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RESUMEN

El presente informe final de integracion curricular se realiz con el propésito de obtener un
compendio e identificar las plantas del Ecuador con actividad antimicrobiana de las zonas Andinas
y Amazonicas del pais mediante revision bibliografica y el andlisis de proyectos de titulacion de
pregrado y articulos cientificos, ya que uno de los problemas actuales que posee mayor relevancia
investigativa mundial es la resistencia a los antimicrobianos (RAM). Este problema se origind
principalmente por el inadecuado uso de estas sustancias quimicas, por lo que los microorganismos
desarrollaron mecanismos de resistencia con el objetivo de inhibir el mecanismo de accién de los
antibidticos sobre ellos. En Ecuador la RAM también ha sido catalogado como un problema
primordial, pues se ha encontrado registros de resistencia los cuales promueven las enfermedades
a nivel comunitario y hospitalario, por tanto, el pais ha tomado medidas para contrarrestar este
problema como el Centro Nacional de Referencia de Resistencia a los Antimicrobianos y el Plan
Nacional de Vigilancia para la Prevencién y el Control de la RAM (2019-2023). A partir de los
estudios examinados se obtuvo informacion de investigaciones realizadas en Ecuador donde se
demuestra que las plantas de las zonas Andinas y Amazolnicas del pais poseen actividad
antimicrobiana sobre ciertas bacterias causantes de RAM. Ademas, se detallaron los principales
métodos de extraccion con los disolventes que se emplean y las pruebas para medir la actividad
antimicrobiana, cabe recalcar que la eleccién de estos métodos depende de los intereses del

investigador y los resultados que espera obtener.

Palabras clave: Investigacion bibliogréfica, actividad antimicrobiana, resistencia a los
antimicrobianos, métodos de extraccidn, pruebas para medir la actividad antimicrobiana, extractos

vegetales, compuestos bioactivos.
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ABSTRACT

The final present report of curricular integration was carried out with the purpose of obtaining a
compendium and identifying the plants of Ecuador with antimicrobial activity in the Andean and
Amazonian Zones of the country through a bibliographic review and the analysis of degree works
and scientific articles, since one of the most relevant current problems for research worldwide is
antimicrobial resistance (AMR). This problem originated mainly from the inappropriate use of
these chemical substances, for which microorganisms developed resistance mechanisms with the
aim of inhibiting the mechanism of action of antibiotics on them. In Ecuador, AMR has also been
classified as a primary problem, since resistance records have been found that promote diseases at
the community and hospital levels, for which the country has taken measures to counteract this
problem, such as the National Reference Center of Antimicrobial Resistance and the National
Surveillance Plan for the Prevention and Control of AMR (2019-2023). From the studies
examined, information was obtained from research carried out in Ecuador where it is shown that
the plants of the Andean and Amazonian zones of the country have antimicrobial activity on certain
bacteria that cause AMR. In addition, the main extraction methods with the solvents used and the
tests to measure the antimicrobial activity were detailed, it should be emphasized that the choice

of these methods depends on the interests of the researcher and the results he hopes to obtain.

Keywords: Bibliographic research, antimicrobial activity, antimicrobial resistance, extraction

methods, test to measure antimicrobial activity, plants extracts, bioactive compounds.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO
1.1.Antecedentes Investigativos
1.1.1. Resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) estéa entre las 10 principales amenazas a la salud mundial
debido a que es responsable de 700 000 muertes anuales, es un proceso en el que los microorganismos
desarrollan un conjunto de mecanismos, mismos que permiten que las bacterias obtengan
“inmunidad” a las propiedades de accién que poseen los antibi6ticos que son utilizados para impedir
el crecimiento de las mismas. Por otro lado, los casos de resistencia también aumentan debido a que
las personas utilizan inadecuadamente estas sustancias quimicas (dosis y concentracion) en areas
como medicina, agricultura, veterinaria y acuicultura para evitar dafos en los cultivos causados por
bacterias u obtener animales mas grandes y asegurar la produccién de sus derivados (leche, carne,
huevos), ademas de tratamientos incompletos por parte de los pacientes, poco interés de las industrias
farmacéuticas en desarrollar nuevos antibioticos, medidas ineficientes en el control de la
comercializacion de antimicrobianos, falta de campafias que concienticen el uso y manejo de los
medicamentos, deficiencia en el acceso a agua limpia, escases en el saneamiento e higiene (ASH) de
las personas y de los animales destinados al consumo humano y déficit en las medidas de prevencién
y control de las enfermedades e infecciones en los centros de salud asi como en las explotaciones
agricolas. (Cabrera et al., 2007; Organizacion Mundial de la Salud, 2020a; Vanegas & Jiménez,
2020; Yu et al., 2021). Este uso irresponsable de los antibi6ticos ha impulsado a la apariciéon de
nuevas cepas con la caracteristica de ser multirresistentes a varias familias de antibioticos,
especialmente a los carbapenémicos, meticilina, vancomicina y cefalosporinas, ya que las bacterias
tienen el potencial de transmitir genes 0 mutaciones no solo a individuos de su misma especie, sino a
individuos de diferentes especies (Esperbent & Migliorati, 2017). Ademas, es importante
mencionar la diferencia entre la persistencia y la resistencia a los antimicrobianos, la resistencia
como se ha mencionado anteriormente, es cuando las bacterias poseen mecanismos que evitan que
los antibioticos ejerzan su actividad bactericida sobre ellas y estos mecanismos son transferidos a
sus celulas hijas. Mientras que la persistencia describe células bacterianas que no son susceptibles

al farmaco pero que no poseen un mecanismo de resistencia, se refiere principalmente a algunas



células que se encuentran en una poblacion bacteriana y que pueden estar en fase de crecimiento
estacionaria, por tal motivo la mayoria de los agentes microbianos no poseen efecto sobre los

microorganismos que no crecen, pero se dividen activamente (Reygaert, 2018).

Segun Vanegas & Jiménez, 2020 esto da paso a una era postantibidtica, en la que el mundo se esta
quedando sin mecanismos eficaces para tratar enfermedades, especialmente las de tipo infecciosas y
el nimero de muertes por dichas enfermedades se incrementan significativamente anualmente,
ademas de afectar a la economia mundial y a los sistemas de salud publica, ya que los trasplantes y
las quimioterapias seran demasiado riesgosas e imposibles de realizar. Por tanto, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) expone su intranquilidad por la falta de innovacion en el desarrollo de
nuevos antibidticos y ha publicado documentos en los que se detallan los perfiles de los farmacos
necesarios para tratar las cepas resistentes a los antibi6ticos, con el objetivo de brindar una orientacion
y facilitar el desarrollo de los mismos. Ademas, cabe recalcar que con la aparicion de la pandemia de
COVID-19, la OMS aumenta su preocupacion por la RAM debido a que en el transcurso de la misma,
el uso inadecuado de los antibi6ticos se ha acrecentado notablemente, en consecuencia, pueden elevar
0 a Su vez aparecer nuevos casos de resistencia a los antibiéticos (Organizacion Mundial de la
Salud, 2020b).

1.1.1.1. Situacién Actual de la RAM

La Organizacion Mundial de la Salud, 2020a manifiesta que en la actualidad la RAM en el mundo

se encuentra clasificada en cinco puntos primordiales, siento estos:

- Farmacorresistencia de las bacterias: Se ha observado tasas elevadas de RAM en los
antibioticos utilizados para tratar las infecciones bacterianas comunes (infecciones urinarias,
transmision sexual, septicemima y algunas formas de diarrea), asi mismo se ha detectado que
las enterobacteriaceas presentan resistencia la colistina. Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae) es una bacteria promotora de las infecciones nosocomiales, infecciones a
recién nacidos, neumonia y septicemia, se han encontrado reportes en los que los
antibidticos carbapenémicos dejaron de ser eficaces para al menos la mitad de los pacientes
con infecciones producidas por K. pneumoniae. Escherichia coli presenta resistencia a las
fluoroquinilonas y cefalosporinas, las mimas que se utilizan para tratar infecciones

urinarias. Staphlylococcus aureus es responsable de las infecciones producidas en los



centros de salud como en las comunidades, esta bacteria ha obtenido resistencia a la
meticilina. Neisseria gonorrhoeae es una bacteria que produce gorronea, la cual ha
adquirido resistencia a las sulfamidas, las penicilinas, las tetraciclinas, los macrélidos, las
fluoroquinolonas y las cefalosporinas.

Farmacorresistencia de Mycobacterium tuberculosis: Es considerado como un gran peligro
para la contencidn de la epidemia de la tuberculosis, ya que en el 2018 se reportaron datos de
medio millén de nuevos casos de tuberculosis resistentes a la rifampicina (TBRR), producidos
especialmente por la multirresistencia. Esto es un gran inconveniente debido a que los
tratamientos para tratar la TBRR son més largos y costosos, ademas de menos eficaces ya que
los pacientes que reciben el tratamiento no se curan por completo.

Farmacorresistencia de los virus: La RM se vuelve cada vez méas alarmante ya que los
pacientes autodeprimidos; es decir personas en las que su sistema inmune reduce su capacidad
de combatir infecciones u otras enfermedades, pacientes en reproduccion virica continua y
que estén en exposicion prolongada a farmacos promueven la resistencia a los antiviricos e
incluso a los antirretroviricos. Tal es el caso de la aparicion del VIH farmacorresistente, por
lo que la OMS recomienda el uso de un nuevo farmaco: dolutegravir como el principal
tratamiento para nifios y adultos.

Farmacorresistencia de los parasitos causantes del paludismo: Los parasitos
farmacorresistentes también son considerados como uno de los mayores peligros para el
control antipalidico, ademas de inducir un acrecentamiento en las tasas de morbilidad y
mortalidad por paludismo. Entre los afios del 2001 y 2019 se han confirmado varios casos de
resistencia a los tratamientos combinados basados en la artemisinina, los cuales son los
principales tratamientos para tratar el paludismo causado por Plasmodium falciparum.
Farmacorresistencia de los hongos: La creciente farmacorresistencia a infecciones fungicas
ha empeorado la situacién terapeUtica para tratar estas enfermedades, para ilustrar esto se ha
encontrado reportes de farmacorresistencia de Candida auris a el fluconazol, la amfotericina

B, el voriconazol y una creciente resistencia a la caspofungina.

En consecuencia, el mundo actual posee mas problemas en el tratamiento de las enfermedades ya que

los fracasos terapéuticos van en aumento, las estancias hospitalarias son mas largas y las pocas

opciones terapéuticas que quedan se vuelven cada vez mas caras. La RAM es un problema

complicado que demanda un enfoque multisectorial unificado, es por ello que se han desarrollado
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estrategias como el enfoque “Una Salud”, el cual retne a los diferentes sectores y partes interesadas
que intervienen en la salud de las personas, animales acuaticos y terrestres, plantas, produccion de
alimentos para el consumo humano y el medio ambiente con el fin de establecer lazos de colaboracion
para mejorar la RAM en la salud publica. Otra estrategia es el proyecto “Plan de Acciéon Mundial
sobre la resistencia a los antimicrobianos (PAM)”, mismo que compromete a los paises de la
Asamblea Mundial de la Salud ejecutada en el 2015 a elaborar y aplicar planes de accion nacionales
multisectoriales. Estos planes fueron revisados y autorizados por la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Organizacién Mundial de Sanidad Animal
(OIE), con la finalidad de certificar los avances mundiales para afrontar la RAM (Organizacion
Mundial de la Salud, 2020a).

Ademas, se implement6 la campana anual mundial “Semana Mundial de Concientizacidon sobre el
Uso de los Antimicrobianos” que se desarrollara a partir del 18 al 24 de noviembre del 2020 , con el
proposito de concientizar sobre la RAM y fomentar las practicas 0ptimas del uso de los antibioticos,
antifungicos, antiparasitarios y antiviricos a la poblacion en general, trabajadores sanitarios y los
responsables de formular politicas que ayuden a ralentizar la progresion y propagacion de la
farmacorresistencia. Finalmente, la OMS junto con la iniciativa Medicamentos para las Enfermedades
Desatendidas (DNDi) crearon la “Alianza Mundial para la Investigacion y Desarrollo de Antibioticos
(GARDP)”, la cual impulsa la investigacion y el desarrollo mediante alianzas publico-privadas; el
objetivo principal de la GARDP es fabricar y mercantilizar cinco nuevos tratamientos contra las
bacterias con resistencia a los antimicrobianos descritos como mayor amenaza por la OMS para el
2025 (Organizacion Mundial de la Salud, 2020a).

1.1.2. Mecanismos de Resistencia a antibidticos

La resistencia bacteriana puede darse de forma natural; intrinseca o inducida, esta resistencia es una
propiedad concreta y universal de los microorganismos, puede ser inherente a una sola especie en
particular y la adquisicidn del material genético se da de forma natural. Las bacterias que poseen este
tipo de mecanismo son Bacteroides (aminoglucosidos, muchos B-lactamicos, quinolonas),
Enterococos (aminoglucosidos, cefalosporinas, lincosamidas), Listeria monocytogenes
(cefalosporinas), Escherichia coli (macrolidos), Klebsiella pneumoniae (ampicilina), Serratia

marcescens (macrdélidos), Pseudomona aeruginosa (sulfonamidas, ampicilina, cefalosporinas de



primeray segunda generacion, cloranfenicol, tetraciclina), Estenotrofomona maltofila
(aminoglucosidos, B-lactdmicos, carbapenémicos, quinolonas), Acinetobacter spp. (ampicilina,
glicopéptidos), Estafilococo aureus, Micobacterium tuberculosis, Estreptococo pneumoniae y
Estafilococo epidermidis, las cuales causan mas del 60 % de las infecciones hospitalarias. La
resistencia adquirida se basa en el cambio genético de la bacteria para proporcionar defensas a la
misma contra los antimicrobianos, cabe recalcar que estos genes de resistencia pueden transferirse
eficientemente a otros microorganismos a través de elementos genéticos moviles (plasmidos, ADN
desnudo o transposones) (Loera et al., 2016; Reygaert, 2018; Serra, 2017). El excesivo uso de
los antibidticos ha facilitado la creacion de un ambiente ideal que favorezca el desarrollo de la RAM.

