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1. RESUMEN

La busqueda, el descubrimiento y el empleo de nuevos compuestos quimicos para
hacer frente a la resistencia microbiana a los antibiéticos es de vital importancia ya
que las Infecciones Asociadas con la Atencion de la Salud (IAAS) se consideran
una seria complicacion de salud publica debido al alto efecto en la morbilidad,
mortalidad y los costos hospitalarios que estas conllevan. Hoy en dia la necesidad
de hacer frente a la resistencia a los antibiéticos ha llevado a investigadores de
distintas areas a buscar nuevas fuentes de actividad antimicrobiana lo que ha
conducido a estudiar metabolitos secundarios de plantas que poseen propiedades
bactericidas, antiinflamatorias, antivirales, terapéuticas, insecticidas y fungicidas. En
este trabajo se evalué la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
Gnaphalium chartaceum (gordolobo), Rosa gallica (rosa de castilla) y Psidium
guajava(guayaba) frente a bacterias nosocomiales Staphylococcus aureus ATCC
29213, S. epidermidis ATCC 12228 y S. saprophyticus salvaje. Los extractos se
obtuvieron mediante ultrasonido por 45 minutos a 47kHz utilizando como disolvente
etanol absoluto y la evaluacion antibacteriana se llevé a cabo mediante la técnica
de difusién en pozo midiendo halos de inhibicién a las 24 h. El resultado de la
actividad antibacteriana evaluada a las 24 h demostr6 que existe inhibicion de
crecimiento contra Staphylococcus aureus ATCC 29213 frente al extracto etandlico
de Rosa gallica (rosa) a una concentracion de 98 mg/mL con un porcentaje de
inhibicion del 82.4% respecto al control. El extracto de Gnaphalium chartaceum. a
una concentracion de 15 mg/mL inhibi6 a S. aureus ATCC 29213 y a S.
saprophyticus un 72.5 % y un 60 % a S. epidermidis ATCC 12228. El extracto de
Psidium guajava a una concentracion de 65 mg/mL inhibié a S. epidermidis ATCC
12228 (90.9% de inhibicion), S. aureus ATCC 29213 (86.3% de inhibicién) y S.
saprophyticus (81.7%). Estos resultados muestran que los extractos evaluados
tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de estas bacterias de interés

intrahospitalario.



2. INTRODUCCION

La resistencia microbiana a los antibiéticos es la capacidad de un microorganismo
de cambiar su respuesta al uso de estos medicamentos. El uso excesivo, la
prescripcion inapropiada, la poca disponibilidad de nuevos antibioticos y los
obstaculos de regulacion para el desarrollo de estos ha dado como resultado el
pronto desarrollo de la resistencia bacteriana a los antibiéticos (Belloso, 2009; Lee-
Ventola, 2015; World Health Organization, 2020).

En México los microorganismos vinculados con mas frecuencia a infecciones en
hospitales son E. coli, P. aeruginosa, K. pneumonie, S. aureus y A. baumanii de
acuerdo con el dltimo reporte de 2015 publicado por la Red Hospitalaria de
Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE) en 2017 (Red Hospitalaria de Vigilancia
Epidemiolégica, 2017).

México es conocido como un pais megadiverso, ya que presenta al menos el 10%
de la diversidad terrestre del planeta (Mittermeier, et al., 1992). Ademas, ocupa el
segundo lugar a nivel mundial con 4500 plantas medicinales documentadas
(Sanchez, 2017) que han sido empleadas a lo largo de los afios por la poblacion,
para aliviar malestares asociadas a infecciones bacterianas, por lo que el empleo
de compuestos obtenidos a partir de plantas medicinales puede ser una alternativa

viable para combatir estas enfermedades.

Algunas de las plantas que se emplean en nuestro pais son la rosa de castilla, la
hoja de guayaba y el gordolobo, estads se utilizan en infusiones para distintas
afecciones relacionadas con el tracto respiratorio y el aparato digestivo. Y se ha
reportado la actividad antimicrobiana de extractos de estas plantas contra bacterias
patdgenas (Ramirez-Rueda & Mojica-Avila, 2014; Marmol et al., 2017Pter; Suruy-
Echeverria, 2013).

Este trabajo se realizé con el fin de evaluar la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de Gnaphalium chartaceum., Rosa galica y Psidium guajava frente a

bacterias de importancia clinica.



2.1 Bacterias oportunistas de interés intrahospitalario

Las Infecciones Asociadas con la Atenciéon de la Salud (IAAS) se consideran una
seria complicacion de salud publica debido al alto efecto en la morbilidad, mortalidad
y los costos hospitalarios que estas conllevan (Torres-Erazo et al., 2020; World
Health Organization, 2011). De acuerdo con el Economista, las IAAS dan por
resultado un costo al sistema hospitalario de salud del pais de entre 13,400 y 28,400
millones de pesos que representan entre el 5% y 11.5% de todo lo que se gasta en
hospitalizacion en un afio en México (El Economista, 2021).

De acuerdo con la OMS (2011) se estima que la prevalencia de infecciones
asociada con la atencién de la salud en paises en vias de desarrollo es de 10.1%
teniendo un 2.5% mas de prevalencia y tasa de letalidad que en paises
industrializados donde no existen limitaciones economicas y de infraestructura
(Torres-Erazo et al., 2020).

