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RESUMEN

Antecedente: El presente trabajo de investigacion se baso en la necesidad de evaluar la
actividad antimicrobiana de Baccharis genistellloides (Tres filos) esta planta es muy usada
en problemas gastrointestinales como infusion, ademas del uso antiséptico en cortaduras por
objetos cortopunzantes. La poblacion nativa ecuatoriana de las zonas rurales ha aprovechado
los beneficios de esta planta con fines terapéuticos. Sin embargo, hay pocos estudios sobre
sus propiedades antimicrobianas.

Obijetivo de este trabajo de investigacion fue determinar la actividad antimicrobiana de la hoja
de Baccharis genistelloides (Tres filos) mediante la técnica difusién en pozo, frente a
diferentes microorganismos de importancia clinica. Métodos: Se recolecto las hojas de la
planta de la zona rural Mariscal del cantén Milagro de la Provincia de Guayas (Ecuador),las
hojas fueron secadas hasta peso constante a temperatura ambiente, posteriormente se obtiene
el extracto etandlico y metanolico, se evaluan las propiedades organolépticas como aspecto,
color, olor y sabor y de los extractos liofilizados se mide el pH. Los analisis de laboratorio se
realizaron en las instalaciones del laboratorio Cromanova Scientific. Resultados.Ninguno de
los extractos presentd halos de inhibicidn en las cepas de interés.

Conclusion los extractos analizados de la hoja de la planta Baccharis genistelloides en el
etanolico y metandlico no presentaron actividad antimicrobiana frente a las cepas estudias
Escherichica coli, Pseudomona aeruginosa, Estafilococcus aureus.

Palabras claves: Baccharis genistelloides, antimicrobiana, resistencia
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ABSTRACT

Background: This research work was based on the need to evaluate the antimicrobial activity
of Baccharis genistellloides (Tres fila) this plant is widely used in gastrointestinal problems
as an infusion, in addition to antiseptic use in cuts by sharp objects. The Ecuadorian native
population in rural areas has taken advantage of the benefits of this plant for therapeutic
purposes. However, there are few studies on its antimicrobial properties.

The objective of this research work was to determine the antimicrobial activity of the
Baccharis genistelloides (Three-edged) leaf by means of the well diffusion technique, against
different microorganisms of clinical importance. Methods: The leaves of the plant from the
rural Mariscal area of the Milagro canton of the Guayas Province (Ecuador) were collected,
the leaves were dried to constant weight at room temperature, later the ethanolic and
methanolic extract was obtained, the properties were evaluated. organoleptic as appearance,
color, smell and flavor and of the lyophilized extracts the pH is measured. Laboratory
analyzes were performed at the Cromanova Scientific laboratory facilities. Results. None of
the extracts presented inhibition halos in the strains of interest.

Conclusion The extracts analyzed from the leaf of the Baccharis genistelloides plant in the
ethanolic and methanolic did not show antimicrobial activity against the strains studied
Escherichica coli, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus.

Keywords: Baccharis genistelloides, antimicrobial, resistanceKeywords: Baccharis latifolia,

antioxidant activity, DPPH, secondary metabolites

xiii



INTRODUCCION

Las plantas son una de las fuentes mas importantes de medicinas desde tiempos
inmemorables, los metabolitos secundarios son de importancia terapéutica. Las
importantes ventajas frente al uso terapéutico de las plantas medicinales en diversas
dolencias y trastornos ademas de la economia, eficacia y su facil disponibilidad.
(Moncayo, 2022)

El empleo de plantas con propiedades medicinales ha sido comun entre la poblacion en
todo el mundo, el conocimiento de sus usos ha sido transmitido de generacion en
generacion a traves de personajes conocedores de las plantas, sin embargo, no cuentan
con la suficiente informacion de naturaleza cientifica de las propiedades medicinales

sefialadas para estas plantas. (Obando et al.,2020)

Se estima que cerca del 25% de los medicamentos modernos son derivados de plantas

medicinales (Corrales, 2016)

El continuo incremento de microorganismos resistentes a los diferentes agentes
antimicrobianos ha sido un gran problema para la salud, se sabe que con la aparicion de
los antibidticos se ha salvado la vida de millones de seres humanos, sin embargo, se esta
acercando a una realidad de dimensiones aun no considerado. (Bayas et al, 2020), por lo
mencionado es importante el estudio de la actividad antimicrobiana que poseen las plantas

ancestrales del pais.

Las familias de plantas mas importantes de uso medicinal en Ecuador segun Fernandez et al.

(2019) son Lamiaceae (9 especies), Asteraceae (8 especies) y Apiaceae(4 especies).

Baccharis genistelloides es reconocida masivamente debido a su amplia distribucion en
nuestro territorio y a su utilizacion en la medicina popular, pertenece a la familia
Asteraceae. (Serna, 2021)

B. genistelloides se utiliza tradicionalmente en diabetes y obesidad. En su aceite esencial

se han encontrado mas de 107 compuestos. Se han reportado 12 flavonoides, 8 diterpenos



de clerodan y 5 derivados del acido cafeoilquinico. Las actividades farmacoldgicas mas

estudiadas son la capacidad antioxidante y el efecto antibacteriano. (Llaure et al.,2021)

Baccharis genistelloides es usada para problemas gastrointestinales, infecciones
bacterianas, también como diurético y espasmolitico, es un excelente ejemplo del hecho
de que inclusos las especies de plantas medicinales importantes y ampliamente utilizadas
apenas se estudian fitoquimicamente y se describen constantemente nuevos compuestos
(Llaure et al.,2021).

Los autores en diversos estudios, dan a conocer la actividad antimicrobiana de varias
especies del Género Baccharis pero no especificamente de Baccharis genistelloides, por
eso durante la busca exploratoria de plantas con usos medicinales, se selecciond esta
planta medicinal ecuatoriana para su estudio experimental con respecto a sus posibles

propiedades antimicrobianas.

Por lo tanto, el objetivo del estudio fue determinar la actividad antimicrobiana del
extracto de las hojas de Baccharis genistelloides contra cepas bacterianas de importancia

microbiolégico.



CAPITULO | EL PROBLEMA
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.2. Problematizacién

De acuerdo a la nueva tendencia en la investigacion en Ecuador de explorar las
propiedades proporcionadas por la flora de nuestro pais, se ha venido buscando opciones
que permitan encontrar nuevas alternativas que favorezcan la accion frente a los diversos
microorganismos que han venido desarrollando resistencia a los antibioticos y que por lo

tanto hace que crezca la dificultad para su tratamiento (Moncayo, 2022).

Las bacterias y otros microorganismos patogenos a lo largo de la historia se han adaptado
y son resistentes frente a los medicamentos de uso para su control, de igual manera se han
convertido actualmente en un problema de salud publica ya que muchas de ellas
ocasionan enfermedades transmitidas por alimentos, infecciones nosocomiales o
sencillamente son oportunistas, y por lo tanto constituyen un riesgo significativo para la
salud de la poblacion tanto en los paises en via de desarrollo como en los desarrollados.
(Moncayo, 2022).

Las Baccharis son un género de plantas que se caracterizan por su actividad biolégica y
su amplio uso en la medicina ancestral. Segun Petroche et al. (2022) extractos alcoh6licos
del género Baccharis inhibieron el crecimiento de microorganismos (Herrera & Quimis,
2017).

Es importante la evaluar actividad antimicrobiana de plantas ancestrales como la
Baccharis genistelloides cominmente conocida como Tres filos, porque sera una
plataforma para posteriores investigaciones y aprovechar la accesibilidad de este arbusto

y con ello sus propiedades.



1.1.2. Delimitacién del problema
Es una investigacion de tipo cientifica, que evalUa el poder antimicrobiano del extracto

metandlico de las hojas de la Baccharis genistelloides, planta ancestral de Ecuador sobre
Escherichia coli , Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa.

1.1.3. Formulacion del problema

¢Posee actividad antimicrobiana el extracto metandlico de las hojas de Baccharis

genistelloides (Tres filos) y esta relacionada con sus usos ancestrales?

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo General

e Evaluar la capacidad antimicrobiana del extracto metandlico de las hojas de
Baccharis genistelloides (Tres filos) mediante la técnica difusion en pozo frente a

microorganismos patdgenos.