Entre los mecanismos mas importantes constan:

- Transduccion: Se transfiere cualquier parte del ADN bacteriano de una bacteria a otra a partir
de bacteriofagos durante la fase de ensamblaje, el virus al ingresar a la bacteria susceptible
induce a una nucleasa que fragmenta el cromosoma bacteriano y a la vez crea el ADN virico
con sus proteinas de envoltura, estas proteinas contienen ADN fragmentado bacteriano que
permite introducir los nuevos genes de resistencia a la nueva bacteria. Es considerado como
un mecanismo de transferencia de resistencia muy eficaz, pero al poseer una estrecha
especificidad en cuanto a la relacion virus-bacteria, este mecanismo se encuentra limitado por
la relacion filogenética de los microorganismos, especialmente si estos se encuentran en el
mismo género.

- Conjugacion: EI material genético contenido en plasmidos es trasladado mediante una hebra
sexual o contacto fisico entre dos bacterias (donante y receptor). Los microorganismos que
presentan este mecanismo pueden actuar como reservorios para mantener la resistencia a los
antimicrobianos en una poblacion bacteriana, incluso cuando existe la usencia de seleccion de
antibidticos, es decir que la conjugacion puede propagar la RAM répidamente entre las
bacterias del microbioma cuando se encuentran inducidos a una presion selectiva por los
antibidticos.

- Transformacion: Consiste en transportar los genes a partir de un ADN desnudo de cualquier
bacteria lisada a otra, la cual incorpora los genes adquiridos a su genoma, lo que permite una
mezcla de informacion genética de bacterias que se encuentran muy distantes en el arbol

filogenético, ademas posee un caracter universal.



Transposicion: La bacteria mueve al azar una parte de su ADN que contiene los genes de
resistencia a diferentes antibidticos y genes casettes para la expresion de un promotor, también
pueden ser denominados como “genes saltarines”.

Modificacion enzimatica o destruccion del antibiotico: Las enzimas destruyen e inactivan los
antibioticos al hidrolizar sus anillos o a su vez alteran quimicamente los elementos de la
envoltura celular necesarios para la union del antibiotico a la bacteria, esto se realiza mediante
estimulos naturales 0 mutaciones en los genes, por lo que es considerada como un mecanismo
de resistencia de alto nivel, el cual poseen las bacterias Gram negativas y Gram positivas. Las
enzimas de importancia clinica son las hidrolasas, las cuales inactivan los antibioticos p-
lactdamicos como las cefalosporinas, penicilinas y carbapenémicos; las quinasas,
acetiltransferasas y nucleotidiltransferasas son enzimas encargadas de la
farmacorresistencia de los antibioticos aminoglucésidos, ademas de las metiltransferasas,
mismas que modifican los elementos del ARNr en el ribosoma y confiere resistencia a los
aminoglucoésidos, lincosamidas, estreptograminas, macrolidos y oxazolidinonas.
Impermeabilidad al antibidtico: Es un tipo de resistencia a través de la membrana, la cual se
origina debido a mutaciones en la cantidad y forma de proteinas llamadas porinas, estas
influyen en la permeabilidad de los antibioticos, es decir que las bacterias son menos sensibles
al farmaco. Este tipo de resistencia se da mediante tres procesos generales: 1) cambio en el
tipo de porinas expresadas, 2) cambio en el nivel de expresién de las porinas y 3) deterioro en
la funcién de las porinas, ademas es comin que estos procesos se de en bacterias Gram
negativas, pero es considerado como un tipo de resistencia de bajo nivel por lo que se une a
otros tipos de resistencia. Las bacterias que han adquirido resistencia a todas las clases de
antibidticos utilizando este mecanismo son Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter
baumanii ya que posee una baja permeabilidad de la membrana externa y un reducido nimero
de canales de porinas.

Alteracion o produccion de nuevos sitios blancos: Radica en cambiar los sitios blanco del
antibiotico con el objetivo de evitar el efecto bactericida del mismo. Los cambios que se
pueden presentar son: proteccion del objetivo (ciertos genes codifican proteinas que median
en la proteccion de la diana para evitar que el antibiético realice una interaccion con la
membrana de la bacteria), mutaciones puntuales en los genes que codifican el sitio diana,

alteraciones enzimaticas en el sitio de union (adicion de grupos metilo en el ribosoma



realizado por los genes erythromycin ribosomal metilacion - erm) y el reemplazo u omision
del sitio de destino. Este mecanismo lo utilizan principalmente bacterias Gram positivas.

- Presencia de bombas de eflujo que expulsan el antibiético (BE): Se fundamenta en un
mecanismo de eflujo (bomba), en el que las proteinas de membrana expulsan los antibidticos
de la célula y ayudan a mantener las concentraciones intracelulares bajas, esto brinda a las
bacterias resistencia intrinseca que disminuye o suprime la susceptibilidad hacia los
antibidticos, expulsando compuestos tdxicos al ambiente externo, la expulsion puede ser de
un sustrato especifico, una sola molécula o puede expulsar distintas clases de moléculas. En
procariotas existen cinco tipos de proteinas de expulsion: el casete de union de ATP (ABC),
facilitador principal (MFS), flujo de salida de mdaltiples farmacos y compuestos toxicos
(MATE), resistencia a mdltiples farmacos de tamafio pequefio (SMR) y resistencia-
modulacion-division celular (RND). Es importante mencionar que los antibi6ticos de todas
las clases son afectados por este mecanismo excepto la polimixina.

- Sobreexpresion del sitio blanco: Se basa en la duplicacién o mutacién de los promotores
responsables de la transcripcion de genes que codifican el sitio blanco, creando sustitutos de
los objetivos diana con las mismas caracteristicas del sitio blanco original (Cabrera et al.,
2007; Grafetal., 2019; Kapoor et al., 2017; Munita & Arias, 2016; Schaenzer & Wright,
2020; Serra, 2017).

1.1.3. Resistencia antimicrobiana en el Ecuador

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud, 2021 la OMS publicé en 2020 la lista
“Problemas sanitarios urgentes de dimension mundial ”, en la que se detalla los microorganismos
que han demostrado un aumento considerable en los niveles de resistencia, siendo estos
Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp. De los cuales Ecuador presenta datos de resistencia
bacteriana para Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, ademas de
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Enterococcus faecalis y Serratia marcescens. Cabe
sefialar que el primer caso de resistencia en el pais fue reportado en el 2010, siendo este de
Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasas y responsable de la mayoria de infecciones
a nivel comunitario y hospitalario, a partir de este suceso la Direccion Nacional de Vigilancia

Epidemiologica con ayuda del Centro Nacional de Referencia de Resistencia a los
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Antimicrobianos (CRN-RAM) del Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI)
han planteado un sistema de vigilancia basado en un sistema informaético Ilamado WHONET, en
el que 44 Hospitales centinelas realizan vigilancia RAM para obtener datos de la misma
(Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2018).

Ademas, el Ecuador ha elaborado un Plan Nacional de Vigilancia para la prevencion y el control
de laRAM (2019-2023) basado en el Plan de Accion Mundial sobre la RAM de la OMS, en el que
se planea mejorar la concientizacién y comprension de la RAM, reforzar los conocimientos a
través de la vigilancia e investigacion, reducir la repercusion de las infecciones hospitalarias,
utilizar responsablemente los antimicrobianos e impulsar la inversion para el desarrollo de nuevos
antibidticos o medios de diagnostico (Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2019). Los datos
recaudados en el 2019 (Tablal) muestran que la especie Acinetobacter baumannii posee mayor
resistencia (65,4 %) al antibiotico TZP, Klebsiella pneumoniae tiene alta resistencia a CRO en un
70,2 %, Pseudomonas aeruginosa reporta una elevada resistencia del 33 % al IPM vy
Staphylococcus aureus ha adquirido una resistencia del 48,1 % vy 44,2 % a la SXT (Organizacion

Panamericana de la Salud, 2019).



Tabla 1

Porcentajes de resistencia de patdgenos en Ecuador

Patégeno Especie Origen Antibiotico % Resistencia
AMK 52,6
CAZ 40,8
FEP 60,3
Acinetobacter  Acinetobacter baumannii Hospital
IPM 63,9
MEM 63,5
TZP 65,4
CIP 50,7
CRO 70,2
CTX 63,4
Klebsiella Klebsiella pneumoniae Hospital GEN 43,1
IPM 39,6
MEM 38,3
TZP 48,1
AMK 8,2
CAZ 21,4
CIP 32,1
Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa  Hospital
IPM 33,0
MEM 30,3
TZP 19,9
CIP 94
CLI 22,0
Staphylococcus  Staphylococcus aureus Hospital FOX 44,1
GEN 7,4
OXA 39,4



SXT 48,1

CIP 6,6
CLI 24,7
FOX 30,1
Comunitario
GEN 7.8
OXA 315
SXT 44 2

Nota: Amikacina (AMK), Ceftazidima (CAZ), Cefepime (FEP), Imipenem (IPM), Meropenem
(MEM), Piperacilina-Tazobactam (TZP), Ciprofloxacina (CIP), Ceftriaxona (CRO), Cefotaxima
(CTX), Gentamicina (GEN), Clindamicina (CLI), Cefoxitina (FOX), Oxacilina (OXA),
Trimethoprima + Sulfametoxazol (SXT). Tomado de Porcentajes de resistencia de patdgenos
seleccionados por Organizacién Panamericana de la Salud, (2019),
https://www3.paho.org/data/index.php/es/temas/resistencia-antimicrobiana/567-amr-vig-es.html

1.1.4. Uso medicinal de las plantas en el Ecuador

En Ecuador es un pais reconocido por su diversidad bioldgica y su patrimonio en el conocimiento
médico ancestral, ya que el uso de las especies vegetales medicinales se encuentra inmerso en la
cotidianidad de su poblacion, pues estas practicas incorporan la salud publica, el cuidado al
ecosistema natural y la correspondencia que existe entre el hombre y la naturaleza. Los saberes
ancestrales que poseen los habitantes de las comunidades indigenas del pais son divulgados de
generacién en generacién de forma oral de padres a hijos, abarcan principalmente una gran
variedad de aspectos en cuanto al conocimiento desarrollado longitudinalmente en relacién con su
entorno natural y la técnica en la que se emplean las plantas para curar o tratar enfermedades, asi
como el rol importante que juega en la economia del pais, pues contribuye al desarrollo econémico
de las comunidades rurales y al desarrollo sostenible basado en la conservacion y aprovechamiento
de los recursos renovables, tal es el caso que estas plantas de uso medicinal incluso son vendidas
en diferentes mercados de las regiones de la Sierra, Costa y Amazonia (Sarauz, 2021; Senescyt,
2016)
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Es importante mencionar que en la actualidad se ha ido perdiendo los saberes y conocimientos
ancestrales de los pueblos indigenas, las causas principales que dieron origen a esto son la
globalizacion, misma que ha generado cambios ambientales, socioeconémicos y culturales
bruscos, ademas de los procesos migratorios, principalmente de las zonas rurales a las urbanas,
como resultado la comunicacion entre padres e hijos se va volviendo escasa y por tanto se pierde
la transmision del conocimiento ancestral, provocando que el patrimonio cultural intangible del

Ecuador no se preserve de generacion en generacion (Sarauz, 2021).

Ecuador cuenta con 3118 especies pertenecientes a 206 familias de plantas usadas con fines
medicinales, de las cuales el 75 % son plantas nativas, 5 % son endémicas y el 11 % son
introducidas en el pais. En su mayoria las plantas medicinales son hierbas (1099 especies), arbustos
(913 especies), arboles (610 especies), arbolitos (216 especies), subarbustos (187 especies),
bejucos (185 especies) y lianas (137 especies). Asi mismo se encontrd informacion sobre las partes
de las plantas més utilizadas con fines medicinales, siendo estas las hojas, flores, corteza, tallo,
raices, frutos, exudados, semillas y en algunos casos la planta entera. Los grupos étnicos que mas
utilizan las plantas medicinales para tratar enfermedades son los Kichwa del Oriente, los Kichwa
de la Sierra, los Tsa’chi de la Costa, los Achuar, Wao, Secoya, Siona y los mestizos (De la Torre
et al., 2008).

Las plantas utilizadas para curar infecciones constituyen alrededor del 26 % del total de las
especies medicinales del Ecuador, es decir 825 especies son utilizadas para tratar infecciones
causadas por bacterias, virus, hongos, protozoos, platelmintos, nematodos, anélidos y artropodos.
Las familias de plantas que poseen mayor nimero de registros de uso medicinal, especialmente
para tratar infecciones causadas por virus y bacterias como pus, gonorrea, herpes, sarampion,
erisipela, neumonias y enfermedades infectocontagiosas son Asteraceae, Solanaceae y Fabaceae.
Mientras las especies més utilizadas con los mismos fines anteriormente mencionadas son
Margyricarpus pinnatus, Dalea coerulea, Iryanthera paraensis, Calathea metallica y Fittonia
albivenis, también se han encontrado investigaciones del uso de plantas para tratar afecciones
fangicas en las zonas bajas del Ecuador occidental y nororiental, las especies més citadas fueron
Iryanthera paraensis, Calathea metallica y Fittonia albivenis (De la Torre et al., 2008). Esto

demuestra que el Ecuador cuenta con una amplia gama de plantas de uso medicinal, mismas que
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pueden ser utilizadas como una fuente importante de metabolitos para desarrollar nuevos farmacos

con actividad antimicrobiana.
Otros usos medicinales de las plantas del Ecuador:

- Aliviar sintomas (dolor de cabeza, estomago, musculos, fiebre, diarrea, tos): Hierba luisa
(Cymbopogon citratus), la ruda (Ruta graveolens), la manzanilla (Matricaria recutita),
verbena (Verbena litoralis), la wawallpa panka pequefia (Mollinedia ovata), la borraja
(Borago officinalis), guayaba (Psidium guajava), el jengibre (Zingiber officinale), Abuta
grandifolia, Dalea coerulea y el poleo o tipo blanco (Minthostachys mollis).