La infeccion bacteriana es un proceso complejo donde el estado inmunoldgico,
fisioldgico y genético del hospedero influyen en el desarrollo de esta (Cabrera et al.,
2007). A menudo estas infecciones son ocasionadas por bacterias oportunistas
como bacilos gramnegativos entre los que destaca la familia Enterobacteriaceae y
los no fermentadores como Pseudomonas y Acinetobacter spp. y gram positivos
como S. aureus y S. epidermidis que son los de mayor predominio. El incremento
en la frecuencia de la prevalencia de microorganismos resistentes a antibioticos se
ha vinculado con infecciones adquiridas de manera intrahospitalaria (World Health
Organization, 2014; Sader et al., 2014; Torres-Erazo et al., 2020; Garcia-Elorriaga
et al., 2013).

En México los microorganismos vinculados con mas frecuencia a IAAS son E. coli,
P. aeruginosa, K. pneumonie, S. aureus y A. baumanii de acuerdo con el ultimo
reporte de 2015 publicado por la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica
(RHOVE) en 2017 (Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica, 2017).



2.2 Resistencia bacteriana y uso de antisépticos y desinfectantes

En el ambiente de manera natural existen bacterias productoras de antibiéticos que
tienen una serie de mecanismos sofisticados para defensa contra los antibiéticos
que ellas mismas producen (Peterson & Kaur, 2018). Ejemplos de este tipo de
bacteria se pueden encontrar en el género Streptomyces (Mak, Xu & Nodwell,2014).
Se cree que la coexistencia de este tipo de bacterias con bacterias sensibles a
antibidticos resulté en la evolucion de mecanismos de resistencia (Peterson & Kaur,
2018)

La resistencia puede ser adquirida mediante mutaciones e intercambio de material
genético ya sea de otras bacterias o fagos a través de mecanismos como la
transformacion, la transduccion, la transposicion y la conjugacion (Calderén &
Aguilar, 2016).

Los principales mecanismos de resistencia presentes en patdégenos clinicos son: la
modificacion o inactivacién del antibiético mediante enzimas, bombas de eflujo o
expulsion del antibiético del interior de la célula bacteriana, bloqueo de la
penetracién del antimicrobiano mediante la modificacion del sitio activo, alteracion
o0 disminucion de la permeabilidad de la membrana celular, biofiimes y la
sobreexpresién del sitio blanco (Calderon Rojas & Aguilar Ulate, 2016; Peterson &
Kaur, 2018; Cloete, 2003).

Una de las acciones que se puede llevar a cabo para controlar la resistencia a
antibioticos es el prevenir la transmision de infecciones bacterianas donde la
limpieza, la desinfeccion y la esterilizacion forman parte de los mecanismos
indispensables, para esto, es de principal importancia el uso de desinfectantes y
antisépticos, sin embargo los mecanismos de resistencia no son indiferentes a estas
sustancias ya que se han reportado bacterias con resistencia inherente y adquirida
contra estas (Zhelev, 2019; de Souza et al., 2020; Luque & Mareca, 2018;
Vijayakumar, 2018).



De acuerdo con el boletin Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud de la Red
Hospitalaria de Vigilancia Epidemiologica (RHOVE) de 2022 entre los diez
principales microorganismos aislados causantes de las IAAS de enero a agosto de
2022 se encuentran S. aureus y S. epidermidis en quinto y sexto lugar

respectivamente (Secretaria de Salud, 2022).

2.2.1 Staphylococcus

Los cocos se asociaron por primera vez a enfermedades humanas cuando fueron
observados en materiales purulentos provenientes de abscesos humanos. En 1800
el cirujano escocés Sir Alexander Ogston llamé a estos cocos “Staphylococcus”
derivando el nombre de los términos griegos staphile (racimo de uvas) y kokus

(frutilla) (Cervantes et al., 2014).
2.2.2 Staphylococcus aureus

Es una bacteria comensal que se encuentra en la piel y las narinas anteriores de
alrededor del 20-50% de la poblacién mundial (Selseleh et al., 2020). Se destaca
como un importante patbgeno humano, produce infecciones tanto en la comunidad
como a nivel hospitalario. En la comunidad, las infecciones por S. aureus son a
menudo agudas, pidgenas y superficiales, aunque también puede producir,
infecciones profundas como osteomielitis, neumonia y endocarditis aguda en
personas con un sistema inmune comprometido. A nivel nosocomial es un
importante agente de infecciones de herida quirargica, prétesis y otras. También
causa una serie de infecciones producidas por toxinas como el sindrome del shock
toxico, intoxicacion alimentaria y el sindrome de la piel escaldada (Selseleh et al.,
2020, Hessen et al., 2000).

