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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo principal evaluar la actividad antimicrobiana in
vitro de extractos del hongo Ganoderma lucidum, y cualificar la presencia de triterpenos
responsables de dicha actividad, sobre bacterias ATCC de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Proteus mirabilis. En el estudio se trabajé con dos extractos: acuoso y etandlico,
empleando discos de difusion humedecidos con soluciones al 50%, 75% y 100% se realiz
antibiogramas en Agar Infusion Cerebro Corazén y Agar Mueller Hinton. Esta actividad se
compard con antibidticos estandares: penicilina G 10pg, eritromicina 15pug, estreptomicina
300ug, tetraciclina 30pg, trimetoprim/sulfametoxazol 1.5/23.75ug; y como solventes etanol
absoluto y agua destilada estéril. La actividad antimicrobiana se determiné a través de los
diametros de los halos de inhibicion (mm) y la presencia de triterpenos se cualificé a través del
tamizaje fitoquimico. EIl antibi6tico con mayor efecto antimicrobiano para Escherichia coli
ATCC9637 es estreptomicina 300ug (34,5mm); para Proteus mirabilis ATCC25933 son
estreptomicina 300ug (28,1mm), penicilina G 10ug (21,93mm) y para Staphyloccocus aureus
ATCC25923 es trimetoprim/sulfametoxazol 1,5/23,75ug (28,53mm) en Agar Mueller Hinton. El
extracto etandlico de Ganoderma lucidum, presentd mayor actividad antimicrobiana que el
extracto acuoso. Las concentraciones con mayor efecto antimicrobiano para Escherichia coli
ATCC9637 fue extracto etandlico 50% (16,76mm); para Staphyloccocus aureus ATCC25923
etanol absoluto (9,95mm) y para Proteus mirabilis ATCC25933 extracto etandlico 50%
(15,15mm) y extracto acuoso 100% (7,43mm), dichos halos no llegan a la media de los
comerciales. Se recomienda fraccionar e identificar los compuestos triterpénicos de los extractos

de Ganoderma lucidum

Palabras clave: <TECNOLOGIA Y CIENCIAS DE LA INGENIERIA> <MICROBIOLOGIA>
<HONGO (Ganoderma lucidum)> <ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA> <METODO DE
DIFUSION DE DISCOS> <HALOS DE INHIBICION>
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SUMMARY

The present investigation aimed to evaluate the in vitro antimicrobial activity in extracts of the
fungus Ganoderma lucidum and qualifying the presence of triterpenes responsible for such an
activity on bacteria ATCC of Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Proteus mirabilis. In
the study two extracts were involved: aqueous and ethanolic, using diffusion disks moisted with
solutions at 50%, 75% and 100%. Antibiograms were carried out in Agar Infusion Brain Heart
and Agar Mueller Hinton. This activity was compared to the standard antibiotics: penicillin G
10pg, erytromicin 15ug, streptomycin 300ug, tetracycline 30pg, trimethoprim/sulfametoxazol
1.5/23.75ug; and as solvents absolute ethanol and sterile stilled water. The antimicrobial activity
was determined through the inhibition halos (mm) and the presence of triterpenes was qualified
through the phytochemical sieving. The antibiotic with the highest antimicrobial effect for
Escherichia coli ATCC9637 is the streptomycin 300ug (34,5mm); for Proteus mirabilis
ATCC25933, the streptomycin 300ug (28.1mm), penicillin G 10ug (21,93mm) and for
Staphylococcus aureus ATCC25923 the trimethoprim/sulfametoxazol 1.5/23.75ug (28,53mm) in
Agar Mueller Hinton. The ethanolic extract of Ganoderma lucidum presented a higher
antimicrobial activity than the aqueous extract. The concentrations with the highest antimicrobial
effect for Escherichia coli ATCC9637 were with the ethanolic extract 50% (16,76 mm); for
Staphylococcus aureus ATCC25923 absolute ethanol (9,95mm) and for Proteus mirabilis
ATCC25933 ethanolic extract 50% (15,15mm) and aqueous extract 100% (7,43mm); such halos
do not reach the mean of the commercial ones. It is recommended to fracture and identify the

triterpenic compound of the extracts of the Ganoderma lucidum.

Key Word: <TECHNOLOGY AND ENGINEERING SCIENCES > <MICROBIOLOGY>
<FUNGUS (Ganoderma lucidum)> <ANTIMICROBIAL ACTIVITY > <DISK DIFUSION
METHOD> <INHIBITION HALOS>
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INTRODUCCION

La calidad de vida de las personas ha progresado por el uso de antimicrobianos los cuales han
disminuido la morbi-mortalidad por enfermedades de tipo infeccioso. (Livermore, 2003, p.1). L0S
antimicrobianos son los mas consumidos en el mundo, de tal manera que los paises desarrollados
dirigen un 35 % de su presupuesto al gasto sanitario. (Valenzuela.et al, 2003,p.119).Sin embargo, el
uso masivo de estos farmacos ha provocado que sus prescripciones sean incorrectas o

innecesarias en un 10- 50 %. (Jensen, et al, 2009, p.5.)

Esta condicion genera resultados negativos directos sobre el paciente, su entorno, sobre la
estructura de salud puablica dando lugar al desarrollo de resistencias bacterianas, fallas
terapéuticas, RAMs, interacciones entre medicamentos y a su vez afecta a la economia por los

elevados costos de salud. (McGowan, 2001, p.282)

El problema més importante es la aparicion de resistencia bacteriana en los microrganismos
responsables de enfermedades infecciosas comunes como : infecciones de las vias respiratorias
principalmente neumonia, infecciones del tracto urinario, diarrea e infecciones gastrointestinales
(World Health Organization ,2014, p.32) Entre las bacterias que se destacan estan : Gram positivas,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, , Haemophilus influenzae, Staphylococcus
epidermitis; bacilos Gram negativos no fermentadores Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, también Enterobacterias (Proteus mirabilis ,Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli,), y finalmente Enterococcus. (Valenzuelaet al, 2003,p.119); dichas infecciones causan una

mortalidad de mas del 85% a nivel mundial (World Health Organization ,2001, p.6)

Los principales mecanismos de resistencia bacteriana tanto adquirida como transmisible se basa
en la sintesis de enzimas que inactivan al farmaco, otro mecanismo consiste en la dificultad de
la llegada del antibiético al érgano diana por la aparicién de modificaciones o la modificacion de

la propia diana (Pérez, 1998,57).

En América latina segin SCOPE (Comité permanente de intercambios clinicos) las cepas de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, y Enterococcus, son los microorganismos

causantes del 60 % las bacteriemias nosocomiales (Casellas, 2011, p.44)

En Ecuador las dos enfermedades infecciosas que se han mantenido durante diez afios
consecutivos , segun datos de morbilidad del Ministerio de Salud Publica del afio 2014 , son

diarreas y gastroenteritis de posible origen infeccioso con una tasa media 18.89, enfermedades
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respiratorias y neumonia con una tasa media del 18.71, cifras que son consideradas altas
(INEC,2014,http://www.ecuadorencifras.gob.ec/vdatos/).

Actualmente se esta prestando atencién a las infecciones de vias urinarias que afecta a la
poblacion femenina en una tasa media de 10.72 (INEC,2014,http://www.ecuadorencifras.gob.ec/vdatos/),
con mayor relevancia en mujeres embarazadas debido que el 27% de partos pretérmino tienen
una asociacion clinica con IVU (Macejko, 2007, p.32).

Esta condicion a la que se enfrenta el &rea de la salud ha impulsado la investigacion de productos
naturales que sean fuentes de principios activos que actien como nuevos antimicrobianos, con
menor probabilidad de desarrollo de resistencia bacteriana, mayor espectro de accion y toxicidad
baja. (Nifio, 2010, p.9). Los metabolitos secundarios que producen las diferentes especies
pertenecientes al reino fungi poseen actividad biol6gica, caracteristica que los hace idoneos para

ser usados en la elaboracién de fitofarmacos de uso clinico. (Berovic, 2003, p.77).

Las culturas orientales ancestrales especialmente China, Japén y Corea han usado Ganoderma
lucidum por sus bondades medicinales desde hace méas de 2000 a.C, su origen es en el continente
asiatico y han sido reconocidas seis variedades de las cuales el Ganoderma rojo es el que genera
mayor numero de actividades, su crecimiento es saprofito y en climas calidos y himedos y se lo
puede cultivar in vitro con ayuda de sustratos como arroz, soja, aserrin. (Rios, 2014,
http://www.hostelvending.com/img/bdd_productos/178_dossier.pdf) Por sus diversos beneficios a la salud es
conocido como el hongo de la inmortalidad para el tratamiento de afecciones como: bronquitis,

problemas cardiacos, migrafia, diabetes, artritis, hipercolesterolemia e hipertension. (Khan &
Abourashed,2010, p. 303).

Actualmente se conoce que Ganoderma lucidum  posee actividades antimicrobianas,
anticancerigenas, antitumorales, antioxidantes, estrogénicas entre sus compuestos bioactivos se
encuentran triterpenos y polisacéridos. (Paduch et al. 2007, p. 321). Metabolitos bioactivos que son
producidos naturalmente como mecanismos de defensa contra insectos, plagas, virus, bacterias y
hongos, acttan matandolos o inhibiéndolos. Los hongos por sus minimos requerimientos de
nutrientes y por su alta afinidad a los sustratos permiten una obtencién de metabolitos secundarios

mas rapida en comparacion a las plantas (Jaramillo, 2009, p.13)

El hongo Ganoderma es comestible pero posee un sabor amargo y textura dura lefiosa, por lo que
el consumo de forma directa del basidiocarpo es minima lo que causa que Ssus compuestos
bioactivos no sean aprovechados, por tal razon para gozar de sus beneficios se debe obtener un

extracto etandlico (Quiriz, 2011, p.1)



En nuestro pais el MIES ha reconocido la validez de formas de medicina ancestral y alternativa y
tratamientos basados en la fitoterapia , asi el estado ecuatoriano esta impulsando a la investigacion
mediante la politica 10 , para asegurar la salud y calidad de vida de la poblacion, de tal manera
el presente trabajo responde a la politica 3.2 del Plan Nacional del Buen Vivir que consiste en
fortalecer la prevencion, control y vigilancia de las enfermedades y desarrollo de capacidades
para describir, prevenir y controlar la morbilidad (SENPLADES, 2013, p.326)

Bajo este contexto y en la necesidad de conocer y aprovechar las propiedades que presentan los
principios activos de Ganoderma , se plante6 evaluar la actividad antimicrobiana del extracto
etanolico obtenido de Ganoderma lucidum frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Proteus mirabilis para determinar la influencia de los antibiéticos y las concentraciones de los
extractos frente a las bacterias en mencion, seleccionar el antibidtico y concentracién de extracto

con mayor actividad antimicrobiana e identificar la bacteria mas sensible.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana del hongo comestible Ganoderma lucidum
contribuird al &mbito de la investigacion para la posterior formulacion de fitofarmacos
antibidticos que disminuyan la morbi-moratlidad de la poblacion por resistencia a cepas
bacterianas que ocasionan enfermedades comunes como infecciones gastrointestinales,

respiratorias y urinarias.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Infeccion

La infeccion es una multiplicacion excesiva y anormal de microorganismos (bacterias, hongos,
virus, protozoos, helmintos) sobre el tejido de un organismo huésped, el cual puede o no presentar

sintomatologia de afeccién o enfermedad (Mandel, 1994, p.4)

1.1.1. Infecciones en Ecuador

A nivel mundial la mortalidad por enfermedades infecciosas afecta al 26 % de la poblacion, es
decir que provoca la muerte a alrededor de 13,3 millones, siendo las principales enfermedades en
paises desarrollados las infecciones del aparato respiratorio, y en los paises en desarrollado

principalmente infecciones nosocomiales, de vias respiratorias, neumonias y diarreas (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2015, http://www.who.int/gho/publications/world_health_statistics/2015/en/).

