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Resumen

La resistencia a antibioticos se ha intensificado a nivel mundial mediante la
apariciéon y propagacion de nuevos mecanismos por parte de bacterias, poniendo en
peligro la capacidad para tratar enfermedades infecciosas, trasplantes, procedimientos de
intubacidn o cateterismo, cirugias, etc., que utilizan antibidticos para prevenir infecciones
bacterianas, por esta razon se evalud la actividad antimicrobiana de tres plantas nativas:
Baccharis latifolia, Uncaria guianensis y Chuquiraga jussieui, importantes por sus
componentes quimicos conocidos como antibacterianos, frente a bacterias gram
positivas: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Enterococcus feacalis, de esta
manera se ha aprovechado el conocimiento tradicional acumulado y transmitido durante
generaciones sobre el uso de plantas. En este estudio se realizo extractos metanolicos de
plantas nativas utilizadas en el ensayo de difusion en disco para determinar la sensibilidad
de la bacteria frente a cada extracto, y extractos cloroférmicos utilizados en el ensayo de
microdilucion en caldo medido por absorbancia para determinar el porcentaje de
inhibicion bacteriana. Se pudo determinar la sensibilidad de cada bacteria frente a cada
extracto, B. cereus 'y E. faecalis mostraron cierto grado de sensibilidad a los tres extractos,
aunque estos no fueron muy potentes, S. aureus no mostrod sensibilidad alguna. Los

resultados obtenidos en este estudio son alentadores ya que se puede demostrar que si

existe efectividad de los extractos aplicados.

Palabras claves: Extractos metanolicos, extractos cloroformicos, bacterias gram

positivas, inhibicion, difusion en disco, microdilucion en caldo.
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Abstract

Antibiotic resistance has intensified worldwide through the emergence and spread
of new mechanisms by bacteria, jeopardizing the ability to treat infectious diseases,
transplants, intubation or catheterization procedures, surgeries, etc., that use antibiotics to
prevent bacterial infections, for this reason the antimicrobial activity of three native plants
was evaluated: Baccharis latifolia, Uncaria guianensis and Chuquiraga jussieui,
important for their chemical components known as antibacterials, against gram positive
bacteria: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and Enterococcus feacalis, In this way,
the traditional knowledge accumulated and transmitted for generations on the use of
plants has been used. In this study, methanolic extracts of native plants used in the disk
diffusion assay were made to determine the sensitivity of the bacteria against each extract,
and chloroform extracts used in the broth microdilution assay measured by absorbance to
determine the percentage of inhibition. bacterial. It was possible to determine the
sensitivity of each bacterium against each extract, B. cereus and E. faecalis showed a
certain degree of sensitivity to the three extracts, although these were not very potent, S.
aureus did not show any sensitivity. The results obtained in this study are encouraging

since it can be shown that there is effectiveness of the applied extracts.

Keywords: Methanolic extracts, chloroform extracts, gram positive bacteria, inhibition,

disk diffusion, broth microdilution.
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1. INTRODUCCION

Los antibidticos son uno de los fArmacos que mas han impactado sobre la salud al reducir
drasticamente la morbilidad y mortalidad humana ocasionadas por enfermedades
bacterianas. (Davies, 2010). Sin embargo, las bacterias se estdn volviendo resistentes a
multiples antibidticos actualmente en uso intensificdndose a nivel mundial mediante la
aparicion y propagacion de nuevos mecanismos de resistencia por parte de bacterias,
poniendo en peligro la capacidad para tratar enfermedades infecciosas (Serra, 2017). Esto
se debe a que estos patdogenos poseen habilidades naturales para adquirir material genético
de otras bacterias como genes de resistencia o por mutaciones inherentes durante la
replicacion gendmica (Rocha ef al. 2015). Siendo una de las mayores amenazas para la
salud, ya que la resistencia a antibidticos limita enormemente la posibilidad de tratar
infecciones y también puede comprometer tratamientos que requieran inmunosupresion
como trasplantes, procedimientos de intubacién o cateterismo, cirugias que utilicen
antibidticos para prevenir infecciones bacterianas, etc. De hecho, la OMS ha afirmado
que la aparicion de bacterias multirresistentes en hospitales significaria que muchos
procedimientos médicos no se podrian realizar debido a infecciones nosocomiales
(Martinez, 2014). Ademas, los pacientes infectados con estas bacterias permanecen
mucho tiempo internados, lo que repercute en el coste de su tratamiento (Voukeng, 2017)
y, por tanto, sobre los sistemas publicos y privados de salud. Por ultimo, los nuevos
tratamientos pierden eficacia en menos tiempo de lo que lleva descubrir y producir nuevos
antibioticos (Ogawara, 2019; Huemer et al. 2020).

Por esta razon es importante explorar nuevos principios con actividad antibacteriana,
eficaces contra bacterias multirresistentes. Mediante el estudio de la etnobotanica y la

etnomedicina se ha logrado determinar que los productos naturales que poseen una larga
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historia de uso para las comunidades y el tratamiento de ciertas patologias, forman parte
del arsenal fitoterapéutico del conocimiento popular (Yépez ef al. 2020) y que éste puede
aprovecharse para impactar positivamente sobre la salud publica en paises en vias de
desarrollo.