2.2.3 Staphylococcus epidermidis

Forma parte de la microbiota de la piel humana sin embargo se ha visto incremento
de casos en la poblacidn a partir de infecciones de piel y anexos bajo condiciones
especificas, colonizando cuerpos extrafios (catéteres endovenosos, fistulas para

hemodidlisis, catéteres de dialisis peritoneal, marcapasos, articulaciones protésicas,



injertos vasculares, valvulas cardiacas protésicas e implantes de mama), causando
infecciones como bacteriemia y endocarditis en huéspedes inmunocomprometidos
(Younis et al. 2021, Bennett et al., 2014). Tiene la capacidad de producir un biofilm
qgue le confiere una adherencia muy eficiente, que le permite unirse a superficies

formando una barrera que dificulta el paso de los antibiéticos (Pinheiro et al., 2014).
2.2.4 Staphylococcus saprophyticus

Es un importante agente causal de infecciones agudas en el tracto urinario en
mujeres ambulatorias en edad sexual activa y esta considerado como el segundo
agente mas frecuente de cistitis después de E. coli en esta poblacién. EI mayor
reservorio humano de esta bacteria es el recto, la uretra y el cervix y se adhiere
significativamente mejor a las células uroepiteliales que S. aureus y S. epidermidis
y no se adhiere a otros tipos celulares como piel y células mucosas bucales (Orden-
Martinez et al., 2008; Farifia et al., 2005).

2.3 Medicina tradicional, plantas medicinales y extractos vegetales

La medicina tradicional (MT) es el conjunto de conocimiento, habilidades y practica
para el mantenimiento de la salud, que forman parte de la tradicion de una localidad,
region y/o pais; y no estan integradas al sistema sanitario convencional
(Organizacién Munidal de la Salud, 2013; Mirzaeian et al., 2019; Villanueva-Solis,
2020).

La herbolaria que es el uso de plantas medicinales con fines terapéuticos ha jugado
un papel muy importante en la MT desde tiempos muy antiguos, una gran parte de
la poblacion en paises desarrollados y en vias de desarrollo emplean la MT,
especialmente la herbolaria para el cuidado de la salud (Orozco-Martinez et al.,
2020; Mirzaeian et al., 2019; Fang et al., 2005).

Hoy en dia la necesidad de hacer frente a la resistencia a los antibiéticos ha llevado
a investigadores a buscar nuevas fuentes, principalmente de origen vegetal, que
producen sustancias con actividad antibacteriana que ayuden a combatir cierto tipo

de enfermedades y por diversos estudios se conoce que la mayoria de las especies



vegetales poseen propiedades bactericidas, antiinflamatorias, antivirales,
antiterapéuticas, insecticidas y fungicidas (Velazquez-Vazquez et al., 2019;
Miranda-Cruz et al., 2012).

La diversidad bioldgica y cultural en México es de importancia por la cantidad de
especies de plantas de uso medicinal en distintas afecciones (Campos-Saldafia et
al., 2018; Velazquez-Vazquez et al., 2019). Entre las distintas plantas empleadas
en la cultura mexicana se encuentran la rosa de castilla, el gordolobo y la guayaba,
las cuales, de acuerdo con la bibliografia, han presentado actividad antibacteriana

(tabla 1) contra diversas bacterias de interés para el humano.



Tabla 2. Actividad antibacteriana evaluada de las distintas plantas empleadas en este trabajo.

Planta

Rosa

Guayaba

Gordolobo

Uso medicinal

Contra diarrea y bafos
oculares (Rios & Martinez,
2015).

Enfermedades de garganta y
pecho, tos y aliviar ulceras
orales (Irshad et al., 2020).

Tos, infecciones de garganta,
bronquitis, asma,
descongestion, ulceras, dolor
de estbmago Yy parasitos
intestinales (Fonseca-Chavez
et al., 2020)

Microorganismo

blanco

S. mutans, S. aureus, E.

coli

S. aureus, S. enteriditis,
E. coli, P. aeruginosa,
Proteus spp., Shigella

spp.
S. aureus, E. coli, C.

albicans, B. cerus, S.

typhimurium

Disolvente

Agua

Etanol

Etanol

Metanol

Diclorometan
(o} metanol,
cloroformo 'y

hexano

Referencia

Vargas-Segura et al., 2019, Marmol, et
al., 2017

Biswas et al., 2013, Suruy-Echeverria,
2013; CONABIO; Sancheset al., 2005

Ramirez-Rueda & Mojica-Avila, 2014,
Rojaset al., 2001, Villagbmez-lbarra, y
otros, 2001, Sharma et al., 2017.



2.3.1 Rosa gallica (Rosa)

Esta planta, en especial hojas y flores, en la medicina tradicional se emplea como
diurético y se emplea para aliviar bronquios, congestion de pecho y dolor de
garganta y debido a la propiedad antiséptica que tiene se utiliza para lavado de ojos
y para hidratar la piel (Marmol et al., 2017).

Diversos estudios cientificos han evaluado la actividad antifungica, antibacterial y
antioxidante de este género, estas propiedades se le han atribuido a la presencia
de flavonoides y compuestos fendlicos (Marmol et al., 2017). Olech et al. (2016)
proponen el mecanismo de accion de extractos de rosa en el que la privacion de
energia causada por la hiperacidificacion de la interfaz de la membrana plasmaética
interrumpe a la H+ -ATPasa debido a la actividad antioxidante de los extractos de

rosa. Algunas de las bacterias contra las que se han evaluado extractos etandlicos

de este género son S. aureus, Streptococcus mutans y E. coli (Marmol et al., 2017).

>

Figura 2. Rosa gallica. A. Flor fresca B. Flor seca empleada en los experimentos



2.3.2 Psidium guajava (Guayaba)

En la medicina tradicional esta planta se emplea para aliviar enfermedades de
garganta, pecho, tos y aliviar Ulceras orales (Irshad et al., 2020), en México se
emplea con mayor frecuencia para enfermedades gastrointestinales, diarrea, dolor
de estdbmago, vomito, disenteria padecimientos en la piel y también como
desparasitante, generalmente se emplean las hojas de guayaba en infusiones que
pueden ser tomadas o aplicadas como en el caso de padecimientos de piel
(Fonseca, et al., 2020).