- Heridas y lesiones: Favorece la cicatrizacion, se aplica en golpes, contusiones, fracturas,
torceduras y lisiaduras y tratar quemaduras de sol. Las plantas que se utilizan son el matico
(Aristeguietia glutinosa), sangre de drago (Croton lechleri) y las familias Asteraceae,
Solanaceae y Euphorbiaceae.

- Desordenes del sistema digestivo: Son usadas en el tratamiento de infecciones de higado,
empacho, indigestion, purgante o laxantes. Las plantas que se utilizan con este fin son
Taraxaco o diente de léon (Taraxacum officinale), kana yuyo (Sonchus oleraceus) y las
familias Asteraceae, Fabaceae, Amaranthaceae y Lamiaceae.

- Contravenenos: Sirven para tratar mordeduras de serpiente, picaduras de rayas, hormigas,
arafias y alacranes. Los recursos vegetales empleados son Pentagonia spathicalyx y
familias Gesneriaceae, Piperaceae y Araceae

- Inflamaciones (extremidades, cara, cuerpo, rifiones, higado, ovarios, estdémago e
intestinos): Hierba mora, el matico, el llantén (Plantago major) y las familias Asteraceae,
Solanaceae y Malvaceae.

- Desordenes de la piel o tejidos subcutaneos: Las especies medicinales que mas se utilizan
son Witheringia solanacea, mote kasha o espino chivo (Duranta triacantha) y las familias
Solanaceae, Asteraceae y Gesneriaceae; principalmente para tratar granos en la piel,
cezema, sarpullido y espinillas, también ayuda a eliminar manchas en la piel, paspa e
irritaciones cutaneas.

- Desordenes del sistema respiratorio (gripe, resfrios, catarros, afecciones pulmonares o
bronquiales): Borago officinalis, Verbena litoralis, Dalea coerulea y las familias

Asteraceae, Solanaceae y Lamiaceae.
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Desordenes del sistema urogenital: El taraxaco, caballo chupa (Equisetum giganteum), la
chuquiragua (Chuquiraga jussieui), Abelmoschus moschatus, hierba mora, kasha marucha
(Xanthium spinosum) y las familias Asteraceae, Fabaceae y Gesneriaceae. Sirven para
tratar afecciones renales y de la prostata, diuréticos, alivian malestares al orinar y lavados
vaginales.

Desordenes del sistema esquelético muscular: Se utilizan para el tratamiento del
reumatismo y la artritis, las cuales son Mollinedia ovata, nogal o tocte (Juglans neotropica)
y las familias Asteraceae, Solanaceae y Urticaceae.

Desordenes de la gestacion del parto y el posparto: EI nogal, el peton, Abuta grandifolia,
chukchu waska (Drymonia coccinea) y las familias Asteraceae, Fabaceae Yy
Amaranthaceae.

Desordenes del sistema nervioso: Actlan principalmente como calmantes o sedantes, las
pantas mas utilizadas son el toronjil (Melissa officinalis), especies de ortiga (U. dioica, U.
echinata, U. leptophylla, U. urens), valeriana (Valeriana decussata, V. interrupta, V.
microphylla, V. officinalis, V. plantaginea, V. pyramidalis, V. sorbifolia) y familias
Lamiaceae, Asteraceae y Valerianaceae.

Desordenes del sistema enddcrino: Columnea ericae, la moradilla (Alternanthera
porrigens), la ruda y las familias Asteraceae, Amaranthacea y Gesneriaceae, son usadas
para tratar irregularidades del ciclo menstrual que tienen sangrados excesivos y
prolongados.

Desordenes del sistema circulatorio: EI marco (Ambrosia arborescens), pataku yuyu
(Peperomia peltigera), Bauhinia guianensis y familias Fabaceae, Asteraceae vy
Amaranthaceae, se ha encontrado que estas plantas tratan afecciones del corazon,
alteraciones de la presion sanguinea, las varices y las hemorroides.

Tumores y canceres: La ufia de gato (Uncaria tomentosa) y las familias Fabaceae,
Amaryllidaceae y Rubiaceae, son empleadas especialmente para tratar diferentes tipos de
cancer como piel, préstata, leucemia, tumores malignos en los senos e incluso ayuda a
tratar el cancer sin especificar la parte del cuerpo que se encuentra afectada.

Desordenes del sistema sensorial: Las plantas medicinales se utilizan para aliviar las
afecciones de los oidos como la sordera y en 0jos como cataratas, pterigium, problemas de

vision 'y ceguera: Nicandra physalodes, Peperomia galioides y las familias
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Melastomataceae y Lamiaceae. Se usan principalmente para hacer colirios y gotas para el
oido.

Desodrdenes nutricionales: Alfalfay las familias Fabaceae y Asteraceae, son principalmente
usados para curar la anemia, escorbuto y aumentar el apetito en las personas.

Anestésicos (afecta la sensibilidad): La coca (Erythroxylum coca) y las familias Asteraceae
y Solanaceae.

Desodrdenes del sistema metabdlico: Las especies vegetales se usan principalmente para
nivelar el colesterol, tratar la obesidad y la gota, ademas de ayudar a disminuir la grasa:
Bauhinia tarapotensis, Ziziphus thyrsiflora, genciana (Gentianella cerastioides, G. cernua,
G. rupicola) y las familias Asteraceae y Gentianaceae.

Desordenes mentales: Chenopodium ambrosioides y las familias Lamiaceae y Solanaceae,
son principalmente empleadas para mejorar la memoria y tratar el histerismo, delirios,
locuras, depresion e incluso que han encontrado estudios en los que se han aplicado estas
plantas para tratar el alcoholismo.

Desodrdenes del sistema sanguineo (afecciones de la sangre): El culantrillo (Adiantum
poiretii), Philodendron purpureoviride y las familias Amaranthaceae y Asteraceae.
Desordenes del sistema inmune (enfermedades linfaticas): Mollinedia ovata, Witheringia

solanacea y las familias Solanaceae y Rubiaceae (De la Torre et al., 2008).

1.1.5. Actividad antimicrobiana de extractos vegetales

A medida que los casos de farmacorresistencia incrementan en todo el mundo, los antibidticos

tienden a ser menos eficaces, 1o que produce infecciones mas dificiles de tratar y los casos de

mortalidad aumentan, a esto se suma la problemética del agotamiento o estancamiento en el

desarrollo de nuevos antibidticos. Por tal motivo se agudiza la exigencia y el interés de buscar

nuevos tratamientos de origen vegetal con poder antibacteriano como una alternativa para combatir
la RAM (Diaz et al., 2017; Organizaciéon Mundial de la Salud, 2020a).

Las plantas son consideradas como una fuente valiosa de nutrientes y compuestos quimicos que

pueden utilizarse en el desarrollo de nuevos medicamentos, ya que producen metabolitos

(polifenoles, alcaloides, flavonoides, fendlicos, taninos, terpenos, aceites esenciales, lectina,

polipéptidos y poliacetilenos) que estan involucrados en el mecanismo de defensa de las plantas y
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poseen actividad farmacologica o bioldgica. En la actualidad la medicina tradicional y
complementaria (MTC), la cual se define como la suma de los conocimientos, capacidades y
practicas usadas para mantener la salud, asi como prevenir, diagnosticas, mejorar o tratar diferentes
tipos de enfermedades fisicas y mentales, estas técnicas ancestrales son basadas principalmente en
las teorias, creencias y expresiones de diferentes culturas. La MTC ha generado impacto debido a
la preocupacion de las personas por la seguridad, disponibilidad y los efectos secundarios minimos
que producen los farmacos desarrollados a partir de extractos vegetales en comparacion con la
medicina sintética, es importante mencionar que en los paises occidentales mas del 40 % de las
industrias farmacéuticas elaboran sus productos a partir de los extractos vegetales (Kebede et al.,
2021; Organizacion Mundial de la Salud, 2013; Ralte et al., 2021).

Adicionalmente la OMS ha realizado un plan denominado “Estrategia de la OMS sobre medicina
tradicional 2014-2023”, en el que se desarrolla una planificacion para impulsar la MTC como una
herramienta segura, respetuosa, asequible y efectiva para los profesionales sanitarios y los usuarios
de los servicios de salud, ademas que mejore la atencion de la salud promoviendo la integracion,
reglamentacion, investigacion y supervision de la MTC. Asi mismo analizaron los principales
problemas que poseen los paises la introducir la MTC en su sistema de salud, los cuales se
relacionan principalmente con el desarrollo y la aplicacion de politicas que regulen la MTC,;
identificacion y evaluacion de estrategias y criterios para incluir la MTC en el &mbito nacional;
evaluacion de servicios y productos, calificacién de profesionales, procedimientos y criterios para
evaluar su eficiencia; capacidad de inspeccionar y reglamentar la publicidad o afirmaciones de la
MTC; actividades de investigacion y desarrollo; formacion y capacitacion de profesionales de la
MTC e intercambio de informacidn relacionada con la MTC. A partir de esto se desarroll6 cuatro

objetivos principales que ayuden a los paises a abordar los problemas anteriormente mencionados:

- Politica: Integrar la MTC a través del desarrollo y la aplicacion de programas nacionales.

- Seguridad, eficacia y calidad: Promover la seguridad, eficacia y la calidad de la MTC
mediante la ampliacién de conocimientos y el asesoramiento sobre las normas
reglamentarias y garantia de la calidad.

- Acceso: Optimizar la disponibilidad y asequibilidad de la MTC, primordialmente a

personas de bajos recursos econémicos.
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- Uso racional: Impulsar el uso terapéutico racional de la MTC entre los profesionales del

area de salud y los usuarios (Organizacion Mundial de la Salud, 2013).

Al existir una variedad de especies vegetales con actividades farmacoldgicas se ha impulsado el
desarrollo de la “Etnofarmacologia”, la cual investiga las actividades farmacoldgicas y
toxicoldgicas de cualquier preparacion que contenga efectos beneficiosos o tdxicos para el ser
humano. Cabe recalcar que la etnofarmacologia no se centra en el detalle de los efectos médicos
en base al contenido de un tratamiento o las historias clinicas de un paciente, sino que incluye la
investigacion biocientifica. El progreso de la etnofarmacologia se dio con el objetivo de dar un
enfoque cientifico a las propiedades medicinales de los compuestos bioactivos producidos por las
plantas y determinar como acttan en el ser humano en el tratamiento de enfermedades. También
esto puede aplicarse con la ayuda de la biotecnologia, ya que se la puede utilizar para identificar
los extractos vegetales con actividad bioldgica, analizar las interacciones moleculares de los
mismos mediante la protedmica, genémica y metabolomica para disefiar farmacos mas efectivos
y directos (Alves et al., 2021; Heinrich & Jager, 2015).

1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo General

e Obtener un compendio de las plantas con actividad antimicrobiana de las zonas andinas y

amazonicas del Ecuador mediante revision bibliografica.
1.2.2. Objetivos Especificos

e ldentificar las plantas del Ecuador con actividad antimicrobiana mediante revision
bibliogréafica.
e Referir la metodologia para la extraccion de los metabolitos de las plantas andinas y

amazodnicas del Ecuador mediante la revision de articulos cientificos.

e Describir los procedimientos para medir la actividad antimicrobiana de los metabolitos por

medio de revision bibliogréafica.
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CAPITULO I
METODOLOGIA
2.1 Materiales
2.1.1. Bibliotecas virtuales/ bases de datos.

A través del sistema integrado de la Universidad Técnica de Ambato, se pudo acceder a bases de
datos libres como Scientific Electronic Library Online (SciELO), Redalyc, ELIBRO, ProQuest y
Springer. También se utilizaron plataformas virtuales de libre acceso como National Center for
Biotechnology Information (NCBI), Google Académico y ELSEVIER. Mismos que ayudaron a
obtener informacion actualizada acorde con el tema de investigacién mediante articulos cientificos

y libros electrénicos.
2.1.2. Repositorios Institucionales de Universidades Ecuatorianas

La informacion obtenida para elaborar los resultados del proyecto de investigacion fue realizada
mediante el empleo de trabajos previos de repositorios institucionales de la Universidad Técnica
de Ambato (UTA), Escuela Politécnica del Ejército, Universidad de Fuerzas Armadas (ESPE),
Universidad Auténoma de los Andes (UNIANDES), Universidad Técnica de Machala,
Universidad de Investigacion de Tecnologia Experimental Yachay y Universidad Politécnica

Salesiana.
2.1.3. Paginas Web

Documentos referentes a la RAM en el mundo se revisaron mediante la pagina web de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), mientras que los reportes de la RAM en el Ecuador se
obtuvieron por medio del Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos
(CRN-RAM) y del Ministerio de Salud Publica del Ecuador.

2.1.4. Gestor Bibliografico

Para reportar la bibliografia del trabajo investigativo se manejé el gestor bibliografico
MENDELEY configurado en norma APA 7™ edicion.
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2.2 Métodos
2.2.1. Investigacion Bibliogréafica

La redaccidn del presente documento se baso en la investigacion, recoleccion, organizacion y el
analisis de diversas fuentes de informacion bibliograficas que permitieron encontrar una posible
solucion al problema planteado con el cumplimiento de los objetivos propuestos, asi mismo
proporcionar una vison general de la RAM en el mundo y en el pais, ademas de los diferentes
estudios que se han realizado para dar respuesta a esa problematica a partir del uso de extractos
vegetales con actividad antimicrobiana. La investigacion realizada posee un enfoque cualitativo y
el propdsito de la metodologia empleada fue destacar aspectos esenciales de investigaciones
previas, examinar la informacion obtenida observando las coincidencias y diferencias, ademas de
evaluar la confiabilidad de la misma discriminando investigaciones realizadas en afios inferiores
al 2010 y empleando palabras clave para la busqueda de informacidn relevante en espafiol e inglés,
las cuales fueron actividad antimicrobiana (antimicrobial activity), resistencia a antibidticos
(antibiotic resistance), plantas amazonicas y andinas (andean and amazonian plants), extractos

vegetales (vegetable extracts) y pruebas de actividad antimicrobiana (antimicrobial activity tests).
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Métodos de Extraccion de Extractos Vegetales.