En el afio 2015, alrededor de la mitad de 5,9 millones de muertes de menores de 5 afios fueron
resultados de enfermedades de tipo infeccioso como neumonia, diarrea, sepsis, tétanos,
paludismo, sarampién, meningitis, sida. De las cuales las que causan mayor mortalidad son la
neumonia y diarrea, presentes en mayor porcentaje en los sectores mas desfavorecidos (UNICEF,
2010, p.10)

En Ecuador, las enfermedades infecciosas y de tipo parasitarios causan una mortalidad en nifios
en un porcentaje del 1,20 al 1, 28. (INEC, 2012, http://www.ecuadorencifras.gob.ec/estadisticas/). De acuerdo
al INEC 2009, se conoce que la octava causa de mortalidad infantil es la diarrea y gastroenteritis
de tipo infeccioso con un porcentaje del 2.5 %, y estas enfermedades ocupan el tercer lugar de

causa de morbilidad infantil con wun porcentaje de 172. 6 %. (INEC, 2009,

http://www.ecuadorencifras.gob.ec/estadisticas/)

Segun datos del Distrito Metropolitano de Quito las causas principales de morbilidad infantil son
la neumonia (organismo no especifico) y afecciones que se presentan durante el periodo neonatal
como diarreas, sepsis bacteriana, dificultad respiratoria entre otras. Este comportamiento se

observa a nivel nacional y en nifios menores a 5 afios (INEC, 2014, p. 33)



En las provincias de Chimborazo y Cotopaxi, las causas principales de muerte que han afectado
a la poblacion en el afio 2010 son la influenza y la neumonia de tipo bacteriano, e infecciones mal
definidas (SENPLADES; 2015, p.32)

En el canton Riobamba segun datos del Area Distrital Riobamba Chambo, 2003, el grupo de

riesgo infantil de 1-14 afios, presentan un 35.4 % infecciones respiratorias y diarreas en un 8 %
(CICAD,2011,http://www:.cicad.oas.org/fortalecimiento_institucional/savia/PDF/Cant%C3%B3n%20de%20Riobam
ba.pdf)

Las infecciones de vias urinarias estan presentes en las mujeres de edad reproductiva y en
embarazadas, este es un grupo de riesgo y mayor predisposicidn segun un estudio realizado en el
Subcentro de Salud del Cantén Libertad en donde el 87,3% de las mujeres tienen infeccion

urinaria. (Tumbaco, 2013, p. 57)

El 80 y 90% de las infecciones urinarias ambulatorias es causada por Escherichia coli, Proteus,
Mirabilis, Klebsiella y Enterobacter. (Florentin, et al, 2011, p.9)

1.2. Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares cuya reproduccion es por fision binaria, poseen
mecanismos propios de produccién de energia y el material genético para su crecimiento y
desarrollo, por lo general son de vida libre, pero algunas cepas requiere estar intracelularmente

obligadamente para poder vivir como por ejmplo: Rickettsias (Pirez & Mota, 2008, p. 23)

1.2.1.  Staphylococcus aureus

Son cocos Gram positivos, que miden entre 0.5 a 1.5um, se pueden encontrar como células Unicas
0 agrupados en pares, tétradas, formando cadenas cortas o racimos de uvas.Las colonias de S.
aureus son cremosas con bordes enteros y lisos, pueden presentar un color amarillo o dorado pues
genera carotenoides, la p hemolisis que presentan algunas cepas alrededor de las colonias se

aprecian en agar sangre (Cervantes, et al, 2014, pp.30-31)

Entre las infecciones que produce Staphyloccocus aureus se encuentran, a nivel de la piel
infecciones pidgenas, infecciones profundas, neumonia, meningitis, intoxicacion alimentaria,
empiema, artritis séptica, abscesos, endocarditis,osteomielitis, piel escaldada, pericarditis y

sindrome de choque toxico (Todd, 2005, p.43)



Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) y bacterias multirresistentes Gram
negativas causan un alto porcentaje de infecciones nosocomiales. (Organizacion Mundial de la Salud,
2015,p.12) Es el microorganismo responsable de un alto indice de morbilidad y mortalidad por
bacteriemia, asi provoca alrededor del 11% a 33% de las bacteriemias hospitalarias y una
cantidad significativa de bacteriemias en la comunidad, lo que desencadena complicaciones en

un 50 %. (Tibavizco et el, 2007, p.1)

Las diferentes cepas de Staphylococcus aureus han desarrollado resistencia a una gran variedad
de medicamentos que se usan a nivel comunitario y hospitalario, entre los cuales se encuentran:
aminoglucésidos, meticilina, cetdlidos, penicilina, azalidos, tetraciclinas clasicas,
fluoroquinolonas y clindamicina. Dicha resistencia se produce por modificaciones a nivel de

expresion de genes. (Casellas, 2012, p.15)

Tiene un Optimo crecimiento en medios de enriguecimiento no selectivos como agar cerebro
corazln, agar sangre, agar chocolate. (Cervantes, et al, 2014, pp.30-31)

Crecen durante las 18- 24 horas y tiene un amplio rango de temperaturas (7 a 40°C) con un
Optimo de 35 a 37° C. (Baeza, et al, 2010, p. 2; Cervantes, et al, 2014, pp.30-31)

1.2.2. Escherichia coli

Es un bacilo Gram negativo, perteneciente a la familia, anaerobio facultativo (Rodriguez-Angeles,
2002).

Las colonias de E. coli en agar sangre son de color blanco opaco, convexas, circulares con un

tamafio de 2- 4 mm (Gonzales, 2013, p- 25)

Escherichia coli se encuentra naturalmente en los intestinos de animales, es un organismo ubicuo

por lo que puede estar en todos lados especialmente en aguas negras. (Castro, 2012, p.27).

Es considerado un microorganismo de la flora normal del hombre, sin embargo existen seis grupos
que producen diarrea y se los clasifica segin su patogenicidad, virulencia, toxicidad y clinica:

enteroagregativa, enterohemorragica, enteropatégena, adherencia difusa y enterotoxigénica
(Rodriguez-Angeles, 2002, p. 464).

Entre las principales, infecciones intra y extraintestinales graves, que provoca Escherichia coli se
encuentran, cistitis, mastitis, meningitis, infecciones del aparato excretor, neumonia, peritonitis y

septicemia. Principalmente causan diarreas hemorragicas, que afectan a nifios de entre 1 a 8 afios.



Provoca infecciones de vias urinarias en un 80%, se han encontrado en un 90% de las ITUS
adquiridas en la comunidad, la entidad clinica méas grave es las bacteriemias por E coli con
betalactamasa de espectro extendido (Garcia etal., 2011, p.11)

Presenta un 32,5% de multirresistencia a los antibidticos especialmente a sulfatrimetoprim,

penicilinas + IBL, cefalosporinas. (Garcia et al., 2011, p.11) Incubar a 37 ° C por 18-24 horas.

1.2.3. Proteus mirabilis

Es un bacilo Gram negativo, con amplia motilidad, aerobio facultativo propio de la microbiota
fecal, que produce fendmeno de swarming, caracterizado por generar una ola alrededor de las

colonias ,la cual se desplaza en forma radial (Lenette, et al, 2008, p. 156)

Las colonias bacterianas son blanquecinas trasllcidas, redondeados, circulares, convexas y

medianos (Lenette, et al, 2008, p. 156)

Proteus mirabilis es el agente principal causante de infecciones del trato urinario, neumonias,

infeccion en heridas, bacteriemias, septicemias. (Murray, 2008, p.18; Limaet al, 2007, p. 7)

A nivel hospitalario y clinico Proteus presenta multirresistencia a antibidticos en un 16 %,
especialmente a cefalosporinas de tercera generacion y cuarta también a sulfatrimetoprim.. (Acosta,
2014, p.15) La resistencia se produce principalmente por la adquisicion de las bectalactamasas

plasmidicas. (Rodriguez, et al, 2005, p.251)

El crecimiento éptimo se puede observar en agar nutritivo, agar sangre, agar cerebro corazon.

(Lenette, et al, 2008, p. 156) Incubar a 37 ° C por 18-24 horas

1.3. Antibioticos

Los antibidticos son sustancias quimicas que se producen a partir de diversos microorganismos
(hongos, bacterias, actinomicetos) o son sintetizados quimicamente en un laboratorio, su funcion
es suprimir el crecimiento de los microorganismos y pueden inhibirlos o destruirlos. (Jawetz , 1989,
p.110) Estas sustancias se diferencian entre si por sus propiedades fisicoquimicas y efectos

farmacoldgicos, también difieren en su mecanismo de accién y el espectro antimicrobiano
(Madigan, et al, 2001, p.200)



Los antimicrobianos se clasifican segln su efecto antimicrobiano en bactericidas, provocan una
accion letal sobre la bacteria, interfieren en el metabolismo del DNA, alterando la sintesis de la
pared celular y la membrana plasmatica; y bacteriostaticos, inhiben de forma transitoria el
crecimiento de las bacterias, es decir se suspende el antibidtico y reinicia su crecimiento,

interfieren en la sintesis proteica.(Martinez, 2008, p.4; Jawetz , 1989, p.113;Carvo & Martinez, 2009, p.47)

Tabla 1-1: Clasificacion de los antibi6ticos segin su

efecto antibacteriano

Bactericidas Bacteriostaticos
Penicilinas Tetraciclinas
Cefalosporinas Eritromicina
Aminoglucésidos = Sulfonamida
Rifampicina Novobiocina
Quinolonas Cloranfenicol
Monobactamicos

Polimixinas

Fuente: (Cordiés, et al, p.21)

1.3.1. Mecanismo de accion de los antibi6ticos

Los antibioticos estan formados por varios compuestos, actlan a través de diversos mecanismos
y sus blancos de accién estan en diferentes partes de la célula de la bacteria que se busca eliminar,
los antibioticos impiden su reproduccion, disminuyendo la concentracion bacteriana (Cuadros, 2010,
p-4)

Los antibioticos de uso clinico desempefian su actividad sobre funciones bacterianas o estructuras:
a) Inhiben la sintesis de la pared bacteriana, actian alterando la integridad de la membrana
citoplasmica afectando su permeabilidad, b) Inhiben la la traduccién y transcripcion del material
genético, actian impidiendo la ssintesis proteica, ¢) Bloguean la sintesis o las funciones de acidos
nucleicos, d ) Otros antimicrobianos como los inhibidores de B-lactamasas protegen compuestos

de la accién de enzimas hidroliticas bacterianas (Cordiés-Jackson et al., 1998; Pascual, etal, p.39)



1.3.2. Mecanismo de resistencia a antimicrobianos

La resistencia a antimicrobianos es la condicion adquirida de un microorganismo para soportar
los efectos del antibidtico al que es sensible en forma habitual. Esta condicion es causada por

genes de resistencia productos de intercambios genéticos. (Madigan et al., 2006, p. 330).

Las bacterias Gram negativas muestran mayor resistencia que las bacterias Gram positivas al

ingreso de antimicrobianos (Nikaido, 2003, p.596)

La resistencia antimicrobiana se determina en forma clinica por medio de antibiogramas, en donde

se determina cuantitativamente la actividad antibiética in vitro denominado como CMI

Tabla 2-1: Seleccion de antibidticos para pruebas de sensibilidad o antibiogramas con

discos

Opcidn Gram positivos
Staphylococcus Streptococcus faecalis Otros

Primera Penicilina G Ampicilina Ampicilina
Oxacilina Cloranfenicol Penicilina G
Eritromicina Tetraciclina Oxacilina
Cloranfenicol Eritromicina Clindamicina
Clindamicina Penicilina G Eritromicina

Tetraciclina

Segunda | Gentamicina Gentamicina

Netilmicina Trimetroprim-
sulfametoxazol

Vancomicina Cloranfenicol

Opcion Gram negativos

Primera Intestinal Urinaria Sangre Tejidos | Ps. Aeruginosa
Ampicilina Acido oxolinico Amikacina Carbenicilina
Gentamicina Acido nalidixico | Ampicilina Amikacina
Cloranfenicol Norfloxacina Gentamicina Gentamicina
Trimetroprim- Nitrofurantoina Cloranfenicol | Tobramicina
sulfametoxazol




Tetraciclina Sulfisoxazole Trimetroprim- | Polimixina B

sulfametoxazo
I

Trimetroprim- Cefamandole

sulfametoxazol
Tobramicina

Segunda Ampicilina Cefoxitina Colistina
Cloranfenicol Cefotaxima
Gentamicina Kanamicina

Fuente: (World Health Organization, 1979, p.979)

Existen dos tipos de resistencias, resistencia natural o intrinseca que se produce cuando las
bacterias no poseen de un 6rgano diana para un antimicrobiano y se genera la seleccion de
mutantes de naturaleza resistente. La resistencia adquirida se produce por la modificacion del
material genético de la bacteria y surge por mutaciones en nivel cromosémico y alteraciones en
los mecanismos de transferencia de genética mediada por intregones, plasmidos y transpones que

se comunican de una bacteria a otra. (Garcia, et al, 1997, p.40; Martinez, 1997, 193)

Se reconocen tres tipos de mecanismos de resistencia: a) Hidrolisis enzimatica, en donde se
inactiva al antibidtico, b ) Trastornos de permeabilidad, causados por modificaciones en la
bacteria que evitan que el antibidtico llegue a la diana , ¢ ) Alteraciones del punto diana de accion

por parte de la bacteria evitando y obstaculizando la actividad del antimicrobiano (Quintana, 2002,
p.12)

1.3.3. Penicilina G

La penicilina G o Bencilpenicilina, es un betalactdmico, de origen natural y de primera
generacion, su mecanismo de accion antibidtica consiste en inhibir las enzimas encargadas de la
transpeptidacion de cadenas polisacaridas de peptidoglicano para la conformacion de la pared

bacteriana. (Prescott, et al, p. 521)

Este antibidtico tiene efecto bactericida y presenta un espectro de accion reducido frente a la
mayoria de Gram positivos y a pocos Gram negativos. Gérmenes Gram positivos como y Bacillus
anthracis, Staphylococcus, Clostridium, Streptococcus, Actinomyces bovis, Corynebacterium
pyogenes. Tiene mayor actividad sobre bacterias jovenes, en fase de multiplicacion y crecimiento.