Debido a los usos medicinales de esta planta se han llevado a cabo diversos
estudios donde se ha demostrado que los extractos fendlicos de hojas y flores como
la guaverina, el acido psidiolico y quercetina tienen actividad antibiética contra
Escherichia coli, Salmonella enteriditis y Shigella flexenri (CONABIO; Suruy-
Echeverria, 2013). Igualmente se ha evaluado la actividad antibacteriana de
extractos acuosos y etandlicos contra S. aureus donde el extracto etandlico mostré

mayor actividad antibacteriana (Sanches et al., 2005; Biswas et al., 2013).

Se ha reportado que el mecanismo de accion de estos extractos vegetales consiste
en la penetracion de la bicapa lipidica de la membrana celular volviéndola mas
permeable permitiendo que el contenido vital para las células salga produciendo la

muerte bacteriana (Biswas et al., 2013; Burt , 2004).

Figura 3. Psidium guajava A. Hoja fresca B. Hojas secas empleadas en los experimentos.



2.3.3 Gnaphalium chartaceum (Gordolobo)

Esta planta es empleada a manera de infusion en la medicina tradicional mexicana
para tos, infecciones de garganta, bronquitis, asma, descongestion, tlceras, dolor

de estbmago y parasitos intestinales (Fonseca et al., 2020).

Dentro del género Gnaphalium existen diferentes especies que han mostrado
actividad antibacteriana y se han reportado grupos quimicos como flavonas y
lactonas sesquiterpénicas en los extractos de esta especie (Ramirez-Rueda &
Mojica-Avila, 2014).

Se han llevado a cabo diversos estudios sobre la actividad antibacteriana de esta
especie con extractos diclorometanicos, metandlicos, cloroférmicos y hexanicos
contra diferentes especies de Staphylococcus, E. coli, Candida albicans, Bacillus
cerus y Salmonella typhimurium (Ramirez-Rueda & Mojica-Avila, 2014; Rojas et al.,
2001; Villagobmez-lbarra et al., 2001; Sharma et al., 2017)

Figura 4. Gnaphalium chartaceum A. Gnaphalium chartaceum B. Muestra
empleada.
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2.4 Metabolitos secundarios de plantas

Los metabolitos secundarios de plantas son derivados biosinteticos de metabolitos
primarios que producen las plantas que se encuentran sometidas a estrés medio
ambiental (Veobides-Amador et al., 2018; Ashraf et al., 2018). Muchos de estos
metabolitos se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como
medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes por lo que también

reciben el nombre de productos naturales (Avalos-Garcia & Pérez-Urria, 2009).

Los metabolitos secundarios o productos naturales se agrupan en cuatro clases
principales: Terpenos, compuestos fendlicos, glicésidos y alcaloides (Avalos-Garcia
& Pérez-Urria Carril, 2009). Entre estas clases de metabolitos secundarios existen
compuestos con funciones defensivas contra insectos, bacterias y hongos entre los
gue ese encuentran aminoacidos no proteicos, esteroides, fenoles, flavonoides,

cumarinas, quinonas, taninos, terpenoides y alcaloides (Martinez et al., 2012).

Tabla 3. Tipos de metabolitos y actividades reportadas

Clase Compuestos Actividad reportada

Terpenos Hormonas (giberelinas y acido | Anticancerigena,
abscisico), pigmentos (carotenos, | antiulcerosa,

xantofilas, ergosterol, sitosterol, | antimalariales,

colesterol) o aceites esenciales. antimicrobianas.
Compuestos Cumarinas, flavonoides, lignina y | Antioxidante,
fendlicos taninos. antiinflamatoria,

anticancerigena,
antimicrobiana,

cardioprotectora.

Glicésidos Saponinas, glicésidos cardiacos, | Cardiotonica,
glicésidos cianogeénicos y | anticancerigena,
glucosinolatos. antimicrobiana,
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antioxidante,

antiiflamatoria

Alcaloides Isoquinolina, quinolina, indol, | Analgésica,
tropano, quinolizidina, piperidina, | antineoplasica,
purina, pirrolizideno. antimicrobiana,
estimulante del sistema
nervioso central y

antiarritmica.

2.5 Extraccion asistida por ultrasonido

El ultrasonido es una onda sonora que se propaga a través de una serie de olas de
compresion y expansion que viajan a traves de un medio, al introducir ultrasonido
en un medio liquido, las ondas de sonido se transmiten en el fluido y crean ciclos
alternos de alta presion y baja presién, durante el ciclo de baja presion, las ondas
ultrasonicas de alta intensidad crean pequefias burbujas de vacio o huecos en el
liquido, cuando las burbujas alcanzan un volumen en el que ya no pueden absorber
energia, colapsan violentamente durante un ciclo de alta presion, este fenébmeno se
le denomina cavitacién, donde se alcanzan temperaturas y presiones muy altas asi
como también se producen chorros de liquido de hasta 280 m/s de velocidad (Grupo
de Innovacion Docente en Operativa de Laboratorios Quimicos, 2014).