El uso terapéutico de las plantas medicinales como sustitucion a la medicina farmacéutica
se aplica desde la antigiiedad, pero no existe suficiente evidencia cientifica sobre su uso
(Coronel, 2016). Sin embargo, segiin la OMS (2018), alrededor del 80% de la poblacion
de los paises en desarrollo utiliza la medicina tradicional en la atencion primaria de salud,
principalmente plantas medicinales siendo este un sistema complementario a la medicina
moderna (Gonzales, 2012). Ademas, alrededor del 50 al 70% de las terapias utilizan
productos naturales que, al modificar su estructura mejoran su actividad bioldgica
o farmacolégica (Lopes et al. 2019)

En Ecuador, el conocimiento tradicional acumulado y transmitido durante generaciones
sobre el uso de plantas en el area de salud ha ido evolucionando, y con ello multiples
investigaciones, dirigidas para hacer frente a nuevas enfermedades que surgen a raiz de
patdgenos resistentes (Montufar ef al. 2016). Ademas, el uso de las plantas esté ligado a
las tradiciones culturales, siendo la etnobotanica clave para investigar como cada
poblacion aprovecha la flora de su entorno por ser parte fundamental de su identidad y su
mundo espiritual (Rios ef al. 2007).

En la regién amazonica y andina es donde vive el mayor nimero de grupos indigenas del
pais y se destacan estudios etnobotanicos de uso de plantas toxicas, alucindgenas,
estimulantes, contraceptivos, medicinas contravenenos, antimicotico, odontologicos y
oftalmoldgico. Se han identificado algunas especies con propiedades medicinales que se

han empleado tradicionalmente por distintos grupos étnicos; por ejemplo: Baccharis
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latifolia, Chuquiraga jussieui y Uncaria guianensis conocidas por su efecto
antimicrobiano (De la Torre & Macias, 2016).

La familia Asteraceae constituye el grupo vegetal mas diverso de plantas vasculares del
planeta, esto se debe a su alta capacidad de adaptacion (Orduz, 2016). Ademas, incluye
gran numero de especies utiles tanto medicinales, alimenticias, industriales etc. (Del
Vitto, 2009). Esta familia es particularmente rica en sesquiterpenos que pertenece a un
grupo de metabolitos secundarios que poseen propiedades biologicas y farmacologicas,
(Orduz, 2016), dentro de este grupo de plantas se encuentra Baccharis latifolia (chilca) y
Chuquiraga jussieui (chuquiragua o flor del andinista), importantes por su uso medicinal.
Baccharis es uno de los géneros mas diversos en especies dentro de la familia Asteraceae,
se caracteriza por ser un arbusto de 2 a 4 m, de abundante follaje, presenta tallo cilindrico,
hojas simples, alternas y pecioladas (Herrera et al. 2017). Respecto a su distribucion esta
especie se encuentra en regiones tropicales del continente como: Brasil, Argentina,
Colombia, Chile y México. Dentro de Ecuador se encuentra distribuido en las provincias
de: Pichincha, Imbabura, Cafiar, Cotopaxi, Chimborazo, Bolivar, Azuay, Loja,
Sucumbios y Zamora Chinchipe, desde los 1500 hasta 3200 msnm.

Este género de plantas se caracteriza por su composicion quimica rica en flavonoides
importantes por conferir proteccion frente a microorganismos (Martinez et al. 2010),
diterpenos que son metabolitos secundarios y cumarinas que poseen actividad anti
fungica (Kurdelas et al. 2010).

Baccharis latifolia (Chilca) se utiliza para el control y tratamiento de enfermedades de
estomago, higado, inflamaciones, como antimicrobiano y desinfectante (Orduz, 2016).
En Ecuador la chilca es utilizada por diferentes etnias y con diversos fines medicinales
ancestrales. Los Mestizos en la provincia de Pichincha utilizan esta planta para aliviar

dislocaciones de huesos, diarreas, dolor de cabeza y muelas. Los Kichwa de la Sierra
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utilizan el extracto de esta planta para inflamaciones. Diversas etnias de las provincias de
Imbabura y Napo utilizan la chilca para tratar heridas e infecciones de piel (Guerra, 2016).
Chuquiraga jussieui (Chuquiragua) es una hierba de 0,70 cm, presenta hojas pequefias
con una terminacion en punta que permite protegerse de los depredadores, presenta flores
compactas y pequeias de color anaranjado (Ortiz, 2017), distribuida entre 3000 y 5000
msnm. Esta planta es utilizada por poblaciones indigenas de los Andes con fines
medicinales ya que posee fenoles, flavonoides, vitamina C y carotenoides en las hojas y
flores (Guerrero, 2020).

La chuquiragua se ha usado desde tiempos ancestrales, para tratar fiebre, inflamaciones,
heridas, dolores producidos por luxaciones o fracturas, tratamiento de enfermedades de
la préstata y ulceras, también se han reportados efectos antioxidantes y antibioticos,
siendo Util para tratar un sin numero de patologias. En su composicion fitoquimica
presenta alcaloides, saponinas, triterpenos, esteroides, fenoles y flavonoides totales que
poseen propiedades farmacoldgicas (Dueias, 2014)