(Pérez R, 2010, p.417) Su resistencia antimicrobiana es por inhibicion enzimatica (Koneman et al., 2004,
p.599).
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1.3.4.  Estreptomicina

Es un antibidtico del grupo de aminoglucésidos, que se deriva de Streptomyces griseus, es una
antimicrobiano de primera generacion, es de uso restringido. Es un fArmaco con efecto Bactericida

pues causa la Inhibicion de la sintesis proteica bacteriana en la subunidad 30S ribosomal.
(Vademecum, 2016, p. 1)

En la clinica se lo usa para erradicar la tuberculosis y eliminar las bacterias Gram-negativos
sensibles., especialmente bacilos tiene una potencia baja, también tiene actividad sobre pocos
Gram positivos  (Worl Health Organization, 1992, p.36). Gérmenes Gram negativos sensibles
Escherichis coli, Yersinia pestis, M. tuberculosis, Shigella, enterococcos, Klebsiella; Gram
positivos: S. aureus. (Tripathi, 2005, p. 430)

Las bacterias Gram positivas y negativas generan resistencia a este antibiotico por la inactivacion

de enzimas que modifican aminogluc6sidos (Koneman et al., 2004, p.599).

1.3.5. Eritromicina

Es una antibidtico del grupo de los macrdlidos, se deriva de Streptomyces erythraeus,
antimicrobiano de primera generacion, inhibe la sintesis de proteinas pues actan a nivel de las
subunidad 50S ribosomal. (1QB, 2016, p. 1)

Este farmaco tiene efecto bacteriostatico en altas concentraciones y efecto bactericida en bajas
concentraciones, actia frente a cocos aerobios y anaerobios Gram positivos, tiene minima
actividad sobre cocos gramnegativos aerobios y anaerobios. Sensibilidad a Gram positivos:
Streptococos A, B, C, viridans, peptoesteptococos, neumoniae, peptococos (Brystkier, et al, 1993,
p.46) Poca utilidad frente a Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, activos frente a
Bramhanella catharralis, Mycoplasma neumoniae, Campylobacter fetus, Bordetella pertusis y

Legionella.

Se los usa para el tratamiento de Treponema pallidum, Bacillum antracis, Clostridium tetani,
Corinebacterium difteriae y Actinomices israeli peptococos. (Brystkier, et al, 1993, p. 46) La
resistencia a estos antibiéticos es por modificacion del sitio diana de accion y por un fendmeno

de eflujo del fArmaco (Tafur, et al, 2008, p.2019)
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1.3.6. Tetraciclina

Son antibidticos naturales o semisintéticos, de primera generacion, se derivan de Streptomyces
spp, dentro de este grupo tenemos clortetraciclina, demeclociclina, minociclina, metaciclina,
doxicilina. Su actividad consiste en inhibir la sintesis de proteinas de las bacterias a través de
enlaces a la subunidad 30 S ribosomal. Tienen efecto bacteriostatico y son de amplio espectro

frente a Gram positivos y negativos. (Chopra & Roberts, 2001, p. 62)

Microorganismos sensibles a tetraciclina: Brucella, Mycoplasma, Legionella pneumophyla, H.
influenzae, Helicobacter pilory, Chlamydia, Borrelia recurrentis. Baja actividad por aumento de
resistencias antimicrobianas frente a Escherichia coli, Proteus, Shigella, Pseudomonas,
staphylococcus, neumococos, vibriones. (Calvo & Martinez, 2008, p.9; UAM, 2009, p.3) La resistencia a
tetraciclina es a través de plasmidos, y consiste en que la bacteria evita la penetracion del farmaco
y es una caracteristica transferible y se puede inducir, las bacterias generan resistencia después de

tener contacto con la droga. (Rodriguez, et al, 1998, p. 3)

1.3.7.  Trimetoprim y sulfametoxazol

Es un farmaco constituido por dos compuestos que causan sinergismo trimetoprim y

sulfametoxazol en una cantidad de 1:5, por lo que tienen efecto bactericida. (Lombardia & Fernandez,
2009, p.155)

Este antibidtico actta en las dos etapas de la sintesis de acido félico bacteriano, lo cual sucede de
la siguiente forma Sulfametoxazol inhibe el uso del acido para-aminobenzoico (PABA) durante
la formacién de dihidrofolato por lo que produce bacteriostasis, luego trimetoprim inhibe la
dihidrofolato reductasa en forma reversible por lo que no se produce la conversion de

dihidrofolato en tetrahidrofolato (Lombardia & Fernandez, 2009, p.155)

Tiene actividad frente a Gram positivos y negativos como: Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Enterobacter cloacae, Klebsiella
granulomatis, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Escherichia coli, Proteus,

Shigella, Legionella. (AEMPS, 2015, pp.13-14)
La resistencia bacteriana a este antibiotico es baja pues estan presentes compuestos de diferentes

naturaleza, entre sus mecanismo de resistencia se destaca una mutacion bacteriana que incrementa

los niveles de PABA vy aleja a sulfametoxazol haciendo que se aumente la enzima
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dihidropteroato sintetasa, el mecanismo con pldsmidos consiste en la sintesis de enzima alteradas

de dihidropteroato sintetasa, con poca afinidad por Sulfametoxazol. (AEMPS, 2015, pp.13)

1.4. Prueba de sensibilidad antimicrobiana

La sensibilidad de los antimicrobianos se determinan a través de discos de papel filtro, es una
técnica modificada del procedimiento descrito por Bauer y Kirby, este es el método aprobado y
recomendado por National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) para

determinar la sensibilidad que poseen las bacterias hacia farmacos. (Bauer, et al, 1966, p.6)

El método consiste en colocar una concentracion determinada de antibiético sobre discos,
posteriormente se los coloca sobre la superficie de un medio de cultivo previamente sembrado
con microorganismo. (Valgasl, et al, 2007, p. 3), cuando se produce este contacto el disco empieza a
difundir el farmaco y absorbe agua hasta formar un gradiente de concentraciones, y halos de
inhibicién los cuales son susceptibles a ser medidos determinando los CMI  (Taroco, et al, 2008, p.
665). De esta manera se sabe si el microorganismo es Sensible, Intermedio o Resistente a cada uno
de los antibioticos. (Valgasl, et al, 2007, 3)

Esta metodologia esta estandarizada para el analisis de Streptococcus spp, Staphylococcus spp
Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosas, Enterobacteriaceas. (Aguilar, 2000, p. 2).

1.5. Tincion Gram

Es un método usado para la diferenciacion entre las bacterias, en donde se utiliza varios colorantes

gue permiten reconocer entre Gram positivas y Gram negativas. (Beveridge, 2001, p. 111)

Los colorantes usados son cristal violeta que se une al peptidoglicano que constituye a la pared
celular; lugol que actia como mordiente evitando que el cristal violeta salga de la pared celular
porgue forma complejos, alcohol-cetona que en las bacterias Gram negativas disuelve y destruye

la membrana a su vez cierra los poros y provoca que la pared celular se deshidrate.

En si el peptidoglicano juega un papel importante para la diferenciacion asi las bacterias que
poseen mayora cantidad como son las bacterias Gram positivas retienen los complejos formados
por los colorantes y las bacterias Gram negativas lo retienen en minima cantidad pues poseen
poca cantidad de peptidoglicano. Finalmente se usa safranina que actia como un colorante de
contratincion de tal forma que colorea a todas las bacterias que no retuvieron los complejos de

yodo y cristal violeta. (Popescu & Doyle, 1996, 145)
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Tabla 3-1: Principios de la Tincion Gram

Pasos Métodos Resultados

Gram Positivas Gram Negativas
Colorante basico Cristal violeta Se tifie de violeta Se tifie de violeta
Mordiente Lugol Se mantiene violeta | Se mantiene violeta
Decoloracion Alcohol- cetona Se mantiene violeta | Se decolora
Contraste Safranina Se mantiene violeta | Se tifie de rosa

Fuente: (Pumarola, et al, 1999, p.33)
Realizado por: Lissette Segovia, 2017

1.6. Medicina tradicional o Ancestral

La OMS define la medicina tradicional o ancestral como: “el conjunto de conocimientos,
aptitudes y préacticas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las diferentes
culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento de la salud, asi como para la
prevencion, el diagnoéstico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas 0 mentales”.
Dentro de esta definicidn se encuentran la medicina tradicional china, la naturopatia 0 medicina

de Occidente, entre otras. (World Heath Organization, 2014, p.1)

En la medicina tradicional se encuentran las terapias con medicacion a base a hierbas, partes de

animales y/o minerales. (World Health Organization, 2002, p.58)

La medicina tradicional se utiliza a lo largo del mundo, tanto en paises desarrollados y
subdesarrollados. Segun la OMS cerca del 80% de la poblacién de los paises en desarrollo acude
a la medicina tradicional como forma de atencion primaria. En Latinoamérica se utiliza debido a

circunstancias historicas y creencias culturales. (World Health Organization, 2002, p.58)

En paises como Ecuador, Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Chile, Nicaragua y Per(, se ha
reconocido la necesidad de la implementacion de sistemas en el cual se enfoque y se de
tratamientos de salud intercultural, en la que se estudie y rescate no solo las medicinas ancestrales,
sino aquellas medicinas alternativas que han sido de utilidad para los pacientes como la

homeopatl'a. (Secretaria del Buen vivir, 2016, http://www.secretariabuenvivir.gob.ec/medicina-ancestral-y-

terapias-complementarias-avanzando-hacia-una-mirada-integral/).
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1.7. Medicina tradicional china

Se basa en la combinacion de varias hierbas medicinales para la preparacion de formulas
tradicionales con el fin de restablecer el equilibrio del organismo partiendo de un diagndstico

energético preciso, el cual es realizado por parte del terapeuta experto en Medicina China. (Luengo,
2003, pp.101-102)

Son remedios que tienen una elevada eficacia, utilizados para todo tipo de enfermedades, estos
han sido utilizados por més de 3000 afios. También es conocida como Herbologia o Farmacopea
China; es una herramienta en donde se describe la fuente o las sustancias que han sido utilizadas,
los métodos para su preparacion, como identificarlos, como extraer, los efectos y las indicaciones,

también sus usos, dosificacion y precauciones que se debe tener. (Luengo, 2003, pp.101-102)

Para las preparaciones son utilizadas todas las partes de la planta: hoja, tallo, flor, raiz. Ademas
se utilizan ciertas sustancias minerales, como por ejemplo, el talco y el yeso. Su eficacia se ha
visto en ciertas patologias como es el caso de trastornos agudos y crénicos que cursan con dolor,

insomnio, ansiedad, infertilidad, trastornos digestivos o menstruales, entre otros. (Instituto
Meridians, 2016, p.1)

1.8. Medicina herbolaria

Son también conocidas como terapias botanicas o fitoterapias, se encuentran conformadas de
distintos productos naturales. En el caso de que sean productos derivados de hongos se conoce
como micoterapia, de aceites esenciales la aromaterapia y terapias con vitaminas, minerales y

nutrimentos son conocidas como nutraceuticos. (Snyder & Linquist, 2011, p.422)

El uso de productos naturales, con propdsito medicinales es del 17.7 % de la poblacién

estadounidense segln la National Health Interview Survey (NHIS) (Barnes, Bloom y Nahin, 2008)

En la actualidad, ademas del acido acetilsalicilico, la digoxina y ciertos antibiéticos, hay
muchos medicamentos que provienen de derivados de plantas, como es el caso de
anticolinérgicos, anticoagulantes, antineoplasicos y antihipertensivos. En el afio 1995 de
150 farmacos, alrededor de 86 farmacos tenian un compuesto activo derivado de fuentes

naturales. (Grifo, 1997, p. 421)

15



En los medicamentos herbolarios se presume la existencia de una posible sinergia entre los
componentes biactivos multiples presentes en la planta de tal manera que los estudios cientificos
sobre estos son dificiles de llevar a cabo. (Plotnikoff, 2010, p. 421)

