsura et al., (2001) demostraron la actividad antibacteriana de esta planta frente a
bacterias gram positivas como Enterococcus faecalis IFO 3989, Enterococcus faecium
IFO 3826, Streptococcus mutans JCM 5175y JCM 5175, aislando uno de sus metabolitos
secundarios mas importantes, el bakuchiol, y obteniendo una CMI de 1 a 4 ug/ml. Jerves
et al., en 2014 también evaluaron la actividad antibacteriana del extracto metandlico y
cloroférmico de Otholobium mexicanum frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923
obteniendo un valor de 1C50 de 4,7 pg/mL y 3,3 ug/mL respectivamente; estos resultados
también sirvieron de referencia para iniciar el presente estudio ya que Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis son bacterias gram positivas y consideradas

alguna vez dentro de la misma familia.

Comparando los resultados, mas especificos con los de Katsura et al., (2001), se pudo
determinar que hay una similitud con los obtenidos en esta investigacién. La diferencia
entre ambos resultados se basa en que, Katsura et al., (2001) los obtiene mediante el
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calculo de CMI y en este trabajo mediante el calculo de IC50. Este Ultimo es mas preciso
y adecuado para interpretacion de resultados (Lechuga, 2018), ya que en la CMI los
resultados son semicuantitativos y el IC50 es netamente cuantitativo. Ademas, Katsura
et al., (2001) aisla el bakuchiol y evalta directamente su actividad frente a las bacterias

ya mencionadas.

Por otra parte, los resultados que se obtuvieron del extracto de las hojas de Peperomia
galioides tanto cloroférmico como metandlico presentaron una actividad muy variada, el
extracto cloroférmico presentd una gran actividad inhibitoria, con un 1C50 de 8,248
ug/mL frente a la cepa clinica; en cambio, el extracto metandlico tuvo un comportamiento
diferente frente a las tres cepas de Enterococcus faecalis en donde se observé una
actividad antimicrobiana con un IC50 de 30,081 pg/mL para Enterococcus faecalis
ATCC 29212 vy de 31.048 ug/mL frente a la cepa clinica, determinando asi una ligera
actividad del extracto metanolico frente a una actividad significativa del extracto

cloroférmico.

Jerves et al., en 2014 evaluaron la actividad antibacteriana de diversas plantas medicinales
del Sur del Ecuador, entre una de ellas, Peperomia sp., y determinaron un 1C50 de 6.6
pug/ml del extracto cloroféormico y un IC50 de 10,6 pg/ml del extracto metandlico frente
a Staphylococcus aureus ATCC 25923. Al consultar diferentes fuentes bibliogréaficas,
pudimos observar que no existen ensayos publicados dirigidos con el objetivo de
determinar la actividad antibacteriana de Peperomia galioides frente a Enterococcus
faecalis mediante la técnica de microdilucion o el célculo de CMI. Sin embargo, los
estudios realizados por Jerves et al (2014) fueron una premisa para evaluar la actividad
antibacteriana de esta planta frente a Enterococcus faecalis ya que ambas son bacterias
gram positivas y por lo tanto podria verse un efecto similar, mismo que se observo en la

presente investigacion.

A pesar de haber encontrado en la literatura evidencia de la actividad antibacteriana de
Rosmarinus officinalis frente a Enterococcus faecalis, se determind que los extractos
procesados no eran activos a las concentraciones probadas frente a las cepas empleadas
del patdgeno en cuestion, a excepcidn del extracto metandlico de Rosmarinus officinalis
que presentd una ligera actividad con un IC50 de 20.234 pg/mL frente a Enterococcus
faecalis ATCC 29212.
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Moreno et al., (2006) describieron que la actividad antibacteriana de extractos
metanolicos de Rosmarinus officinalis frente a bacterias especificamente gram positivas
presentaron una CMI entre 2 y 15 pg/mL Yy frente a E. faecalis una CMI de 15 ug/mL;
por otro lado los resultados obtenidos por Zampini et al., (2013) demostraron que el
extracto metandlico de las hojas de Rosmarinus officinalis inhibié el crecimiento de
Enterococcus faecalis ATCC 29212 y 13 cepas de Enterococcus faecalis resistente a
estreptomicina, gentamicina y ambas, (cepas obtenidas del Hospital Nicolas Avellaneda,
Tucuman,  Argentina) con un valor de CMI de 200 pg/mL.
También Zampini et al., (2013) evaluaron la MBC (concentracion minima bactericida)
del extracto metandlico rico en acido carnosico y carnosol y del acido carnésico frente a
Enterococcus faecalis ATCC 29212 obteniendo valores de 400 pg/mL y 60 pg/mL
respectivamente. Otros autores como Volcdo et al. (2001), evaluaron la actividad
antibacteriana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis frente a E. faecalis y bacterias
gram negativas obteniendo como resultado que este presenta mayor actividad frente a E.
faecalis antes que las gram negativas. Todos estos resultados ratifican la actividad del
extracto mentandlico de Rosmarinus officinalis frente a Enterococcus faecalis sin
embargo no son comparables con los obtenidos en el presente trabajo porque son

expresados en CMI.