1.2.3. Objetivos Especificos

o Obtener el extracto metanolico de las hojas de Baccharis genistelloides

(Tres filos) mediante maceracion.

o Realizar ensayos antimicrobianos usando el método de difusion de agar
en pozo.
o Diferenciar bibliograficamente la actividad antimicrobiana entre

Baccharis genistelloides (Tres filos) y otros tipos de especies del género Baccharis.



1.3.  JUSTIFICACION

La resistencia a los medicamentos antimicrobianos es ampliamente reconocida como una
amenaza para la salud ya que pone en peligro la efectividad del tratamiento de las
enfermedades infecciosas, es asi que en la actualidad existe la tendencia a efectuar
estudios etno farmacoldgicos, botanicos, microbioldgicos y quimicos de productos
naturales de los cuales se podrian desarrollar nuevas formas farmacéuticas ,nuevas
terapias antimicrobianas como opciones alternas a los tratamientos con antibidticos

sintéticos. (Moncayo, 2022)

La planta Baccharis genistelloides (Tres filos) es una planta cominmente usada de
mantera ancestral por los habitantes de la parroquia Mariscal Sucre del cantén Milagro,
de aqui surge la necesidad de evaluar su capacidad antimicrobiana con microorganismos

de importancia clinica.

Al investigar las plantas medicinales que son usadas de manera tradicional por las
diferentes zonas del pais, con los resultados obtenidos se esta contribuyendo para futuras

investigaciones evaluando las propiedades médicas y farmacologicas.



CAPITULO 11

2.1. MARCO TEORICO

2.1.1. Plantas ancestrales de Ecuador.

La naturaleza y las culturas ancestrales ofrecen alternativas para el cuidado de la salud,
las plantas medicinales contribuyen con la salud de las comunidades, el conocimiento

sobre su uso puede perderse con el tiempo (Bermudez et al., 2022).

Desde tiempos inmemoriales el hombre ha hecho uso de plantas medicinales, asi consta
en numerosos testimonios escritos pertenecientes a distintas civilizaciones y culturas. Los
saberes ancestrales que incluyen a la medicina tradicional y la herbolaria, han sido
practicados por la humanidad por muchos siglos de modo tal, que esos saberes fueron
transmitidos de generacion en generacion, indicando como se utilizaban las plantas, tanto
en prevencion y diagnostico; asi como en la presencia de enfermedades y su consecuente
cura o eliminacion. La informacion historico botanica era obtenida casi exclusivamente

de manera empirica, sobre la experiencia practica y observacion (Guzman, 2018).

La Organizacion Mundial de la Salud define la medicina tradicional como todo el
conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y
experiencias indigenas de las diferentes culturas, sean o no explicables, usados para el
mantenimiento de la salud, asi como para la prevencion, el diagnostico, la mejora o el
tratamiento de enfermedades fisicas 0 mentales. (Soliman et al,. 2019)

Este tipo de medicina a pesar de poseer un conjunto de diversos sistemas, practicas y
productos médicos y de atencion de la salud, no se considera actualmente parte de la

medicina convencional (Soliman et al., 2019).

El Ecuador es un pais megadiverso cuenta con un sin nimero de plantas ancestrales con
bondadosas propiedades para la salud, se estima que aproximadamente un 80% de la
poblacion ecuatoriana utiliza productos naturales derivados de la medicinatradicional o

no convencional para tratar ciertos tipos de enfermedades (Rocero, 2020).

Ecuador es considerado un pais con una mega diversidad, que, aun cuando es pais



pequefio, con una superficie de apenas 283.561 km2 de territorio, dispone de distintos
ecosistemas con varios entornos , ocupando asi, el puesto nimero 13 entre los

paises mas diversos en el mundo (Barragan, 2019).

A nivel mundial, el empleo de las plantas como medicina alternativa es muy remoto, es
por eso, que el conocimiento experimental en relacion de sus propiedades y sus efectos
curativos se ha venido acumulando durante milenios. Segun la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), la medicina tradicional, hace referencia a un conjunto amplio de
practicas de atencion de salud que no estan integradas en el sistema sanitario
principal; sin embargo, estdn avaladas y respaldadas por la ley (Bermudez et al.,
2022).

Aln en el contexto de una gran diversidad de plantas medicinales en Ecuador, tiene
amplio uso y aceptacion la medicina convencional y los farmacos de sintesis en el
tratamiento de diferentes patologias de la poblacion (Campos & Pérez, 2018) Se han
realizado pocos estudios acerca de los mecanismos de accion de las plantas y se cuenta
con algunos resultados descriptivos relacionados con su uso, compuestos activos y las
razones de escogencia que tienen los pueblos rurales para tratar sus afecciones de salud
(Campos & Pérez, 2018).

Los trabajos realizados desde el punto de vista conceptual, por Quispe y Llerena (2021)
demuestran que la medicina tradicional y convencional tiene distintos enfoques, pero
dentro de esas diferencias se pueden encontrar la unidad, polos reconciliables y

compatibles que requieren articularse.

Trabajar en conjunto es de suma importancia para la poblacion porgue trae consigo una
mirada integral de la persona, que no observamos en el sistema de salud actual, y que

resultara a la larga mas eficiente (Villanueva et al., 2020).

Por ello, se debe revalorar nuestra cultura, y su ensefianza, en los diferentes niveles, para
comprenderla, creando espacios de dialogo entre los diferentes operadores de la salud de
la medicina convencional y tradicional y no dejarla en el pasado, sino que formen parte

de nuestro presente y futuro (Parrales, 2022).

2.1.2. Mariscal Sucre del Cantdon Milagro de la provincia del Guayas



Se encuentra situada en la margen derecha del rio Milagro, a 12 kilémetros de la cabecera
cantonal y en terrenos de las haciendas Maria Mercedes y Venecia. Esta ubicado a una
altura oscila entre los 12 msnm con un promedio es de 2780 msnm y su temperatura

promedio oscila los 25 - 27 °C (Gad Mariscal Sucre, s.f.).

2.1.3. Familia ‘Asteraceae’

Las plantas de la familia Asteraceae son abundantes y variadas siendo ejemplares de la
diversidad yriqueza de los ecosistemas de nuestro pais (Villasefior, 2018).

Estudio realizado por Ulloa et., al. (2017) para América reflejan que México es el pais
con mayor diversidad de Asteraceae (3045 especies) y en orden descendente le siguen los
paises que conforman Ameérica del Norte (2173 especies), en paises como Brasil (1996
especies), Colombia (1202 especies), Bolivia (1184 especies), Ecuador (995 especies),
América Central (896 especies), Venezuela (718 especies), Indias Occidentales (644

especies) y las Guayanas (142 especies).

Dentro de Ecuador se encuentra distribuido en las provincias de: Pichincha, Imbabura,
Cafar, Cotopaxi, Chimborazo, Bolivar, Azuay, Loja, Sucumbios y Zamora Chinchipe,
desde los 1500 hasta 3200 msnm (Haro, 2022).

El nimero de especies endémicas de Ecuador en la familia Asteraceae estd altamente
sobreestimado y en la medida que se avance en estudios taxonomicos y filogenéticos en
la familia se contraerd ain mas el presente listado, asi como el nimero de especies nativas

de Asteraceae representadas en la Flora de Ecuador (Rivero, 2020).

2.1.4. Género Baccharis

El nombre del género Baccharis procede del vocablo griego “Bakkaris” asignado en
honor a “Baco”, dios del vino, este género contiene mas especies entre la familia
Asteraceae; esta constituido por aproximadamente 500 especies, exclusivos de América
(Martinez et al., 2018).

El género Baccharis consta de aproximadamente unas 500 especies, distribuidas en la

zona Andina y montafiosa del continente americano, su abundancia se basa en la



resistencia a producirse en suelos pedregosos y arenosos un tanto salinos y secos, poseen
raices profundas y penetrantes que garantizan su supervivencia, de este género se pude
indicar que el 90% esta concentrada en la codillera de los Andes de Sudamérica
(Sandoval, 2021). “A este género pertenecen plantas dioicas herbaceas, arbustos lefiosos
y trepadores que van desde entre 0,5 a 4 metros de altura, perennes, raramente arboles y
hierbas aromaticas” (Navarro, 2019).