1.9. Fitoterapia

Etimol6gicamente se refiere a la "Terapéutica con las plantas”, es decir, es la ciencia que se
encarga del estudio de la utilizacion de productos de origen vegetal que tienen como objetivo

prevenir, atenuar o curar una patologia. (Cafiigueral, 2000, p. 103)

En los paises subdesarrollados, que corresponde al 75% de la poblacion mundial, se consume
menos del 15% del total de medicamentos. Quedando como Unico recurso terapéutico disponible
las plantas medicinales, por lo cual se le ha dado una mayor importancia y mejores usos

medicinales. (Cafiigueral & Vila, 1998, p.11)

1.10. Medicamentos fitoterapicos

Son aquellos medicamentos que sus componentes activos provienen de productos de origen
vegetal, a los cuales se le da una determinada forma farmacéutica para que el paciente tenga una
administracién mas adecuada. (Cafiigueral, 2000, p. 103)

Para elaborar medicamentos fitoterapicos se puede emplear:
e Drogas vegetales.
e Productos obtenidos por extraccion.

e Principios activos purificados. (Cafigueral & Vila, 1998, p.11)

1.11. Fitocomplejo

Es una mezcla de sustancias activas y otros acompafiantes, los cuales van actuar conjuntamente

para conseguir un efecto terapéutico, que no seria el mismo si se administran por separado. (Mufioz,
etal, 1999, p.9)

A estas sustancias activas se les denomina metabolitos secundarios, que corresponden a las
sustancias que se forman como producto secundario de la fotosintesis, las cuales son responsables
de intervenir en procesos vegetales como es el caso de defensa contra patdégenos, proteccion frente

a la radiacién UV, etc. (Vivanco, et al, 2005, p. 69)
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La presencia de metabolitos secundarios dependen de cada especie, ya que su biosintesis se rige
principalmente por su genética vegetal, también se ve influida por su fisiologia, el estrés, su
procedencia, el modo de recoleccion del vegetal, entre otros. (Trease, 2006, p. 42)

Los metabolitos secundarios segun la ruta metabolica que siga pueden ser compuestos de
la familia fendlica como flavonoides; terpenica como saponinas y aceites esenciales;
alcaloides como la cafeina; esteroidea como cardiotonicos y fitohormonas, y polimeros

heterogéneos como las gomas y mucilagos. (Brutenon, 2000, p.4)

1.12. Hongo medicinal

Micoterapia, proviene del griego “Mikes” que significa hongo y “Theiros”, terapia. Por lo cual se
establece que la Micoterapia consiste en el uso y aplicacion de hongos con sus subproductos con

fines terapéuticos. (Pedraza, 2013, p.1)

Los hongos considerados medicinales pertenecen al Phylum Basidiomycota, y generan beneficios
a la salud en cualquier presentacion que se las consuma ya sea en polvo, cocido, fresco, extractos

0 infusién (Smith, et al, 2002, p.256)

Desde la antigliedad han sido usados en paises como China y Japon con el fin de tratar
enfermedades. En occidente recientemente se le ha dado importancia a los hongos en el campo

de la medicina .Por lo cual el consumo de ciertos hongos ha ido aumentando. (Lépez, 2016, p.1)

Los hongos han aportado a la industria farmacéutica amplia informacion sobre sus beneficios a
través de la micoterapia, por lo cual cientificos han apostado a que van a ser considerados como

las drogas del futuro. (Lépez, 2016, p.1)

1.12.1. Hongos Basidomicetos

Los basidiomicetos son macrohongos pues poseen una morfologia compleja presenta sobrero, pie
y basidios (encargados de la produccion de esporas), son alrededor de 30000 especies, de los

cuales la mayoria son comestibles como es el caso del hongo ostra. (Kirk, et al, 2001, p.655)

Los Basidiomicetos tienen la capacidad de generar metabolitos secundarios con actividades
bioldgicas de tipo antitumoral, antimicrobiana, antifngica, antiviral, citostatica, (Brizuela et al.,

1998, p. 70). Principalmente producen terpenoides, muchas de estas estructuras solo estan presentes
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en este tipo de organismos, mientras otras tienen caracteristicas similares a metabolitos de plantas.
En los hongos también se encuentran compuestos fendlicos, quinonas, glucanos, polisacaridos,

alcaloides, entre otros. (Brizuela et al., 1998, p. 72).

1.12.2. Ganoderma lucidum

Ganoderma lucidum (Ling Zhi) es un macrohongo de la podredumbre blanca, ha sido usado desde
hace 2000 afios por paises asiaticos como China, Japon y Corea y por sus diversas propiedades
terapéuticas se lo conoce como el Hongo de la Inmortalidad. Ganoderma lucidum no solo tiene
propiedades nutricionales sino también medicinales. Su uso a nivel medicinal es mas alto que a
nivel alimentario por su sabor amargo.Se ha encontrado la presencia de compuestos que le dan
actividad antimicrobiana, como enzimas, ganomicina y triterpenos. (Sanodiya, et al, 2009, 727). Con

fines medicinales se aprovechan los cuerpos fructiferos o carp6foros. (Cebrian. 2002, p. 312)

Es un hongo fragil, crece en bosques calidos de todo el planeta, este hongo se encuentra en su
mayoria en climas subtropicales que en templados. Su crecimiento es anualmente sobre los

troncos de los arboles dafiados 0 muertos, como es el caso del: roble, arce, olmo, ciruelo y sauce
(Santafé & Zuluaga, 2007; Sandava, et al, 2009, p. 185)

Se encuentra conformado por dos zonas: el sombrero reniforme o circular de 3- 20 cm de
diametro, de coloracion castafio rojizo brillante por la cara superior, blanco en la cara inferior con
presencia de poros; el pie excéntrico tiene la misma coloracion que el sombrero, de forma
cilindrica, con dimensiones de 4-10 x 2-3 cm. Las esporas son ovoides, verrugosas, con

dimensiones de 8-14 x 6-8 micrometros. (Calonge, 2011, p. 76; Stamets, 1993, p.552)

Figura 1-1: Hongo Ganoderma

lucidum
Fuente: (Kirk et al., 2001)
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Clasificacion Taxonémica

Reino: Fungi

Division: Basidiomycota,
Subdivision: Agaricomycotina,
Clase: Agaricomycetes
Orden: Polyporales

Familia: Ganodermataceae
Género: Ganoderma

Especie: lucidum (Hibbet et al., 2007)

El cuerpo fructifero de Reishi tiene un sabor extremadamente amargo, caracteristica que no se
presenta en ningun otro tipo de hongo.Esta amargura varia de acuerdo a varios aspectos como
lugar donde se produce, condiciones del cultivo, tipo de cepa. La amargura tiene relacion con los

efectos farmacolégicos y sirve para clasificar Ganoderma sp. (Mizuno, 1997, p. 32)

Los componentes amargos y compuestos relacionados son los triterpenoides lanostanos altamente
oxidados, a los cuales después de ser aislados se los evalué y comprob6 su amargura a través de
métodos cromatograficos de los extractos de Reishi (Mizuno, 1997, p. 32)

1.12.2.1. Composicion nutricional

El carpdforo de Ganoderma estd formado por alrededor del 90 % de agua por peso. En el 10 %
estan presentes 26-28% carbohidratos como polisacaridos, azlcares reductores , y aminoacidos
como triterpenos, alcaloides, iones inorganicos, aceites volatiles, 7-8% proteinas , 3-5%
lipidos,acido ascorbico y riboflavina, 59% fibra, 1,8% cenizas . En el sombrero de Ganoderma
existe principalmente enzimas como proteasa acida, ergosterol y la presencia de iones inorganicos

como zinc, magnesio, hierro, calcio, selenio cobre y manganeso (Hobbs, 1996, p.252; Borchers et al.,
1999, p. 231; Mau, et al, 2001, p. 522)

1.12.2.2. Usos terapéuticos Tradicionales

Los usos medicinales tradicionales incluyen tratamiento de la debilidad general, tos ,asma,
indigestion, insomnio, bronquitis crdnica, rinitis, se utiliza para tonificar la sangre y el Qui del
corazon, calma la mente, se lo usa para las deficiencias de pulmon, rifiones, higado, facilita el
movimiento articular, ayuda a la salud de huesos y tendones , tratamiento de pesadillas, falta de

apetito, hepatitis, neurastenia, envenenamiento.(Khan & Abourashed,2010, p. 303; Zhong, 2004, p. 84)
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Tabla 4-1: Tipos de hongo Reishi y sus usos

Color Sabor Uso

Azul Agrio Mejora la vista y la funcion del higado, calma los nervios

Rojo Amargo Ayuda a los 6rganos internos, mejora la memoria, incrementa la vitalidad

Amarillo Dulce Fortalece la funcién del bazo, calma el espiritu

Blanco Acre Mejora la funcién del pulmén, aumenta la voluntad

Negro Salado Protege los rifiones

Violeta Dulce Mejora la funcién de los oidos, articulaciones , musculos, mejor la
complexién

Fuente: (Mizuno, 1995, p. 154)
Realizado por: Lissette Segovia, 2017

El Ganoderma lucidum rojo es el tipo de hongo con propiedades medicinales mas potentes
(Hongyen, et al, 1996, p. 641)

1.12.2.3. Importancia farmacolégica Ganoderma

Los mas de 400 componentes bioactivos de Ganoderma lucidum como triterpenos, polisacéaridos,
esteroides, proteinas, lipidos, alcaloides, componentes inorganicos, entre otros (Boh, et al., 2007, p.
265; Li et al., 2013, p.17) son los responsables de diferentes actividades farmacoldgicas como
antiviral, analgésica, hipolipidémica, antibacteriana, antidiabética, antiinflamatoria, estrogénica,
antitumoral, antioxidante, inmunomodulacién, antienvejecimiento, para el suefo,

guimiopreventiva, proteccion del higado, herpes, evita la arteosclerosis, antifibrética, entre otras.
(Sanodiya, et al, 2009, 727; Ha et al, 2000; p.682)

El hongo Ganoderma lucidum es conocido en China como ‘* hongo 487 de la inmortalidad”’, y
es la uUnica fuente de triterpenos con estructura quimica y molecular similar a hormonas
esteroidales, llamados acidos ganodéricos (Hladki, 2009, p. 487), estos componentes triterpénicos son
el mayor constituyente del cuerpo fructifero de Reishi (Cheng, et al, 2012, p. 2307), y son los

responsables de la actividad antimicrobiana (Li, et al, 1999, 67; Ko, et al., 2008,p. 69).

Los triterpenos estan presentes en el reino vegetal y fungi, en forma libre, de glicosidos y ésteres.
Estructuralmente estan formados por cadenas de carbono de 30 atomos y se forman a partir del
escualeno a través de diferentes modificaciones. (Silva, et al, 1992,p.353 ). Fisicoquimicamente son

compuestos soélidos, activos dpticamente, un punto de fusion alto mayor de 200 °C. (Lock, 1988,
p.172)
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Ganoderma lucidum (8a,90-Epoxy-3,7,11,15,23-pentaoxo- (Lingzhiol)
So-lanosta-26-oic acid)

Figura 2-1: Estructura béasica de los principales triterpenos de tipo lanostano de

Ganoderma lucidum
Fuente: (Baby, et al, 2015, p. 66)

Los &cidos triterpénicos son los principales compuestos responsables de la actividad
antimicrobiana del hongo, son triterpenoides derivados del lanosterol altamente oxigenados y se
diferencian entre si por sus estados de oxidacion, dentro de éstos se encuentran los lucidones,
acidos ganolucidicos, ganoderioles, acidos lucidénicos y &cidos ganodéricos. Estos compuestos

se sintetizan por la via de mevalonato / isopreno a partir del acetil CoA (Trigos & Suérez, 2011, p.
71;Cole et al., 2003, p. 8).

En si su mecanismo bioquimico de formacion es el siguiente, el esqueleto de lanostanol es
tetraciclico (C30H54) y actiia como molécula intermedia para la biosintesis de la basta diversidad
de triterpenoides de tipo lanostano, para su formacidn se produce una ciclacién de escualeno-2,3-
epoxido dando lugar a protosterol, y posteriormente se da una reordenacion de la columna quimica
dando lugar al lanosterol , a partir de este compuesto evolucionan todas las estructuras

triterpénicas, (Hill & Connolly, 2013, p. 1030; Rios, et al., 2012, p. 2016).