Para Zingiber officinale se determind que es un extracto inactivo a las concentraciones
probadas en este ensayo a pesar de que algunos estudios reporten su actividad. Guanoluisa
en el 2017 reporta actividad antibacteriana del extracto hidroalcoholico del jengibre al
15% mediante la técnica de difusion en disco. Vasquez et al. en el 2001 evaluaron la
actividad antibacteriana del aceite esencial del jengibre frente a cuatro bacterias gram
positivas y una gram negativa, y al realizar la prueba de sensibilidad se determind que
Enterococcus faecalis era sensible a este aceite. Bernardes et al., en 2010 también
demostraron la actividad antibacteriana del aceite esencial del jengibre frente a diferentes

bacterias gram positivas, entre estas también citan a E. faecalis.

Estas diferencias en la actividad antibacteriana presentadas por los diferentes extractos

podrian deberse a la técnica empleada y a las concentraciones probadas.

Por otro lado, se determin6 que los extractos cloroférmicos, mas aun los de Otholobium
mexicanum como se aprecia en la llustracién 12, presentaron en su mayoria una mejor
actividad antibacteriana que los extractos metandlicos frente a las diferentes cepas, en
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especial a la cepa clinica, esto basicamente porque su comportamiento puede ser diferente
en relacion a las cepas ATCC que son microorganismos de referencia certificados, al
contrario de una cepa clinica en donde se desconoce completamente su comportamiento
frente a los antimicrobianos. Esto también apoya la idea de que posiblemente los
metabolitos secundarios causantes de la actividad antibacteriana (para el caso de
Otholobium mexicanum y Peperomia galioides) frente a Enterococcus faecalis son de
naturaleza lipofilica, como se pudo observar en algunos de los estudios tomados de

referencia para la presente investigacion.

Todo el conocimiento expuesto en el presente trabajo puede servir de base para futuras
investigaciones donde se desee evaluar el potencial antibacteriano de los extractos de las
plantas ya nombradas o de la misma familia, ya que: orientan al investigador al momento
de seleccionar el solvente mas apropiado para la extraccion (por ejemplo: lipofilicos para
Otholobium mexicanum y Peperomia galioides e hidrofilicos para Rosmarinus
officinalis). Se ratifica también la importancia del uso de microtécnicas para la evaluacion
de la actividad antibacteriana de dichos extractos debido a su sensibilidad y especificidad
para obtencion de valores cuantitativos de inhibicion expresados en IC50 e IC90 y la
necesidad de aplicar célculos bioestadisticos para expresar e interpretar los valores de

IC50 de los extractos obtenidos.

IC 50 (OTHOLOBIUM MEXICANUM)

m CEPA ATCC 29212 CEPA 51299 CEPA CLINICA

10.586

8.571

8.660

8.665
8.874

2.050

EXTRACTO CLOROFORMICO EXTRACTO METANOLICO

llustracién 10 Gréafica de actividad antibacteriana IC 50 de Otholobium mexicanum.
Fuente: propiedad de los autores
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IC 50 (PEPEROMIA GALIOIDES)

m CEPAATCC29212 mCEPA51299 mCEPA CLINICA

48.661

28.049
25.501
30.081
31.058

EXTRACTO CLOROFORMICO EXTRACTO METANOLICO

8.248

lustracion 11 Gréfica de actividad antibacteriana IC 50 de Peperomia galioides. Fuente:
propiedad de los autores
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COMPARACION DE VALORES DE IC50 DE LOS EXTRACTOS DE LAS PLANTAS ESTUDIADAS
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EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
CLOROFORMICO METANOLICO CLOROFORMICO METANOLICO CLOROFORMICO METANOLICO CLOROFORMICO METANOLICO
OTHOLOBIUM MEXICANUM

PEPEROMIA GALIOIDES ROSMARINUS OFFICINALIS

ZINGIBER OFFICINALE

lustracién 12 Comparacién de los valores de 1C50 de diferentes extractos de las plantas medicinales utilizadas en la presente investigacion
Fuente: Propiedad de los autores
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4.3. Control de antibiéticos.

Se realizd control de antibiotico frente a las 3 cepas de estudio, utilizando ampicilina a
una concentracién de 1g/4mL. Los resultados se pueden observar en los ANEXOS 15, 16
y 17.

Los puntos de corte establecidos por el Manual CLSI, 2021, se pueden apreciar en el
ANEXO 14.

Para las cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212 y ATCC 51299 resistente a la
vancomicina, se cumplio con lo establecido en la guia CLSI, 2021. En el caso de la cepa

clinica, resulto ser resistente frente a la ampicilina.

4.4. Rendimientos

Se evalud el rendimiento de los extractos cloroformicos y metandlicos (partiendo de 10
gramos de materia seca) de las 4 plantas utilizadas en la presente investigacion. Se

presenta a continuacion los calculos realizados para obtener 1 gramo de extracto seco:
- EXTRACTOS CLOROFORMICOS
Extracto seco (gr) Materia seca (gr)

CONGONA 1,086 (obtenidos tras 10
concentracion al vacio)
1 X=9

Para obtener 1 gr de extracto cloroférmico seco de congona se debe partir de 9 gr de

materia seca. La relacion es de 9 : 1.