Las reacciones sonoquimicas se han desarrollado principalmente para reacciones
en fase heterogénea, cuando las burbujas de cavitacion se forman encima o cerca
de la superficie sdlida el colapso de la burbuja no es simétrico por lo que se forma
un chorro liquido dirigido hacia la superficie sélida con una velocidad de unos 400
km/h, estos chorros y las ondas de choque asociadas pueden producir una erosion
importante en las superficies y exponer nuevas superficies (Grupo de Innovacion

Docente en Operativa de Laboratorios Quimicos, 2014).

La fuente de ultrasonido mas ampliamente empleado por su disponibilidad y

asequibilidad es el bafio de ultrasonido, estos trabajan con frecuencias entre 30 y
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50 kHz., el uso normal de los equipos se lleva a cabo mediante la inmersién de un
matraz de vidrio que contiene la mezcla de reaccion en el bafio, o que permite una
distribucion uniforme de energia en el medio de reaccion (Grupo de Innovacion

Docente en Operativa de Laboratorios Quimicos, 2014).

Esta técnica no tradicional para la extraccidon de compuestos vegetales disminuye
considerablemente el tiempo de extraccion, lo que evita la degradacién térmica de
constituyentes termolabiles y ademas reduce el consumo de disolvente
disminuyendo la contaminacién al medio ambiente, con rendimientos mas elevados
y menor costo de operacion (Acosta-Esquijarosa et al., 2016, Bagheri& Esmaiili,
2017).
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3. HIPOTESIS

Los extractos etandlicos de Rosa gallica, Gnaphalium chartaceum. y Psidium
guajava, inhiben el crecimiento de las siguientes cepas: Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 y cepa
silvestre de Staphylococcus saprophyticus donadas por el Hospital
Universitario de Puebla.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antibacteriano de extracto etandlico asistido por ultrasonido de

Gnaphalium chartaceum., Rosa galica y Psidium guajava sobre Staphylococcus
aureus ATCC 29213, S. epidermidis ATCC 12228, S. saprophyticus.

4.2 Objetivos especificos

Obtener extractos etandlicos de las plantas medicinales Gnaphalium
chartaceum. (gordolobo), Rosa gdlica (rosa de castilla) y Psidium
guajava(guayaba) mediante extraccion asistida por ultrasonido.

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de Gnaphalium
chartaceum. por el método modificado de difusion en agar con pozos frente
a Staphylococcus aureus ATCC 29213, a S. epidermidis ATCC 12228 y S.
saprophyticus.

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de Rosa gallica por el
método modificado de difusidon en agar con pozos frente a Staphylococcus
aureus ATCC 29213, a S. epidermidis ATCC 12228 y S. saprophyticus.
Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de Psidium
guajava(guayaba) por el método modificado de difusion en agar con pozos
frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213, a S. epidermidis ATCC 12228
y S. saprophyticus.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Acondicionamiento de las especies vegetales.

A patrtir de las diferentes partes de las diversas especies (tabla 2), obtenidas en un
mercado local de Zacatlan Pue. Las plantas que se consiguieron frescas se
deshidrataron a temperatura ambiente durante dos semanas enrolladas en papel
destraza. Una vez teniendo las plantas deshidratadas se llevd a cabo la
pulverizacion de estas empleando un extractor de alimentos, lavando y secando
perfectamente entre cada uso para evitar la contaminacién cruzada entre las
diferentes muestras. El polvo fino obtenido fue almacenado en bolsas selladas

herméticamente a temperatura ambiente hasta el momento de uso.

Tabla 4. Partes vegetales utilizadas para la extraccion etandlica de compuestos

antimicrobianos.

Nombre cientifico Nombre comun Parte de la planta
empleada

Gnaphalium Gordolobo Flor y tallo

chartaceum.

Rosa galica Rosa de castilla Flor

Psidium guajava Guayaba Hoja

5.2 Activacion de cepas bacterianas

Las bacterias Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. epidermidis ATCC 12228 y
S. saprophyticus silvestre las cuales fueron donadas por el Laboratorio de analisis
clinicos de la torre medica de especialidades del Hospital Universitario de Puebla
(HUP) y fueron resembradas en agar TSA con el fin de obtener resiembras de 24

h para el montaje de los bioensayos.
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Se preparo solucion salina isoténica al 0.9% y se vertieron 5 mL en tubos de cristal
con tapa. Se esterilizaron y posteriormente se utilizaron para la obtencion de la

suspensién bacteriana por cepa a partir de las resiembras.
5.3 Obtencién de los extractos vegetales

Se emplearon 25 g de muestra pulverizada de cada especie (tabla 2).
Posteriormente se colocaron en 100 mL de etanol absoluto en matraz Erlenmeyer
para realizar la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) en un equipo marca
Branson modelo 3510 durante 45 min a 47 kHz. Posteriormente se llevé a cabo un
filtrado con papel Whatman No.5 y se realizé la concentracion de los extractos en
rotavapor a no mas 70 °C hasta obtener 5 mL de extracto. Los extractos obtenidos

fueron almacenados en frasco ambar a 4° C hasta el momento de su uso.

5.4 Determinacién de la concentracion de los extractos por diferencia de peso

Se realizo la determinacion de la concentracion de los tres de los extractos
obtenidos por diferencia de peso en mg/mL realizandolo por triplicado y empleando
papel aluminio y parrilla de eléctrica, adicionando una muestra de extracto y dejando
evaporar hasta obtener la muestra en estado soélido, pesando antes y después de
llevar a cabo la evaporacién para posteriormente obtener la diferencia de peso, esto
se llevé a cabo por triplicado para cada muestra para posteriormente hacer un
promedio siguiendo la metodologia de Rojas Laveaga, 2020 (Rojas Laveaga, 2020).