“ En el Ecuador se puede encontrar 25 especies de las cuales 12 son nativas o ancestrales
(B. alaternides, B. buxifolia, B. genistelloides, B. latifolia, B. macrantha, B. nitida, B.
oblongifolia, B. obtusifolia, B. odorata, B. teindalensis, B. tricuneata y B. trinervis), 11
son endémicas (B. arbutifolia, B. aretioides, B. eggersii, B.fusca, B. hambatensis, B.
hieronymi, B. huairacajensis, B. klattii, B. mollis, B. steetzii, y B. tenuicapitulata) y 2 son
introducidas (B. elaeagnoides y B. serrulata) ” (Sandoval ,2021).

Figura 1. Distribucion geografica Baccharis

El estudio de especies del género Baccharis ha mostrado grandes avances debido a su
reputacion en el uso de la medicina casera en América Latina (Martinez, 2010).

Su fitoquimica destaca la presencia de Flavonoides, Diterpenos y Triterpenos,
observandose mayor acumulo de Flavonas, Flavonoides y Diterpenos Labdanos y

Clerodanos.(Davicino et al., 2007)

De manera general los usos de las Baccharis en la medicina tradicional incluyen el
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tratamiento de ulceras, fiebre, enfermedades gastroinstestinales, anemias, inflamaciones,
diabetes, dolencias de la préstata, también como diuréticos, analgésicos y en el
tratamiento de infecciones bacterianas y fungicas. (Gonzalez et al.,2007)

2.1.5. Especie Baccharis genistelloides.

Dentro de todas las plantas que abarcan el género Baccharis, se encuentra Baccharis
genistelloides o cominmente llamada “carqueja”, una planta que crece en zonas
calidas y tropicales, aproximadamente entre 2000-4200 m s. n. m. ubicadas

ampliamente en la mayoria de los paises latinoamericanos (Llaure et al.,2021).

El género Baccharis, incluido en la tribu Astereae de la familia Asteraceae, esta
constituido por cerca de 500 especies (Vigo, 2019)

Una de las mas importantes es Baccharis trimera, también denominada Baccharis
genistelloides con gran utilizacion en la medicina tradicional y en la produccion de
fitoterapicos (Vigo, 2019)

Las especies del género Baccharis tienen porte con una altura entre 0,5 y 4,0 metros.
arbusto muy ramificado en la base posee tallos y ramas verdes con expansiones trialadas.
Esta es una hierba verde perenne que crece casi vertical y produce flores blancas
amarillentas en la parte superior de esta, sus tallos son color verde claro y forma plana

con una textura carnosa (Vigo, 2019).

Muchas especies estan restringidas geograficamente o son endémicas. Baccharis también
es bien conocido por ser la fuente de innumerables compuestos quimicos ampliamente
utilizados en la medicina popular y en las industrias cosmética y farmacéutica. Es uno de
los géneros mas estudiados en el mundo, debido a estos multiples factores que han

captado la atencion de la comunidad cientifica (Fernandez et al., 2021).

Baccharis genistelloides (Lam.) Pers. ("Carqueja”, "Charara") se utiliza para trastornos
del higado y como antitérmico. Otros usos populares incluyen trastornos digestivos,
malaria, diabetes, ulceras, dolor de garganta y amigdalitis, anemia, diarrea, indigestion,
lombrices intestinales y lepra (King & Rob, 2020)

Baccharis genistelloides también se usa ampliamente en medicina popular en forma de

infusion por sus propiedades antiinflamatorias (Beltran, 2016).
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Baccharis genistelloides Lam. = Baccharis trimera (Lam.) Pers. (Carqueja, Charara) se
ha utilizado popularmente para tratar enfermedades hepéticas, reumatismo, diabetes y
trastornos digestivos, hepéticos y renales.Esta planta también se utiliza en la medicina
popular en la Argentina como afrodisiaco. La planta se utiliza en forma de decocciones
de la hierba entera. (Beltran, 2006)

2.1.6. Composicién quimica

Segun Llaure et al., (2021) en los extractos de B. genistelloides se han identificado

flavonoides y derivados de &cido clorogénico.

Los flavonoides y compuestos fendlicos fueron encontrados en mayor proporcion
en los extractos hidroalcohdlicos (Toapanta-lza 2018), estos son extraidos de los

conductos secretores y células epidérmicas de las hojas (Minteguiaga et al., 2018).

Figura 2. Arbusto Baccharis genistelloides cominmente conocido como Tres filos

(propia autoria)

2.1.7. Clasificacién Taxonémica.

La B. genistelloides esta identificada taxondmicamente en el cuadro 1, basado en la

nomenclatura Internacional para plantas.
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A este arbusto se le asigna a la siguiente categoria taxonémica.

Cuadro 1. Taxonomia Baccharis genistelloides

Reino: Vegetal
Orden: Campanuladas
Familia: Asteraceae
Género: Baccharis
Especie: B. latifolia
Nombre Comun: Tres filos, carqueja, callua callua

Fuente: Autoria propia

2.1.8. Descripcion botanica

Las caracteristicas fisicas de Baccharis genistelloides, se de detallan en el

Cuadro 2. Descripcion botéanica.

Altura: 15m
Color: Verde
Olor: Caracteristico

Disposicion de las hojas

Alternadas
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Especie: B. latifolia

Localizacion: 3.000 y 4.000 msnm

Fuente: Autoria propia

2.1.9. Métodos de obtencion de extractos vegetales

Los extractos se preparan separando la materia soluble de los tejidos vegetales mediante
la aplicacion de un disolvente adecuado como alcohol, agua o éter. El liquido resultante
se concentra por evaporacion para obtener un extracto liquido o se concentra casi a
sequedad para obtener el extracto solido (Baron, 2019)

del disolvente utilizado, los extractos se clasifican como alcohdlicos, etéreos o acuoso.
La materia prima para tal proceso puede ser: flores, hojas, ramas, corteza, rizomas,
semillas y frutos. Los productos fitoterapéuticos tienen una composicion quimica variable

y por consiguiente son definidos por el proceso de extraccion (Shing, 2011).

La extraccion consiste en la separacion de las sustancias biologicamente activas de los
materiales inertes o inactivos de una planta, a partir de la utilizacion de un disolvente
seleccionado y de un proceso de extraccion adecuado; donde siempre se obtienen, por lo
menos, dos componentes: la solucion extraida en su disolvente (extracto) y el residuo
(bagazo) (Molina, 2012).
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Figura 3. Principales formas de extraccion (Baron, 2019)

Percolacion

Respecto a la extraccion con disolventes, esté se pone en contacto con los solidos de la
planta, y penetra por capilaridad, el disolvente entra en las células vegetales y disuelve
parte de los componentes (Baron, 2019)

Aquellos que presenten buena solubilidad, se disuelven facilmente y son extraidos,
mientras que otros permanecen atrapados en los capilares vegetales o son absorbidos por
las mismas estructuras celulares. De tal manera que los componentes disueltos son
transferidos del interior de la célula a los capilares y de los capilares hacia el disolvente

que permanece fuera de la planta, lograndose asi una transferencia de masa (Shing, 2011).

Para hacer uso de los beneficios de las plantas medicinales o potenciar sus efectos es
importante realizar la extraccibn o separacion del principio activo del resto de

componentes de la droga vegetal (Marmolejo, 2018).

2.1.9.1. Maceracion

Una de las principales técnicas de extraccion con uso de disolventes es la maceracion, la
cual es un proceso de extraccion solido- liquido, donde la materia prima posee una serie
de compuestos solubles en el liquido de extraccion que son los que se pretende extraer
(Baron, 2019)
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El proceso de maceracion genera dos productos que pueden ser empleados dependiendo
de las necesidades de uso, el solido ausente de esencias o el propio extracto. La naturaleza
de los compuestos extraidos depende de la materia prima empleada, asi como del liquido
de extraccion (Becerrea, 2011).