La extraccion se basa en la separacion de metabolitos como alcaloides, glucésidos, fendlicos,

terpenoides y flavonoides del material vegetal utilizando disolventes mediante procedimientos

estandar, su objetivo es separar los compuestos vegetales solubles, ademas de dejar un orujo

celular insoluble (residuo). Existen factores que influyen en la calidad de los extractos obtenidos,

siendo estos las propiedades del disolvente de extraccion (selectividad, solubilidad y costo), los

alcoholes son considerados como disolventes universales para la extraccion; el tamafio de

particula, ya que su tamafio es fino, mejor es la penetracion del solvente y la difusion de los solutos;

la relacién que existe entre solvente-materia prima, debido a que aumenta el rendimiento de la

técnica y la temperatura de extraccion, pues incrementa la solubilidad y la difusion o a su vez

induce a la pérdida del disolvente; es importante mencionar que la duracién de la extraccion puede

afectar la eficiencia del proceso (Azwanida, 2015; Zhang et al., 2018).

Tabla 2

Disolventes utilizados para la extraccién de componentes activos.

Agua Etanol Metanol | Cloroformo | Diclorometano Eter Acetona
Taninos Taninos Taninos Flavonoides | Terpenoides Alcaloides | Flavonoides
Antocianina | Terpenoides | Terpenoides | Terpenoides Terpenoides

Terpenoides

Saponinas

Polifenol
Flavonoides
Alcaloides

Polifenol
Saponinas

Antocianina

Nota: Tomado de Conventional Extraction Methods Use in Medicinal Plants, their Advantages

and

Disadvantages,

por

Golam,

2018,

content/uploads/papers/v2i6/F0082122618.pdf
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Es considerado como el método de extraccion mas simple, ya que permite ablandar y romper la
pared celular de la planta para liberar los compuestos fitoquimicos solubles, es importante
mencionar que, dependiendo del disolvente empleado para la extraccion, se obtendréan cierto tipo

de compuesto extraido. Esta técnica se utiliza considerablemente en la investigacion de plantas

3.1.1. Maceracion.

medicinales.

Ventajas:

Es un método conveniente para la extraccion de compuestos termolébiles.

Utiliza dtiles y equipos que no son complicados.

No requiere operador calificado.

Desventajas:

(Abubakar & Haque, 2020; Dekebo, 2019; Golam, 2018; Zhang et al., 2018)

Tiempo de extraccién prolongado.
Requiere de mucho disolvente.
No extrae de forma exhaustiva el extracto.

Baja eficiencia de extraccion.
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Figura 1

Protocolo para la extraccion por maceracion.

Maceracion

v

Eliminar las partes de la planta que se
encuentren en mal estado.

v

Lavar el material vegetal

v

Pesar la muestra para establecer la relacion
planta disolvente

'

Remojar los materiales vegetales (gruesos o T ambiente
polvo) con disolvente. 3 dias de aqitacion

v

Prensar o colar la muestra por filtracion.

v

Eliminar el etanol de la muestra a través de
destilacion.

v

Filtrar los residuos del extracto

'

Envasar y almacenar el extracto —> T12°C+2°C

Nota: Tomado de Estudio del proceso de obtencidn de extractos de plantas medicinales cultivadas
por la asociacion flor de campo en la estancia y mushukwifiary en Tambalo de Pasa para promover
su desarrollo, por Tituafa, 2013, de
https://repositorio.uta.edu.ec/bitstream/123456789/8563/1/MAI 05.pdf
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3.1.2. Percolacion.

Es un proceso continuo en el cual el disolvente atraviesa la muestra vegetal pulverizada en un solo
sentido, la muestra puede ser bafiada por nuevas proporciones de disolvente y extraer todos los

componentes de la misma.

Ventajas:
- Posee mayor eficiencia a diferencia de la maceracién y requiere menos tiempo de
extraccion.
- Se pueden extraer compuestos termolabiles.
- Método adecuado para farmacos potentes y costosos.
Desventajas:
- Alto consumo de solvente.
- Sedebe prestar atencion en el tamafio de las particulas del material durante todo el proceso.

(Golam, 2018; Zhang et al., 2018)

Figura 2
Equipo de la extraccion por percolacion.

Nota: Tomado de Review on the Extraction Methods Use in Medicinal Plants, Principle, Strength
and Limitation, por Azwanida, 2015, de https://doi.org/10.4172/2167-0412.1000196
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Figura 3

Protocolo para la extraccion por percolacion.

Percolacion

v

Colocar el materigl \{e_getal enlacamara | | 55 °C, 10 %
climatica humedad por 24 h

v

Pesar el material vegetal y humectar con
disolvente etanol/agua (90:10)

v

Poner la muestra en el percolador con el
disolvente etanol/agua (90:10)

v

Recolectar una fraccién del extracto directo

y guardar
Rotoevapo- < Concentrar la segunda fraccion
rador ¢

Unir la primera fraccion con la segunda
fraccion (concentrada)

v

Filtrar y Refrigerar
Nota: Tomado de Estandarizacion Fitoquimica Del Extracto De Caléndula (Calendula Officinalis),

por Amaguana & Churuchumbi, 2018, de
http://dspace.ups.edu.ec/bitstream/123456789/5081/1/UPS-CYT00109.pdf

23



3.1.3. Decoccion.

Es un proceso que envuelve la extraccion continua en caliente (temperatura de ebullicion del agua),

donde se utiliza un volumen determinado de agua como disolvente.

Ventajas:
- Mejora la disolucion de ciertos compuestos bioactivos en comparacion con la maceracion.
- Es adecuada para extraer compuestos termoestables de raices o cortezas.
- Tiene una duracion corta de tiempo.
- No necesita de un operador capacitado.
Desventajas:
- Los extractos obtenidos por esta técnica poseen muchas impurezas, mismas que son
solubles en agua.
- No se utiliza para la obtencion de componentes termolabiles o volatiles.

(Abubakar & Haque, 2020; Dekebo, 2019; Zhang et al., 2018)

Figura 4
Equipo de la extraccion por decoccion.

Nota: Tomado de Conventional Extraction Methods Use in Medicinal Plants, their Advantages
and Disadvantages, por Golam, 2018, de https://www.ijbsac.org/wp-
content/uploads/papers/v2i6/F0082122618.pdf
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Figura 5

Protocolo para la extraccion por decoccion.

Decoccion

v

Eliminar las partes de la planta que se
encuentren en mal estado.

v

Lavar el material vegetal.

v

Secar, triturar y pulverizar el material
vegetal

v

Colocar la muestra en un recipiente limpio

v

Verter el disolvente y agitar —>

v

Aplicar calor a la muestra —> 15minalh

v

Filtrar el extracto

v

Envasar y almacenar el extracto —»  Nomasde48h

Proporcion disolvente/
planta: 4:1 0 16:1

Nota: Tomado de Preparation of Medicinal Plants: Basic Extraction and Fractionation Procedures
for Experimental Purposes, por Abubakar & Haque, 2020, de
https://doi.org/10.4103/JPBS.JPBS_175 19
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3.1.4. Extraccion por reflujo.

Es un proceso de extraccion sélido-liquido, el cual se realiza a temperatura constante con

evaporacion y condensacion repetibles del solvente en un periodo de tiempo.

Ventajas:

- Necesita de menos disolvente y tiempo de extraccion.

- Es mas eficiente que la percolacion o maceracion.
Desventajas:

- No es eficiente para extraer productos naturales termolabiles.

(Chuaetal., 2016; Zhang et al., 2018)

Figura 6
Equipo de la extraccion por reflujo.

Nota: Tomado de Extraction and antioxidant activity test of black Sumatran incense, por Hidayat
et al., 2019, de https://doi.org/10.1063/1.5139354
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Figura7
Protocolo para la extraccion por reflujo.

Extraccion por Reflujo

v

Eliminar las partes de la planta que se
encuentren en mal estado.

v

Lavar el material vegetal.

v

Colocar el disolvente en un matraz de fondo
redondo

v

Poner la muestra seca y triturada en el
matraz

v

Conectar las mangueras a un condensador y
este al matraz

v

Conectar la manguera del brazo inferior del
condensador al grifo de agua

v

Calentar el matraz y realizar el reflujo de la _ » Dela8h

muestra
Embudo Buchner <« Filtrar los extractos
Rotoevapo- «— Evaporar el disolvente del extracto
rador i

Envasar y almacenar el extracto

Nota: Tomado de Techniques for the Extraction of Bioactive Compounds from Lebanese Urtica
dioica, por Bandar etal., 2013, de https://www.imedpub.com/articles/techniques-for-the-
extraction-of-bioactivecompounds-from-lebanese-urtica-dioica.pdf; The effect of extraction

method on the major constituents and biological effects of Trachyspermum ammi L. fruits.
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Research  Journal of  Pharmacognosy, por Khanavi etal, 2018, de

http://www.rjpharmacognosy.ir/article_54433.html
3.1.5. Extraccion por Soxhlet.

Es una técnica automatica que combina los beneficios de la extraccion por reflujo y percolacion,
ademas que utiliza el principio del reflujo para obtener los extractos continuamente con un
disolvente fresco, para ello se utiliza un aparato extractor de vidrio llamado Soxhlet. También se
lo conoce como extraccion en caliente continua.
Ventajas:
- Requiere de una menor cantidad de disolvente y tiempo de extraccion.
- Posee una alta eficiencia de extraccion.
- Latécnica es adecuada para materiales vegetales termoestables o que poseen impurezas
insolubles.
- No requiere de filtracion y se puede aplicar grandes cantidades de calor.
Desventajas:
- No es adecuado para compuestos termolabiles, pues incrementa las posibilidades de
degradacion térmica del extracto.
- Necesita de disolventes de alta pureza, los cuales son costosos.
(Abubakar & Haque, 2020; Azwanida, 2015; Zhang et al., 2018)

Figura 8

Equipo para la extraccion por Soxhlet.

1-Solvent (ethanol)

2 —Round bottom flask

3 —Soxhletthimble

4 —Soxhlet extractor

\ 5 —Condenser with

1° runningwater

&~ Siphon

/| 7-5idearm (lagged with
J

8- Isomantle (heat source)

Nota: Tomado de Using Soxhlet Ethanol Extraction to Produce and Test Plant Material (Essential
Oils) for  Their  Antimicrobial Properties, por Redfern etal, 2014, de
https://doi.org/10.1128/jmbe.v15i1.656
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Figura 9

Protocolo para la extraccion por Soxhlet.

Extraccion de Soxhlet

v

Eliminar las partes de la planta que se
encuentren en mal estado.

v

Lavar el material vegetal.

v

Colocar la muestra molida en una bolsa
porosa o “dedal”

v

Poner el dedal dentro del extractor Soxhlet

v

Verter el disolvente al matraz conectado al
extractos y condensador Soxhlet

v

Calentar el disolvente — > 16 h

v

Evaporador | | Evaporar el disolvente de la muestra
rotatorio recolectada

v

Envasar y almacenar el extracto

Nota: Tomado de Using Soxhlet Ethanol Extraction to Produce and Test Plant Material (Essential
Oils) for  Their  Antimicrobial Properties, por Redfern etal, 2014, de
https://doi.org/10.1128/jmbe.v15i1.656
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3.1.6. Extraccion acelerada por disolvente (ASE)

Se necesita de una presion alta para la extraccion de los metabolitos, ya que mantiene a los
disolventes liquidos por encima de su punto de ebullicion. También es conocida como extraccion

de liquido presurizado, extraccion por fluidos presurizados o acelerada.

Ventajas:
- Permite una alta penetracion del disolvente en la materia prima.
- Reduce tiempos de extraccion y disolvente.
- Anélisis de muestras mas rapido.

- Bajo riesgo de exposicion a disolventes.
(Gomes et al., 2017; Zhang et al., 2018)

Figura 10
Equipo para la extraccion por ASE.

Nota: Tomado de Técnica De Extraccion Acelerada De Solventes, por Lanzetta Rengifo, 2018,

de https://lanzettarengifo.com/tecnica-de-extraccion-acelerada-de-solventes/
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Figura 11

Protocolo para la extraccion por ASE.

ASE

v

Eliminar las partes de la planta que se
encuentren en mal estado.

v

Lavar el material vegetal.

v

Moler las muestras hasta obtener un polvo
fino y liofilizar

v

Pasar la muestra a través de un tamiz de , Tamafno de
malla particula <8,25 mm

v

Colocar dos filtros de celulosa en una celda
de extraccion

v

Pesar la muestra liofilizada y poner en la
celda

v

Llenar el volumen restante de la celda con
arena de Ottawa

v

Colocar las celdas de extraccion en el
carrusel del equipo

v

Etiquetar y colocar los viales de recoleccion
en el carrusel de viales del equipo

¢ -T:80-120°C

-Ciclo estatico: 5 min
Configurar el equipo para la extraccion y . -Ciclos: 1 a4 ciclos
presionar iniciar -Presion: 1500 psi

¢ -Enjuague: 30 % y 80 %

-Purga: 60 a 120 s

—» 200+ 1mg

Viales ambar <

Retirar los extractos del equipo y transferir

Matraz de 25 mL [«
las muestras.
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v

Ajustar el volumen con la mezcla de
disolventes utilizados en la extraccion.

v

Filtro de jeringa | Filtrar los extractos y almacenar
de PVDF 0,45 um

Nota: Tomado de Extraction of Phenolic Acids from Plant Tissue Using Accelerated Solvent
Extraction (ASE), por Dionex Corporation, 2011, de https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/CMD/Application-Notes/40398-AN357-ASE-Phenolic-Extracts-Plants-27Apr2011-
LPN1834-02.pdf

3.1.7. Extraccion con fluidos supercriticos (SFE).

En esta técnica se utilizan fluidos supercriticos (SF) como disolventes para la extraccion, por
ejemplo: el didxido de carbono supercritico, debido a que son selectivos, bajo costo, no toxicos,
permiten la extraccion de compuesto termolébiles y tienen una solubilidad e infusibilidad parecida
a los liquidos y gases, respectivamente. Ademéas de disolver una gran variedad de productos
naturales. Si se desea mejorar la solubilidad del diéxido de carbono supercritico, se debe afadir

pequefias cantidades de etanol y metanol al mismo.