Extracto seco (gr) Materia seca (gr)

TRINITARIA 0,9409 (obtenidos tras 10

concentracion al vacio)
1 X =10

Para obtener 1 gr de extracto cloroférmico seco de trinitaria se debe partir de 10 gr de

materia seca. La relacion es de 10 : 1.
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Extracto seco (gr) Materia seca (gr)

0,5132 (obtenidos tras 10

concentracion al vacio
JENGIBRE )

1 X=19

Para obtener 1 gr de extracto cloroformico seco de jengibre se debe partir de 19 gr de

materia seca. La relacion es de 19 : 1.

Extracto seco (gr) Materia seca (gr)

ROMERO 1,5723 (obtenidos tras 10

concentracion al vacio)
1 X=6

Para obtener 1 gr de extracto cloroférmico seco de romero se debe partir de 6,36 gr de

materia seca. La relacion es de 6 : 1.

Tras los célculos realizados se determinG que el romero presentd mejor rendimiento, ya
que para obtener 1 gramo de extracto seco se necesita menor cantidad de materia seca

inicial (6 gr), seguido por la congona (9 gr), trinitaria (10 gr) y jengibre (19 gr).

- EXTRACTOS METANOLICOS

Extracto seco (gr) Materia seca (gr)
CONGONA 2,3123 (obtenidos tras 10
liofilizacidn)
1 X =4

Para obtener 1 gr de extracto metandlico seco de congona se debe partir de 4 gr de materia

seca. Larelaciébnes de 4 : 1.
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Extracto seco (gr) Materia seca (gr)
2,3286 (obtenidos tras 10
TRINITARIA liofilizacion)
1 X=4

Para obtener 1 gr de extracto metandlico seco de trinitaria se debe partir de 4 gr de materia

seca. Larelaciébnesde 4 : 1.

Extracto seco (gr) Materia seca (gr)
JENGIBRE 2,1892 (obtenidos tras 10
liofilizacion)
1 X =4

Para obtener 1 gr de extracto metandlico seco de jengibre se debe partir de 4 gr de materia

seca. Larelacibnesde 4 : 1.

Extracto seco (gr) Materia seca (gr)
2,6058 (obtenidos tras 10
ROMERO liofilizacion)
1 X=3

Para obtener 1 gr de extracto metandlico seco de romero se debe partir de 3 gr de materia

seca. La relacién es de 3 : 1.

Tras los célculos realizados se determin6 que el romero presenté mejor rendimiento, ya
que para obtener 1 gramo de extracto seco se necesita menor cantidad de materia seca

inicial (3 gr), seguido por trinitaria (4 gr), congona (4 gr) y jengibre (4 gr).

Comparando los resultados obtenidos se determind que los extractos metandlicos
presentaron mejor rendimiento que los extractos cloroférmicos ya que se necesita menor
cantidad de materia seca inicial para obtener 1 gr de extracto seco final. También se

observé que en ambos casos el romero presentd el mejor rendimiento.
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CAPITULO 5
5.1. CONCLUSIONES

Se comprobo la hipdtesis planteada en base a cada uno de los objetivos establecidos en la
presente investigacion. Se evidencio que los extractos cloroféormicos y metandlicos de
Peperomia galioides y Otholobium mexicanum demostraron una mejor actividad
antibacteriana frente a cepas de referencia como Enterococcus faecalis ATCC 29212 y
Enterococcus faecalis ATCC 51299 y una cepa clinica de Enterococcus faecalis a
comparacion de Rosmarinus officinalis y Zingiber officinale

Los extractos cloroférmicos de Otholobium mexicanum y Peperomia galioides evaluados
frente a la cepa clinica de Enterococcus faecalis, demostraron una actividad significativa
y relevante. No obstante, los resultados obtenidos con los extractos metandlicos de
Otholobium mexicanum frente a las diferentes cepas de Enterococcus faecalis también
evidenciaron actividad antibacteriana importante.

El extracto metandlico de Rosmarinus officinalis mostro ligera actividad antibacteriana
frente a la cepa ATCC 29212 de Enterococcus faecalis. El resto de extractos de
Rosmarinus officinalis obtenidos en la presente investigacion no son activos o
completamente activos a las concentraciones empleadas.

En cuanto a los extractos metanolicos y cloroférmicos de Zingiber officinale no se
evidencio actividad alguna frente a las cepas probadas y a las concentraciones empleadas.
Todos estos resultados fueron validados por méetodos bioestadisticos para establecer el
IC50 e 1C90.
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5.2. RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, es importante realizar las

siguientes recomendaciones:

Continuar la investigacion de Otholobium mexicanum y Peperomia galioides, ya que sus
extractos presentaron actividad significativa frente a las tres cepas de Enterococcus

faecalis estudiadas.

Realizar estudios dirigidos a aislar e identificar los metabolitos secundarios responsables
de la actividad antibacteriana de los extractos de Otholobium mexicanum y Peperomia
galioides, con el fin de encontrar nuevas alternativas para la produccion de
antimicrobianos a partir de fuentes de origen natural que podrian tener aplicacion dentro

de la industria farmacéutica, veterinaria o agropecuaria.
Evaluar la citotoxicidad de los compuestos bioactivos.

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos obtenidos en la presente investigacion
frente a otras bacterias gram positivas, ya que E. faecalis pertenece a este grupo y

comparte caracteristicas estructurales.
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ANEXO 1. Certificado de identificacion taxondémica de las plantas medicinales
utilizadas en la presente investigacion.