La extraccion usando solventes orgénicos consiste en utilizar solventes de diferente
polaridad que van desde los no polares como el hexano, hasa los mas polares como el

etanol metanol o agua (Sasidharan et at., 2011).

2.1.10. Accidn antimicrobiana

La inmunidad innata de las plantas implica varias respuestas de defensa, que incluyen
refuerzos de la pared celular, biosintesis de enzimas liticas, produccion de metabolitos
secundarios y proteinas relacionadas con la patogénesis (Moncayo, 2022)

Para protegerse de los microorganismos no beneficiosos, las plantas acumulan
metabolitos secundarios que forman barreras quimicas a los ataques microbianos y

producen antimicrobianos (fitoalexinas) (Moncayo, 2022)

Los mecanismos de accion de los compuestos naturales estan relacionados con la
desintegracion de la membrana citoplasmatica y la desestabilizacion de la fuerza motriz
del protdn, el flujo de electrones, el transporte activo, la coagulacion del contenido
celular, la inhibicion de la sintesis de proteinas, la inhibicion de la sintesis de ADN vy la
sintesis de metabolitos. utilizado para la sintesis de ADN (Moncayo, 2022)

Algunos mecanismos de accién son especificos para determinados objetivos y algunos

objetivos también pueden verse afectados por mas de un mecanismo (Moncayo, 2022).

2.1.11. Importancia de la actividad antimicrobiana de las plantas

Las plantas han tenido un papel fundamental como parte de la medicina moderna y el
desarrollo de la industria farmacéutica Segin Moncayo, 2022 La primera es que las
plantas se utilizan en la medicina tradicional como agentes terapéuticos directos. La
segunda es que se utilizan como materia prima para la produccion de otros componentes
quimicos semisintéticos (Moncayo, 2022)

El tercero se basa en su compleja y diversa estructura quimica que se ha utilizado como

base para la creacion de nuevos compuestos sintéticos, y el cuarto es que sirven como
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guias para el descubrimiento de nuevos agentes medicinales de acuerdo con el

conocimiento que existe sobre su taxonomia (Moncayo,2022).

Dependiendo del tipo de ensayo que vaya a realizarse, son las exigencias en cuanto a las
pruebas que deben hacerse, las pruebas basicas que se realizan son: concentracién minima
inhibitoria, concentracion bactericida minima, ensayos de viabilidad celular y
sensibilidad antimicrobiana (Gutiérrez, 2015).

Para estos ensayos, es recomendable purificar los extractos, para observar el efecto real
ejercido por el compuesto de interés y no el de otros constituyentes del extracto (Saqib et
al., 2014).

La investigacion que conduce al descubrimiento de farmacos se basa en el estudio de la
fitoquimica (Moncayo, 2022).

La fitoquimica o Fito analisis es una disciplina cientifica que tiene como objetivo definir
la composicion quimica de los recursos vegetales y estudiar estos componentes para

descubrir potenciales agentes terapéuticos (Moncayo,2022).

Explora la crisis actual a la resistencia de antibidticos y asi descubrir los desafios que
generan la automedicacion en los seres humanos, el uso negligente de antibioticos
provoca que el cuerpo se vuelva méas vulnerable a enfermedades esto causa que el
tratamiento se convierta dificil ya que los patdgenos evolucionan y desarrollan inmunidad
a los antibidticos que se administra con frecuencia, la resistencia bacteriana altamente
peligrosa que se ha convertido en un problema mundial debido que presenta dilemas

terapéuticos a los médicos de todo el mundo.(Rather, 2016)

El metabolismo secundario de las plantas produce compuestos biolégicamente activos
que se forman como mecanismo de defensa y adaptacion al medio(Moncayo, 2022).

Estos compuestos quimicos también se conocen como metabolitos secundarios o
fitoquimicos. Entre los fitoquimicos mas comunes se encuentran los fenoles, alcaloides,
terpenos, flavonoides, saponinas, esteroides y otros (Martinez, 2018). Segun la literatura,
se ha demostrado que los compuestos fendlicos son los mas abundantes entre las plantas

(45%) y producen la mayor cantidad de actividades biol6gicas (Moncayo,2022).

Se estima que se han descrito aproximadamente 50k metabolitos secundarios en plantas,
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y con aquellos para los que ain no se dispone de un cribado fitoquimico, podria llegar a
mas de 200k (Moncayo, 2022) Entre las propiedades asignadas a estos componentes
activos se encuentran las antimicrobianas, anticancerigenas, antioxidantes, antiflngicas,

antivirales y algunas otras (Moncayo,2022).

Para lograr un proceso exitoso en el desarrollo de nuevos farmacos, primero es necesario
extraer, aislar, purificar y caracterizar los fitoquimicos y luego realizar pruebas in vitro

para conocer su actividad biologica (Koparde et al., 2019).

Una vez finalizados estos estudios y si se pueden verificar sus propiedades medicinales,
entra en la fase de pruebas clinicas para desarrollar y lanzar el farmaco al mercado
(Siddiqui et al.,2017).

2.1.12 Tecnicas para evaluar la actividad antimicrobiana en extractos de plantas

Los microbidlogos clinicos tienen dos razones importantes para estar interesados en el
tema de los extractos de plantas con posible actividad antimicrobiana (Baron, 2019).

En primer lugar, es muy probable que dentro de estos fitoquimicos se encuentre el arsenal
de farmacos antimicrobianos que puedan ser utilizados para el tratamiento de
enfermedades infecciosas resistentes a los antimicrobianos utilizados hoy en dia, ya que
la vida util efectiva de los antimicrobianos utilizados es limitada. En segundo lugar, las
personas estan mas consientes cada vez de los problemas con la prescripcion excesiva y
el mal uso de los antibidticos tradicionales, por ello muchas de ellas estan interesadas en
tener mas autonomia sobre su atencién médica. Una multitud de compuestos vegetales (a
menudo de pureza no confiable) esta facilmente disponible sin receta de proveedores de
hierbas y tiendas de alimentos naturales, y la automedicacion con estas sustancias es algo
habitual. (Mounyr et al., 2016)

2.1.12.1 Agar con método de difusion de pozos

Esta técnica es muy similar al método de difusién en disco. EI microorganismo de interés
se inocula en un medio de cultivo de agar y se realizan pequefios orificios (didmetro 6-8
mm) con una punta estéril o cualquier otro instrumento (Moncayo, 2022)

En estos pocillos se coloca un volumen de 20 a 100 pL del agente antimicrobiano que se

va a analizar y se incuba la placa durante la noche. La presencia de halos significa que la
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muestra se difundio desde el orificio hacia el medio de agar, formando zonas de inhibicion
donde el microorganismo no crecio, lo que brinda informacién sobre la concentracion
minima inhibitoria (CMI) (Moncayo,2022).

2.1.12.2. Método de difusion en disco

También conocido como "el método Kirby-Bauer", es un método eficaz para conocer el
efecto antimicrobiano de un compuesto previamente aislado (Moncayo, 2022).

Primero, en una placa de Petri con agar Muller-Hinton (MHA), se debe inocular el
microorganismo a ensayar; por lo general, se utilizan nuevos subcultivos
(Moncayo,2022).

A continuacion, se colocan en el agar inoculado pequefios discos de papel de filtro (de
unos 6 mm de diametro) con una concentracion especifica del agente antimicrobiano
ensayado (extracto, productos naturales, farmacos) y se incuban durante la noche durante
16-24 horas 35°C 37 °C (Moncayo, 2022 ). Si el agente es un compuesto activo, se
formara una zona de inhibicién alrededor del disco, y su tamafio dependera de la potencia
antimicrobiana y la velocidad de difusion de la muestra através del medio de agar (Figura
No. 2) Esta técnica ha sido mejorada y estandarizada por diferentes institutos de todo el
mundo, como el Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) en los Estados Unidos
y el European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) en Europa
(FiguraNo. 2) (Tenover, 2019).

\ Despuésdela /[
| incubacion
3 | —»| ]
|
\
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Figura 4. Diagrama que ilustra el método de difusion en disco
de Kirby-Bauer utilizando 5 antibioticos diferentes (A, B, C,
D, E). Las flechas indican la zona de inhibicion.