El género Uncaria perteneciente a la familia Rubiaceae, distribuida en los bosques
tropicales principalmente de la Amazonia, posee un importante potencial terapéutico y
econdmico, y es utilizado principalmente por los grupos indigenas para tratar asma,
artritis, dermatitis, diabetes, gastritis, gonorrea, inflamacion del tracto genitourinario,
irregularidad en el ciclo menstrual, procesos virales, tumores y ulceras (Goémez et al.
2016). Uncaria es un productor prolifico de los alcaloides oxindoles epirociclicos
bioactivos y sus especies son importantes tanto econdémicamente como por su valor
medicinal, presentando varias actividades farmacologicas, anticancerigenas,
antiinflamatoria e inmunomoduladoras (Lopes et al. 2019)

Uncaria guianensis (Ufa de gato) caracterizada por ser un arbusto trepador, presenta

hojas simples, opuestas y elipticas. En Ecuador se encuentra distribuida en toda la
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Amazonia (Lopez, 2006). La uiia de gato se ha usado desde siglos en la medicina ancestral
para tratar afecciones como artritis reumatoide, prostatitis, enfermedades virales y cancer.
Se ha realizado estudios moleculares que permiten determinar diversos efectos
antiinflamatoriao, antiestimulantes y protectores de esta especie. (Del Valle, 2017), y se
ha determinado que la ufa de gato contiene metabolitos secundarios como alcaloides
oxindoles y polifenoles, ademds de pequefias concentraciones de triterpenos,
polihidroxilados y saponinas (Aguilar ef al. 2002). Existen estudios que demuestran las
propiedades microbianas y citotoxicas del género Uncaria tomentosa en patdgenos orales
humanos como Enterobacteriaceae, Streptococcus mutans'y Staphylococcus sp. (Caldas,
2021).

Las infecciones producidas por los patdogenos ESKAPE, bacterias nosocomiales con alta
resistencia a farmacos como S. aureus, y E. faecalis, son un grave problema de salud a
nivel mundial, al ser organismos cosmopolitas, poseer resistencia a antibioticos y
presentar alta transmision (Garcia, 20006).

Staphylococcus aureus es una bacteria gram positiva que forma parte de la microbiota de
la piel y se encuentra principalmente en las fosas nasales, caracterizada por colonizar
frecuentemente y de forma asintomadtica las fosas nasales de humanos y animales,
causando varias infecciones a nivel nocosomial. S. aureus es una de las principales causas
de endocarditis infecciosas, osteomelitis, infecciones de la piel y tejidos blandos (Mehraj,
2016).

En Estados Unidos, Japdn, y Latinoamérica se ha comprobado que en torno al 40 % de
las cepas de S. aureus, aisladas de infecciones de piel, tejidos blandos e infecciones
invasivas son resistentes a meticilina y provocan una gran mortalidad (Vinueza, 2015).
Estas bacterias son capaces de llegar a los alimentos a través de personas que posean

infecciones piogenas agudas o portadores asintomaticos que sirven de huésped a las
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bacterias, localizdndose en las narinas nasales o en la faringe, asociados a una
manipulacion no adecuada o empleo de materiales contaminados (Guayalema, 2015).
Bacillus cereus es una bacteria gram positiva con forma de baston alargado que posee
flagelos peritricos (Pérez, 2012). Tiene una amplia distribucion geografica y se ha
relacionado con casos de intoxicacion alimentaria tanto en el hemisferio oriental como
occidental, principalmente en los paises industrializados, siendo una de las causas mas
importantes de intoxicacion alimentaria en el mundo industrializado (Sénchez, 2016).
Esta bacteria tiene la capacidad de producir endosporas que sobreviven a la pasteurizacion
y son resistentes a varios desinfectantes, lo que provoca intoxicaciones alimentarias,
también se ha reportado infecciones de B. cereus en pacientes inmunocomprometidos,
neonatos y pacientes con heridas quirargicas (Pérez, 2012).

Enterococcus faecalis es una bacteria gram positiva que se encuentra en el tracto intestinal
de los mamiferos (Oh, 2021). Aunque tienen baja virulencia es dificil erradicar en medios
hospitalarios y la incidencia de infecciones de Enterococcus sp., resistentes a
vancomicina ha ido en aumento alcanzando el 14,9% en la Unién Europea, en 2017, y
30% en Estados Unidos (Oh, 2021). El tratamiento para este patdgeno es costoso y muy
dificil, debido a su resistencia (Huemer, 2020). En cuanto a las infecciones de heridas

afectan entre el 7% y 15% de las personas hospitalizadas en todo el mundo (Kian, 2015).

En la Tabla 1, se muestran las bacterias empleadas para el presente estudio.
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Tabla 1. Bacterias empleadas y principales caracteristicas

Bacteria Codigo Principales Caracteristicas = Capacidad para

ATCC generar
resistencia

Enterococcus ATCC® Genoma: 3,027,060-bp. Gen  Si.

faecalis 29212™ de resistencia tetM

Staphylococcus ATCC® Genoma: 2.806.349 nt. No No.

aureus 25923™ genes de resistencia.

Bacillus cereus ATCC® Genoma: 5.007.731 nt. No Si
11778™ genes de resistencia.