Entre las estructuras triterpénicas se conoce 240 aisladas e identificados de extractos etan6licos
de Ganoderma lucidum segln un estudio realizado por (Baby, et al, 2015, p. 66 ), en donde se las
agrupa en los siguientes grupos a) 112 acidos ganodéricos, b) 55 C30 lanostanos (aldehidos,
ésteres, alcoholes, lactonas, glicdsidos), ¢) 27 C27 &cidos lucidénicos d) 18 Otros tipos de C27
lanostanos(ésteres, lactonas, alcoholes) , e ) 3 C24 lanostanos, f) 1 meroterpenoide , g ) 23

esteroides , h) 1 benzofurano. (Baby, et al, 2015, p. 66 ; Boh et al., 2007,p. 265; Kim and Kim, 1999,p. 49; Rios
etal., 2012,p. 2017 and Shiao, 2003, p. 173)

En extractos etandlicos de cuerpos fructiferos de Ganoderma lucidum se encuentran
especificamente triterpenos tipo lanostanos llamados éacido lucidénico A y C, acido ganodérico

épsilon, ganoderitriol M , estos compuestos segln anélisis espectral posee cumbres como (24S)-
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lanosta-7-0xo0-8-en-3beta, 24, 25-triol ; 3 beta,7 beta-dihydroxy-4,4,14 alpha-trimethyl-11,15-
dioxo-5 alpha-chol-8-en-24-oic acid.(Chen, et al, 2009, 768)

Figura 3-1: Estructura quimica de

lanosterol
Fuente: (Gao et al, 2005,21)

Gancederic acid K (3)

12-Hydroxyganoderic acid D (6)

Elfvingic acid A (7) Ganoderic acid B (8)

Ganoderic acid AM1 (10) 12-Acetoxyganaoderic acid F (11) Ganoderic acid J (12)
Figura 4-1: Principales triterpenos de tipo lanostano presentes en los extractos

etanolicos del cuerpo fructifero de Ganoderma lucidum

Fuente: (Hennike, et al, 2016, p. 31)

1.12.2.4. Mecanismo de accién compuestos activos

El mecanismo de accion de los triterpenos depende del grupo funcional de la molécula,
solubilidad en agua y su capacidad para a travesar la membrana celular. (Maguna et al, 2005, p. 31).L0S

metabolitos secundarios de Ganoderma lucidum tienen varios mecanismos para realizar su
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actividad antimicrobiana, se ha comprobado que el sitio de accién de los triterpenos es la
membrana plasmatica bacteriana en donde aumenta la permeabilidad y por ende irrumpe la fluidez
provocando efecto antimicrobiano, también altera la integridad de la pared celular, esto se debe a
su naturaleza hidrofébica, la bacteria ante este ataque va a alterar sus respuestas fisiologicas y por
ende va a morir. (Zhong y Xiao, 2009, p.113; Maguna et al, 2005, p. 31). Los componentes de Ganoderma
lucidum van a actuar a nivel de las enzimas y proteinas de las bacterias evitando que se repliquen
y que se desnaturalicen (Nychas, 1995, p. 65). También siguen otros mecanismos para llevar a cabo
la actividad antimicrobiana, los compuestos activos pueden activar los macréfagos dando lugar a
la liberacion de citoquinas y otros mediadores. Esta actividad bioldgica generada por los extractos

de Ganoderma en combinacion con antibidticos produce sinergismo (Wasser, 2012, p. 606)

El uso de extractos complejos de hongos activos permite un efecto sinérgico o complementario
entre los diferentes componentes, provocando una disminucion en su toxicidad. En el caso de
Ganoderma lucidum, la actividad antimicrobiana de los triterpenos tiene un sinergismo por los
polisacéaridos pues se encargan de estimular el sistema inmune, dando como resultado un

incremento en la produccién de citosinas y actividad. (Quereshi,et al, 2010, p.10 )

1.12.2.5. Actividades bioldgicas demostradas de los extractos de Ganoderma lucidum

La actividad antimicrobiana de Ganoderma lucidum ha sido comprobada por varios estudios en
donde se ratifica la presencia de componentes antibacterianos los cuales inhiben bacterias Gram

positivas y Gram negativas. ( Quereshi et al., 2010, p 11; Shikongo, 2013, p. 11; Jonathan & Awotona,2010)

Dentro de los compuestos con actividad antimicrobiana se encuentran enzimas, ganomicina y
triterpenos, por lo que los extractos acuoso y alcohdlico se encargan de inhibir 15 tipos de

bacterias Gram (+) y Gram (-). (Sanodiya et al., 2009, p. 717; Klaus & Miomir, 2007, p. 113)

Los estudios realizados con extractos de Ganoderma tanto in vitro como in vivo , demuestran que
la actividad antimicrobiana es de amplio espectro incluso antiviral, esta actividad se le atribuye
al &cido ganodérico considerado principal constituyente, en el estudio realizo por (Yoon, et al, 1994,
p.435 ) utilizando extracto acuoso se observo efectividad contra: Escherichia coli, Proteus

vulgaris, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococcus luteus y Salmonella typhi.
En un estudio quimico de actividad bactericida del hongo Ganoderma lucidum se determiné que

el extracto etanolico presenta una mejor actividad bactericida a una concentracion de 150 mg/mL

frente a la bacteria Staphylococcus aureus. (Guzman, et al, 2013, p. 88)
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En un estudio sobre la evaluacién de las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de dos
especies del hongo medicinal de Ganoderma nativo de México y su contribucion al desarrollo
regional, se determind que los mejores solventes para inhibir y eliminar el crecimiento bacteriano
fueron el tequila blanco y el etanol los cuales se obtuvieron a través de maceracion.(Quiriz, 2012,
p.4)

Los estudios realizados con varios tipos de extractos han demostrado que el extracto etanolico
tiene una efectividad mayor frente a las bacterias, que los acuosos. (Quereshi,et al,2010, p. 9)

Los extractos miceliales de Ganoderma lucidum exhiben actividad antimicrobiana frente a
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonellasp., Escherichia
coli y Candida albicans (Coletto, et al, 1994, p. 79)

1.13. Extractos de productos naturales

Son preparaciones de consistencia liquida, s6lida o semis6lida que se forman al afiadir algan tipo
de solvente (etanol, agua, acetato de etilo ) sobre el hongo o sus partes, obteniendo un
medicamento poderoso por las propiedades de los principios activos que se encuentran en el

hongo (Bagué & Alvarez, 200, p. 145)

1.13.1. Tipos de Extraccion:

1.13.1.1. Extractos Fluidos

Es una preparacion de consistencia liquida, en donde 1 g de droga equivale a 1 g de extracto de
la droga en estado seco. Para obtener este preparado se usa como solvente etanol o agua, se lo
puede filtrar y se debe almacenar en frascos de vidrio ambar, bien cerrados, sin contacto directo

con la luz y en lugar seco para que su conservacion sea la adecuada. (Bagué & Alvarez, 200, p. 145).

1.13.1.2. Extractos semisélidos o Blandos

Es una preparacion de consistencia semisolida, que se obtiene al evaporar el solvente en forma
parcial o total usado en la extraccion de los componentes bioactivos. Se usa como solvente etanol
0 agua, en donde este Gltimo debe estar en un 60 %, asi el extracto posee una concentracion de
componentes activos mayor a la droga usada. Este tipo de extracto estd en de uso pues su

manipulacion y conservacion es dificil. (Bagué & Alvarez, 2000, p. 145).
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1.13.1.3. Extractos Secos

Es una preparacion de consistencia seca, que se la obtiene al evaporar totalmente el solvente usado
y posteriormente se lo coloca en la estufa para obtener un residuo con una humedad no mayor al
5%. (Voigt, 1982). La concentracion de principios activos es mayor a la droga usada ,este extracto
es muy pulverulento, el més estable de todos los extractos pero su desventaja es que es

higroscépico. (Bagué & Alvarez, 2000, p. 145).

Los extractos obtenidos se pueden dividir de la siguiente forma:

e En el extracto alcohdlico van a estar presentes: glucdsidos triterpénicos, azicares simples y
compuestos fendlicos como flavonoides taninos. (Ringuelet & Vifia, 2013, pp. 14-15)

e En el extracto acuoso van a estar presentes compuestos hidrosolubles: sales de alcaloides,
glucosidos, gltcidos simples y vitaminas hidrosolubles (Ringuelet & Vifia, 2013, pp. 14-15)

1.13.2. Meétodos de extraccion de principios activos

Dentro de los principales métodos de extraccidn para aislar principios activos tenemos:

a) Extraccion mecénica, ayuda a la obtencion de compuestos activos disueltos en los fluidos que
son propios del producto natural analizado, el extracto obtenido es tipo Jugo, los proceso
mecanicos que se usan son: someter a calor el material vegetal, exprimirlo o realizar incisiones.
(Kuklinski, 2003, p.171)

b) Destilacion, basandose en la distinta polaridad de los compuestos serd los componentes

volatiles de los no volatiles (Kuklinski, 2003, p.171)

¢) Extraccidn con solventes, sirve para separar componentes activos a través de solventes (alcohol,
acetona, agua, éter), pues poseen la habilidad de difundir componentes activos, de tal forma que
los principios activos deben solubilizarse y estar presentes en el solvente, dando un residuo. Se

clasifica en dos tipos: continua usando Soxhlet y discontinua a través de maceracion. (Kuklinski,
2003, p.171)

1.13.2.1. Extraccion discontinua- Maceracion

Es un tipo de extraccidon solido- liquido, en donde el material vegetal es cubierto totalmente por
el solvente en el cual varios principios activos son solubles, de tal manera que se produce una

difusion de los mismos hasta alcanzar un equilibrio entre la concentracion del extracto liquido y
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el residuo. Este proceso se lo realiza por varios dias y no requiere de equipos sofisticados, por

este proceso se obtienen la mayoria de los principios activos presentes en la droga. (Kuklinski, 2003,
p.171).

1.13.3. Concentracion de extractos

La concentracion de un extracto mediante rotavapor consiste en evaporar el solvente con ayuda
de un equipo llamado rotavapor por accién de temperatura, movimiento y presion. La velocidad

de rotacién y la presion aceleran el proceso de eliminacion del solvente y evitan la ebullicién,
(Kuklinski, 2003, p.182)

1.14. Tamizaje Fitoquimico

También llamado screening fitoquimico, es un andlisis de tipo cualitativo que permite determinar
la presencia de los principales metabolitos secundarios en el material biolégico, sirve para
identificar a la droga, conocer las actividades bioldgicas que puede poseer y ayudar a determinar
que compuestos deben ser aislados y fraccionados. Entre los metabolitos estan; triterpenos
esteroides, alcaloides, saponinas, taninos, cumarinas, quinonas, glucésidos cardiotnicos y

flavonoides. (Palacios, 2008, http://farmacognosia-farmaciauladech.blogspot.com/;Villanueva, et al, p.4)

Los metabolitos secundarios encontrados en Ganoderma lucidum son los triterpenoides, lactonas,
aminoacidos libres, alcaloides y azlcares reductores, ademas se pudo determinar que se

encontraban distribuidos tanto en la parte vegetativa como en la germinativa. (Velasquez & Zaravia,
2014, p.9)

1.14.1. Terpenos

Los terpenoides son compuestos formados por la unién de varias unidades de isopreno C5. Se
clasifican en monoterpenos 10 C, sesquiterpenos 15 C, diterpenos 20 C, triterpenos 30 C,

tetraterpenos 40 C y politerpenos (Garcia & Carril, 2009, pp.122-123)

Estan presentes en el reino vegetal y las estructuras basicas para la sintesis de diferentes terpenos
son el isopentenil pirofosfato y el isomero dimetilalil pirofosfato. Su sintesis se lleva a cabo a
través de dos vias, la primera es la ruta de mevalonato que tiene lugar en el citoplasma y es en el
citosol y reticulo endopldsmico donde se forman los triterpenos, politerpenos y sesquiterpenos y
la segunda se lleva a cabo en los plastidos y es desligado de la ruta del mevalonato, aqui se forman

los mono, di y tetraterpenos, también quinonas preniladas. (Eisenreich et al., 2001, p. 78).
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Estos compuestos tienen diversas propiedades bioldgicas como antimicrobianas, antiulcerosas,

anticarcinogénesis, antimalariales entre otros por lo que son usadas a nivel medicinal. (Eisenreich
etal., 2001, p. 78).

1.14.2. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos polifendlicos de peso molecular bajo que poseen una estructura
benzo-y-pirano, se encuentran distribuidos en el reino vegetal en forma de glicdsidos (Cartaya &
Reynaldo, 2001, p.5); poseen propiedades de quelacion de metales de transicion como el hierro, lo
cual explica su actividad antioxidante, dentro de este grupo estan las Catequinas. (Havsteen, 1993,
p.1142)

1.14.3. Cumarinas

Son compuestos fenolicos que estan presentes en plantas medicinales, tienen estructura basica
benzo — a — pironas en donde se disponen sustituyentes de diferente naturaleza quimica que
permiten clasificar a este grupo de metabolitos en sencillas y complejas. A nivel terapéutico tienen
propiedades como fotosensibilizantes tonico, vasodilatador, y anticogulante. (UPM, 2010, p.60).