A sty
UHIVERSIDAD | =) LA'GE-W;‘
DEL AZUAY

Cuenca, 26 de marzo de 2021

La suscrita, Rafiaella Ansaloni, directora del Herbario Azuay de la Universidad del
Azuay, por peticion de los interesados

CERTIFICA

Que, luego de |a respectiva revision, las plantas empleadas para la Tesis de Grado de
los Sefiores Oliver José Ramirez Condoy y Fanny Marcela Redrovan Bemezueta,
fitulada "Determinacion de la actividad antibacteriana de extractos de plantas
medicinales frente a Enferococcus faecalis” se han identificado de la siguiente manera.

Mombre comin: Congona
Peperomia galicides Kunth de |a familia botanica Piperaceae

Nombre comun: Trinitaria
Otholobium mexicanum (L. £.) JW. Grimes de la familia botanica Fabaceas

(efoelthac, .

Raffaella Ansaleni, PhD.
Directora del Herbario Azuay
Universidad del Azuay

Email: ransaloni@uazuay.edu.ec
hitps:herbario wazuay edu ec/
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ANEXO 2. Porcentajes de inhibicion de los extractos cloroférmicos de las plantas
medicinales frente a E. faecalis ATCC 29212.

CEPA: E. FAECALIS ATCC 29212
CONCENTRACION| 64 ug/mL 16 ug/mL 4 ug/mL 1 ug/mL 0,25 ug/mL
™ 92,791 21,672 13.445 8.403 0,442
QOT\ 91,906 9,819 6.900 8.580 3.627
0% 01,552 34,321 0,819 10,172 0.885
O 91,110 17.603 9,730 8,138 6,103
3 76,073 90,756 -7.077 4,777 7.430
&?‘3‘ 74,657 90,756 -2,388 4,600 4,688
\Y\.‘\ 74,923 90,756 9.907 5,042 3,006
¥ 73,773 91,110 -1.150 6,103 3,273
-10.172 -0.619 6.280 7.784 3.538
@Q& -3.184 -1,238 3.802 11,765 4.246
@%\C} -0,796 1,504 4,511 4,954 9.376
R -1.565 1,061 2.831 3.096 3.892
5.175 16.364 4,522 8.998 5.641
'S/Q-O -8,252 3.683 1,445 4,149 2,937
o 6.853 15.618 1.166 2,751 6.387
A 38,555 15,152 0,140 -0.420 -0,979
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ANEXO 3. Calculo e interpretacién de 1C50 e 1C90 de los extractos cloroférmicos
de las plantas medicinales frente a E. faecalis ATCC 29212.

I1C90 (ug/mL) | IC50 (ug/mL) 1C90 (ug/mL) | IC50 (ug/mL) | INTERPRETACION IC50
2
S| el E
Q » » Q . y
61.724 28.049 LIGERAMENTE ACTIVO
0‘\0 61.639 23.302 0%*0
© 62.674 29.476 ©
JF 15.830 8,981 3
‘\?s}- 15,821 8,723 '\?gh 15,795 8.571 LIGERAMENTE ACTIVO
& 15.794 7,955 & ’ ’
< 15.735 8,627 N
% No es activo a | No es activo a % No es activo a | No es activo a
& las las & las las
S s s S s s INACTIVO
{,é concentraciones | concentraciones @% concentraciones | concentraciones
N probadas probadas N probadas probadas
o No es activo a | No es activo a o No es activo a | No es activo a
& fas fas & fas fas INACTIVO
a3 concentraciones | concentraciones o concentraciones | concentraciones
A probadas probadas A probadas probadas
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ANEXO 4. Porcentajes de inhibicion de los extractos cloroférmicos de las plantas
medicinales frente a E. faecalis ATCC 51299

CEPA: E. FAECALIS ATCC 51299

CONCENTRACION| 64 ug/mL 16 ug/mL 4 ug/mL 1 ug/mL 0,25 ug/mL
~ 93,395 31.947 6.507 7.485 5.039
QV\ 91.341 10,910 3.767 6,703 7.583
0%6 91.830 39.286 -0,930 4,452 4,941
C 90,753 29,892 6.213 0,734 4,550
T 74.315 90.851 3.767 4,159 5.528
&\E&' 73.239 91.145 1.125 4,061 6.213
.3'\“\‘ 72.456 90,068 -5.333 5.528 5.724
¥ 73.826 91.047 -5.235 0,538 13.552
% -17.661 -1,027 3.865 3.082 2,691
@‘1‘ -11,693 4,746 5.822 4.550 2,984
-\_AC) -9.638 -0.930 3.376 6.115 3.180
¥ -9.051 0.538 4,648 13.454 3.474
3.865 5.333 6.996 7.192 2.006
&Q-O 16,683 2.202 0.832 5.039 4,843
o 46,037 -2.202 4,354 5.528 -0,049
M 24,217 -2,104 -0,049 4.843 5.333
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ANEXO 5. Calculo e interpretacién de 1C50 e 1C90 de los extractos cloroférmicos
de las plantas medicinales frente a E. faecalis ATCC 51299.