2.1.13. Microorganismos de interés

2.1.13.1 Staphyloccocus aureus

Las bacterias del género Staphylococcus son patdgenos del hombre y otros mamiferos.
Tradicionalmente, se dividian en dos grupos en funcion de su capacidad para coagular el
plasma sanguineo (la reaccion de la coagulasa). Los estafilococos coagulasa positivos
constituyen la especie mas patdgena de S. aureus . Ahora se sabe que los estafilococos
coagulasa negativos (SNC) comprenden méas de 30 especies mas (Moncayo, 2022).

El SNC son comensales comunes de la piel, aunque algunas especies pueden causar
infecciones. Ahora es obvio que la division de estafilococos en coagulasa positiva y

negativa es artificial y, de hecho, engafiosa en algunos casos (Moncayo,2022).

La coagulasa es un marcador de S. aureus, pero no hay evidencia directa de que sea un
factor de virulencia. Ademas, algunos aislados naturales de S. aureus tienen defectos de
coagulasa (Moncayo, 2022).

Sin embargo, el término todavia se usa ampliamente entre los microbidlogos clinicos. S.
aureus expresa una variedad de proteinas y polisacaridos extracelulares, algunos de los

cuales se correlacionan con la virulencia (Moncayo, 2022).
La virulencia resulta del efecto combinado de muchos factores expresados durante la
infeccidn, los anticuerpos neutralizaran las enzimas y las toxinas estafilocdcicas, pero no

hay vacunas disponibles (Moncayo, 2022).

A menudo, tanto el tratamiento con antibioticos como el drenaje quirtrgico son necesarios

para curar abscesos, foranculos grandes e infecciones de heridas (Moncayo,2022).

Los estafilococos son causas comunes de infecciones asociadas con dispositivos médicos
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permanentes, estos son dificiles de tratar solo con antibiéticos y, a menudo, requieren la

extraccion del dispositivo (Moncayo, 2022)

Algunas cepas que infectan a los pacientes hospitalizados son resistentes a la mayoria de
los antibi6ticos utilizados para tratar las infecciones, siendo la vancomicina el Unico

farmaco restante al que no se ha desarrollado resistencia (Moncayo,2022).

2.1.13.1.2. PATOGENIA

S. aureus expresa muchas proteinas extracelulares y asociadas a la superficie celular que
son factores de virulencia potenciales (Moncayo, 2022).

Para la mayoria de las enfermedades causadas por este organismo, la patogenia es
multifactorial, por lo tanto, es dificil determinar con precision el papel de un factor dado.
Esto también refleja las deficiencias de muchos modelos animales para las enfermedades

estafilococicas (Moncayo,2022).

Sin embargo, existen correlaciones entre cepas aisladas de enfermedades particulares y la
expresion de factores particulares, lo que sugiere su importancia en la patogénesis. Con
algunas toxinas, los sintomas de una enfermedad humana se pueden reproducir en
animales con proteinas puras (Moncayo, 2022).

La aplicacion de la biologia molecular ha dado lugar a avances recientes en la
comprension de la patogenia de las enfermedades estafilococicas. Se han clonado y
secuenciado genes que codifican factores de virulencia potenciales y se han purificado las
proteinas,esto ha facilitado estudios a nivel molecular sobre sus modos de accion, tanto

in vitro como en sistemas modelo (Moncayo,2022).

Ademas, los genes que codifican factores de virulencia putativos se han desactivado y la
virulencia de los mutantes se ha comparado con la cepa de tipo salvaje en modelos

animales (Moncayo, 2022).

Cualquier disminucion de la virulencia implica el factor faltante. Si se restaura la
virulencia cuando el gen se devuelve al mutante, entonces se han cumplido los
“Postulados de Koch Molecular”. Varios factores de virulencia de S aureus han sido

confirmados por este enfoque. (Moncayo,2022).
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El S. aureus forma parte del microbiota normal de la piel y mucosas del ser humano, por
ende las infecciones son por contacto directo del portador, debido a que se propagan por
deficiencias en la higiene de los individuos, de esta forma también ocurre la
contaminacion en la manipulacion de alimentos (Harvey et al., 2008).

Las plantas dependen de la inmunidad innata para protegerse de las amenazas de los
patdégenos (Moncayo, 2022).

Tal inmunidad se basa en respuestas de defensa preformadas e inducidas. Las respuestas
de defensa preformadas son inespecificas e incluyen compuestos con propiedades
antimicrobianas o barreras estructurales como la pared celular y el citoesqueleto que

disuaden a patogenos y plagas (Moncayo, 2022).

Las defensas inducidas se activan mediante el reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patdégenos (PAMP) presentes en la superficie del patégeno o por
reconocimiento de proteinas (efectoras) translocadas por el patdgeno a la célula huésped
(Moncayo, 2022).

Las primeras respuestas de defensa inducidas incluyen la reorganizacion
citoesquelética fortificacion de la pared celular generacion de especies reactivas de
oxigeno y sintesis de fitoalexinas mientras que los eventos posteriores durante las
respuestas de defensa incluyen la transcripcion de proteinas relacionadas con la
patogénesis (PR) y el desarrollo de un tipo de muerte celular programada (PCD) conocida
como respuesta hipersensible (HR) que limita la propagacion del patégeno (Sangeetha &
Ezhilarasan, 2016).

Las plantas mutantes que expresan constitutivamente respuestas de defensa se atrofian y
tienen una fertilidad reducida, mientras que las plantas mutantes con defectos en las vias

de sefializacion de defensa son mas altas (Moncayo,2022).

Por lo tanto, parece que, para establecer un balance energético favorable para la defensa,
la regulacion al alza de las vias relacionadas con la defensa se compensa con la regulacion

a la baja de los genes implicados en otras vias metabdlicas (Moncayo, 2022).
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De acuerdo con esta nocion, se ha descubierto que los genes involucrados en la
fotosintesis y la biosintesis de clorofila se regulan a la baja al ser desafiados por patégenos
virulentos y avirulentos, asi como por inductores derivados de patdégenos (Harfouch &
Ghosh, 2021).

2.1.13.2 Escherichia coli

Es un habitante coman del tracto gastrointestinal del hombre y otros animales, pero
existen varios tipos patégenos de E. coli , que causan una variedad de enfermedades
humanas (Moncayo,2022).

En la ultima década, las infecciones causadas por E. coli, han surgido como una nueva
zoonosis importante que ha dado lugar a un grave problema de salud pablica en América
del Norte, Europa y, cada vez mas, en otras areas del mundo (Moncayo, 2022).

Aungue el nimero absoluto de infecciones es pequefio en comparacién con otros
patdgenos entéricos como Salmonella o Campylobacter , es bien sabido que E. coli tiene

el potencial de producir una enfermedad grave, potencialmente mortal (Sangeetha &
Ezhilarasan, 2016).

Figura 5: Estructura microscopica de la bacteria E coli (Moncayo,2022).

Como sugiere el nombre, la principal caracteristica de la infeccion por estos organismos

es la diarrea sanguinolenta (Moncayo, 2022).
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Sin embargo, se les conoce cominmente como E. coli verocitotoxigénica (VTEC) tras la
observacion de Konawalchuk en 1977 de que podrian producir una toxina que tiene un
efecto citotoxico directo sobre las células Vero cultivadas.

En 1982 O'Brien y colaboradores demostraron que esta verotoxina (VT) era muy
homdloga a la toxina Shiga de Shigella dysenteriae tipo I, y los organismos todavia se
denominan cominmente en la literatura como E. coli(STEC) (Parham et al., 2020).

Sin embargo, la importancia clinica y para la salud publica de estos organismos no se
aprecié hasta la aparicion de un extenso brote comunitario de diarrea sanguinolenta en
1982 asociado con una cadena de restaurantes de comida rapida en los Estados Unidos
(Moncayo, 2022).

Casi al mismo tiempo, Karmali y sus colegas en Toronto, Canada, demostraron que la
infeccion por VTEC estaba asociada con el desarrollo del sindrome hemolitico urémico
(SUH) en nifios (Moncayo,2022).