5.5 Rendimiento de la extraccion

Se calcul6 el rendimiento de la extraccion empleando la siguiente férmula donde M2

es la masa del extracto, M1 la masa inicial de materia vegetal.

P M, 100
= — %
M,

Férmula 1 Rendimiento de extraccion
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5.6 Bioensayos de actividad antibacteriana por el método de difusion en agar

con pozos

5.6.1 Obtencién de la suspensién bacteriana

Para la obtencion de la suspension bacteriana, se utilizaron cultivos de 24 h de cada
una de las cepas de bacterias seleccionadas y se obtuvieron a una densidad celular

equivalente al tubo 0.5 en la escala de McFarland (108 UFC/L).

5.6.2 Bioensayo del efecto antibacteriano de los extractos etanélicos frente a

bacterias nosocomiales

La evaluacion de la actividad antibacteriana de cada extracto se determind mediante
la técnica de difusibn en pozo con modificaciones (Ramirez et al., 2009), se
inocularon placas de agar Mueller Hinton con pozos con las soluciones bacterianas
a una concentracion de 108 células/mL correspondiente al tubo 0.5 del nefelémetro

de McFarland para posteriormente colocar 10 pl del extracto a evaluar.

Se midié el tamafio del halo de inhibicibn después de 24 h de ser incubadas las
placas a 37°C. Cada ensayo se realizd por triplicado. Se empleé vancomicina (Va

30 pg) como control positivo y etanol como control negativo.

Finalmente se calculé el porcentaje de efecto de inhibicion de cada uno de los

extractos empleando la formula por Martinez (2016) y Rojas-Laveaga (2020).

% del efecto de inhibicion

didmetro de halo de inhibicion
100

= x
diametro de halo de inhibicién de control positivo

Férmula 2. Porcentaje del efecto inhibitorio
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5.6.3. Andlisis estadistico

El andlisis de los datos se realiz6 mediante la aplicacion Excel, calculando la
desviacion estandar e intervalo de confianza. La comparacion de medias de los
resultados de cada extracto se realizé6 mediante ANOVA de una via y la prueba de
diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey con un nivel de probabilidad

de 0.05, utilizando el software Graphpad Prism version 5.
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6. RESULTADOS

6.1 Determinacién de concentracion de los extractos

Las concentraciones determinadas para cada uno de los tres extractos etandlicos
obtenidos fueron Gnaphalium chartaceum. (gordolobo) 15 + 0.2 mg/mL; Rosa gallica
(rosa de castilla) 98 £ 0.2 mg/mL y Psidium guajava (guayaba) tuvo una
concentracion de 65 + 0.2 mg/mL. Todos los extractos obtenidos presentaron una
concentracion diferente debido a que las extracciones se realizaron de diversas
partes de las plantas. Para el caso de Gnaphalium chartaceum. se obtuvo un
rendimiento de 0.3%, para Rosa gallica 1.96% y para Psidium guajava 1.3%. El
andlisis estadistico mostré que hay una diferencia significativa donde el extracto de

mayor concentracion fue el extracto de rosa.

6.2 Evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos frente a
Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. epidermidis ATCC 12228y S.
saprophyticus

6.2.1 Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Gnaphalium chartaceum.

(gordolobo)

Los resultados muestran que el extracto de Gnaphalium chartaceum. evaluado a la
concentracion de 15 mg/mL inhiben el crecimiento de todas las cepas evaluadas
presentando una mayor inhibiciéon con Staphylococcus aureus ATCC 29213 en un
halo de inhibicién de 12.3 + 0.6 (72.5% de inhibicién) (figura 4A). Con respecto a la
cepa de S. epidermidis ATCC 12228 el extracto mostré un halo de inhibicion del
11.0£ 0.6 (60 % de inhibicién) (figura 4B). Con la cepa de S. saprophyticus fue de
un halo de inhibicién de 11.3 + 0.6 (72.5% de inhibicion) (figura 5). Sin embargo, a

la concentracion evaluado no supero al control con vancomicina a 30 pg.

Los analisis estadisticos mostraron que cuando se comparo la actividad de este
extracto se mostro que no existe una diferencia significativa del efecto de este
extracto sobre las tres cepas, con respecto al control (vancomicina) mostré que
existe diferencia significativa entre la actividad de este extracto y el control (figura
6).
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Figura 4. Actividad antibacteriana del extracto de Gnaphalium sp. (verde). A.
S. aureus ATCC 29213, B. S. epidermidis, ATCC 12228. Control positivo en
azul y control negativo en negro.