Fuente: ATCC.org

Por todo lo anterior, este trabajo se plantea la evaluacion del efecto antibacteriano de los
extractos de Uncaria guianensis, Baccharis latifolia y Chuquiraga jussieui contra las tres
bacterias gran positivas mencionadas anteriormente, mediante ensayo de difusién en

disco y microdilucién en caldo

HIPOTESIS

Los extractos metanolicos de Uncaria guianensis, Baccharis latifolia y Chuquiraga
Jjussieui disminuyen la viabilidad de bacterias gram positivas Staphylococcus aureus,
Enterococcus feacalis y Bacillus cereus, mediante el ensay de microdilucion en caldo y

difusion en disco.
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OBJETIVOS

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de Uncaria guianensis, Baccharis

latifolia y Chuquiraga jussieui en bacterias gram positivas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Obtener y caracterizar extractos de Uncaria guianensis, Baccharis latifolia y
Chuquiraga jussieui mediante maceracion en metanol y subfracciones por
extraccion liquido — liquido con actividad antimicrobiana.
2. Determinar la sensibilidad bacteriana mediante el ensayo de difusion en disco y

microdilucidn en caldo.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 REACTIVOS Y EQUIPOS

Todos los materiales, equipos y reactivos fueron proporcionados por la Universidad

Internacional SEK (Tablas 2 y 3). Las cepas bacterianas ATCC fueron adquiridas por la

casa comercial MEDIBAC.

Tabla 2. Reactivos.

Nombre Formula Casa Comercial
Metanol CH40 J.T. Baker
Acido sulfirico 1% H,S04 PHARMCO
Cloruro de Bario 1% BaCl, Casa de los Quimicos
Elaborado por: Melissa Haro
Tabla 3. Equipos.
Nombre Modelo Marca
Lector ELISA Multiskan Sky ThermoScientific
Cémara de Flujo Laminar ~ BSC-15001IA2-X BIOBASE
Incubadora PCD-C6(5)000 Rebelk
Autoclave 25X-1 All American
Centrifuga COMPACT I CLAY ADAMS
Rotavapor RE301 Yamato
pH-Metro ORION STAR Al1l ThermoScientific
Balanza Analitica BAS31PLUS Boeco
Refrigerador 2015DLXB Durex
Refrigerador RMA230FVEL Mabe
Horno microondas EMDL31G3MLS Electrolux
Licuadora industrial Profesional series Oster

Elaborado por: Melissa Haro
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2.2 METODOS

2.2.1 Recoleccion de material vegetal

Se recolectaron hojas de las especies Uncaria guianensis en cantobn Puyo Baccharis
latifolia canton Quito y Chuquiraga jussieui en el canton Cuenca. Se realizd una seleccion
muy cuidadosa de material, escogiendo hojas limpias, sin insectos, hongos o liquenes. Se
recolectaron 500 gr de hojas de cada especie para obtener 100 gr de polvo seco de las
mismas. El material se almacen6 en fundas de plastico con su correspondiente etiqueta
en ambiente seco y oscuro.

2.2.2 Preparacion del material vegetal para obtencion de extractos

2.2.2.1 Proceso de secado

Se utilizaron tinicamente hojas de Uncaria guianensis, Baccharis latifolia y Chuquiraga
Jjussieui, secadas a temperatura ambiente en un lugar oscuro y seco, durante 5 dias.

2.2.2.2 Proceso de molienda

El material vegetal completamente seco fue triturado en una licuadora industrial hasta
pulverizarlo y obtener una textura muy fina. Se recolectd una cantidad de 100 gr de polvo
seco de cada planta, las cuales fueron almacenadas y empaquetadas en bolsas de plastico
selladas y etiquetadas hasta su utilizacion., en ambiente seco y oscuro.

2.2.2.3 Maceracion
El material vegetal pulverizado, fue macerado en metanol en una relacién peso volumen
de 1:4, (p/V) durante 72 horas a 4°C en una botella de cristal &mbar, asegurando

condiciones de oscuridad. Posteriormente se realizo el proceso de filtrado utilizando papel

filtro (Anexo 1).
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2.2.2.4 Concentracion

El material obtenido de la filtracion se concentrd en el rotavapor con las siguientes
condiciones: 100 rpm., 60° C y a una presion de 54KPa. Se obtuvo el extracto seco, por
cada planta, en el fondo del balon. Estos fueron colocados en la estufa para eliminar toda
la humedad posible. El extracto seco fue reconstituido del balon para chilca con 32,6 ml,
chuquiragua con 22,6 ml y ufia con 80 ml de metanol, estos fueron almacenados en tubos
falcon de plastico estériles a -4°C hasta su utilizacion (Anexo 2). Estos extractos se
consideraron como el extracto crudo. Las concentraciones de extracto seco se indican en
la Tabla 4. De cada extracto se separd 10 ml en tubos falcon para el ensayo en difusion

en disco y el resto se utiliz6 para la obtencion del extracto liquido-liquido.

Tabla 4. Concentracion de extractos crudos (extracto total)

Extracto X 172 1/4 1/8 1/10
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

Baccharis

latifolia 200 100 25 3.12 0.3
Uncaria

guianensis

Chuquiraga

Jjussieui

Elaborado por: Melissa Haro

2.2.2.5 Acidificacion

El extracto obtenido se sometid al proceso de acidificacion, utilizando HCL al 2% en una
proporciéon 1:3 (v/v) (extracto: HCI). Para este proceso se colocd cada extracto en una
probeta de 1L y se anadi6 lentamente por las paredes HCI. Cada extracto acidificado se
dejo precipitar por 24 horas a 4°C. Posteriormente se centrifugd en tubos falcon estériles

de 15 ml a 3500 rpm por 5 minutos y se filtr6 el extracto con papel filtro.
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2.2.2.6. Basificacion

Cada extracto acidificado y filtrado se trat6 con una solucién saturada de KOH hasta
lograr un pH=10, posteriormente cada extracto se centrifugo y se filtro.