1.14.4. Saponinas

Las saponinas son glucosidos esteroides o terpenos policiclicos, por lo que son compuestos
anfifilicos es decir tienen una parte lipdfila (triterpenos o esteroide) y una fraccion hidrofila
(carbohidrato).Esta propiedad provoca la accion detergente y emulsionante porque reduce la

tension superficial (SchenkeL et al., 2001, p.27)

1.14.5. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos abarcan a todos los metabolitos secundarios que tienen en su estructura
fenol, en donde se disponen varias estructuras alifaticas y aromaticas. Existen polifenoles y

monofenoles, los cuales actan como mecanismos de defensa o fitoalexinas frente a bacterias,

insectos, también son los encargados de dar color a las plantas. (Gimeno, 2004, p.81)
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1.14.6. Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos hidrosolubles, que poseen en su estructura hidroxilos y

grupos funcionales lo que les permite formar complejos con otras moléculas como proteinas.
(Martinez, et al, 2000, p.2)

Se clasifican en taninos hidrolizables y no hidrolizables, tienen importancia estos ultimos pues al
poseer en su estructura un alcohol polihidrico (glucosa) y grupos hidroxilos (esterificaciones con

acido galico y hexahidroxidifenico) da lugar a la formacion de galotaninos y los elagitaninos.
(Chung, et al, 1998,421)

1.14.7. Quinonas

Las antraquinonas son metabolitos secundarios caracterizados por un p- quinoide enlazado en el
nucleo antracénico, entre sus propiedades bioldgicas se conoce que son purgantes, colagogos y
laxantes. (Martinez, 2012, p.2)

1.14.8. Resinas

Las resinas estan presentes en la corteza de plantas de tipo coniferas o que crecen a nivel tropical,

son polimeros que poseen propiedades filmogenas. (Mateini & Moles, 2008, p.201)

1.14.9. Antiocianidinas

Son pigmentos naturales derivados del ion flavilio, producto de metoxilaciones y oxhidrilaciones.
(YYufera, 2007, p. 922)

1.14.10. Gluco6sidos

Los glucésidos son compuestos formados por una fraccién azucarada, que esta enlazada a una
fraccion no azucarada (aglucon) a través de un enlace éster, sus constituyentes son de diferente
naturaleza y de estos depende su grado de toxicidad, cuando son de tipo esteroidal poseen

propiedades cardiotonicas. (Ropana, 2016, http://www.ropana.cl/plantas_toxicas/glucos.htm)
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1.14.11. Mucilagos

Los mucilagos se encuentran en plantas y estan formados por polisacéridos heterogéneos,
formados principalmente por distintos azucares y acidos urénicos. Poseen la capacidad de formar
geles en contacto con el agua y disoluciones de consistencia viscosa, cuando sufren hidrélisis se
pierde en mayor cantidad monosacaridos pero para destruir el nicleo se requiere de enzimas. Sus

propiedades bioldgicas son antiinflamatorias, demulcentes y emolientes. (UPM, 2010, p.65)
1.14.12. Alcaloides
Los alcaloides son compuestos quimicos organicos nitrogenados, presentes principalmente en los

vegetales y poseen actividades venenosas o medicinales fisiologicas, pertenece a este grupo la

morfina. (Natureduca,2014,http://www.natureduca.com/med_sustanc_alcaloides.php)
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Localizacion de la experimentacion
- Laboratorio de Quimica- Facultad de Recursos Naturales- ESPOCH
- Laboratorio de Ciencias Biologicas-Facultad de Recursos Naturales- ESPOCH

- Laboratorio de Productos Naturales — Escuela Bioquimica y Farmacia-ESPOCH

- Laboratorio de Microbiologia — Escuela Bioquimica y Farmacia-ESPOCH

2.2. Materiales, Equipos y Reactivos

2.2.1. Material Vegetal

Ganoderma Lucidum:la materia prima fue adquirida en el mes de Agosto del 2016, en The Fungus
Garden , granja productora de hongos comestibles y medicinales, ubicado en Quito, Via Calacali-
Rayocucho a 2km .Para el analisis se emplearon los cuerpos fructiferos.

2.2.2.  Material bioldgico (Bacterias ATCC)

Staphylococcus aureus ATCC25923

Escherichia coli ATCC 9637

Proteus mirabilis ATCC25933

2.2.3. Material de laboratorio

. Vasos de precipitacion
o Erlenmeyer

o Pipetas

o Varillas de agitacion

o Tubos de ensayo

o Picnémetro

o Gradilla
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. Embudo de vidrio

o Tripode

o Papel filtro

. Balon esmerilado de 500 mL
o Cajas Petri de vidrio

o Capsulas de porcelana

. Pinzas para capsulas

o Micropipetas automatica
o Puntas amarillas y azules para micropipetas
o Guantes

o Mascarilla

o Mandil

o Frascos de vidrio &mbar
o Papel aluminio

o Asa de platino

. Pinzas metalicas

o Hisopos

o Palillos

. Cajas Petri

o Botellas Pirex

o Reverbero

. Lampara de alcohol

o Frascos de vidrio 30 mL
o Placas portaobjetos

o Viales

o Marcador

o Masquin

2.2.4.  Equipos de laboratorio

o Rotavapor

o Bomba de vacio Camara
o Autoclave

o Molino

o Balanza analitica
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. Peachimetro

o Refractometro

o Cémara de reflujo laminar
. Cémara UV

o Incubadora

o Refrigeradora

o Estufa

o Microscopio

o Computadora

2.2.5. Reactivos

. Etanol Absoluto

o Agua destilada

o Reactivo de Sudan 111 0.2%
o Reactivo de Dragendorff
o Reativo de Baljet

o Reativo de Mayer

o Reactivo de Borntrager
o Reactivo de Wagner

. Reactivo de Liebermann-Burchard
o Reactivo de Fehling

o Reactivo de Shinoda

. Tricloruro fériico 5 %

. Alcohol amilico

. Magnesio metélico

o Cl,Bal%

o H>S0. 1%

. Cristal violeta

o Lugol

o Alcohol cetona

o Safranina

. Discos de antibiotico

. Glicerina

. Aceite de inmersion



2.2.6. Medios de cultivo

o Infusion Agar Cerebro Corazén

. Bacto Agar

o Agar Mueller Hinton

o Agar Eosina Azul de Metileno

o Agar Manitol Salado

2.3. Obtencion de extractos del hongo Ganoderma lucidum -Método de maceracion

Los hongos frescos fueron lavados con agua destilada y luego molidos; inmediatamente se
sumergié 500 g en 1. 5 L de etanol absoluto , proceso llevado a cabo en un frasco ambar de
vidrio. Los hongos secos fueron directamente molidos y se sumergi6é 500 g en 3.5 L de etanol

absoluto , proceso llevado a cabo en un frasco &mbar de vidrio.

La maceracion se realiz6 durante 30 dias, agitacién continGa bajo sombra

Al término del tiempo de maceracion se filtrd cada uno de los extractos con ayuda de un embudo

y papel filtro

Los extractos fueron concentrados con rotavapor a 78 ° obteniéndose dos tipos de extractos:

o Extracto etanélico — Hongo seco
. Extracto Acuoso- Hongo fresco

El extracto acuoso se almacend en refrigeracién a 4 °C en un frasco &mbar de vidrio, mientras
gue el extracto etandlico se colocé en la estufa a 80 °C para eliminar completamente el solvente
para posteriormente volver a reconstituirlo y obtener una concentracién conocida del 10 %

El extracto etandlico fue almacenado a 4 °C en un frasco ambar de vidrio.

2.4. Control de calidad de los extractos a través de métodos fisico-quimicos

2.4.1.  Determinacion de los requisitos organolépticos.

Olor: Unatira de papel filtro de 10 cm x 1 cm se sumergié en el extracto , y se percibi6 si el olor

es el caracteristico del producto (Miranda, 2002, p.51 -55)
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Color: En el tubo de ensayo se colocd tres cuartas partes de extracto y se determiné el color,

capas, particulas y transparencia. (Miranda, 2002, p.51 -55)
2.4.2. Determinacion de la densidad relativa.
El picnémetro vacio y seco se peso; luego se coloco el extracto hasta el limite, se tapd y se elimind

los excesos con papel filtro, y se dejo reposar por 15 min, finalmente se pes6 y con ayuda de la

formula se determind la densidad relativa. . (Miranda, 2002, p.51 -55)

Dys = 3o X 100

MZ_
M. peso del picnémetro con muestra (g)

Mo: peso del picnémetro con agua (g)
M: peso picnémetro vacio (g).

2.4.3.  Determinacion del pH

El pH-metro fue ajustado con la solucién tapon pH 7, posteriormente el electrodo se sumergid en

una porcion del extracto y se procedio a la lectura. (Miranda, 2002, p.51 -55)

2.4.4.  Indice de refraccion

En el refractdmetro se coloc una gota de agua destilada para calibrar el equipo con ayuda de la
zona de espectro visible y el limite del campo visual claro y oscuro. Luego se afiade sobre el
prisma una gota del extracto, se ajusta y procede a la lectura. (Miranda, 2002, p.51 -55)

Ng® =Ng' +0.00044 (t-25)

N¢® = Indice de refraccion a 25 °C

Nd =valor leido a la temperatura del instrumento

t = temperatura a la que se realiza la medicion (°C)
0.00044 =factor de correccion de °C
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2.4.5. Sélidos totales

La capsula tarada a 105 ° se peso , luego se colocd 5 mL de extracto y se evaporo el solvente en
bafio maria , posteriormente se dejo secar en la estufa hasta peso constante durante tres horas ,

finalmente se puso a desecar y una vez fria la muestra se volvio a pesar. (Miranda, 2002, p.51 -55)

PrP « 100
\%

St=

P= masa céapsula y residuo seco (g)
P= masa capsula vacia (g)
V= volumen total del extracto ensayado

2.5. Tamizaje fitoquimico

Este analisis cualitativo se lo realiz6 tomando fracciones de una alicuota de 20 ml de extracto

acuoso y de 20 mL de extracto etandlico.

Tabla 1-2: Procedimientos Tamizaje fitoquimico.

Ensayo/Metabolitos Procedimiento Interpretacion
Secundarios

Sudan 111. 0.2 % A una fraccion del extracto se le afiadid el colorante | La reaccion es positiva si

Compuestos grasos Sudan 111, y se calentd en bafio Maria hasta que el | aparecen gotas o una pelicula
solvente se evapord. de color rojo.

Dragendorff Se evapord en bafio Maria el etanol de una fraccion | Si  hay opalescencia (+),

Alcaloides del extracto y se resuspendié en 1 mL de HCI 1%, | turbidez  definida  (++),

luego se coloco 3 gotas de reactivo de Dragendorff. | precipitado (+++).

Mayer Se evaporo en bafio Maria el etanol de una fraccion | Si  hay opalescencia (+),
Alcaloides del extracto y se resuspendié en 1 mL de HCI 1%, | turbidez  definida  (++),
se afladié una pequefia cantidad de sal yodada y | precipitado (+++).

finalmente 3 gotas de Reactivo de Mayer.

Wagner Se evapor0 en bafio Maria el etanol de unafraccion | Si  hay opalescencia (+),

Alcaloides del extracto y se resuspendié en 1 mL de HCI 1%, | turbidez  definida  (++),
luego se coloco 3 gotas de reactivo de Wagner precipitado (+++).

Baljet Se evapord en bafio Maria el etanol de una fraccion | Positivo si  aparece un

Cumarinas del extracto, luego se adiciond el reactivo de Baljet. | precipitado de color rojo.