IC90 (ug/mL)

1C50 (ug/mL)

™ 59,281 24,044
009 62.538 31,385
QY\ 60,983 21,279
O 62,912 25,205
3 15,785 8.350
&\& 15,720 8.491
& 15.984 8.938
<& 15,761 8.860
No es activo a | No es activo a
<
\Q,Q" las las
@\;6 concentraciones | concentraciones
N probadas probadas
No es activo a | No es activo a
Q}QS) las las
O‘é\ concentraciones | concentraciones
Ad probadas probadas

1C90 (ug/mL) | IC50 (ug/mL) | INTERPRETACION IC50
\ag
Q‘OO 01,428 25,501 LIGERAMENTE ACTIVO
(/0
Q}Y‘
é'\ﬂ? 15,812 8.660 LIGERAMENTE ACTIVO
&
% No es activoa | No es activo a
& las las
o . . INACTIVO
(2}; concentraciones | concentraciones
N probadas probadas
o No es activoa | No es activo a
& las las INACTIVO
3 concentraciones | concentraciones
A probadas probadas
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ANEXO 6. Porcentajes de inhibicion de los extractos cloroférmicos de las plantas

medicinales frente a E. faecalis (cepa clinica).

Oliver José Ramirez Condoy
Fanny Marcela Redrovan Berrezueta

CEPA: E. FAECALIS CEPA CLINICA
CONCENTRACION| 64 ug/mL 16 ug/mL 4 ug/mL 1 ug/mL 0.25 ug/mL
™ 00,726 05.407 -0.420 1,082 0.729
0% 00,901 03.729 7,794 3.555 0,994
OY\‘G 02.846 05.937 -1.479 2,495 -2.009
C 88.518 01,080 1.524 6,734 7.706
& 77,672 04,576 09,096 0,927 2,463
?S- 75,503 04,486 07.198 -1.605 8.072
@ 75,141 93,130 08,373 -1.424 1.198
A\3 73.876 88.791 02,949 1,017 1.107
& -10.135 -11,195 5.410 13,182 6.469
\'.Q'Qh -10.841 -5.454 2.672 4,791 2,937
65\6 -12.431 -7.397 -0.243 4,615 4,438
k -11,018 -5.012 2,672 6,011 -1.038
-10.576 -11.813 -1.038 8.236 4.791
‘8}0 -14.109 -12,254 1.788 0.119 4,173
o -12.519 -7.750 1.082 7.971 11.062
¢ -13.579 -8.192 0.287 3.908 4.791
59



AE% UNIVERSIDAD DE CUENCA

ANEXO 7. Calculo e interpretacién de 1C50 e 1C90 de los extractos cloroférmicos
de las plantas medicinales frente a E. faecalis (cepa clinica).

IC90 (ug/mL)

IC50 (ug/mL)

> 14.796 8.295
O 15,066 7.902
OQ.O 14,704 8.322
< 15,735 8.471
3 3.518 2.000
= 3.616 2.063
\%‘\& 3.561 2,043
N 3,826 2,093
< No es activoa | No es activo a
\Q‘Q- las las
%Q concentraciones | concentraciones
® probadas probadas
No es activoa | No es activo a
'@Qp las las
o concentraciones | concentraciones
Ad probadas probadas

IC90 (ug/ml) | IC50 (ug/ml) | INTERPRETACION IC50
T\‘?
o
Y_\O 15.075 8.248 LIGERAMENTE ACTIVO
©
S
=
éﬂ 3.630 2,050 MUY ACTIVO
&
% No es activoa | No es activo a
o las las
N "y - INACTIVO
(5\ concentraciones | concentraciones
R probadas probadas
o No es activoa | No es activo a
& las fas INACTIVO
o concentraciones | concentraciones
A3 probadas probadas
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ANEXO 8. Porcentajes de inhibicion de los extractos metandlicos de las plantas
medicinales frente a E. faecalis ATCC 29212.

Oliver José Ramirez Condoy

Fanny Marcela Redrovan Berrezueta

CEPA: E. FAECALIS ATCC 29212
CONCENTRACION| 64 ug/mL 16 ug/mL 4 ug/mL lug/ml. | 0.25 ug/mL
~ 94,130 8.875 14,186 7.011 2,353
Q% 01.428 18,192 14,652 6.639 0.620
OT\‘G 94,349 11.857 15.490 7.198 10.552
O 93,664 15.490 8.130 12.509 2,725
N 82,5064 92,2601 -2.657 3.869 2.657
\.:S} 83.497 02,914 -1,259 3.124 2,471
.\«;“'-é 82,937 92,727 -3.310 -0.047 -0.606
& 83,776 02,634 -7.879 -1.072 1,911
& 15,863 0.620 11,204 16,702 10.459
@Q‘ 22,199 11.670 13.068 11.111 17.633
Q}'\Q 12,322 10.832 9.807 5.241 1.887
K 12,136 11,204 5.427 12,975 0,993
89.744 34,825 -1.445 0.979 1,259
{QQLO 69,697 48,904 -1.166 2.751 -5.548
o 76,503 43,310 -4.615 0.513 -0.606
A 92,354 43,892 -0.606 4,709 -2,191
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ANEXO 9. Célculo e interpretacion de 1C50 e 1C90 de los extractos metandlicos de
las plantas medicinales frente a E. faecalis ATCC 29212.