Figura 5. Actividad antibacteriana del extracto de Gnaphalium sp.
(verde) frente a S. saprophyticus. Control positivo en azul y control
negativo en negro.
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Figura 6. Gréfica de halos de inhibicion de Gnaphalium sp. sobre S.
aureus (rosa), S. saprophyticus (naranja) y S. epidermidis (verde), halos
de inhibicion del control positivo (vancomicina) (azul).
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6.2.2 Efecto antibacteriano del extracto etanolico de Rosa gallica (rosa de

castilla)

Los resultados muestran que el extracto de Rosa gallica (rosa de castilla) evaluado
a la concentracion de 98 mg/mL inhiben el crecimiento de Unicamente de la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 29213 con un halo de inhibicion de 14 + 0.1 (82.4%
de inhibicién) (figura 7A). Los resultados con las cepas de S. epidermidis y S.
saprophyticus no mostro ninguna inhibicion (figura 7B y 8 respectivamente). El
extracto evaluado no supera el halo de inhibicion que presenta el antibiético
comercial (Va 30 pug).

Los analisis estadisticos mostraron que cuando se comparé la actividad de este
extracto se mostrd que el efecto de este extracto sobre S. aureus tiene una
diferencia significativa con respecto a la actividad que tuvo sobre sobre S.
saprophyticus y S. epidermidis, al igual que con el control (vancomicina) como se

puede observar en la figura 9 teniendo mayor actividad este ultimo.

Figura 7. Actividad antibacteriana del extracto de Rosa gallica (rosa). A. S. aureus
ATCC 29213; B. S. epidermidis, ATCC 12228. Control positivo en azul y control
negativo en negro.
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Figura 8. Actividad antibacteriana del extracto de Rosa gallica (rosa) frente a
S. saprophyticus. Control positivo en azul y control negativo en negro.
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Figura 9. Grafica de halos de inhibiciébn de Rosa gallica sobre S. aureus (rosa),

S. saprophyticus (naranja) y S. epidermidis (verde), halos de inhibicién del
control positivo (vancomicina) (azul).
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6.2.3 Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Psidium guajava

(guayaba)

Los resultados indican que el extracto de Psidium guajava (guayaba) evaluado a la
concentracion de 65 mg/mL inhiben el crecimiento de todas las cepas evaluadas
resaltando que el mayor porcentaje de inhibicion fue para Staphylococcus
epidermidis con un halo de inhibicion de 16.7 £ 0.6 (90.9% de inhibicidn) (figura
10A). Comparando con los datos presentados en Staphylococcus aureus ATCC
29213 fue menor con un halo de inhibicién de 14.7 + 0.6 (86.3% de inhibicion) (figura
10B) y para S. saprophyticus se obtuvo 16.3 £ 0.6 (81.7% de inhibicion) (figura 11).
Estos valores, aunque fueron cercanos al control positivo utilizado ninguno supero

a la inhibicion de la vancomicina (figura 10 y 11).

Los analisis estadisticos mostraron que cuando se comparo la actividad de este
extracto se mostré que el efecto sobre las tres cepas no tiene una diferencia
significativa. Con respecto al control positivo (Vancomicina) no hubo una diferencia
significativa entre la actividad contra S. epidermidis contrario a la actividad contra S.

aureus y S. saprophyticus (Figura 12).
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Figura 10. Actividad antibacteriana del extracto de Psidium guajava (naranja). A.
S. aureus ATCC 29213. B. S. epidermidis, ATCC 12228. Control positivo en azul
y control negativo en negro.

Figura 11. Actividad antibacteriana del extracto de Psidium guajava (naranja);
frente a S. saprophyticus. Control positivo en azul y control negativo en negro.
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Figura 12. Gréafica de halos de inhibiciéon de Psidium guajava sobre S. aureus
(rosa), S. saprophyticus (naranja) y S. epidermidis (verde), halos de inhibicion
del control positivo (vancomicina) (azul).
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7. DISCUSION

7.1 Concentracion de extractos

El rendimiento en la extraccion asistida por ultrasonido se basa en dos principios de
acuerdo con Bagheriy Esmaiili (2017), el primero es la sonicacion, donde las células
se hincharan debido al proceso de cavitacibn y como consecuencia la tasa de
difusion a través de la pared o membrana aumentard; el segundo principio es el
proceso de cavitacion que hace que la pared celular se rompa y el contenido celular
sea expulsado. Ahora bien, existen diversos parametros que influyen en los
rendimientos de extraccion de compuestos bioactivos como: el solvente, la
temperatura, el tiempo y el tamafio de la particula (Abreu-Naranjo et al., 2018) por
lo que la diferencias en las concentraciones y el rendimiento de cada uno de los
extractos puede deberse al tamafio de las particulas de cada una de las muestras
de plantas donde la muestra de gordolobo al ser voluminoso, algodonoso y menos
denso que larosay las hojas de guayaba la cantidad de la muestra en contacto con

el solvente fue menor comparado con las otras muestras.

7.2 Determinacion de actividad antibacteriana

7.2.1 Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Gnaphalium chartaceum.
(gordolobo)

Con respecto al extracto de diferentes especies de Gnaphalium sp. (gordolobo) se
ha evaluado la actividad antibacteriana de extractos obtenidos con hexano, metanol,
cloroformo y etil acetato, frente a bacterias como Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Bacillus cerus y Staphylococcus aureus que resultaron ser sensibles
a estos extractos. La literatura reporta que los extractos de diversas especies del
género Gnaphalium contienen flavonas y lactonas sesquiterpénicas que poseen
actividad antimicrobiana (Ramirez-Rueda & Mojica-Avila, 2014). En un estudio
realizado por Villagémez y colaboradores (2001) con G. oxyphyllum se encontro que
los extractos metandlicos contienen luteolina y 3-metoxiquercitina un derivado de la
guercitina, ambos compuestos tienen actividad antibacteriana y en el caso de la

luteolina se ha encontrado que contra Staphylococcus aureus el mecanismo de
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accion es la inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos y proteinas, deteriorando
la membrana celular, induciendo la alteracion morfologica celular e inhibiendo la
formacién de biopeliculas (Nguyen & Bhattacharya, 2022; Guo et al., 2020),
actividad parecida a la actividad que antibiéticos como la vancomicina, rifampicina,
fluoroquinolonas vy tetraciclinas, por lo que la actividad observada en los ensayos

realizados en este trabajo coiciden con lo reportado en la literatura.