2.2.2.7. Extraccion liquido — liquido

Los extractos obtenidos se mezclaron con cloroformo en una relacion 2:1 (v/v) (extracto:
cloroformo) en un embudo de decantacion de 1L, y se agitd vigorosamente durante un
minuto para lograr el contacto del extracto con el disolvente y se dejo decantar por 10
minutos. Asi, se pudieron evidenciar dos fases obtenidas: una superior acuosa —
metanolica y otra inferior cloroformica. Se retir6 la fase inferior y se midi6 su volumen
(Chilca Vf=80ml; Una de gato V=60 y Chuquiragua 130 ml). (Anexo 3).

2.2.2.8 Lavado del extracto

Para la eliminacion de las impurezas o contaminantes acuosos de la fase cloroformica se
utilizo KCl al 0,88% en proporcion 1:2 (v/v) (KCl:extracto). Todo el extracto obtenido se
colocd en un embudo de decantacion totalmente seco, se agitd vigorosamente durante un
minuto y se dejoé en reposo por 15 minutos. Pasado este tiempo se recogio la fase organica
volatil ya limpia. Para una mayor efectividad en el lavado se empled un embudo con papel
filtro que contenia un gramo de Na>SOg.

2.2.2.9. Concentracion y resuspension

La fase cloroformica lavada se evaporo en el rotavapor a 100 rpm y 60 °C hasta el secado
completo. El extracto seco depositado en el balon del rotavapor fue resuspendido en 10
ml de metanol y almacenado a 4 °C hasta su utilizacion.

De esta manera se obtuvieron los extractos E1 (Baccharis latifolia/Chilca), E2 (Uncaria

guianensis/Ufa de gato) y E3 (Chuquiraga jussieui /Chuquiragua).
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2.2.3 Evaluacion del efecto antibacteriano de los extractos de Uncaria

guianensis, Baccharis latifolia y Chuquiraga jussieui.

2.2.3.1 Cultivos de bacterias

Tabla 5. Medios de cultivo

Medio de Cultivo Composicion por litro
Caldo Nutritivo Peptona de carne 5.0 g; extracto de carne 3.0 g. pH final 7,4
+0,2.
Mueller Hinton II Caldo Extracto de carne bovina 3.0g; hidrolizado acido de caseina
activado a cationes 17.5g; almidon 1.5g. pH final 7,3 £ 0,1.
Agar Mueller Hinton Infusion de carne 2.0 g; hidrolizado de caseina 17,5 g;

almidon 1,5g; agar-agar 13.0 g. pH final 7,4 £ 0,2.

Elaborado por: Melissa Haro

Se utilizd6 agar Mueller Hinton para el crecimiento de E. faecalis (ATCC® 29212), S.
aureus (ATCC® 25923) y B. cereus (ATCC® 11778), Todas las bacterias fueron
cultivadas bajo condiciones de temperatura controlada a 37°C por 24 horas. E. faecalis
(Figura 1A) formo colonias medianas blancas y redondeadas. S. aureus (Figura 1B)
colonias de color blanco, convexas, lisas y pequefias, mientras que Bacillus cereus

(Figura 1C) form¢ colonias grandes, blancas y mucoides.
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Figura 1. Cultivos en placa de bacterias utilizadas en la investigacion. A Colonias de
E. faecalis. B) Colonias de S. aureus y C) Colonias de B. cereus, sembrados en agar
nutritivo.

2.2.3.2 Ensayo de Difusion en disco en extracto crudo y sobrenadante (acuoso —
metanolico)

Para la evaluacion del efecto antibacteriano del extracto total y la sobrenadante
metanolico (fase acuosa-metanolica) de cada planta nativa se realizé el ensayo de difusion

en disco.
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Para la obtencion de las bacterias en condiciones 6ptimas, se inocularon de 3 a 5 colonias
en tubos falcon estériles que contenian 15 ml de caldo Mueller Hinton II y se incubaron
durante 24h. Transcurrido este tiempo se sembraron las bacterias con la utilizacion de un
1Sopo en cajas petri que contenian agar Mueller Hinton. Las cajas petri fueron divididas
en cuatro secciones, en la primera se coloco6 el disco de antibidtico como control positivo
y en los tres restantes se colocd discos (Smm) de papel filtro que contenia diferentes
concentraciones de cada extracto total y el sobrenadante (10 pl, 20 pul y 40 pl
respectivamente). El control positivo consinti6é en Lexofloxacina (10 mg) para S. aureus
y Ampicilina (5Smg) para E. faecalis y B. cereus. Tras 12 y 24 horas de incubacion a 37 C,
se procedidé a fotografiar las placas y medir los halos de forma manual para la
caracterizacion de los mismos.

2.2.3.3 Ensayo de microdilucion en caldo.

Se evalu6 el efecto antibacteriano de los tres extractos de plantas nativas mediante el
ensayo de microdilucion en caldo seglin la metodologia descrita por Stephen et al. (2005).
La concentracion de células de los cultivos liquidos a partir de los que se prepararon los
indculos se estim6 por la comparacion de su turbidez con la del estandar McFarland
preparado segin Andrews et al. (2001). La Tabla 6 muestra la composicion de los

estandares de Mcfarland empleados y las UFC/ml a que corresponde.