1C90 (ug/mL)

IC50 (ug/mL)

™ 59.843 31.228
60‘\ 62.293 20215
Q% 59,489 30.374
C 50.974 29,505
N 15.483 8.631
Rl 15.328 8.507
\%\ 15,382 8.635
< 15.429 2.887
. No es activ
Q‘qf(/ No es activo a las o ES[:: voa
o concentraciones .
@\5 robadas concentraciones
N P ’ probadas
23.468
O |No es activo a las 17213
V&Q— concentraciones 31-158
QS) probadas -
19,006

Oliver José Ramirez Condoy
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1C90 (ug/mL) | IC50 (ug/mL) | INTERPRETACION IC50
QB-'
8]
%‘(_') 60,400 30,081 INACTIVO
CO
Q}?"
Y\Sﬂv 15.406 8,665 LIGERAMENTE ACTIVO
&
% Noes activoa | No es activo a
Q%‘ las las
o . . INACTIVO
{5\ concentraciones | concentraciones
R probadas probadas
No es activo a
Q—O las
N . 20,234 LIGERAMENTE ACTIVO
3 concentraciones
< probadas
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ANEXO 10. Porcentajes de inhibicion de los extractos metanodlicos de las plantas
medicinales frente a E. faecalis ATCC 51299.

CEPA: E. FAECALIS ATCC 51299
CONCENTRACION| 64 ug/mL 16 ug/mL 4 ug/mL lug/ml. | 0.25 ug/mL
>~ 82,317 -68.726 58.842 -37.838 -27.336
60% 73,668 -39.691 -83.243 -4,788 -11,583
Oq\ 73.977 -47.104 -88.,803 -34.440 -35,058
. 72,432 -59,151 -82,934 -37,838 -3.552
3 22,703 71.375 -31.351 76,757 0.154
N 42,780 85.714 -24.556 -13.436 59.768
.;.\5\{'& 40,000 81,081 -19.923 -13.436 24,247
& 59,768 79,846 -16.216 -29.498 33,514
-20,232 3,552 5.405 -1.081 -7.259
_@qsf -27,027 -9.730 -4,170 1,699 -3.861
{}_\_‘C} -26,409 -7.259 -10,347 -8.803 -5.714
K -13.436 -11.274 -11.892 -14.981 -3.243
-256.834 -18.996 -6.641 -7.568 -13.127
63‘0 -56.988 -11.583 -6.950 -0.463 -1.699
o -153.050 -45,251 -16.216 -10.347 -13.127
& -105,483 -55.,444 -13,127 -18,378 23,320
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ANEXO 11. Calculo e interpretacion de 1C50 e 1C90 de los extractos metandlicos de
las plantas medicinales frente a E. faecalis ATCC 51299.

jE!i UNIVERSIDAD DE CUENCA
e

1C90 (ug/mL)

IC50 (ug/mL)

T | No es activo a las 47,573
S ; 47.906
'?\6 concentraciones 15,636
Q probadas ’
< 50,529
11.286
Q}Y‘ No es activo a las 10.212
$? concentraciones 10':‘4;
o probadas ’
A 10.401
. No es activ
qufo No es activo a las © csl:: e a
o concentraciones C
‘o% obadas concentraciones
R P ’ probadas
. No es activ
QP No es activo a las ° SSI:: voa
® concentraciones "
oS obadas concentraciones
< probacas probadas

Oliver José Ramirez Condoy
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1C90 (ug/mL) IC50 (ug/ml) | INTERPRETACION IC50
g g
%Y" No es activo a
las
O s 43.661 INACTIVO
0»% concentraciones
e, probadas
> No es activo a
I las
&7 . 1058  |LIGERAMENTE ACTIVO
S concentraciones
& probadas
% No es activo a | No es activo a
S las las
N . . INACTIVO
{5\; concentraciones | concentraciones
3 probadas probadas
5 No es activo a | No es activo a
las las
& . = INACTIVO
o concentraciones | concentraciones
< probadas probadas

64



>

% UNIVERSIDAD DE CUENCA

s

ANEXO 12. Porcentajes de inhibicion de los extractos metandlicos de las plantas
medicinales frente a E. faecalis (cepa clinica).

CEPA: E. FAECALIS CEPA CLINICA

CONCENTRACION| 64 ug/mL 16 ug/mL 4 ug/mL 1ug/mlL | 0,25 ug/mL
™~ 95,131 16,300 6.469 3,130 4.892
Q% 93,369 4,892 -0,116 -2,435 1,090
0%9 01,885 15,650 4,521 4,336 2,574
O 01,885 4,336 4,428 1,739 2,666
N 85,599 05.954 -10.115 1.196 -2.371
&?g‘ 83,859 03.866 -10.115 -2.632 0.674
.;}5\' 86,382 05,780 -7.244 -3.415 8.593
¥ 83,859 91,603 -11.856 -2,023 -0.457
% -6,701 -1,136 3.408 10,735 -2,527
@Q‘ -6,608 -2.435 2,295 0,533 -1.785
-QD 0.348 -3,362 -5,866 -1,600 -2,249
¥ -0.951 -0.858 5.170 -3.455 -0.951
-13.564 -8.648 -2.435 0.255 -0.394
Q’Qp -22.467 -7.999 -3.918 0.812 0.070
0"\ -9.576 -9,576 0,255 1.646 2,852
M -15,511 -6,330 1.461 3,408 1,090
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ANEXO 13. Célculo e interpretacion de IC50 e 1C90 de los extractos metandlicos de
las plantas medicinales frente a E. faecalis (cepa clinica).