Borntrager Se evapor6 en bafio Maria el solvente de una | Positivo si aparece una
fraccion del extracto , se resuspendio en coloracion rosada (++) y rojo

Quinonas (+++)
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1 mL de cloroformo, y se adicion6 hidréxido de

sodio , se mezcld y se dejo 10 min en reposo

Lieberman-Burchard

Se evapor6 en bafio Maria el solvente de una
fraccion del extracto , se resuspendio en

La reaccién es positiva si
aparecen coloraciones

Triterpenos y /o | 1 mL de cloroformo, se adiciond 1 mL de anhidrido | Rosada- verde- azul verdoso-
esteroide acético y se coloc6 gotas de é&cido sulfdrico | negro
concentrado
Resinas En una fraccion del extracto se afiadi6 agua | La reaccion es positiva si
destilada, se mezcl6 y se dejo reposar por 10 min. aparecen precipitado
Fehling En una fraccion del extracto se afiadio reactivo de | La reaccion es positiva Si

AzUcares Reductores

Fehling, se calentd en bafio maria durante 10 min.

aparecen precipitado o un

color rojo

Espuma
Saponinas

A una fraccion del extracto se agit6 fuertemente por

10 min

La reaccién es positiva si
aparece espuma con 2 mm de

altura y perdura por 2 min

Cloruro férrico A una fraccion del extracto se adicion6é Cloruro | Positivo si aparece
Compuestos fendlicos y | Férrico 5% y se agito. coloraciones:
taninos rojo/vino = Fenoles
verde intensa  =taninos
pirocatecélicos
azul = Taninos
pirogalotanicos
Shinoda A una fraccidn del extracto se adiciond Positivo si aparece
Flavonoides HCL concentrado, se afiadié magnesio metalico y | coloraciones

se esperd6 5 minutos luego se colocd alcohol
amilico, se mezcld y se dejo en reposo hasta que

exista separacion de fases

rojo, naranja o amarillo

Antocianidinas

A una fraccion del extracto se adiciond

HCL concentrado y se calenté por 10 min en bafio
maria , se esperd que se enfrié y se adiciond agua
destilada y alcohol amilico , se agit6 y dejo separar

las fases

Positivo si aparece coloracion

roja’y marron

Mucilagos

Polisacaridos

Una fraccion del extracto se refriger6 a 4 °C.

Positivo si  aparece una

consistencia gelatinosa

Principios amargos y

astringentes

Unas gotas del extracto fueron saboreadas

Con el paladar se determina

sus caracteristicas

Fuente: (Miranda, 2002, p18-22)
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2.6. Evaluacion de la actividad antimicrobiana

2.6.1.  Obtencidn de cultivos

A partir de cultivos almacenados a 4 °C en pico de flauta en agar Mueller Hinton se tomé con
ayuda del asa estéril de 2- 3 colonias de bacterias ATCC y se procedié a sembrar para su
reactivacién y replicacion, por estriado simple en Agar Mueller Hinton y Agar Cerebro Corazon,
incubandolos por 24 horas a 33 °C

2.6.2.  Descripcién morfolégica de los cultivos bacterianos

2.6.2.1. Descripcion de las colonias

Después de 24 horas de incubacidn se realizo el analisis macroscépico observando el crecimiento

de cada colonia en Agar Cerebro Corazon y Mueller Hinton

También se describi6 las colonias en medios selectivos para Escherichia coli, Enterobacterias y
Staphylococcus aureus, Agar Eosina Azul de metileno y Agar manitol salado respectivamente ,
incubando por 24 h a 33 °C.

2.6.2.2. Tincién Gram

Se la realizo para corroborar la bacteria ATCC

En una placa portaobjeto seca y limpia se colocd una gota de suero fisioldgico y una muestra de
bacteria con ayuda de un palillo, se mezcl6 y se dej6 secar por 30 min, posteriormente se fijo la

placa con ayuda de un mechero.

Se procedio a realizar la Tincion Gram, en donde se colocd cristal violeta (1 min), lugol (1 min),

alcohol cetona (30 s) y safranina (1 min), realizando un lavado después de cada periodo de tiempo

La placa se dejo secar y se coloc6 una gota de aceite de inmersion, finalmente se observo en el

microscopio con el lente de 1000 x.
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2.6.3.  Determinacion de las UFC de Bacterias

2.6.3.1. Preparacion de estandar Mcfarland 0,5

Para su preparacion se utilizé soluciones acuosas de Cl ;.Ba 1 % y H.SO4 1%

En un tubo de vidrio limpio y seco se mezcl6 0, 05 mL Cl.Bal %y 9.95 mL H.SO4 1%y luego
se tapo.

2.6.3.2. Preparacion de suspension bacteriana

En un volumen de 10 mL de agua destilada se coloc6 de 2- 3 colonias bacterianas recogidas con
el asa estéril y se llevo a turbidez Mcfarland comparando con el estandar y sobre un contraste de

lineas negras de 1 cm, posteriormente se almacenaron las suspensiones a 4 °C hasta su utilizacién

Tabla 2-1: Preparacion suspensiones bacterianas

Bacterias UFC Volumen

Staphylococcus aureus 1,5x 108 10 mL
ATCC25923

Escherichia coli ATCC 1,5 x 108 10 mL
9637
Proteus mirabilis 1,5 x 108 10 mL
ATCC25933

Realizado por: Lissette Segovia, 2017.

2.6.4. Prueba de actividad

Tabla 3-2: Preparacion prueba de actividad con antibidticos

Bacteria Antibidtico Concentracion

Staphylococcus aureus Estreptomicina 300 ug

ATCC25923 Eritromicina 15 pg
Penicilina G 10 pg
Tetraciclina 30 ug
Trimetoprim + Sulfametozaxol 1.5 pg/23.75 pg

Escherichia coli Estreptomicina 300 pg

ATCC 9637 Eritromicina 15 pg
Penicilina G 10 pg
Tetraciclina 30 ug
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Trimetoprim + Sulfametozaxol 1.5 ug/23.75 pg
Proteus mirabilis ATCC25933 Estreptomicina 300 pug
Eritromicina 15 pug
Penicilina G 10 pug
Tetraciclina 30 ug
Trimetoprim + Sulfametozaxol 1.5 ug/23.75 pg

Realizado por: Lissette Segovia, 2017.

2.6.5.  Preparacion de los extractos para determinar la actividad bacteriana

Los extractos acuosos Yy etanolico fueron filtrados y acondicionados a concentraciones de 50 %,
75 % y 100 % de extracto.

Dentro de las distintas concentraciones se sumergieron discos de papel filtro de 6 mm por 24

horas y fueron almacenados a 4 °C

2.6.5.1. Esterilidad de los extractos

En los medios de cultivo Agar Cerebro Corazén y Agar Mueller Hinton se adicioné 100 pL de
extracto acuoso y extracto etanolico, se realizé estriado con ayuda de un hisopo estéril y se incubd
por 24 horas a 33 °C

2.6.6. Evaluacion de halos de inhibicion

Se prepar6 medio de cultivo Agar Cerebro Corazon y Agar Mueller Hinton segin las

especificaciones de la casa comercial y se dej6 solidificar.

En cada medio de cultivo se adicioné 100 pL de bacteria 1. 5 x 10 8 y se estrié por hisopado

realizando un rayado homogéneo para obtener un tapiz bacteriano.
En cada caja se colocé cinco discos de 6 mm uno impregnado con etanol o agua, tres discos

impregnados con extractos etanolicos o acuosos al 50 %, 75 % y 100 %, y un disco comercial de

antibiotico, a una separacion de 1,5 mm; proceso similar a (Miranda, et al, 2012, p.356)
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H,O/ 50 %

Etanol
QO Antibidtico

75% 100 %

O O

Figura 1-2: Distribucidn de los discos en el medio de cultivo
Realizado por: Lissette Segovia, 2017.

Se dejé reposar por una hora, se volted y se incub6 a 33 °C por 24, 48 y 72 horas

Se realiz6 la medicidn de los halos de inhibicion a las 24, 48 y 72 horas

2.7. Analisis estadisticos de datos

Los didmetros de halos de inhibicion obtenidos fueron analizados con cada uno de los factores a

través del programa estadistico IBM SPSS Statistics v22 para Windows, con la finalidad de
cumplir cada uno de los objetivos anteriormente expuestos.
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CAPITULO Il

3. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Obtencidn de extractos del hongo Ganoderma lucidum

Tabla 1-3: Resultados de la obtencién de extractos de Ganoderma Lucidum.

Extracto Peso / | Volumen Extracto %
volumen (Maceracién) | concentrado Rendimiento
incial (Rotavapor)
Etandlico 500g — 3500 2000 mL 12,18 g peso 2,44 %
mL seco
Hidroalcohdlico 500 g- 1400 mL | 297.51 g peso/ 1.79%
1500mL volumen
(acuoso)

Realizado por: Lissette Segovia, 2017.

Se obtiene un mejor porcentaje de rendimiento en el solvente etanol, debido a sus caracteristicas
quimicas y por su afinidad a compuestos terpénicos especialmente triterpenos como el acido
ganodérico, pues en su estructura posee un OH , lo que tiene relacion a lo descrito por (Jones, 2013,
p. 246).

En etanol se obtienen los triterpenos con actividad bioldgica especialmente antimicrobiana
método usado por (Yang, et al, 2007, p. 927; Cheng, et al, 2012, p. 2307), quienes identificaron 32 y 43
triterpenoides. El hongo Ganoderma lucidum posee gran cantidad de metabolitos secundarios
alrededor de 240, de los cuales se ha determinado que los principales constituyentes son los
triterpenoides, este estudio se realiz6 en extracto etandlico (Hennike, et al, 2016, p. 31) Cuya presencia

se comprobo posteriormente con el ensayo de Liebermann- Burchard.

El extracto acuoso es el medio apropiado para obtener polisacaridos de Ganoderma lucidum con
actividades bioldgicas, también por las caracteristicas de solubilidad se encuentran presentes
triterpenos (Jones, 2013, p. 246 ), por lo que se determina que el extracto acuoso difiere en una
cantidad minima del etandlico siendo apto para realizar los ensayos de sensibilidad

antimicrobiana , la misma que ha sido llevada a cabo con extracto acuoso por (Yoon et al., 1994, p.
438)
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Tabla 2-3: Resultados obtenidos del control de calidad de los extractos de Ganoderma

lucidum

Hongo Ganoderma lucidum

Caracteristicas Extracto etanolico Extracto Acuoso
Organolépticas

Olor Suigéneris Suigéneris
Color Ambar oscuro Ambar claro
Transparencia Ligeramente turbio Ligeramente turbio
Particulas Media Baja
Fases No No
Sabor Suigéneris Suigéneris

Parametros fisicoquimicos

pH 6.12 5.76
Densidad Relativa 0,82g/mL 0,869/mL
indice de Refraccion 29,498 19,498
Solidos totales 91 3

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Los parametros de los extractos acuoso y etanolico olor, color, sabor, pH ,s6lidos totales , cumplen
con los parametros de control de calidad descritos por (REDSA, 2015,
http://redsa.com.mx/descargas/fichastecnicas/extractos-fluidos/reishi.pdf) , en el caso de la densidad difiere en

0.1 g/ mL al valor de referencia lo cual puede deberse a que los extractos fueron filtrados.

Ademas el indice de refraccion es diferente segun el tipo de extracto, asi en el extracto etanélico
existe una mayor cantidad de sélidos disueltos 0 mayor presencia de azlcares(Maquimsa, 2007,
http://magquimsa.com/html/tecnica/refractometros.html) , 10 cual se debe a las caracteristicas del solvente
pues tiene mayor afinidad por compuestos organicos y forma puentes de hidrogeno que da lugar
a gran cantidad de glicosidos con los carbohidratos de tal manera que son percibidos por el
refractbmetro(Morrison &  Boyd, 1998; Parry, 1993, p. 217, Bibing, 2016,
http://bibing.us.es/proyectos/abreproy/20005/fichero/1.Memoria%252F1.6.pdf); la presencia de estos
compuestos carbohidratos se corroboré al realizar tamizaje fitoquimico (Prueba de mucilagos).
No existen datos referenciales sobre el calculo de indice de refraccion en extractos de Ganoderma

lucidum
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3.2. Tamizaje fitoquimico cualitativo de Ganoderma lucidum

Tabla 3-1: Resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico cualitativo de Ganoderma lucidum

TIPO DE EXTRACTO

METABOLITO ENSAYADO Etandlico ACUOSO
Sudan 111

Lipidos monoterpenos + +
Dragendorf

Alcaloides ++ +
Mayer

Alcaloides + +
Wagner

Alcaloides ++ +
Baljet ++ +
Cumarinas

Borntrager

Quinonas +++ ++

Liebermann-Burchard

triterpenos y/o esteroides +++ +++

Resinas - NE

Fheling
Azlcares Reductores - -

Espuma
Saponinas - -

Cloruro férrico
Compuestos fendlicos +++ 44
Taninos catéquicos - -

Taninos pirogalicos - -
Shinoda

Flavonoides +++ ++

Antocianidinas

Flavonoides +++ +++
Mucilagos
Polisacéridos ++ ++

Principios amargos y astringentes
amargos +++ +++

astringentes - -

Equivalencia: (-) Negativo, (+) Baja evidencia, (++) Media Evidencia, (+++) Alta evidencia,

(NE) no se realizé el ensayo

Realizado por: Lissette Segovia, 2017.