Tabla 6. Valores de turbidez McFarland frente a su densidad celular equivalente

Standard BaCl, (mL) H,S0, (mL) Conteo Densidad Celular
McFarland Aproximada (x108UFC/mL)
(U.A)

0,5 0,05 9,95 1,5 x108

1,0 0,1 9,9 3,0 x108

2,0 0,2 9,8 6,0 x108

3,0 0,3 9,7 9,0 x108

4,0 0,4 9,6 12,0 x108

Fuente: Andrews et al. (2001).
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Para la preparacion se incubaron las bacterias por 24 horas, y se escogieron 5 a 8 colonias
en un tubo de vidrio que contenia 5 ml de caldo Mueller-Hinton, la turbidez se ajustd
visualmente hasta llegar al estandar McFarland 0,5 U.A. De este tubo se tomaron 0,2 ml
y se agregaron a otro tubo con 3,8 ml de caldo Mueller-Hinton (preinoculo). Finalmente,
de este tubo se tomaron 0,72 ml del preindculo y se diluyeron en 19,73 ml de caldo
Mueller-Hinton obteniendo asi el inoculo final.

El ensayo de microdilucion en caldo se realizo en una placa de 96 pocillos por triplicado.
Se empleod una placa para cada bacteria. En un volumen final de 200 pl, se colocaron 196
ul de indculo (descrito en el apartado anterior) mas 4 pl del extracto en sus diferentes
diluciones (1/10 x, 1/8 x, 1/4 x, 1/2 x, y 1x) 0 4 ul de metanol en el caso de control
negativo. Asi, tanto los pocillos que contenian extracto como el control negativo tuvieron
el mismo 4% de metanol. El control positivo contenia 4 pl de antibiodtico: levofloxacina
(10 mg/ml) para S. aureus y E. faecalis y ampicilina (10 mg/ml) para B. cereus (Anexo
3).

La placa se incubd por 12 y 24 horas a 37°C, y la absorbancia se leyé a 600nm en un

espectrofotometro de placas.

2.2.4 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los ensayos se expresan como media aritmética + error
estandar (SE). Se utilizo analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de un post
test de Dunnet, para analizar la significancia estadistica de las diferencias observadas
entre las medias de las diferentes concentraciones utilizados en los extractos evaluados.
Se considerd que las diferencias eran estadisticamente significativas cuando los valores

de p para la ANOVA y/o los post — test de Dunnet fueron menores a 0,05. Para el andlisis
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estadistico se utilizo el programa informatico GraphPad Prism 9.1, de la casa comercial

GraphPad Software (EEUU).
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3. RESULTADOS

3.1 Ensayo de difusion en disco

En este ensayo se obtuvo la medida de los halos de inhibicion para cada bacteria con su
respectivo control positivo y a diferentes concentraciones de cada extracto; (Tabla 7) se
realiz6 con el extracto total y con el sobrenadante (fase acuosa-metanoélica), obtenida de
la fase de decantacion, al separar la fase cloroférmica, correspondiendo a la fase superior.
(Anexo 3). Esto extractos tenian color verde intenso, lo que impidi6 analizar su efecto
mediante el ensayo de microdilucion en caldo que permite evaluar mejor la potencia y
eficacia a través del calculo de ICs.

Tabla 7. Medidas de los halos de inhibiciéon en mm durante 12 y 24 horas en diferentes

concentraciones (10 ul, 20 pl y 40 pl)

Extracto total Fase acuosa/metanolica(Sobrenadante)
Disco Smm Chilca ‘ Una de gato Chuquiragua Chilca Uta de gato | Chuquiragua ‘
Hrs [Ab|10ul|20ul[40ul Ab|10ul20ul 40ul Ab|10ul|20ul|40ul Ab| 10ul|20ul 40ulAb|10ul20ul40ul Ab| 10ul 20ul/40ul
‘ 12| 9/ 9| 10| 11| 9| 12| 12| 16| 9|- 8 8 6- |- |- 6- |- |- 8-
B-cerens 0] 9 10| 1] 9 12 12 16| 9- | 8 8 6 - - |6 - |8
o 12129) 9| 6| 10 28| 11| 11, 13|28- |- |- |20)- |- |- |22]- |- |- |26/-
E faecalis 1= 50 o 8 1028 12 12 1328 - |- |26 | - |27- |  |26-
. 12(19- |- |- |11}- |- |- |[11}]- |- |- |[19)- |- |- |26- |- |- |14
Sawews el - - (w6 - 16 F | |2 F - 2 F | |-

Elaborado por: Melissa Haro

En la Tabla 7 se muestran los datos obtenidos en el ensayo de difusion en disco, es decir
los valores del didmetro de los halos de inhibicion provocados por los extractos totales y
la fase acuosa metanolica (sobrenadante), a 12 y 24 horas de incubacion, asi como de sus
controles positivos. Las indicaciones 10, 20 y 40 hace referencia los microlitros aplicados
en discos de 5 mm de cada extracto. Las imagenes de los halos de inhibicién se muestran

en Anexos 4y 5.
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Como puede observarse los extractos totales de chilca y ufia de gato provocaron halos de
inhibicién que oscilaron entre los 9 y 16 mm de manera dependiente de las
concentraciones en B. cereus y E. faecalis. De hecho, estos extractos tuvieron un efecto
sobre el crecimiento de B. cereus mayor incluso que el antibiotico comercial. Los efectos
del extracto total de chuquiragua fueron los mas débiles, afectando inicamente a B. cereus
con halos de inhibicién de 8 mm. S. aureus no presentd inhibicion de crecimiento con
ninguno de los extractos analizados. Los sobrenadantes acuoso — metandlicos no tuvieron
efecto alguno sobre ninguna de las bacterias. Tampoco se aprecid diferencias entre las 12
y las 24 h de incubacion

3.2 Ensayo de microdilucion en caldo del extracto cloroférmico

La actividad antibacteriana del extracto cloroférmico se evalu6 mediante el método de
microdilucion en caldo.