1C90 (ug/mL)

IC50 (ug/mL)

1C90 (ug/mL)

IC50 (ug/mL)

INTERPRETACION 1C50

58,478 28,940
Q‘Y‘V 60,709 32,439
0-:\(’ 61,843 29,881
C 62,118 32,972
14,802 8,776
?@V‘ 15,169 8,915
& 14,803 8,642
< 15,660 9,163
. No es activo a
No es activo a las |
<§<‘<’ concentraciones as .
\\3 probadas concentraciones
¥ probadas
. No es activo a
No es activo a las
Qo . las
& concentraciones )
& robadas concentraciones
Qg ? probadas

Oliver José Ramirez Condoy

Fanny Marcela Redrovan Berrezueta

\Q‘
8) 60,787 31,058 INACTIVO
T\(D
QO
@V‘
<\?“ 15,109 8,874 LIGERAMENTE ACTIVO
&
No es activo a No es activo a
& fas las INACTIVO
\\(}% concentraciones |concentraciones
¥« probadas probadas
Noesactivoa | Noesactivoa
I I
&0 as as INACTIVO
@ concentraciones |concentraciones
® probadas probadas
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ANEXO 14. Didmetro de zona y puntos de corte frente a Enterococcus spp. (CLSI 2021).

Table 2D. Enterococcus spp- (Continued)

Interpretive Categories and
Zone Diameter
Breakpoints,

Interpretive Categories and
MIC Breakpoints,

Test/Report Antimicrobial Disk nearest whole mm . wo/imi .
Group Agent Content S H | H R S : SpDD ¢ 1 H R Comments
PENICILLINS
A Penicillin 10 wnits =15 . — =8 — - — - =16 (6) The results of ampicillin suscepiibility tests should
A Ampicillin 10 pg =17 : — =8 — : — =16 be used to predict the activity of amoxicillin. Ampicillin

results may be used to predict susceptibility to
amoxicillin-clavulanate, ampicillin-sulbactam, and
piperacillin-tazobactam among non—g-lactamase-
producing enterccocci. Ampicillin susceptibility can be
used to predict imipenem susceptibility, providing the
species is confirmed to be E. fascalis.

(7) Enterccocci susceptible to penicillin are predictably
susceptible to am illin, amoxicillin, ampicillin-
sulbactam, amoxicillin-clavulanate, and piperacillin-
tazobactam for non—p-lactamase-producing
enterococci. Howewver, enterococci susceptible to
ampicillin cannot be assumed to be susceptible to

i n. If penicillin results are needed, testing of

n is reguired.

(8) Rx: Combination therapy with ampicillin, penicillin,
or vancomycin {for susceptible strains only), plus an
aminoglycoside, is usually indicated for serious
enterococcal infections, such as endocarditis, unless
high-level resistance to both gentamicin and
streptomycin is documented; such combinations are
predicted to result in synergistic killing of the
Enterococcus. For strains with low-level penicillin or
ampicillin resistance when combination therapy with a
B-lactam is being considered, also see additional
testing and reporting information in Table 3J.4

{9) Penicillin or ampicillin resistance among
enterococci due to g-lactamase production has been
reported wery rarely. Penicillin or ampicillin resistance
due to B-lactamase production is not reliably detected
with routine disk or dilution methods but is detected
using a direct, nitrocefin-based g-lactamase test.
Because of the rarity of p-lactamase—positive
enterococci, this test does not need to be performed
routinely but can be used in selected cases. A positive
B-lactamase test predicts resistance to penicillin as
well as amino- and ureidopenicillins (see Glossary ).

Oliver José Ramirez Condoy
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ANEXO 15. Control de antibidticos para la cepa de Enterococcus faecalis ATCC

29212.

LECTURAS OBTENIDAS

PROMEDIOS
% DE
INHIBICION

103,6376437

95,37667214

96,75350074

104,326058

99,75749042

85,7701635

CONCENTRACION |CONTROLES | 1ra Réplica | 2da Réplica | 3ra Réplica
64 ug/mL 0,444 0,452 0,415
32 ug/mL 0,521 0,527 0,527
16 ug/mL 0,501 0,514 0,516
8 ug/mL 0,465 0,41 0,414
4 ug/mL 0,424 0,409 0,518 0,508
2 ug/mL 0,431 0,668 0,563 0,651
1 ug/mL 0,436
0,5 ug/mL 0,612
CALCULOS DE PORCENTAJES DE INHIBICION
Promedio
CONCENTRACION | lecturade | 1ra Réplica |2da Réplica | 3ra Réplica
Controles.
64 ug/mL 102,980521 | 102,229524 | 105,702887
32 ug/mlL 95 7521709 [ 95,1889228 | 95,1889228
16 ug/mL 97 6296644 | 96,4092936 | 96,2215442
8 ug/mL 101,009153 | 106,17226 | 105,796761
4 ug/mL 106,266135 | 96,0337949 | 96,9725417
2 ug/mL 047575 81,9525933 [ 91,8094344 | 83 5484628
1 ug/mL ' 35,3907533 | 32,4806383 | 35,9540014
0,5 ug/mL 19,0565595 | 17,2729406 | 18,2116874

34,60846437

18,18039584

CONTROL POSITIVO (CONTROL DE LA VIABILIDAD DE LA CEPA BACTERIANA)
CONTROL NEGATIVO (ESTERILIDAD DEL MEDIO TSB)

Oliver José Ramirez Condoy
Fanny Marcela Redrovan Berrezueta
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ANEXO 16. Control de antibidticos para la cepa de Enterococcus faecalis ATCC

51299.