Ventajas:
- Se puede afadir al SF modificadores que potencien sus propiedades disolventes.
Desventajas:

- El diéxido de carbono supercritico tiene poca solubilidad para los compuestos polares

(Dekebo, 2019; Zhang et al., 2018)
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Figura 12

Equipo para la extraccion por SFE.

Nota:

COq Supply

Tomado de

'_Ch

Cooler
—un

TN

Pump

Oven _,
—

—

-m_rh

Extraction
cell

TF[OW

L

Supercritical

Fluid Extraction,

Preheater col

https://doi.org/10.1016/B978-0-12-384947-2.00675-9

Figura 13

Disposicién del material vegetal en el lecho de extraccion.

por

Metering valve
-

Sample collection

== <&—disco de vidrio sinterizado

e <—esponja de niquel

I}l\;
(,&}
“” €—esferas de vidrio

| —

b N
J

a8

)

A

<

<

A A

—algodén

“material vegetal
algodén

esferas de vidrio

esponja de niquel

idrio sinteri

Sapkale etal.,,

de

Nota: Tomado de Aplicacién de procesos de separacion con CO2 supercritico a la produccion y

optimizacion

https://www.aragon.es/documents/20127/674325/TESIS_BIOPLAGUICIDAS.pdf/c491abd7-

de

bioplaguicidas,

a8e5-3d1a-6815-70239f2a362a
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Figura 14

Protocolo para la extraccion por SFE.

SFE

v

Eliminar las partes de la planta que se
encuentren en mal estado.

v

Lavar y secar el material vegetal.

v

Colocar el material vegetal en el cilindro del
extractor

v

Configurar la presién por encima de la L) Primer colector: 70-80 bar

Ver Figura 12

presion critica del disolvente. Segundo colector: 15-20 bar
Ajustar la temperatura de extraccion —» 30-90 °C

v

Iniciar el proceso de extraccion

v

Determinar la masa del extracto

v

Vidrio ambar < Envasar y almacenar el extracto

Nota: Tomado de Aplicacién de procesos de separacién con CO2 supercritico a la produccion y
optimizacion de bioplaguicidas, por Navarro, 2012, de
https://www.aragon.es/documents/20127/674325/TESIS_BIOPLAGUICIDAS.pdf/c491abd7-
a8e5-3d1a-6815-70239f2a362a; Guia de Extraccion por Fluidos Super criticos: Fundamentos y
Aplicaciones, por Roman etal, 2016, de
https://repositorio.sena.edu.co/bitstream/handle/11404/4698/guia_extraccion_fluidos_supercritic
0s.pdf;jsessionid=3E4196B0876B8EE7FA056EC3C07301DE?sequence=1
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3.1.8. Extraccion asistida por ultrasonidos (EAU).

Se basa en el uso de la energia de las ondas ultrasonicas que oscilan entre 20 y 2000 kHz para la
extraccion de los metabolitos, el ultrasonido es el solvente, mismo que genera cavitacion que
acelera la difusion, disolucion y transferencia de calor del soluto, ademas de alterar las propiedades
fisicas y quimicas de la muestra, facilitando la liberacion de los compuestos. Igualmente, se la
conoce como extraccion ultrasonica o sonicacion.
Ventajas:

- Esta técnica es aplicable para muestras pequefias.

- Bajo consumo de disolventes y energia.

- Reduccion de tiempo de extraccion y temperatura.

- Se puede utilizar para extraer compuestos termolabiles e inestables.
Desventajas:

- Esdificil de reproducir.

- Si se aplica una excesiva cantidad de energia, puede degradar el fitoquimico de los

extractos.

(Abubakar & Haque, 2020; Dekebo, 2019; Zhang et al., 2018)

Figura 15
Equipo para la extraccion por EAU.

Nota: Tomado de extraccion automatica por ultrasonidos de material vegetal con el muestreador
multipropdsito MPS del Gerstel como estacion de trabajo con doble cabezal, por LabCiencia,
2015, de http://www.gerstel.com/pdf/p-Ic-an-2014-08_es.pdf
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Figura 16

Protocolo para la extraccion por EAU.

EAU

v

Eliminar las partes de la planta que se
encuentren en mal estado.

v

Lavar y secar el material vegetal.

v

Pesar y colocar la muestra en un vial con el
disolvente

v

Afadir al vial un filtro de pantalla de 17 um

v

Tapar y poner el vial en el equipo

v

Iniciar la extraccién

v

Centrifugar el extracto

v

Viales opacos < Envasar y almacenar el sobrenadante

-Tiempo:30 min
-Amplitud: 50-100 %

—® 2700xg a4 °C por 10 min

—> 4OC

Nota: Tomado de Ultrasound-Assisted Extraction Of Phenolics Compounds From Chia (Salvia

Hispanica L.) Seeds And Their Antioxidant Activity, por

Corona etal., 2016, de

http://www.scielo.org.mx/pdf/agro/v50n4/1405-3195-agro-50-04-403.pdf; Extraccién automatica

por ultrasonidos de material vegetal con el muestreador multiproposito MPS del Gerstel como

estacion de trabajo con doble cabezal, por LabCiencia, 2015, de http://www.gerstel.com/pdf/p-

Ic-an-2014-08_es.pdf
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3.1.9. Extraccion asistida por microondas (MAE).

Este método de extraccion usa la energia de microondas que puede ir desde los 300 MHz a

300 GHz y longitudes de onda ente 1 cm y 1 m para favorecer la particion de los analitos de la

muestra, la transferencia de calor y masa que se realizan en la MAE poseen la misma direccion, lo

que permite crear un efecto sinérgico que acelera la extraccién y mejora el rendimiento de la

misma, ademas de promover la penetracion del disolvente en el material vegetal. Existen 2 tipos:

sin disolvente (compuestos volatiles) y con disolvente (compuestos no volatiles).

Ventajas:

Aumenta el rendimiento del extracto, disminuye la degradacion térmica y el calentamiento
selectivo de la matriz

Reduce el empleo de disolventes organicos, la cantidad de disolvente y el tiempo de
extraccion.

Utiliza menos disolventes toxicos.

El método es Optimo para la obtencion de flavonoides y compuestos fendlicos.

Tiene mayor reproducibilidad

Desventajas:

Los compuestos taninos y antocianinas pueden degradarse debido a las altas temperaturas

que requiere el proceso.

(Abubakar & Haque, 2020; Dekebo, 2019; Zhang et al., 2018)
Figura 17

Equipo para la extraccion por MAE.

Nota: Tomado de Intelligent Microwave Catalytic Synthesis Extractor, por XiangHu

Technologies, 2021, de http://en.xianghukeji.com/product/43.html
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Figura 18

Protocolo para la extraccion por MAE.

MAE

v

Eliminar las partes de la planta que se
encuentren en mal estado.

v

Lavar y secar/pulverizar el material vegetal.

v

Colocar la muestra en un reactor esférico de
vidrio con el disolvente

v

Sumergir la mezcla en un bafio de agua.
¢ - Temperatura: 40-225 °C
- : — : - Potencia: 0-400 W
Configurar el equipo e iniciar la extraccion. —» - Presién: 0-20 bar

30 min

¢ - Tiempo: 1-15 min
Centrifugar la mezcla > 4200xg por 15 min
Membranade |, | Filtrar el sobrenadante

0,45 pm
v

Envasar y almacenar el extracto

Nota: Tomado de microwave Extraction of active principles from medicinal plants. UPB Scientific
Bulletin, Series B: Chemistry and Materials Science, por Alupului etal.,, 2012, de
https://www.researchgate.net/publication/237051724 Microwave_Extraction_of _active_principl

es_from_medicinal_plants; Microwave-assisted extraction of natural antioxidants from the exotic
Gordonia axillaris fruit: Optimization and identification of phenolic compounds, por Li et al.,
2017, de https://doi.org/10.3390/molecules22091481; Microwave-assisted extraction of Cucurbita
pepo L. (pumpkin) seed lipids, por Salomoén etal.,, 2013, de
http://scielo.sld.cu/pdf/pla/v18n1/pla04113.pdf
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3.1.10. Extraccién de campo eléctrico pulsado (PEF).

Es una técnica no térmica en que la transferencia de masa aumenta por lo que destruye las
estructuras de la membrana y facilita la extraccion del metabolito. La eficacia de la PEF depende
principalmente de la intensidad del campo, entrada especifica de energia, nimero de pulsos,

temperatura del tratamiento.

Ventajas:
- Aumenta el rendimiento del proceso.
- Disminuye el tiempo de extraccion.

- Minimiza la degradacion de los extractos termolabiles.
(Zhang et al., 2018)

Figura 19
Equipo para la extraccion por PEF.

Nota: Tomado de Removing Barriers to Commercialization of PEF Systems and Processes.
Diversified Technologies, por Kempkes etal., 2015, de
https://www.researchgate.net/publication/283904199 Removing_Barriers_to_Commercializatio

n_of PEF_Systems_and_Processes
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Figura 20
Protocolo para la extraccién por PEF.

PEF

v

Eliminar las partes de la planta que se
encuentren en mal estado.

v

Lavar y secar/pulverizar el material vegetal.

v

Mezclar la muestra con el disolvente,

proporcion de liquido/solido: 20:1 mL/ig [ 10 min
Colocar la muestra en la cdmara de

tratamiento del equipo

¢ - Tiempo: 20-40 min
— > - Temperatura: Ambiente
Iniciar la extraccion > - Duracion de pulso: 10-100 msec

¢ - Intervalo de pulso: 25-100 usec

Centrifugar el extracto > 4500xg por 10 min

v

Envasar y almacenar el sobrenadante

Nota: Tomado de pulsed electric field extraction and antioxidant activity determination of moringa
oleifera dry leaves: A comparative study with other extraction techniques, por Bozinou et al.,
2019, de https://doi.org/10.3390/beverages5010008; Evaluation of pulsed electric field polyphenol

extraction from Vitis vinifera, Sideritis scardica and Crocus sativus, por Lakka et al., 2021, de

https://doi.org/10.3390/chemengineering5020025
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3.1.11. Extraccion asistida por enzimas (EAE).

Se basa en la accion hidrolitica de enzimas como la celulosa, a-amilasa, proteasa, y pectina, las
cuales actlian sobre los componentes de la pared o membrana celular facilitando la liberacion de
los extractos, debido a que algunas matrices poseen compuestos fitoquimicos que se encuentran
en el citoplasma y estos son retenidos por la red polisacarido-lignina y no permiten la extraccion
de los mismos. Existen dos formas de realizar el proceso, a través de la extraccion acuosa asistida

por enzimas (EAAE) y prensado en frio asistido por enzimas (EACP).

Ventajas:
- Técnica novedosa y eficaz para la extraccion de metabolitos secundarios con propiedades
antioxidantes y flavonoides.
- Mejor rendimiento de la extraccion y calidad del extracto.
- Menor tiempo de extraccion y cantidad de disolventes.

(Dekebo, 2019; Zhang et al., 2018)
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Figura 21

Protocolo para la extraccién por EAE.

EAE

v

Eliminar las partes de la planta que se
encuentren en mal estado.

v

Lavar y secar/pulverizar el material vegetal.

v

Colocar la muestra en agua destilada —» 20 mL

v

Agregar las enzimas (0,5 %) y poner en
bafio de agua

v

Hidrolisis enzimética

v

Centrifugar la muestra —» 8000 min por 15 min a

v

Filtrar y liofilizar el sobrenadante

v

Envasar y almacenar el extracto —»  -20°C

—® 50°Cpor3h

Nota: Tomado de Enzyme-assisted extraction of bioactive material from Chondrus crispus and
codium fragile and its effect on Herpes simplex virus (HSV-1), por Kulshreshtha et al., 2015, de
https://doi.org/10.3390/md13010558
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3.1.12. Hidrodestilacion (HD).

EL método tradicional para la extraccion de aceites volatiles es la HD, la cual consta de tres
procesos fisicoquimicos importantes: hidrodifusion, hidrélisis y descomposicion por calor en esta
los aceites esenciales se evaporan calentando una mezcla de solvente y el material vegetal,
liberando los compuestos bioactivos de la matriz de la planta. Existen tres tipos de HD: destilacion

de agua, destilacion de agua y vapor y destilacion directa de vapor.

Ventajas:
- Bajo costo en la fabricacion del equipo y operacion.
Desventajas:

- Algunos compuestos termolabiles se descomponen en HD.
(Rassem et al., 2016; Zhang et al., 2018)

Figura 22

Equipo para la extraccion por HD.

Nota: Tomado de Techniques For Extraction of Essential Oils From Plants: A Review, por Rassem
et al., 2016, de http://www.ajbasweb.com/old/ajbas/2016/November/117-127.pdf
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Figura 23

Protocolo para la extraccion por HD.

HD

v

Eliminar las partes de la planta que se
encuentren en mal estado.

v

Lavar y secar/pulverizar el material vegetal.

v

Colocar el material vegetal y agua destilada
en el equipo

v

Llevar a ebulliciéon la muestra

v

Inyectar vapor directamente en el material
vegetal

v

Llevar la muestra al condensador y
separador

v

Frascosde | | Envasar y almacenar el extracto
vidrio ambar

—» Porcion 1:1 masa/volumen

— Temperatura ambiente

Nota: Tomado de Extraction of Polyphenols From Aromatic and Medicinal Plants: An Overview
of the Methods and the Effect of Extraction Parameters, por Oreopoulou etal., 2019, de
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-813768-0.00025-6; Influence of Harvesting Stage and
Distillation Time of Damask Rose (Rosa damascena Mill.) Flowers on Essential Oil Content and
Composition in the Western Himalayas, por Sharma & Kumar, 2018, de
https://doi.org/10.1080/0972060X.2017.1399089
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3.2. Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana.

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (AST), son una herramienta importante que
permiten determinar la sensibilidad que poseen las bacterias a ciertos agentes antimicrobianos,
estas pruebas se utilizan principalmente en microorganismos con genes de resistencia adquiridos
como Enterobacteriaceae productoras de betalactamasas de espectro extendido, Streptococcus

pneumoniae, Pseudomonas sp., Staphylococcus sp. y Enterococcus sp (Benkova et al., 2020).