En la Figura 2 se muestran los resultados de absorbancia a 600 nm y la viabilidad
calculada a partir de los mismos para E. faecalis. Tal y como puede observarse, el extracto
de chilca tuvo un efecto débil, aunque significativo a las 24 h, pero no a las 12 h, llegando
a una inhibicion de aproximadamente 5%. El extracto de ufia de gato, en cambio, tuvo
efectos significativos a las 12 y 24 h con inhibiciones similares al extracto de chilca. En
cuanto al extracto de chuquiragua, solo tuvo efectos significativos a 24h. Estos fueron
igualmente débiles puesto que solo se logro el aproximadamente el 5% de inhibicion del

crecimiento.
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Figura 2. Absorbancias 600 nm a 12 y 24 horas de incubacion y porcentaje de
viabilidad para Enterococcus faecalis A) Baccharis latifolia (chilca) B) Uncaria
guianensis (Unia de gato) C) Chuquiraga jussieui. C+: Control positivo (Inoculo +
Ampicilina) C-: Control negativo (Inoculo + Metanol). Dunnet’s post-test (Control
negativo vs tratamiento) (* = p-value < 0,05; ** = p-value <0,01; *** = p-value <0,001;
*EkHEk = p-value < 0,0001).

En la Figura 3 y 4, se muestran los resultados del mismo ensayo realizado sobre S. aureus
y B. cereus. Como puede observarse por los valores p de ANOVA, ninguno de los tres

extractos cloroformicos analizados tuvo efectos significativos sobre estas bacterias.
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Figura 3. Absorbancias a 12 y 24 horas de incubacion y porcentaje de inhibicion
para Staphylococcus aureus A) Baccharis latifolia (chilca) B) Uncaria guianensis (Unia
de gato) C) Chuquiraga jussieui. C+: Control positivo (Inoculo + Levofloxacina) C-:
Control negativo (Inoculo + Metanol). Dunnet’s post-test (Control negativo vs
tratamiento) (* = p-value < 0,05; ** = p-value < 0,01; *** = p-value < 0,001; **** = p-
value < 0,0001).
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Figura 4. Absorbancias a 12 y 24 horas de incubacion y porcentaje de inhibicion
para Bacillus cereus A) Baccharis latifolia (chilca) B) Uncaria guianensis (Uiia de gato)
C) Chuquiraga jussieui. C+: Control positivo (Inoculo + Ampicilina) C-: Control
negativo (Inoculo + Metanol). Dunnet’s post-test (Control negativo vs tratamiento) (* =
p-value < 0,05; ** = p-value < 0,01; *** = p-value < 0,001; **** = p-value < 0,0001).
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4. DISCUSION

Segun Albaayit et al. (2021), el aumento mundial de la resistencia a antibidticos por parte
de bacterias, que provoca un aumento en los tiempos de hospitalizacion, en la mortalidad
y en los costos hospitalarios, ha intensificado el interés en la etnofarmacologia, ya que se
hace indispensable buscar nuevos principios activos para luchar contra infecciones que
ya no pueden controlarse mediante los antibioticos comerciales disponibles.

Es por ello que el presente estudio tiene la finalidad de evaluar la capacidad antibacteriana
de los extractos de tres plantas nativas de Ecuador (Uncaria guianensis, Baccharis
latifolia y Chuquiraga jussieui) frente a las bacterias gram positivas E. faecalis, S. aureus
y B. cereus.

Nuestros resultados muestran que los extractos totales de chilca, ufia de gato y
chuquiragua tuvieron efectos inhibitorios sobre el crecimiento de B. cereus, mientras que
solo chilca y ufia de gato tuvieron efecto sobre E. faecalis. Sin embargo, ninguno de los
tres pareci6 afectar a S. aureus. Los sobrenadantes derivados de la extraccion liquido —
liquido de los extractos totales no tuvieron ningin efecto sobre ninguna de las tres
bacterias, indicando que, con probabilidad, los principios activos antibacterianos que
pudiera haber en los extractos tienen mds afinidad por el cloroformo y en todo caso
estarian presentes en los extractos cloroformicos.

De acuerdo a Bayas et al. (2020), la sensibilidad de microrganismos a extractos naturales
esta relacionada con el tamafio del halo de inhibicién de crecimiento microbiano,
clasificindose como: resistentes (d<d<d20 mm). E. faecalis presentdé un halo de
inhibicion de 10 mm para el extracto total de chilca y 13 mm para el extracto total de ufia

de gato por lo que se determina que esta bacteria es sensible a ambos extractos; B. cereus
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presentd halos de inhibicion de 11 mm para chilca y 16 mm para ufia de gato,
considerandose sensible al primero y muy sensible al segundo; S. aureus no presentd
sensibilidad alguna, sin embargo, la ausencia de sensibilidad por parte de S. aureus
contradice lo establecido por Rodriguez et al. (2012) que observaron un efecto inhibidor
sobre el crecimiento de esta bacteria de un extracto de Baccharis revoluta, planta del
mismo género que la chilca. De igual modo, en el estudio de Bayas et al. (2020) se evalud
la actividad antibacteriana de cuatro extractos de Baccharis latifolia (raiz, tallo, flores y
hojas) que presentaban flavonoides, diterpenos, triterpenos, taninos y quinonas
importantes para conferir la capacidad antibacteriana observada.