Ahora se reconoce que hay mas de 100 serogrupos de E. coli que pueden producir
verotoxinas, y varios de ellos se han asociado con infecciones y brotes esporadicos en
humanos. Sin embargo, E. coli sigue siendo el mas importante del grupo de organismos

VTEC, particularmente en América del Norte y el Reino Unido ( Arriola, 2020).

Cuatro de cada cinco infecciones focalizadas en las vias urinarias estan provocadas por la
bacteria Escherichia coli, Ademas de ser causante de la mayoria de los episodios de
cistitis, la E. coli presenta una amplia diversidad genética que dificulta su tratamiento. En
los casos en los que la infeccion urinaria llega al sistema circulatorio, ésta puede provocar

una sepsis urinaria o una nefritis (Mejia & Olortegui, 2021).

211321 CARACTERISTICAS CLINICAS Y PATOGENIA

La infeccion por E. coli se presenta con un amplio espectro de manifestaciones clinicas
que pueden incluir significativamente el transporte asintomatico, y esto puede ser

importante en relacion con la diseminacién secundaria posterior (Moncayo,2022).

23



La diarrea es la presentacion clinica méas comuan, con un periodo de incubacionde 1 a 14
dias, y con frecuencia, pero no invariablemente, es de naturaleza sanguinolenta, por lo
general acompafiada de dolor abdominal intenso y tipo célico (Sangeetha &Ezhilarasan,
2016).

Aproximadamente la mitad de los pacientes presentan vomitos, pero la fiebre es poco
comun (Moncayo, 2022)

La cantidad de sangre presente en las heces puede variar desde unas pocas rayas hasta

una materia fecal que se compone casi en su totalidad de sangre. (Moncayo,2022)

Esta colitis hemorragica grave (HC) puede poner en peligro la vida, sobre todo en las
edades extremas (Moncayo, 2022).

El SUH es la complicacion mas importante de la infeccion por E. coli . Este sindrome
clinico comprende anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia e insuficiencia
renal aguda y ocurre en aproximadamente el 7% de los casos entre 5y 10 dias después
del inicio de los sintomas, a menudo cuando la enfermedad diarreica inicial se esta

resolviendo (Moncayo,2022).

La infeccion por VTEC es la causa mas comun de SUH en América del Norte y Europa,
y el SUH es la causa médica mas comun de insuficiencia renal aguda en nifios de estas

areas (Ruano et al., 2016).

Aproximadamente el 5% de los pacientes con SUH mueren en la fase aguda de la

enfermedad (Moncayo, 2022).

Los nifios en edad preescolar en particular y los ancianos tienen mas probabilidades de
desarrollar SUH, y una proporcion de pacientes desarrolla secuelas renales a largo plazo
(Moncayo,2022).

Las caracteristicas clinicas del SUH pueden complicarse aun mas por el desarrollo de
afectacion neuroldgica y de otros érganos, como se observa particularmente en adultos

en quienes esto puede manifestarse como pdrpura trombocitopénica trombotica
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(Moncayo,2022).

Aproximadamente la mitad de los infectados con VTEC requieren hospitalizacion.
Aunque la mortalidad general, generalmente como resultado de HC y HUS, se ha
calculado como 3%, esta cifra varia ampliamente y las tasas mas altas se asocian con los

extremos de edad, particularmente en los ancianos (Moncayo,2022).

Los aislamientos extra-intestinales de VTEC son raros y la invasion de tejidos profundos
no es una caracteristica patogénica (Moncayo, 2022).

Sin embargo, se cree que es importante la adherencia a la mucosa intestinal subyacente
mediada por el gen eaeA . Esta interaccidn produce una tipica lesion adherida y borrable.
Se cree que otros factores de colonizacion y adhesinas juegan un papel en el proceso de
adherencia (Linde et al., 2016).

Se cree que las manifestaciones mas graves de la enfermedad por e coli, en particular el
SUH, son el resultado de la produccion de TV. Hay dos toxinas distintas, VT1y VT2,
junto con un pequefioc numero de variantes de VT. VTl y VT2 comparten
aproximadamente un 60% de homologia de secuencia. VT1 es estructural y
bioguimicamente similar a la toxina Shiga de Shigella dysenteriae , de la que se diferencia

en un solo aminoacido (Moncayo,2022).

Las cepas de VTEC producen ambas o ninguna de las toxinas, que estan codificadas por
bacteriofagos, las verotoxinas comprenden 5 subunidades B (de union) de 8 kDa y una

Unica subunidad (Moncayo, 2022).

A activa de 32 kDa. El pentamero de unidn interactta con un glicolipido de superficie
especifico, globotriaosil ceramida (Gb 3), y la toxina se internaliza mediante endocitosis
mediada por receptores. Dentro del citoplasma, la subunidad A cataliza la inactivacion
enzimatica del ARN 28S dentro de la subunidad ribosomica 60S, lo que da como

resultado la inhibicion de la sintesis de proteinas y la muerte celular (Moncayo,2022).

El dafio a las células endoteliales renales por este proceso es probablemente el evento

etiologico principal en el SUH (Moncayo, 2022).
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La hinchazdn de las células endoteliales dafiadas, la hipertrofia de las células mesangiales
y el desprendimiento de la membrana basal subyacente estrechan la luz de los capilares
glomerulares (Moncayo,2022).

La activacion secundaria de la coagulacién, con la formacién de trombos plaquetarios y
la generacidn de fibrina, ocluyen ain mas los capilares glomerulares estrechados y las
arteriolas aferentes, y la lesion renal se debe a necrosis tubular y glomerular isquémica
(Moncayo, 2022).

Procesos analogos, aunque patolégicamente distintos, ocurren en TTP, la otra
microangiopatia trombdtica que puede ocurrir después de la infeccion por VTEC 0157.
Tanto en el SUH como en la PTT, este proceso puede afectar ocasionalmente a otros
organos, incluidos el cerebro, el miocardio y el pancreas, con el consiguiente desarrollo

de encefalopatia (Lazo et al., 2018).

Los factores que determinan la gravedad del resultado de la infeccion por VTEC no se

conocen bien (Moncayo, 2022).

Se sabe que la expresion de Gb 3 puede ser regulada positivamente por citocinas
proinflamatorias, y que la produccidon local de estos mediadores dentro del rifidn puede

ser importante (Moncayo,2022).

Asimismo, existen pruebas de que la expresion del antigeno del grupo P en las células de
la sangre periférica, que imita la estructura del receptor de TV, puede proporcionar algin

efecto protector (Diaz et al., 2020).

Los intentos de desentrafar las funciones etiologicas precisas y la interaccién de los
diversos componentes celulares y bioguimicos involucrados se han visto obstaculizados

por la falta de buenos modelos animales (Moncayo, 2022).

La descripcion reciente de una infeccion canina de origen natural causada por VTEC,
que tiene un parecido sorprendente con la enfermedad humana bien puede ser importante.
El papel de factores de patogenicidad adicionales, como una enterohemolisina EHEC-

HIy codificada por plasmidos de virulencia, ain no se ha dilucidado (Moncayo,2022).
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2.1.13.3. Pseudomona aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un patdégeno ubicuo, oportunista y bastante persistente en el
medio ambiente, esta bacteria tiene forma de baston aproximadamente de 0,5-1 pm in
didmetro y de 1,5-5 um de largo4,9 (Paz et al., 2019).

Cuentan con un flagelo polar que le confiere la motilidad necesaria (Moncayo,2022).

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo gramnegativo ubicuo, aerobio, no fermentador,
con movilidad unipolar y termofilo (capacidad para crecer a 42°C), perteneciente al
género Pseudomonas (Paz et al., 2019).

Una bacteria patdgena que causa enfermedades tanto en animales como en plantas
(Valero, 2020).

Causa devastadoras infecciones agudas y cronicas en personas con sistemas
inmunolégicos comprometidos. Su persistencia muy notoria en entornos clinicos se
atribuye a su capacidad para formar biopeliculas resistentes a los antibioticos (Thi et al.,
2020).

Aungue no se considera microbiota del cuerpo humano se lo puede encontrar colonizando
el tracto gastrointestinal, respiratorio y piel en pacientes hospitalizados (Oliver et al.,
2017).