Estos procedimientos generalmente se lo realizan al menos en 24 horas para obtener el crecimiento
de los microorganismos y 24 horas adicionales para realizar la caracterizacion del aislamiento
(identificacion bioquimicay las AST). Algunos métodos proyectan resultados cualitativos a través
de categorias como susceptible (S), intermedio (1) o resistente (R), pero también se puede obtener
resultados cuantitativos, los cuales expresan las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) que
inhiben el crecimiento visible de un microorganismo. La incubacion las muestras por lo general se
realizan durante la noche, pero en ciertos microorganismos como los anaerobios, este periodo
puede extenderse. También las concentraciones de los agentes antimicrobianos se realizan en

diluciones dobles y se expresan en mg/mL o pg/mL (Benkova et al., 2020).

Actualmente existen dos tipos de AST, las cuales son las fenotipicas y genotipicas, la primera
posee las ventajas de predecir la resistencia a los medicamentos y susceptibilidad, asi como
enumerar el nivel de sensibilidad de un patégeno al compuesto antimicrobiano. Mientras que la
segunda es un método mas directo y eficaz que elimina los cultivos bacterianos, incubacion
prolongada, posibilidades de contaminacion y prolongacion de infecciones mortales. Sin embargo
posee desventajas como los agentes microbianos necesarios para el analisis necesitan de un ensayo
especifico para su deteccion, solo se pueden detectar genes de resistencia potenciales, mismos que
no son tan relevantes debido a las mutaciones coincidentes, el perfil genético de todas las bacterias
no se encuentra definidos, probabilidad de resultados falsos/positivos, requieren de reactivos
costosos con maguinaria en condiciones especificas de mantenimiento (Benkova et al., 2020;
Khan et al., 2019).
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3.2.1. Métodos Fenotipicos
3.2.1.1. Difusion

Fue desarrollado en 1940 (método de Kirby-Bauer) y es considerado como uno de los ensayos de
AST més antiguos y utilizados. Se encuentra influenciado por factores fisicoquimicos como
evaporacion, solubilidad, pH, temperatura, medios de cultivo y proporciona resultados
cualitativos, ademas la zona de inhibicion que se obtiene tiene correlacion con el antibidtico y este

se compara con la tabla estdndar de anchos de zona predeterminados.

Ventajas:
- Simplicidad, reproducibilidad, facilidad para modificar los discos antimicrobianos.
- Posibilidad de utilizarlos como prueba de deteccidn contra numerosos aislamientos.

- Bajo costo
(Benkova et al., 2020; Khan et al., 2019)

Figura 24
Resultado de la AST por difusion.

Nota: Tomado de Current and Emerging Methods of Antibiotic Susceptibility Testing, por Khan
etal., 2019, de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6627445/pdf/diagnostics-09-
00049.pdf
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Figura 25
Protocolo de AST por difusion.

Difusion

v

Seleccionar la colonia bacteriana aislada

v

Suspender la colonia en medio de
crecimiento

v

Estandarizar los microorganismos mediante
pruebas de turbidez

v

Inocular la suspension sobre el agar
solidificado

v

Colocar sobre la superficie del agar los
discos con las concentraciones del agente
analizado

v

Incubar la placa —» 16-24 ha35-37 °C

v

Medir el tamafio de la zona de inhibicion

—  Turbidez de 0,5 McFarland

—Agar Mueller-Hinton

Nota: Tomado de Current and Emerging Methods of Antibiotic Susceptibility Testing, por Khan
etal., 2019, de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6627445/pdf/diagnostics-09-
00049.pdf; Antimicrobial susceptibility testing: currently used methods and devices and the near

future in clinical practice, por Benkova et al., 2020, de https://doi.org/10.1111/jam.14704
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3.2.1.2. Dilucion

Permite el crecimiento y la identificacion de las poblaciones bacterianas en una suspension o en
placas de agar y valores de CMI de agentes antimicrobianos. Este método se utiliza principalmente
para la medicién cuantitativa de la actividad antimicrobiana de bacterias, levaduras y hongos

filamentos. Existen tres tipos de dilucion: microdilucion, macrodilucién y dilucion en agar.

Desventajas:
- Necesidad de un gran volumen de reactivos y espacio experimental
- Pasos de dilucion tediosos
- Probabilidad de resultados falsos/positivos
- Posibilidad de contaminacion cruzada

- Incompatibilidad de discriminar las bacterias
(Benkova et al., 2020; Khan et al., 2019)

Figura 26
Resultado de la AST por dilucion.
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Nota: Tomado de Current and Emerging Methods of Antibiotic Susceptibility Testing, por Khan
etal., 2019, de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6627445/pdf/diagnostics-09-
00049.pdf
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Figura 27

Protocolo para AST por Macrodilucion de caldo.

Macrodilucion de caldo

v

Preparar diluciones consecutivas al doblede —» 1,2 4,8y 12 pg/mL
antibiotico/extracto antimicrobiano

v

. Tl:b,?s de oml) Dispersar las diluciones en medio de
microcentrifuga (2 mL) crecimiento

v

Completar el volumen del tubo con medio de
crecimiento

v

Estandarizar los microorganismos mediante
pruebas de turbidez

v

Incubar los tubos

v

Realizar el examen de crecimiento a través
de la turbidez (establecer el punto de
ruptura)

— Turbidez de 0,5 McFarland

Una noche a 35 °C (bacterias)
4-10 dias a 25 °C (hongos)

Nota: Tomado de Current and Emerging Methods of Antibiotic Susceptibility Testing, por Khan
etal., 2019, de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6627445/pdf/diagnostics-09-
00049.pdf; Antimicrobial susceptibility testing: currently used methods and devices and the near
future in clinical practice, por Benkova et al., 2020, de https://doi.org/10.1111/jam.14704
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Figura 28

Protocolo para AST por Microdilucién de caldo.

Microdilucion de caldo

v

Preparar diluciones consecutivas al doble de —»
antibidtico/extracto antimicrobiano

v

Llenar la bandeja de los pocillos con las
diluciones

v

Inocular la placa con una suspension
microbiana diluida

v

Mezclar e incubar la placa —>

v

Determinar la MIC visualmente o con un
dispositivo de andlisis fotométrico

1,2,4,8y 12 pg/mL

Turbidez de 0,5 McFarland

Una noche a 35 °C (bacterias)
4-10 dias a 25 °C (hongos)

620 nm

Nota: Tomado de Antimicrobial susceptibility testing: currently used methods and devices and the
near future in clinical practice, por Benkova et al., 2020, de https://doi.org/10.1111/jam.14704
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Figura 29

Protocolo para AST por dilucion en agar.

Dilucioén de agar

v

Preparar diluciones consecutivas al doble de —» 1,2, 4,8y 12 pg/mL
antibiodtico/extracto

v

Incorporar las diferentes concentraciones del
agente antimicrobiano en el medio de agar
fundido

v

Inocular el microorganismo en la superficie
de la placa del agar

v

Incubar 1os tubos __» Unanoche a 35 °C (bacterias)
¢ 4-10 dias a 25 °C (hongos)

Evaluar las placas visualmente
comprobando las diferentes cepas de la serie

—  Turbidez de 0,5 McFarland

Nota: Tomado de Antimicrobial susceptibility testing: currently used methods and devices and the

near future in clinical practice, por Benkova et al., 2020, de https://doi.org/10.1111/jam.14704
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3.2.1.3. Prueba de Epsilomero (Etest)

Se basa en la medicién de la resistencia a traves de tiras de plastico recubiertas con diferentes
concentraciones de antibidticos y rangos de CMI respectivamente marcados en la superficie y parte
posterior de la tira, ademas combina los principios de los métodos de dilucion y dilucion. Se utiliza
especialmente con bacterias de crecimiento lento y para la determinacion de antibacterianos,
antifangicos y antimicobacterianos.

Ventajas:

- Esta técnica de encuentra aprobada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA), debido a su simplicidad, precision y confiabilidad.

- Es una metodologia muy sensible debido a que puede detectar resistencias en cantidades
minimas de antibi6ticos.

- Permite cuantificar facilmente de las cepas de resistencia en laboratorios y hospitales.

Desventajas:

- No es una técnica eficaz para la medicion de resistencia en ciertos antibidticos como
penicilina, ciprofloxacina, ofloxacina y rifampicina, ademéas de antibioticos recubiertos
sensibles al pH.

- Rendimiento de lotes es costoso, también el almacenamiento y compra de las tiras.

(Benkova et al., 2020; Khan et al., 2019)

Figura 30
Resultado de la AST por Etest.

Nota: Tomado de Current and Emerging Methods of Antibiotic Susceptibility Testing, por Khan
etal., 2019, de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6627445/pdf/diagnostics-09-
00049.pdf
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Figura 31
Protocolo para AST por Etest.

Etest

v

Inocular previamente el medio agar con un
césped bacteriano del microorganismo a
analizar

v

Colocar sobre el agar tiras de prueba de un __, 5o06tirasen forma

extremo a otro de la caja de patrén radial
Incubar la placa — Una noche

v

Leer los valores de MIC observando las tiras
(desde la parte superior)

v

Determinar el punto de interseccién de la
tira con la zona eliptica de la inhibicién del
crecimiento

Nota: Tomado de Antimicrobial susceptibility testing: currently used methods and devices and the

near future in clinical practice, por Benkova et al., 2020, de https://doi.org/10.1111/jam.14704
3.2.1.4. Sistemas automatizados

Los sistemas automatizados utilizan sistemas épticos para medir cambios sutiles y determinar el
crecimiento bacteriano. Cada sistema cuenta con paneles especificos (40 a 100 pozos), ademas del
tiempo promedio para realizar la deteccion (20, 12 y 9 h) e inoculacion automatizada. Asi mismo,
todos los sistemas se encuentran incorporados en con un software, el cual tiene la capacidad de
mejorar el rendimiento y procesamiento de los datos. Los principales sistemas para la medicion de
la susceptibilidad antimicrobiana son Vitek 2, MicroScan WalkAway, Micronaut, The Avantage
Test, Phoenix y Sensititre ARIS 2X, cabe recalcar que estos sistemas se encuentran aprobados por

la FDA.
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Ventajas:
- Es considerada como una técnica simple y automatizada.
- Reduce los tiempos de incubacion (6-12 horas) y manipulacion.
- La integraciéon informatica es una herramienta que ha permitido un mejor andlisis y
validacion de resultados.
Desventajas:
- Carecen de reproducibilidad, sensibilidad y confiabilidad.
- Incapacidad de analizar una amplia gama de bacterias clinicamente relevantes y agentes
antimicrobianos.

- Capacidad limitada del panel.
(Benkova et al., 2020; Khan et al., 2019)

Figura 32
Equipo para la AST por Vitek 2.

Tl

Nota: Tomado de VITEK 2 Compact, Automated ID/AST Instrument, por BioMérieux
Diagnostics, 2021, de https://www.biomerieux-diagnostics.com/vitekr-2-compact-0
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Figura 33
Protocolo para AST por Vitek 2.

VITEK 2

v

Preparar suspensiones primarias mediante  —» Solucion salina al 45 %
emulsificaciones de los aislados bacterianos

v

bioMérieux | Ajustar las suspensiones al estandar de
DensiChek turbidez

v

Colocar en los casetes: la suspension, tubo
de ensayo (estéril) y la tarjeta de prueba de
susceptibilidad

v

Poner los casetes en el equipo —» 9a27h

v

Iniciar el analisis

v

Analizar los resultados —» CMI (ng/mL)

— Turbidez de 0,2 McFarland

Nota: Tomado de Multicenter comparison of the VITEK 2 antifungal susceptibility test with the
CLSI broth microdilution reference method for testing amphotericin B, flucytosine, and

voriconazole against Candida spp, por Pfaller et al., 2007, de https://doi.org/10.1128/JCM.00403-
07
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3.2.1.5. Espectrometria de masa por tiempo de vuelo por ionizacién por desorcion
laser asistida por matriz (MALDI-TOF MS)

Es un método que se basa en la determinacion de la relacion masa/carga (m/z) que genera el
espectro de la muestra, la diferenciacion de las cepas a través de proteinas ribosémicas y los

resultados se comparan con la base de datos de referencia.

Ventajas:

- Método sensible y de alta precision para la identificacion bacteriana.

- Es una técnica que ahorra tiempo, ya que puede identificar en minutos colonias Gram-
positivas, Gram-negativas y levaduras, ademas es menos costosa y altamente
automatizada.

Desventajas:

- El equipo tiene un costo elevado, asi como su mantenimiento.
(Khan et al., 2019; Pulido et al., 2013)

Figura 34
Equipo para la AST por MALDI-TOF MS.

MALDI-Link™

\

Maldi Biotyper BIOMIC® v3
(Bruker) (Giles Scientific)

Nota: Tomado de Current and Emerging Methods of Antibiotic Susceptibility Testing, por Khan
etal.,, 2019, de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6627445/pdf/diagnostics-09-
00049.pdf
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Figura 35
Protocolo para AST por MALDI-TOF MS.

MALDI-TOF MS

v

Crear el cristal mezclando la muestra
microbiana y la solucion matriz

v

Colocar y secar el cristal sobre la superficie
de la placa objetivo

v

Insertar la placa objetivo en la maquina

v

Transportar la placa a la cdmara de medicion

v

Medir el tiempo de vuelo con un detector al
final del tubo de vuelo de vacio

v

Comparar el espectro obtenido con los
espectros de la base de datos

- Bacterias: 10*— 10° CFU
— - Solucidn: acido benzoico
0 cinamico

— Temperatura ambiente

Nota: Tomado de Antimicrobial susceptibility testing: currently used methods and devices and the

near future in clinical practice, por Benkova et al., 2020, de https://doi.org/10.1111/jam.14704
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3.2.2. Métodos genotipicos
3.2.2.1. PCR

La técnica de PCR se basa principalmente en la amplificacion especifica de la secuencia de acidos
nucleicos. Se puede confirmar la presencia de genes de resistencia mediante electroforesis,
transferencia de Southern, polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion, polimorfismo
de conformacion monocatenario (SSCP), huellas dactilares de ADN, balizas moleculares u otros
métodos de anélisis de secuenciacion de ADN.
Ventajas:

- Esconsiderada como la herramienta molecular mas eficiente y rapida para la cuantificacion

y perfil de genes bacterianos infecciosos

- La muestra no siempre necesita ser purificada y puede contener mezclas bacterianas.