7.2.2 Efecto antibacteriano del extracto etandélico de Rosa gallica (rosa de

castilla)

En el caso del extracto de Rosa gallica se ha reportado la actividad antibacteriana
de extractos etandlicos de Rosa damascena (un hibrido de Rosa gallica y Rosa
phoenicia) frente a S. aureus resistente a meticilina y esta actividad esté relacionada
con compuestos quimicos como el geraniol, citronelol, nerol o efectos sinérgicos
entre estos compuestos (Mahboudi, 2016; Spasova, 2016; Talib, 2010), ademas en
2021 estudios fitoquimicos de Rosa gallica reportaron que el contenido de
flavonoides en esta especie es mayor que en otras especies del género Rosa, estos
compuestos tienen actividad antimicrobiana por formar uniones entre proteinas
solubles y extracelulares de la membrana bacteriana (Vazquez-Olvera, et al., 2021).
En 2019, se report6 evidencia fuerte por primera vez de la actividad antibacteriana
de extractos acuosos y etandlicos de Rosa gallica contra Streptococcus mutans
(Vargas-Segura et al., 2019) por lo que la presencia de halos de inhibicién en los
ensayos llevados a cabo en este trabajo se esperaban, sin embargo la ausencia de
halos de inhibicion frente a las sepas S. saprophyticus y S. epidermidis se puede
deber a que las cepas son insensibles a estos extractos debido a los diferentes
mecanismos de defensa entre los que se puede mencionar la formacion de biofilms
que puede verse influenciada por la presencia de etanol que en este caso fue el

solvente empleado en estos extractos (Knobloch et al., 2001).
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7.2.3 Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Psidium guajava

(guayaba)

El ensayo microbiolégico para determinar la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de las hojas de Psidium guajava (Guayaba) a la concentracion de 65
mg/mL frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213, evidencié que el
extracto generd un halo de inhibicibn medio de 16.7 + 0.6 mm, lo cual coincide con
el estudio de realizado por Llamoza y Mamani (2022) donde se probaron los
extractos etandlicos de hojas de Psidium guajava guajava contra la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923 que obtuvo halos de inhibicion de van de los

9.67 mm a 13.20 mm a concentraciones de 5%, 15% y 25%.

La actividad antibacteriana de extractos etandlicos de guayaba han sido evaluados
en distintos estudios y se ha reportado que a partir de estos extractos se han aislado
flavonoides que han reportado actividad antibacteriana contra bacterias como
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y S. aureus (Dhiman et al., 2011), sin
embargo se considera que la actividad antibacteriana es mas perceptible y mas
comun en bacterias gram positivas (Garcia & Angeles, 2020) por lo que la actividad
encontrada en Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 y Staphylococcus
saprophyticus en este trabajo se esperaba. Ademas de que se han encontrado en
los extractos de esta planta metabolitos alcaloides, lactonas a, B-insaturadas, asi
como también compuestos fendlicos, taninos, saponinas y flavonoides a los que se
atribuyen la actividad antibacteriana que poseen las hojas de guayaba (Llamoza &
Mammani De La Cruz, 2022). Sin embargo, la accién antibacteriana se le atribuye
principalmente a la guayaverina, un derivado de la quercitina, cuya accion
antibacteriana es la interrupcion de la membrana celular y la inactivacion de

proteinas intracelulares (Carrero Montenegro, 2019).
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8. CONCLUSIONES

- Se obtuvo un mejor rendimiento en el extracto de Rosa gallica con un 1.96 % de
rendimiento y una concentracion mayor con 98 mg/mL seguido del extracto de
Psidium guajava y Gnaphalium chartaceum.

- El extracto etandlico de Gnaphalium chartaceum. (gordolobo) tiene actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. epidermidis ATCC
12228 y S. saprophyticus en la misma media sin ser mejor que el control

(vancomicina).

- El extracto etandlico de Rosa gallica (rosa) tiene actividad antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus ATCC 29213 sin embargo no presento actividad frente a S.
epidermidis ATCC 12228y S. saprophyticus y no present6 actividad mayor al control

(vancomicina).

- El extracto etandlico de Psidium guajava (guayaba) tiene actividad antibacteriana
frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. epidermidis ATCC 12228 y S.
saprophyticus en la misma medida sin llegar a ser mejor que el control

(vancomicina).
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9. PERSPECTIVAS

Realizar cromatografia liquida HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) para identificacion del o los compuestos de interés.
Realizar cromatografia en capa fina y en columna para la obtencién de
direferentes fracciones y analizar el o los compuestos responsables de la
actividad antibacteriana.

Se propone realizar evaluaciones de toxicidad de estos compuestos con el
fin de desarrollar un antibiético o algun producto de limpieza para ser

empleado en hospitales.
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