2.1.13.3.1 CARACTERISTICAS CLINICAS Y PATOGENICAS

Uno de los grupos de bacterias que ha desarrollado mecanismos de resistencia a una gran
cantidad de antibioticos actualmente en uso para terapias humanas y animales son los
estafilococos, particularmente Staphylococcus aureus. Son responsables de un amplio
espectro de enfermedades dificiles de tratar, incluidas las infecciones de la piel y los ojos,
enfermedades transmitidas por los alimentos, neumonia, meningitis, endocarditis y
osteomielitis. Alta patogenicidad de S. aureus se basa en la produccién de una amplia
gama de factores de virulencia que incluyen proteina A, coagulasa, colagenasa,
hialuronidasa, hemolisinas, lipasas, diferentes toxinas, proteinas adhesivas y también

proteinas que favorecen la formacion de biopeliculas. Estas bacterias son muy ubicuas en
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el medio ambiente. Ademas, colonizan aproximadamente el 30% de todos los humanos;
por lo general, de forma asintomaética, sin embargo, cualquier insuficiencia del sistema
inmunitario del huésped presenta un riesgo que favorece el desarrollo de infeccion.
Debido a la creciente frecuencia de aislamiento de las cepas estafilococicas resistentes a
los antibi6ticos utilizados actualmente, su alto potencial de virulencia y su presencia
comun en el medio ambiente, existe una necesidad urgente de buscar nuevos agentes y

sistemas de terapia eficaces contra estas bacterias (Greacka et al., 2019).

La sorprendente plasticidad genotipica de P. aeruginosa, ha permitido reportar la
presencia de una gran diversidad de mecanismos de resistencia a antibidticos en la
especie, ocasionando que actualmente se hayan descrito muchas cepas de P. aeruginosa
resistentes a una gran variedad de antibidticos (Mohanty et al., 2020).

Posee unas fimbrias que favorecen la adherencia a las células huésped. Producen toxinas
y enzimas como: exotoxina, piociamina y fosfolipasa C que es sensible a temperaturas

elevados (Harvey et al., 2008).

Pseudomonas aeruginosa solo causan infecciones sobre lesiones de mucosas que se
encuentra carentes de defensas inmunoldgicas, en las cuales puede provocar, infecciones
urinarias, enfermedades respiratorias infecciones a nivel de tejidos blandos. (Brooks et
al., 2011).

Se despliegan generalmente en ambientes himedos intrahospitalarios como: lava manos,
bafio (duchas), respiradores, inclusive en dispositivos de dialisis y de manera momentanea
puede causar infecciones sistémicas y locales en los pacientes internados en el hospital
(Kenneth J et al., 2011).

Esta bacteria es capaz de aprovechar una amplia variedad de nutrientes, presentando una
gran capacidad de adaptacion a las diferentes condiciones del medio ambiente, asi, existen
diferentes cepas que son capaces de reproducirse en presencia de metales pesados,
disolventes organicos y detergentes, entre otras sustancias donde otros microrganismos

no pueden sobrevivir (Sam et al., 2017).
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CAPITULO IlII
MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo es de tipo investigativo-experimental, porque los resultados seran
obtenidos mediante técnicas especificas, el cual se desarrolld en las instalaciones de
Laboratorio Cromanova Scientific, cuya ubicacion es en el canton Chongon , de la
provincia de Guayas, donde se obtuvo el extracto etanolico y metandlico de la muestra
vegetal (hojas) de la Baccharis genistelloides (Tres filos ), se determino la actividad
antimicrobiana mediante la técnica de difusion en pozo, con cepas microbiologicas de

interés.

3.1. Variables.

Variables Dependientes:

. Actividad antimicrobiana.

Variables Independiente:

o Extracto etandlico de las hojas secas de Baccharis genistelloides (Tres filos)

o Extracto metandlico de las hojas secas de Baccharis genistelloides (Tres filos)

3.2. Recoleccion de material vegetal
Las hojas de B. genistelloides fueron recolectadas el dia 24 de Enero de 2023,de forma

aleatoria, en la parroquia Mariscal Sucre del canton Milagro de la provincia de Guayas,

posteriormente las hojas se lavaron con agua destilada.
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3.3. Seleccion de la muestra

Inclusion: Hojas frescas, adultas, y del tamafio adecuado. Dimensiones 5.5 cm de largo,
3 cm de ancho, y verdes brillantes. Exclusion: Hojas pequefias que no han llegado a la
adultez y menores al tamafio. Hojas ennegrecidas, hojas amarillentas quemadas por el
sol (Herrera & Quimis, 2017).

3.4. Preparacion de la muestra

La hojas se secaron por tiempo de 5 dias a temperatura ambiente, hasta poseer peso
constante de 100 g de hojas secas de Baccharis genistelloides, se colocaran las hojas en
una licuadora para pulverizarla la muestra y se almaceno en fundas de plasticos para el

posterior analisis.

3.4. Obtencion del extracto metandlico y etanolico

Maceracion: Estos se obtienen mediante la separacion de porciones biologicamente
activas presentes en los tejidos de las plantas, con el uso de un solvente (alcohol, agua,
mezcla de estos u otro solvente selectivo) y un proceso de extraccion adecuado (Herrera
& Quimis, 2017).

Extracto Etéreo.

Pesar 25 g. de droga pulverizada extraerlos con 200 ml de éter etilico por maceracion
durante 48 horas. Se obtiene el extracto y el residuo s6lido (secar y pesar) (Herrera &
Quimis, 2017)

Extracto Metanolico

A la droga agotada con el éter etilico, extraer por maceracién con metanol (tres veces el
peso del residuo en volumen) durante 48 horas se obtiene el extracto y el residuo sélido
(secar y pesar) (Herrera & Quimis, 2017).

El extracto obtenido fue separado del material vegetal, filtrado al vacio a través de papel
filtro Whatman #42 y concentrado en una estufa a 40° C + 5° C; finalmente fue liofilizado

y almacenado en refrigeracion (Navarro & De la Cruz, 2019)
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3.5. Analisis Fisicoquimico

Se realiza el analisis de las caracteristicas organolépticas: aspecto, color, olor, sabor.
Y del extracto liofilizado se realiza el analisis de pH

3.6. Actividad antimicrobiana

Las cepas bacterianas utilizadas para la evaluacién de la actividad antibacteriana fueron
las especies S. aureus, Eschericia coli.y P. aeruginosa (Moncayo, 2022).

El cultivo de organismos se mantuvo en agar stock de cultivo. Se inoculé un asa de cultivo

en caldo nutritivo del cultivo madre (Moncayo, 2022)

Preparacion del disco: El extracto se diluyd usando di-metilsulfoxido (DMSO). Se
afiadieron aproximadamente 0,002 g del extracto a 1 ml de DMSO vy esto sirvid como
solucion madre (Moncayo, 2022). De la solucion madre se tomaron 0.5 mL y se colocaron
en otro recipiente y se etiquetaron con 20 pg, se agregaron 0.5 mL de DMSO a la solucion
stock restante para hacer 1, se tomaron 0.5 mL de la solucion madre y se colocaron en
otra botella y se etiquetaron con 10 ug, Se agregaron nuevamente 0.5 mL de DMSO a la
solucion madre restante, se tomaron 0.5 mL y se colocaron en otro recipiente y se

etiquetaron con 31 5 ug (Moncayo, 2022)

Estandarizacion del indculo: Se dispensaron pocas colonias de crecimiento microbiano
de los aislados confirmados que se iban a analizar en solucion salina normal estéril para
coincidir con los estandares de McFarland para las pruebas de sensibilidad descritas por
CLSI32 (Moncayo, 2022)

Se utilizé el método de ensayo de difusién en pozos de agar descrito para evaluar las
actividades antibacterianas de los extractos contra los microorganismos de prueba
(Moncayo, 2022)