- Alta especificidad y sensibilidad

- Resultados disponibles en 2 horas.
Desventajas:

- Costos de adquisicion y mantenimiento altos.

- No se pueden detectar mecanismos de resistencia nuevos o no caracterizados.
(Khan et al., 2019; Pulido et al., 2013)

Figura 36
Equipo para la AST por PCR multiplex.

Nota: Tomado de Sistema de PCR multiplex FilmArrayTM, por Biomerieux, 2018, de

https://www.biomerieux.es/diagnostico-clinico/productos/sistema-de-pcr-multiplex-filmarraytm

58



Figura 37
Protocolo para AST por PCR multiplex.

PCR multiplex
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Extraccion del ADN genémico
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Centrifugar la muestra microbiana
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Afadir fenol cloroformo y centrifugar

v
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con acetato de amonio y etanol e incubar

v

Centrifugar la muestra

v

Recoger y lavar el sedimento

v

Secar y resuspender el sedimento

v

— 5000 min! por 5min a 4

—» 567 pL de tampon TE

30 uL SDSal 10 %y 3 uL
de proteinasa K 20 mg/mL

—» 37°Cporlh

., 100 pL de NaCl 5 mol/L y 80 L de

CTAB (10 % p/v en NaCl 0,7 mol/L)

— 65 °C en bafio de agua por 10 min

13000 mint por 5 min

—» -20°C
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v

Amplificacion del ADN
|

v
Desnaturalizacion inicial —+% 94 °C por 3 min
Amplificacion —» 30ciclos, 94 °C por 30 s
Hibridacion “p» 55°Cpor30s
Extension —~» 72°Cpor30s
Extension final —t» 72°Cpor4 min
|
v
Analizar los resultados —» Gel de agarosa 1,2 % (p/v)

Nota: La PRC se llevo a cabo en un volumen final de 100 pL, el cual contenia 40 ng de ADN
molde 10 pmol de los cebadores, desoxirribonucle6sido trifosfato 0,4 mmol/L Y 5U de ADN
polimerasa Tag en 1xTampon de PCR 4 mmol/L. SDS: dodecil sulfato de sodio. Tomado de
Evaluation of multiplex polymerase chain reaction as an alternative to conventional antibiotic
sensitivity test, por Rathore et al., 2018, de https://doi.org/10.14202/vetworld.2018.474-479
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3.2.2.2. Microarrays (Chips de ADN)

Es considerado como una tecnologia prometedora ya que se emplean matrices de ADN con sondas
de fragmentos de ADNC, los brazos de la sonda se hibridan con la secuencia diana originando una
molécula de doble hebra con una muestra de hebra sencilla, si la combinacion de la hebra es
perfecta, el corte serd ligado por la ADN ligasa y de esta manera determinar los genes de
resistencia; pero si los brazos de la sonda no inciden, estas no se conectaran. Los resultados

obtenidos se visualizardn mediante deteccién colorimétrica.

Ventajas:
- Tiene la capacidad de detectar numerosas secuencias diferentes en un solo ensayo.
- Esta técnica es ideal para microorganismos que poseen distintos mecanismos de
resistencia.
Desventajas:
- No proporciona datos sobre los valores de MIC.

- No se pueden detectar mecanismos de resistencia nuevos o no caracterizados.
(Cohen et al., 2010; Khan et al., 2019; Pulido et al., 2013)

Figura 38
Equipo para la AST por Microarrays.

Nota: Tomado de Tecnologia de microarrays (chips de ADN o ARN), por Biesecker, 2018, de

https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Tecnologia-de-microarrays

61



Figura 39

Protocolo para AST por Microarrays.

Microarrays de ADN

v
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resistencia
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v
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Nota: SSC: citrato de sodio salino, SDS: dodecil sulfato de sodio. Tomado de Development of a
DNA microarray to detect antimicrobial resistance genes identified in the national center for
biotechnology information database, por Frye etal., 2010, de
https://doi.org/10.1089/mdr.2009.008
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3.3. Actividad Antimicrobiana de plantas Andinas y Amazonicas del Ecuador

Tabla 3

Actividad antimicrobiana de plantas Andinas y Amazonicas del Ecuador (Control).

Nompre I\_lom'b_re Region AST Control Act_lwda_d Tipo de Compuestos Cita
comun cientifico antimicrobiana Extracto del Extracto
e s Ciprofloxacina . Extracto (Azuero et al.,
Difusion en agar (10,2 mm) E. coli (10,2 mm) metan6lico 2016)
. , Taraxacum .
Diente de ledn officinale Andina Proteus spp: Saponinas
L Fenoles
. . 25% concentracion: 14 .
I . Ciprofloxacina Extracto Flavonoides
Difusion en disco mm . 1 . (Chacha, 2018)
(21 mm) - hidroetandlico | Quinonas
100%concentracion: 21 .
mm Esteroides
Alcaloides
- Ciprofloxacina
Aienio Artemisia Andina Difusién en agar (9,8 mm) - E. coli (9,4 mm) Extracto i (Azuero et al.,
Jen) absinthium g - Ketoconazol - C. albicans (11,2 mm) metanolico 2016)
(11,4 mm)
. Coriandrum . I Ketoconazol . Extracto (Azuero et al.,
Cilantro sativum Andina Difusion en agar (11,3 mm) C. albicans (11,1 mm) metan6lico - 2016)
- Ciprofloxacina
Toronil Melissa Andina Difusién en agar (10 mm) - E. coli (9,4 mm) Extracto i (Azuero et al.,
J officinalis 9ar | Ketoconazol - C. albicans (11,2 mm) | metandlico 2016)
(11,4 mm)
- Ciprofloxacina .
. Momordica -~ e s (9,9 mm) -E CO“. (9,9 mm) Extracto (Azuero et al.,
Achochilla - Amazonica | Difusion en agar - C. albicans (11,1 mm) s -
charantia - Ketoconazol metandlico 2016)

(11,4 mm)




- Ciprofloxacina

Hierba Luisa Cym_bopogon Andina_y Difusion en agar (9,3 mm) - E. coli_ (9,3 mm) Extract_o (Azuero et al.,
citratus Amazdnica - Ketoconazol - C. albicans (11,1 mm) metandlico 2016)
(11,4 mm)
- Ciprofloxacina (Azuero et al.,
Guaviduca Piper Andinay Difusion en agar (10 mm) - E. coli (10,2 mm) Extracto 2016)
carpunya Amazonica - Ketoconazol - C. albicans (10,9 mm) metanolico
(11,2 mm)
Hoja de Ageratum Andina I Ketoconazol . Extracto Azuero et al.,
marjiposa cogr]1yzoides Amazc’)ni)éa Difusion en agar (11,4 mm) C. albicans (11,2 mm) metanolico ( 2016)

Nota: Pruebas para medir la actividad antimicrobiana (AST), halos de inhibicién (mm), no reporta los compuestos del extracto (-). E.

coli, Escherichia coli; C. albicans, Candida albicans. Los nombres comunes y cientificos fueron tomados de Enciclopedia de las

Plantas

Utiles

del

Ecuador, por

De la

et al.,

de

https://www.researchgate.net/publication/310828407_Enciclopedia_de_las_Plantas_Utiles_del Ecuador. La ubicacion geogréfica

de las plantas fue tomado de Tropicos, por

http://legacy.tropicos.org/NameSearch.aspx?projectid=2&langid=66
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Tabla 4
Actividad antimicrobiana de plantas Andinas y Amazonicas del Ecuador (Sin Control).

Nomt?re Nombre cientifico Region AST Actividad antimicrobiana Tipo de Compuestos del Cita
comun Extracto Extracto
. . Difusion en E. coli (5 mm) Extracto .
Eucalipto Eucalyptus globulus |  Andina discoy caldo | L. monoytogenes (14,8 mm) etandlico - (Ndnez, 2019)
E. coli (190 mm) (Chipantiza,
. Capsicum . Difusion en P. aeruginosa (1140 mm) Extracto 2017)
Aji rocoto Andina ; -~ -
pubescens disco B. cereus (870 mm) etandlico
C. perfringens (910 mm)
] Flavonoides,
i Origanum . Difusion en Proteus spp: , Extracto azucares reductores
Mejorana h Andina . 25%concentracion: 6,3 mm . 1 - | (Guevara, 2018)
majorana disco . hidroetandlico | saponinas, fenolicos,
100%concentracion: 10,3 mm -
esteroides
. Andinay Difusion en E. coli (5 mm) Extracto .
Sangre de drago Croton lechleri Amazonica | discoy caldo | L. monoytogenes (14 mm) etandlico ] (Nufiez, 2019)
Andinay Difusion en . Extracto .
Guayusa Ilex guayusa Amazénica | disco y caldo E. coli (5.8 mm) etanclico - (Nunfez, 2019)
. I E. coli: :
Lunchik/Biso Vernonanthura Andlr)a_y leu_5|0n en 25%%concentracion: 7.6 mm _ Extract/o_ Fenoles, flavonqldes, (Rivera, 2018)
patens Amazonica disco hidroetanolico terpenos y aurinas

100%concentracion: 19,3 mm

Nota: Pruebas para medir la actividad antimicrobiana (AST), halos de inhibicién (mm), no reporta los compuestos del extracto (-). E.
coli, Escherichia coli; L. monoytogenes, Listeria monocytogenes; P. aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa, B. cereus, Bacillus cereus,

C. perfringens, Clostridium perfringens. Los nombres comunes y cientificos fueron tomados de Enciclopedia de las Plantas Utiles del

Ecuador, por De la Torre etal, 2008, de
https://www.researchgate.net/publication/310828407 Enciclopedia_de las_Plantas_Utiles_del Ecuador. La ubicacion geogréafica de
las plantas fue tomado de Tropicos, por Catalogue of the Vascular Plants Of Ecuador, 2021, de

http://legacy.tropicos.org/NameSearch.aspx?projectid=2&langid=66
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Los compuestos bioactivos son comunes en la mayoria de las partes de una planta, pero ninguno
es ubicuamente abundante ya que depende de su expresion genética, la respuesta al estreés, el tipo
de suelo y el clima al que este expuesto la planta (Iloki et al., 2015). Por tanto, los métodos de
extraccion y los solventes de extraccion son uno de los factores que poseen mayor influencia y
pueden afectar la obtencion de los componentes bioactivos de las plantas y el rendimiento de

actividad que estos poseen (Ngo et al., 2017).

Un buen disolvente se caracteriza por realizar una extraccién éptima de los metabolitos
secundarios y la capacidad de mantenerlos estables quimicamente. Los disolventes mas comunes
que se utilizan son el agua y los disolventes organicos como: metanol, etanol, cloroformo y acetona
0 a su vez la mezcla de estos con agua (Ngo et al., 2017; Thouri et al., 2017).Asi mismo se debe
tomar en cuenta la polaridad de los disolventes debido a que tiene un gran impacto en los
compuestos que pueden ser extraidos, pues puede afectar la eficiencia de la solvatacion, es decir
que podria alterar las interacciones de los enlaces de hidrégeno del solvente con los sitios polares
de los metabolitos. También es importante considerar la solubilidad de los compuestos en los
disolventes de extraccion para evitar que estos se degraden (lloki et al., 2015; Thouri et al.,
2017). EI metanol y etanol son los disolventes mas empleados para los procesos de extraccion por
poseer la caracteristica de presentar una polaridad alta, que en presencia del material vegetal; que
de igual manera posee una gran variedad de compuestos con alta polaridad, le permite infiltrarse
facilmente en el tejido vegetal y aumentar el rendimiento del proceso de extraccién (Onyebuchi
& Kavaz, 2020).

Segun Ngo et al., 2017 el rendimiento de los extractos pueden verse significativamente afectados
por el tipo de disolvente, ya que en su investigacion empleo diferentes compuestos para la
extraccion de los bioactivos presentes en las raices de Salacia chinensis L., en la cual determind
que el metanol tenia una mayor cantidad de sélidos extraibles (15,6 %), seguido del etanol al
50 % (14,3 %), metanol 50 % (12,3 %) y acetona al 50 % (12,2 %). También, estudié el impacto
de los disolventes de extraccion en la obtencion de fenoles y flavonoides, siendo la mezcla de agua
al 50 % con metanol, etanol o0 acetona, la mejor opcion para la extracciéon de los mismos, mientras

que se logré un mejor rendimiento en la extraccion de saponinas con acetona al 50 %.

En el estudio de Colvin, 2018 se realiz6 una comparacién de los diferentes métodos de extraccion
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con sus respectivas limitaciones y fortalezas para obtener el compuesto bioactivo de interés a partir
de las raices de planta Glycyrrhiza glabra, siento estos métodos: maceracion, MAE y EAU, de
los cuales se obtuvieron mejores resultados en la maceracién y EAU ya que el autor concluye que
estas son las técnicas mas propicias, productivas y factibles para la extraccion efectiva del
metabolito. Sin embargo, de acuerdo con Mutalib, 2015 el mejor método de extraccion es MAE
ya que consume menos tiempo, mano de obra y aumenta la transfusion de masa a través de la matiz
solida del material vegetal, garantiza la mayor cantidad, calidad y pureza de los componentes
activos del extracto, ademas se obtuvo un rendimiento del mismo de 7,6 %, seguido de la
extraccion por Soxhlet con un rendimiento de 6,4 %, extraccion por reflujo con 5,5 %, maceracion
7 dias y 15 dias con 5,3 y 5,0 %, respectivamente, infusion con 4,6 %, decoccion con 3,8 %y EAU
con 2,8 %.