Debido al color verde intenso tanto del extracto total como del sobrenadante acuoso —
metanolico, estas fracciones no pudieron ser evaluadas por microdilucion en caldo, ya
que el maximo de absorbancia de los extractos coincidia con la absorbancia a 600 nm.
Sin embargo, si pudo evaluarse el efecto del extracto cloroférmico mediante esta técnica,
permitiendo calcular porcentajes de viabilidad (o su contrario, porcentaje de inhibicion).
Los resultados muestran que, en este caso, la unica bacteria sensible fue E. faecalis, y el
extracto con mayor actividad fue el de ufia de gato, cuyos efectos fueron significativos
tanto a 12 como a 24h. Prieto ef al. (2011) describieron que U. guianensis presenta un
compuesto tipo clorina denominado éter etilico de feoforbida y una mezcla se esteroles
[-sitosterol y estigmasterol, compuestos hidrofobos solubles en disolventes organicos
como cloroformo que podrian estar detras de los efectos observados. Otro estudio de U.
tomentosa frente a E. faecalis demostrd también actividad microbiana asociada a la
presencia de triterpenos, esteroides vegetales y glucoides, compuestos con actividad
microbiana (Borzoni et al. 2016). Asimismo, en el estudio Prieto et al. (2011) U.
tomentosa especie del mismo género, pero diferente especie de la ufia de gato, inhibio el

8 % de Enterobacteriaceae, el 52% de S. mutans y el 96% de Staphylococcus spp. En el
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estudio de Silva ef al. (2014) se comprobd mediante el ensayo de microdilucion en caldo
que el extracto de U. tomentosa inhibi6 el crecimiento bacteriano de B. cereus 'y S. aureus.
Las diferencias con el presente trabajo pudieron deberse a las diferencias en el método de
extraccion o a las cepas de bacterias empleadas. A pesar de los débiles efectos del extracto
total de chuquiragua, que solo afectd a B. cereus en el ensayo de difusion en disco y tuvo
un débil efecto sobre E. faecalis en el ensayo de microdilucién en caldo, Mendiondo
(2011), afirma que los extractos del género Chuquiraga fueron efectivo frente a S. aureus,
debido a que el extracto posee quercetina3-O-glucosido, quercetina-3-O-rutinosido,
compuestos determinantes en la actividad antioxidante y antimicrobiana. En definitiva, el
presente trabajo evidencia el efecto antibacteriano de los extractos de Baccharis latifolia,
Uncaria guianensis y algo menos de Chuquiraga jussieui. Los extractos totales
presentaron mayor actividad que las fracciones cloroférmicas que solo afectaron
débilmente al crecimiento de E. faecalis, mientras que los sobrenadantes acuoso —
metanolicos no tuvieron efecto. Esto indicaria que los principios activos responsables de
la inhibicion del crecimiento estarian en la fase cloroférmica y, por tanto, son compuestos
hidrofobicos. Por otro lado, resulta dificil establecer la concentracion en un ensayo de
difusion en disco, y es posible que las concentraciones efectivas en este ensayo fueran
mayores que en el de microdilucion en caldo, explicando los efectos mas potentes

observados en el extracto total.
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5.

1.

CONCLUSIONES

Los extractos de Uncaria guianensis, Baccharis latifolia y Chuquiraga jussieui,
inhiben el crecimiento de B. cereus y E. faecalis con mayor potencia que el de
Chuquiraga jussieui que apenas tuvo efecto.

E. faecalis y B. cereus son las bacterias gram positivas con mayor sensibilidad a
los extractos.

Debido a que los extractos totales y los cloroférmicos fueron los tnicos que
tuvieron efecto, es probable que los principios activos responsables de los efectos

sean hidrofobicos.

RECOMENDACIONES

La actividad de los extractos no fue muy potente, por lo que estas plantas podrian
ser un coadyuvante en el tratamiento de enfermedades infecciosas, mas que un
tratamiento sustitutivo alternativo.

Se recomienda realizar andlisis de cromatografia de gases para conocer los
componentes exactos y las concentraciones de los mismos en nuestros extractos.
Asimismo, es importante continuar con la investigacion de la capacidad
antimicrobiana, citotdxica, antiparasitarias y antifingica de estas tres plantas

nativas, aprovechando el conocimiento ancestral de nuestro pais.
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total de chuquiragua
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Anexo 5. Ensayo de difusion en disco de Enterococcus faecalis en extracto total a
diferentes concentraciones. A) Extracto total de chilca, B) Extracto total ufia de gato, C)

Extracto total de chuquiragua
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Anexo 6. Ensayo de microdilucion en caldo. Placa con el inoculo de Bacillus cereus con
sus respectivos controles (+/-) y los tres extractos de plantas nativas A. extracto de

Chuquiraga jussieui, B. extracto de Baccharis latifolia. C. extracto de Uncaria

guianensis