Se vertieron aproximadamente 20 ml de agar nutritivo para bacterias en placas de Petri
estériles (90 mm) y se dejaron fraguar. Se frotaron asépticamente concentraciones
estandarizadas (McFarland0,5) de cultivos durante la noche de aislados de prueba en las
placas de agar y se hicieron orificios (6 mm) en las placas de agar utilizando un barrenador

de corcho metalico estéril. La concentracion de las diversas diluciones del extracto de la
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planta y el control se colocaron en cada agujero en condiciones asépticas, se mantuvieron
a temperatura ambiente durante 1 hora para permitir que los agentes se difundieran en el
medio de agar y se incubaron en consecuencia. A continuacion, las placas de Agar Muller
Hilton se incubaron a 37 ° C durante 24 h. Se midieron y registraron los diametros de la

zona de inhibicion (Moncayo, 2022)
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados
Anélisis Fisicos- Quimicos de los extractos

Cuadro 3. Caracteristicas organolépticas de los extractos de Baccharis genistelloides

Caracteristicas Extracto metanodlico Extracto etandlico

organolépticas

Aspecto Solucién: Liquido translucido. | Solucién: Liquido
Liofilizado: Pasta translucido.
Liofilizado: Pasta

Color Solucion: Verde claro En solucion: Verde claro
Liofilizado: Amarillo Liofilizado: Amarillo
claro
Olor Siu generis Siu generis
Sabor Amargo Amargo

Fuente: Autoria propia
Anélisis
En el cuadro 3 se puede observar los parametros evaluados como el aspecto, color, olor y

sabor del extracto metandlico y etandlico, encontrandose similitud en sus caracteristicas
evaluadas.

Cuadro 4. pH de los extractos de Baccharis genistelloides

Tipo de extracto pH
Etandlico 5.99
Metandlico 5.75

Fuente: autoria propia
Analisis

En el cuadro 4 muestran valores del pH del extracto liofilizado y se obtuvo valores
débilmente &cidos.
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Actividad antimicrobiana

Cuadro 5. Diametros de halos de inhibicion sobre cepas Escherichia coli ATCC

Concentracion Diametros de halos de inhibicién
(mm)
Gentamicina 4 ug 1 2 3 Promedio
26 20 25 24
Extracto etandlico N N N | -
Extracto metandlico N N N | -

Gentamicina: Control positivo
N: Negativo
Fuente: autoria propia

Analisis
El cuadro 5 se observa los resultados de los halos de inhibicidn frente a Escherichia coli
ATCC las muestras se realizan por triplicado, obteniéndose, que el control positivo tiene

halo de inhibicién de 24 mm , y en las muestras no presentan actividad antimicrobiana ,

ya que no presenta ningun valor para niguno de los extractos analizados.

Cuadro 6. Susceptibilidad de los Didmetros de halos de inhibicion sobre cepas

Escherichia coli ATCC , segun el criterio de interpretacion sensible, intermedio o

resistente.
Diametros de halos de inhibicién (mm)
Gentamicina 4 ug Resistente Intermedio Sensible
<15 16 - 20 21>
24
Muestra

Fuente: autoria propia

Anélisis
El cuadro 6 se observa los rangos de acuerdo a la norma siendo resistente el valor <15,
intermedio 16- 20 y sensible 21> con el fin ver cual tamafio es aceptable, solo se tiene
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valor para el control positivo Gentamicina, segln el resultado obtenido cae dentro de
rango sensible.

Cuadro 7. Diametros de halos de inhibicion sobre cepas Pseudomona aeruginosa en el
extracto metandlico

Concentracion Didmetros de halos de inhibicion (mm)
Gentamicina 4 ug 1 2 3 Promedio

25 24 25 25
Extracto etandlico N N N | e
Extracto metandlico N N N | e

Gentamicina: Control positivo
N: Negativo
Fuente: autoria propia

Analisis

En el cuadro 7 se muestran los resultados de los halos de inhibicion frente a Pseudomona
aeruginosa las muestras se realizan por triplicado.

Obteniéndose, que el control positivo tiene halo de inhibicién de 25 mm , y en las

muestras no presenta actividad antimicrobiana , ya que no presenta ningun valor.

Cuadro 8. Susceptibilidad de los Didmetros de halos de inhibicion sobre cepas

Pseudomona aeruginosa, segun el criterio de interpretacion sensible, intermedio o

resistente.
Diametros de halos de inhibicién (mm)
Gentamicina 4 ug Resistente Intermedio Sensible
<15 16 - 20 21>
24
Muestra

Fuente: autoria propia

Anélisis
El cuadro 8 se observa los rangos de acuerdo a la norma siendo resistente el valor <15,

intermedio 16- 20 y sensible 21> con el fin ver cual tamafio es aceptable, solo se tiene
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valor para el control positivo Gentamicina, segln el resultado obtenido cae dentro de
rango sensible.

Cuadro 9. Diametros de halos de inhibicion sobre cepas Estafilococcus aureus

Concentracion Diametros de halos de inhibicion (mm)
Gentamicina 4 ug 1 2 3 Promedio

26 20 25 24
Extracto etanodlico N N N |-
Extracto N N N |-
metanolico

Gentamicina: Control positivo
N: Negativo
Fuente: autoria propia

Analisis

En el cuadro 9 se muestran los resultados de los halos de inhibicion frente a Estafiloccus
aureus las muestras se realizan por triplicado.

Obteniéndose, que el control positivo tiene halo de inhibicién de 24 mm , y en las

muestras no presenta actividad antimicrobiana , ya que no presenta ningun valor.

Cuadro 10. Susceptibilidad de los Didmetros de halos de inhibicion sobre cepas

Estafilococcus aureus, segun el criterio de interpretacion sensible, intermedio o resistente.

Diametros de halos de inhibicién (mm)
Gentamicina 4 ug Resistente Intermedio Sensible
<15 16 - 20 21>
24
Muestra

Fuente: autoria propia

Anélisis
El cuadro 10 se observa los rangos de acuerdo a la norma siendo resistente el valor <15,
intermedio 16- 20 y sensible 21> con el fin ver cual tamafio es aceptable, solo se tiene
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valor para el control positivo Gentamicina, segln el resultado obtenido cae dentro de
rango sensible.

Discusion

El  extracto etandlico por maceracion de Baccharis latifolia
presentd actividad frente a los microorganismos: Escherichia coli, Staphiloccocus
aureus y frente a Pseudomona aureginosa no hubo inhibicidn; ademéas se destaca que

los halos de inhibicion oscilaban entre 15-20 mm (Monroy & Ramos, 2015).

Segun Velasquez (2007) el extracto etandlico de Baccharis latifolia, obtenido por
maceracion no presento inhibicion frente a las bacterias: Escherichia coli,

Staphiloccocus aureus y Pseudomona aureginosa.

Segun Velasquez (2007) el extracto metanolico de Baccharis latifolia, Baccharis
genistelloides, Baccharis obtusifolia obtenido por
maceracion presento inhibicibn frente a las bacterias: Escherichia coli,

Staphiloccocus aureus y Pseudomona aureginosa.
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CAPITULO V

5.1. CONCLUSIONES

En esta investigacion se logré obtener el extracto etandlico y metandlico, de la parte de
la planta Bachharis genistelloides, mediante el método de maceracion.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana desarrollada por el método de difusién en
pozo en agar, mostraron que las cepas Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y
Estafiloccus aureus no presentaron halos de inhibicion en el extracto etandlico y

metanolico, es decir no presentan actividad antimicrobiana.
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5.2.RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar el estudio, usando otro extracto como el extracto acuso, y

variando las concentraciones, asi mismo usando otro antibiotico de referencia.

Se recomienda usar otros métodos de extraccion usando diferentes tipos de solventes, y
otros de métodos para evaluar la actividad antimicrobiana en esta planta, quiza este no

fue el método adecuado.

Se recomienda realizar la toma de muestras en otro periodo del afio. O evaluados periodos

especificos, la recoleccion de muestra influye en tema de analisis.

Se recomienda profundizar estudios quimicos y microbiolégicos de esta especie de

Baccharis , hay poca informacion de donde partir, al menos en nuestro pais.

Este trabajo serviria de base o plataforma para dar continuidad a la evaluacion de
actividad antimicrobianas de algunas plantas ancestrales de cierta manera pocos
estudiadas cientificamente como la B. genistelloides o cominmente conocida como Tres
filos. También esta investigacion puede complementar al estudio de otras propiedades

medicinales de esta planta cuyo uso es de manera ancestral por la poblacién del Ecuador.
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