Estos estudios refuerzan los puntos mencionados anteriormente sobre importancia de elegir
correctamente el método de extraccion y el disolvente a emplearse en el mismo, puesto que estos
poseen una gran influencia en la calidad, cantidad y la actividad biologica del extracto. En los
estudios realizados en Ecuador para la extraccion de metabolitos con actividad antimicrobiana de
plantas andinas y amazonicas también se puede observar que los disolventes empleados con mayor

frecuencia fueron el metanol y etanol (Tabla 3 y 4).

Se ha encontrado estudios en los que mencionan que los flavonoides, fenoles, titanos, saponinas,
esteroides y terpenoides poseen propiedades antibacterianas, antifingicas y antivirales, ya que
dafian las membranas celulares bacterianas, interfieren en la produccion de aminoacidos
responsables del crecimiento bacteriano y modifican la RAM al inhibir las enzimas que activan la
resistencia. Ademas, estos compuestos poseen estructuras y modos de accion diferentes a los
antibioticos, por lo que resulta en una gran ventaja pues hace que el riesgo de resistencia cruzada
sea altamente improbable. Asi mismo, se han encontrado investigaciones en las que compuestos
derivados de plantas pueden restaurar la aplicacion clinica de antibidticos antiguos a los que los
microorganismos han adquirido resistencia o son ineficientes por si solos (Bubonja et al., 2020;
Iloki et al., 2015). La actividad antimicrobiana de estos compuestos pueden verse afectada por la
concentracion del extracto debido a que si la concentracion del extracto es mayor y contiene mas
metabolitos secundarios, el efecto de inhibicién sobre las bacterias aumenta, por tanto es

importante realizar estudios en los que se analicen varias concentraciones del extracto para
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determinar la concentracion méas efectiva para inhibir el crecimiento antimicrobiano (Haghgoo
etal., 2017).

Las pruebas estandarizadas para medir la actividad antimicrobiana como los métodos de difusion
en disco y difusion del pozo en agar, son las més utilizas, esto se deben a que permiten evaluar la
actividad bioldgica de los compuestos extraidos de las plantas, ayuda a establecer que
microorganismos son sensibles o cuales muestran resistencia a los extractos y establecer una
terapia alterna. Es importante mencionar que los diferentes resultados que se obtienen en las AST
pueden estar relacionados con distintos factores que afectan su efectividad, los cuales pueden ser
la eleccion de las plantas, el tipo de extraccion, seleccion de bioensayos como la preparacion y
cantidad del in6culo, la técnica de AST, temperatura de extraccion e incubacion, el medio de
cultivo (pueden producir resultados falsos positivos 0 negativos), tiempo de extraccion e
incubacidn, el uso correcto de los controles y determinacion de los puntos finales (Sanchez et al.,
2016).

A continuacion, se discuten trabajos en los que se han evaluado la actividad antimicrobiana de las
plantas reportadas en la Tabla 3, especialmente en los que se ha observado diferencias
significativas en los halos de inhibicion en comparacién con los estudios realizados en Ecuador.
En un articulo realizado por Chen et al., 2021 reporta la actividad antibacteriana del extracto
metanolico del Diente de ledn, el cual posee el mismo halo de inhibicién para E. coli que el reportado
por Azuero etal.,, 2016 (Tabla 3). Sin embargo, en el primer estudio el extracto etandlico
(200 mg/mL) fue el que mostré més actividad antimicrobiana con un halo de inhibicién de 23,50 mm
para dicha bacteria. Ademas, menciona que los compuestos alcaloides, taninos y flavonoides pueden
ser los responsables de la actividad antimicrobiana del extracto, los cuales algunos también se

encuentran mencionados por Chacha, 2018 (Tabla 3).

Al comparar el estudio realizado por Azuero et al., 2016 (Tabla 3) con el estudio de Zarghami et al.,
2016 en el Ajenjo, el aceite esencial reportado por el segundo autor tuvo mayor actividad
antimicrobiana (30 mm) en E. coli al analizarlo con Gentamicina a comparacion el extracto
metanolico (9,4 mm) el cual se examino con Ciprofloxacina. Esto debido a que el aceite esencial
contenia compuestos como el sabineno, pineno, a-felandreno, p-cimeno y camazuleno, los cuales

poseen una actividad antimicrobiana prometedora. Se obtuvieron resultados parecidos en el
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estudio de Zarghami etal., 2016 para C. albicans con un halo de inhibicion de 26 mm y se

identificaron compuestos activos con actividad antibacteriana como fenchona y alcanfor.

Segun el estudio realizado por Yildiz, 2016 el extracto etanolico de Cilantro posee un halo de
inhibicion de 9 mm frente C. albicans, mientras que el aceite esencial tiene un halo de 18 mm. Al
equiparar estos resultados con los obtenidos por Azuero et al., 2016 (Tabla 3), el extracto metandlico
posee mayor actividad antimicrobiana que el extracto etandlico pero menor actividad que el aceite
esencial, ya que este posee un amplio espectro de efecto antifingico y baja toxicidad en comparacion
que los extractos alcohdlicos (Yildiz, 2016).

Como plantea Abdel et al., 2019 en su articulo, el extracto metandlico del Toronjil no posee actividad
antimicrobiana para E. coli pero si posee actividad para C. albicans, el cual reportd halos de inhibicion
16 mm en una concentracion del extracto de 0,625 mg/mL y 20 mm con la concentracion 5 mg/mL.
A diferencia del extracto metandlico reportado por Azuero et al., 2016 (Tabla 3), el cual si mostro
actividad antimicrobiana para E. coli y C. albicans. El articulo realizado por Ozusaglam &
Karakoca, 2013 muestra que la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de la Achochilla es
de 14,5 mmy 25, 2 mm para E. coli y C. albicans, respectivamente, cabe recalcar que el extracto fue
obtenido a partir de la fruta inmadura de la planta y se utiliz6 como control positivo Gentamicina. En
tanto que el extracto metanolico registrado por Azuero etal., 2016 (Tabla 3) sefiala halos de

inhibicién para E. coli de 9,9 mm y para C. albicans de 11,1 mm.

En la investigacion realizada por Mekonnen et al., 2016 se demostrd que el aceite esencial de
Eucalyptus globulus presentd actividad antimicrobiana ante S. aureus (Staphylococcus aureus)
32 mm, S. epidermiditis (Staphylococcus epidermidis) 20 mm, S. typhi (Salmonella typhi) 18 mm,
E. coli 10 mm Shingella spp 18 mm y P. aeruginosa (Pseudomonas aeruginosa) 28 mm; en
comparacion con el control Gentamicina 18 mm, 21 mm, 18 mm, 21 mm, NI (no inhibicion) y 19
mm, respectivamente para cada bacteria, mientras que en el estudio realizado por Nufiez, 2019
manifestd un halo de inhibicion de 5,0 mm para E. coli y 14,8 mm para L. monoytogenes. Ademas,
el analisis fitoquimico realizado por Mekonnen etal.,, 2016 indic6 que los principales
componentes del aceite fueron a- y f- pineno, limoneno, eucaliptol, a-Phellandrene, sabinena y

alcanfor.

Las tablas reportadas en el presente capitulo (Tabla 3 y 4) junto a los estudios en los cuales se
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realizaron comparaciones de la actividad antimicrobiana, pueden ser utilizados como guia para
replicar y profundizar en el analisis tanto de los métodos de extraccion de metabolitos secundarios
presentes en plantas y los disolventes empleados para dicho procedimiento, como en la efectividad y
las concentraciones de los extractos ante la inhibicion del crecimiento de los microorganismos. Lo
cual permitiria mejorar el rendimiento de los extractos y ampliar el estudio de las técnicas para obtener
mejores resultados. Cabe mencionar que se requieren mayores analisis para las plantas de la Tabla 4,
debido a que no se encontraron controles positivos con los que se pueda comparar si los extractos

poseen actividad antimicrobiana que superen dichos controles o no.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se obtuvo un compendio de 25 plantas que presentan actividad antimicrobiana de las zonas
Andinas y Amazodnicas del Ecuador, el compendio se realizo en su mayoria a base de la
revision bibliografica de repositorios de universidades y algunos articulos cientificos de
relevancia, lo que demuestra que en Ecuador se estan realizando investigaciones con el
objetivo de encontrar nuevos antibidticos a través de uso de plantas que demuestren
actividad antibacteriana como una alternativa de solucion a la resistencia a los
antimicrobianos (RAM) que actualmente es uno de los principales problemas a los que se
esta enfrentando el pais dentro de la salud publica producto del consumo libre y excesivo
de los antibioticos por parte de los pacientes y los profesionales de la salud en el tratamiento

de enfermedades.

Se identificaron las plantas del Ecuador que presentan actividad antimicrobiana mediante
una revision bibliogréafica, a partir del compendio obtenido se reporté un total de 14
especies vegetales, dentro de las cuales se especifico los principios activos de algunas de
ellas de acuerdo a los reportes encontrados en las investigaciones. Ademas, se clasifico
principalmente si se reportaba el halo de inhibicion y el control utilizado, una vez realizado
ese procedimiento de obtuvo dos tablas, en la primera se encuentra detallada los halos de
inhibicion de los controles y las cepas con las que se realizaron el estudio, permitiendo la
comparacion de los efectos de los extractos sobre los microorganismos, estos efectos en su
mayoria son iguales o ligeramente inferiores al control. La segunda tabla contiene los halos
de inhibicidn de los extractos sobre las bacterias, mostrando que los mismos poseen
actividad antimicrobiana y deben realizarse mas estudios utilizando controles que permitan
comparar la eficiencia del extracto. Cabe recalcar que en algunos estudios se realizaron los
analisis fitoquimicos de los extractos, lo cual es importante ya que puede ayudar a
identificar qué compuesto especifico posee la actividad antimicrobiana y de esta manera

poder potenciarlo en investigaciones futuras. Asi mismo, se encontro que la mayoria de las
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plantas analizadas en las investigaciones reportadas son de la regién Andina o, que su vez
también se las puede encontrar en la region Amazoénica, pero no se hallaron muchos

estudios de especies vegetales que se encuentren propiamente en la region Amazonica.

Se refirié la metodologia para la extraccion de metabolitos de las plantas andinas y
amazonicas del Ecuador mediante la revision de articulos cientificos, los cuales se
encuentran sintetizados en diagramas de flujo para que se facilite la comprension y
replicacion de los procedimientos de extraccion. Asi mismo, se detall6 las ventajas y
desventajas que posee cada método, lo cual es muy til porque servira como referencia en
futuras investigaciones y permitira escoger el método correcto que se ajuste mas a los
objetivos planteados y los resultados que se esperan obtener de los estudios. También se
explico la importancia que poseen los disolventes (polaridad y solubilidad) sobre la
extraccion de la actividad antimicrobiana de los extractos, encontrando que el metanol y
etanol son los solventes con los que se obtienen mayor rendimiento del compuesto extraido,
ademas se encontrd que el método de extraccién mas eficaz es la extraccion por microondas

(MAE) ya posee muchos beneficios extras en comparacion con los métodos tradicionales.

Se describio los procedimientos para medir la actividad antimicrobiana de los metabolitos
obtenidos de las plantas, estos al igual que los métodos para la extraccion se encuentran
resumidos y desarrollados en diagramas de flujo donde se indican tiempos y temperaturas
de incubacion, soluciones empleadas en el procedimiento y algunos materiales y equipos,
ademas de estar clasificados en dos categorias principales: métodos fenotipicos y
genotipicos. En los trabajos analizados de la actividad antimicrobiana de las plantas del
Ecuador, se puede evidenciar que el método mas utilizado es el método fenotipico: difusion
en disco. Sin embargo, se puede medir la actividad antimicrobiana con los métodos
genotipicos que permitan desarrollar perfiles genéticos para las muestras en estudio, los
investigadores reportan que estos métodos poseen mayor especificidad y sensibilidad, se
obtienen resultados en un periodo corto de tiempo, ademas permitirian a su vez obtener
mayor informacion sobre los mecanismos de resistencia a los antimicrobianos que
presentan los microorganismos estudiados y reportados en las fuentes bibliograficas

analizadas.
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4.2. Recomendaciones

e Es importante investigar las plantas de las familias mencionadas en el apartado de “Uso
medicinal de las plantas en el Ecuador” del Capitulo I, debido a que no se encontraron
muchos registros del analisis de esas especies.

e Utilizar cepas microbianas estandarizadas y bien definidas para evaluar la actividad
antimicrobiana, ya que el uso de estas cepas permite un control de calidad interno y ayuda
a calibrar la prueba para comparar resultados con otras investigaciones (Bubonja et al.,
2020).

e Se recomienda realizar mas estudios a los extractos vegetales sobre las concentraciones
minimas inhibitorias (CMI), especialmente a concentraciones inferiores de 0,1 mg/mL, ya
que algunos autores consideran que los extractos con esas concentraciones son interesantes
para la busqueda de posibles nuevos antibioéticos (Jacobus, 2019).

e EIl método de difusion en agar no es recomendable utilizarlo para determinar la CMI de
extractos de plantas ya que presenta insensibilidad, falta de difusion de las moléculas no
polares en la matriz y dificultad para obtener resultados reproducibles. En su lugar es
aceptable utilizar el método de dilucion en microplaca en serie que utiliza violeta de p-
iodonitrotetrazolio (INT), debido a que se produce resultados reproducibles, realistas e
incluso ayuda a determinar las concentraciones letales minimas (Jacobus, 2019).

e Se sugiere que se realice indculos grandes, ya que se han encontrado articulos que afirman
que el tamafio del indculo influye en el CMI, esto se debe a que el tiempo de adaptacion de
las bacterias al medio sea menor, también ayuda a evitar el requisito de contar y ajustar el
numero de células antes de determinar la CMI y permite trabajar en condiciones limpias
(Jacobus, 2019).
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Para asegurar que el método de extraccion es el adecuado y que el extracto posea actividad
antimicrobiana, es necesario incluir un control positivo de un antibidtico estandar, el cual
debe estar a la misma concentracion que el extracto. Ademas, es importante colocar un
control negativo (preferiblemente el disolvente utilizado en la extraccion), el cual ayudara
aasegurar que la actividad antimicrobiana encontrada sea netamente del extracto (Jacobus,
2019).
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