LECTURAS OBTENIDAS

CALCULOS DE PORCENTAJES DE INHIBICION

CONCENTRACION |CONTROLES| 1ra Réplica | 2da Réplica | 3ra Réplica

64 ug/mL 0,467 0,474 0,469

32 ug/mL 0,506 0,519 0,508

16 ug/mL 0,508 0,519 0,513

8 ug/mL 0,512 0,513 0,511

4 ug/mL 0,49 0,512 0,49 0,504

2 ug/mL 0,493 0,57 0,484 0,586

1 ug/mL 0,477 0,548 0,535 0,596
0,5 ug/mL o468 [ 126 | 10287 | 1258 |

PROMEDIOS
% DE
INHIBICION

101,1588605

97,19942057

96,97408659

97,10284887

98,06856591

93,75502978

Promedio
CONCENTRACION| lecturade | 1ra Réplica | 2da Réplica | 3ra Réplica

Controles.
64 ug/mL 101,448576 | 100,772574 | 101,255432
32 ug/mL 976822791 | 96,4268469 | 97,4891357
16 ug/mL 97,4891357 | 96,4268469 | 97,0062772
8 ug/mL 97,1028489 | 97,0062772 | 97,1994206
4 ug/mL 97,1028489 | 992274264 | 97,8754225
2 ug/mL 0.482 91,50169 | 99,8068566 | 89,9565427
1 ug/mL ' 93,6262675 | 94,8316997 | 88,9908257
0,5 ug/mL 24 8672139 | 22, 2597779 | 25,0603573

92,49959762

m—

Oliver José Ramirez Condoy
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24,0624497

CONTROL POSITIVO (CONTROL DE LA VIABILIDAD DE LA CEPA BACTERIANA)
CONTROL NEGATIVO (ESTERILIDAD DEL MEDIO TSB)
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ANEXO 17. Control de antibidticos para la cepa clinica de Enterococcus faecalis.

LECTURAS OBTENIDAS

CONCENTRACION |CONTROLES| 1ra Réplica | 2da Réplica | 3ra Réplica

64 ug/mL
32 ug/mL
16 ug/mL
8 ug/mL
4 ug/mL
2 ug/mL
1 ug/mL
0,5 ug/mL

CALCULOS DE PORCENTAJES DE INHIBICION

CONCENTRACION | lecturade | 1ra Réplica | 2da Réplica | 3ra Réplica

64 ug/mL
32 ug/mL
16 ug/mL
8 ug/mL
4 ug/mL
2 ug/mL
1 ug/mL
0,5 ug/mL

PROMEDIOS
% DE
INHIBICION

57,04727921

76,25631876

63,82694023

65,81920904

65,87867975

71,76628011

32,24799286

31,95063931

CONTROL POSITIVO (CONTROL DE LA VIABILIDAD DE LA CEPA BACTERIANA)
CONTROL NEGATIVO (ESTERILIDAD DEL MEDIO TSB)

Oliver José Ramirez Condoy
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ANEXO 18. Férmula para el calculo de porcentaje de inhibicion.

A partir de las absorbancias obtenidas por el lector de placas se calcularon los porcentajes

de inhibicidn, de la siguiente manera:

(lectura de la muestra en el pocillo — promedio de absorvancia de controles positivos)

(promedio de absorvancias controles negativos — absorvancia de la muestra en el pocillo) x 100

EJEMPLO:

LECTURAS OBTENIDAS

CONCENTRACION

CONTROLES| 1ra Réplica | 2da Réplica | 3ra Réplica

4 ug/mL

2 ug/mL 0,48
1 ug/mL 0,429
0,5 ug/mL 0,421

LECTURAS OBTENIDAS

Lecturas de la
muestra en el
pocillo de
microplaca.

Promedio
CONCENTRACION | lectura
Controles
64 Ug'!mL Positiva
32 ug/mL
16 ug/mL
8 ug/mL
4 Ugf‘mL Nenativo
2 ug/mL 0,4535
1 ug/mL
0,5 ug/mL

1ra Réplica | 2da Reéplica | 3ra Replica

0,708

CALCULOS DE PORCENTAJES DE INHIBICION

Promedio

Controles.

64 ug/mL
32 ug/mL
16 ug/mL
8 ug/mL
4 ug/mL
2 ug/mL
1ug/mL
0,5 ug/mL

0,4535

CONCENTRACION | lectura de | 1ra Réplica | 2da Réplica | 3ra Réplica

0,69

0,734

PROMEDIOS
% DE
INHIBICION
57,04727921
76,25631876
63,82694023
65,81920904
65,87867975
71,76628011
32,24799286
31,95063931

CONTROL POSITIVO (CONTROL DE LA VIABILIDAD DE LA CEPA BACTERIANA)
CONTROL NEGATIVO (ESTERILIDAD DEL MEDIO TSB)

Oliver José Ramirez Condoy
Fanny Marcela Redrovan Berrezueta
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