Los resultados de la tabla del tamizaje fitoquimico evidencia que en los extractos de Ganoderma

lucidum existe la presencia de alcaloides, acidos grasos , triterpenos , compuestos fendlicos,
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carbohidratos y glicésidos que concuerdan con lo descrito por ( Li, etal, 2013,p. 18; Shah, et al, 2014, p.
246) , ademas a través del ensayo de Lieberman- Burchard se comprob0 la presencia de triterpenos
tipo esteroides pues se formo una coloracion n azul verdosa , y la presencia de polisacéridos se

ratifico por la prueba de mucilagos, ambos metabolitos son similares a los descrito por ( Boh, et
al., 2007, p. 14).

Los extractos acuosos y etandlicos también presentan cumarinas, quinonas y compuestos
fendlicos, metabolitos secundarios descritos de la misma manera por (Davila,2014, pp. 48-49 ) en esta
bibliografia también se describe la presencia de azlcares reductores los cuales en el presente
ensayo de los extractos no se detectaron debido a que la concentracion de carbohidratos reductores
en la muestra es muy baja de tal manera que el ensayo no posee la sensibilidad adecuada para
detectarlos; pero de manera general la presencia de carbohidratos se detectaron por la prueba de
mucilagos, en donde pueden estar presentes compuestos como glucosa, en mayor cantidad xilosa,

manosa, galactosa y fucosa segun lo reporta (Bao et al., 2001, p. 67 ).

En ambos extractos se evidencid la presencia de flavonoides, obteniendo uno coloracién amarilla,
estos compuestos son responsables de la actividad antioxidante de Ganoderma segln estudios
realizados por (Kamra & Bhatt, 2012, p. 361) que ademas define como ricos constituyentes

fitoguimicos a fenoles, flavonoides y acido ascérbico.

Ambos extractos presentaron sabor amargo caracteristico de Ganoderma lucidum y se lo atribuye
a los triterpenos tipo lanostano altamente oxidados de acuerdo a los estudios realizados por
(Mizuno, 1997, p. 32). Ademas, este sabor tiene una relacion estrecha con los potenciales efectos

farmacoldgicos. (Mizuno, 1997, p. 32)

3.3. Descripcion morfoldgica de los cultivos

3.3.1.  Caracterizacion macroscopica y Tincién Gram

Agar Infusion Cerebro Corazon

Se us0 éste agar porque es un medio de enriquecimiento, que permite el desarrollo de bacterias
exigentes, las bacterias que se utilizaron en esta investigacion presentaban esta condicion pues se
encontraban inactivas en pico de flauta en agar Mueller Hinton, a su vez este medio de cultivo

permite el desarrollo de gran cantidad de colonias de bacterias de facil observacion macroscopica,

por lo que es usado para el aislamiento e identificacion de bacterias. (Cercenado & Cantén, 2010,
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https://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
procedimientomicrobiologia37.pdf)

Agar Mueller Hinton

Se usO este agar para corroborar si las colonias tienen las mismas caracteristicas que al colocarlas
en un medio de enriquecimiento, y si se trata de la misma bacteria, de igual manera se lo uso para
observar si la bacteria tiene un buen crecimiento en este medio, pues este se lo usa posteriormente
para realizar las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, porque no lleva en su composicion

inhibidores de antimicrobianos. (Britania, 2001, http://www.britanialab.com/productos/B23137%20REV %200
1-MUELLER%20HINTON%20AGAR.pdf)

3.3.1.1. Staphylococcus aureus ATCC 25923

En Agar Cerebro Corazén y Agar Mueller Hinton existié crecimiento de colonias blancas

cremosas, mayor a 1 mm, y en tincién cocos Gram positivos

En Agar Manitol Salado se observé colonias amarillentas y redondas mayor a 1 mm, zonas

amarillas (coagulasa positivo) y cambio de color en el medio.

Figura 1-3: Vista macroscopica Staphylococcus aureus ATCC 25923 en Agar

cerebro corazon y Agar Mueller Hinton

Realizado por: Lissette Segovia, 2017.
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Figura 2-3: Vista macroscopica S. aureus
ATCC25923 en Agar Manitol Salado

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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Figura 3-1: Vista microscopica S.aureus
ATCC 25923 Tincion Gram

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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3.3.1.2. Escherichia coli ATCC 9637

En Agar Cerebro Corazon y Agar Mueller Hinton existio crecimiento de colonias blancas, menor

a 1 mm, olor putrefacto, y en tincion bacilos Gram negativos

En Agar Eosina Azul de Metileno se observaron colonias verdosas con brillo metalico y centro
negro azulado, mayor a 1 mm
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Figura 4-3: Vista macroscopica E.coli ATCC 9637 Agar Cerebro Corazény
Agar Mueller Hinton

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Figura 5-3: Vista macroscopica E. coli

ATCC9637 en EMB
Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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Figura 6-3: Vista microscopica E.coli
ATCC 9637

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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3.3.1.3. Proteus mirabilis ATCC 25933

En Agar Mueller Hinton y Cerebro Corazdn se obtuvieron colonias blancas pardas traslucidas,

mayor a 1 mm, con crecimiento en forma de manto y en tincién bacilo Gram negativo

En Eosina Azul de Metileno se observaron colonias incoloras, mayor a 1 mm

Figura 7-3: Vista macroscopica P.mirabilis ATCC 25933 Agar cerebro

corazon y Agar Mueller Hinton
Realizado por: Lissette Segovia, 2017

7

Figura 8-3: Vista macroscopica P.
mirabilis ATCC 25933 EMB
Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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Figura 9-3: Vista
P.mirabilis ATCC 25933

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

microscépica

3.4, Prueba de actividad antibiéticos controles

Tabla 4-3: Resultados de actividad antibiéticos c esterilidad de los extractos acuoso controles
Prueba de Sensibilidad Antibidticos

Bacterias/

Antibiéticos

Estreptomic

ina 300 pg

Eritromicin

alSpg

Penicilina
G 10 pg

Tetraciclin

a30 pg

SXT 15 /
23.75 pg

Staphyloccus

+

+

+

+

+

aureus ATCC
25923

Escherichia + - - + +

coli
ATCC9637

Proteus + - + + +

mirabilis
ATCC 25933

Equivalencias: + Presencia; -Ausencia

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Los antibi6ticos son adecuados para realizar el control de la actividad antimicrobiana en
comparacion con las concentraciones de los extractos, pues la mayoria de estos son sensibles para
las cepas de bacterias analizadas y por ende sus halos de inhibicién son factibles de ser
comparados con los halos generados por los extractos, a su vez cabe recalcar que son los

antibidticos de primera eleccion para tratar las infecciones de tipo bacteriano. (World Health
Organization, 1979, p.979)
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3.5. Esterilidad de los extractos

Tabla 5-3: Resultados de la esterilidad de los extractos acuoso y etanélico de Ganoderma
lucidum
EXTRACTO ESTERILIDAD

Etanolico -

ACU0S0 -

Equivalencia: + Presencia de microorganismos; - Ausencia de microorganismos

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Los extractos luego de 24 , 48 y 72 horas no presentaron crecimiento microbiano , lo que significa
gue son estériles , lo cual se debe a la presencia de metabolitos secundarios y otros compuestos
como enzimas propias del hongo Ganoderma lucidum que impiden la proliferacion de
microorganismos . Para conservar dicha propiedad los extractos fueron almacenados a 4 °C en

refrigeracion.

Figura 10-3: Extracto etandlico Agar Cerebro Corazon y Mueller Hinton

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Figura 11-3: Extracto acuoso Agar Cerebro Corazon y Mueller Hinton

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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3.6. Evaluacidn de los halos de inhibicién

Tabla 6-3: Resultados de la evaluacion de los halos de inhibicion del extracto etandlico de
Ganoderma lucidum frente a Escherichia coli ATCC9637 a las 24- 48 y 72 horas.

Extracto etandlico - Escherichia coli ATCC9637
AGAR MUELLER HINTON
Antibiéticos 24 h 48 h 72h
gmm Zmm Zmm
E |5 |7 (100 | C E 50 |7 | 100 | C E 50 |7 | 100 | C
0|5 |% % |5 | % % |5 | %
% | % % %
Penicilina G + |+ |- |- - =+ |+ |+ |- - ++ | ++ |- |- -
10pg + |+ + |+
Eritromicina + |+ |+ |- ++ | ++ |+ | - - T+ | 4+ |+ |+ |- —
15pg + |+ |+ + +
Estreptomicina | + |+ |+ | - ++ |+ [+ |- ] - + |+ |+ |+ |- F++
300pg + |+ |+ + + + +
Tetraciclina + |+ |+ - ++ |+ |+ |+ ] - ++ [+ ||+ |- +++
30pg + |+ |+ + + |+ + +
Trimetoprim/ + |+ |- - ++ |+ |+ |- ] - ++ [+ |+ |- |- +++
sulfametoxazol | + | + + + +
1.5/23.75 pg
AGAR CEREBRO CORAZON
Antibioticos 24h 48 h 72h
gmm dmm gmm
E |5 |7 |100|C E 50 |7 | 100 | C E 50 |7 | 100 | C
0|5 |% % |5 | % 5
% | % %
Penicilina G S I S B B S o[+ |- |- - | |+ | |-
10pg + |+ |+ + +
Eritromicina + |+ |- |- - ++ |+ |- |- - ++ | ++ |- |- -
15pg + |+ +
Estreptomicina | + | + | + | - ++ ++ | + + | - ++ ++ | ++ |+ | - +++
300pg + |+ |+ + + |+ + +
Tetraciclina + |+ |- - ++ |+ |+ |- - |+ |+ - - +++
30pg + |+ + + +
+
Trimetoprim/ + |+ |+ - S = T B B S R S S B S
sulfametoxazol | + | + | + + + |+ + +
1.5/23.75 pg

Di&metro de halos de inhibicion (mm): +: 3-7; ++: >7-20; +++: > 20; -: no inhibicion. (Leon,
et al, 2010, p.217)

Realizado por: Lissette Segovia, 2017.
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Extracto etandlico 50 %

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto etandlico obtenido de Reishi en solucion
acuosa al 50% , en los medios de cultivo Agar Cerebro Corazon y Agar Mueller Hinton, para
Escherichia coli ATCC 9637, con los antibi6ticos Penicilina G 10ug ,Eritromicina 15ug,
Estreptomicina 300pg, Tetraciclina 30pg y Trimetoprim/sulfametoxazol 1.5/23.75ug; se
evidencié la inhibicion mediante los halos en todos los medios, frente a todos los antibiéticos y a
todos los tiempos de evaluacion lo que muestra que a esta concentracién los compuestos activos
del hongo acttan de forma eficiente para la inhibicion del crecimiento de la enterobacteria en

mencion.

La concentracion del extracto etandlico presenta actividad antimicrobiana como en (Shikongo, et al,

2013, p. 4815; Jonathan & Awotona, 2010, p. 135) en donde la inhibicién present6 halo de 14.3mm.

Dicha actividad puede atribuirse a una mayor concentracién de triterpenos (Tabla 3-3). Presencia
de Triterpenos tipo esteroides segun Prueba Lieberman- Burchard, considerados los responsables
de la actividad antibi6tica segun (Li, et al, 1999, 67; Yoon, et al, 1994, 360 ; Connolly & Hill, 2013, p. 1029)
en forma libre y los cuales son los que ejercen la actividad antimicrobiana en sinergismo con los
polisacaridos que son solubles en agua pues estos compuestos aumentan la respuesta a bacterias,

parésitos , virus u hongos, dicha funcién ha sido comprobada por (Skalicka, et al, 2012, p. 19; Chen, et
al, 2004, p. 5596).

Se considera que los triterpenos de tipo lanostano tales como acidos ganodéricos ,ganoderioles,
acido ganolucidico, &cido lucidénicos y lucidones son los mayores constituyentes en el extracto
ensayado porque se usé para los extractos los cuerpos fructiferos , en los cuales se ha comprado
la presencia de dichos triterpenos segin (Trigos & Suarez, 2011, p. 65) Se considera que Sus
caracteristicas quimicas son similares a la estructura base de las hormonas esteroidales porque
siguen la misma via del mevalonato/isopreno , el mas conocido del grupo de las hormonas
esteroidales es el colesterol que se produce a partir del lanosterol , asi se conoce que al ser un
compuesto anfipatico con solubilidad baja en agua ,en contacto con éste el esteroide forma
monocapas estables en la superficie (Pasquali & Bregni ; 2006, p. 44) , donde se encuentran triterpenos

y otros metabolitos secundarios en forma de ésteres, glicésidos y baja cantidad en forma libre .

De tal manera que cuando se afiade agua en el caso de glicdsidos la parte soluble, es decir el
carbohidrato, se une con el agua y deja libre la parte lipofilica la cual tiene mejores caracteristicas
para penetrar la membrana celular y producir la actividad antimicrobiana , (Maguna et al, 2005,

http://www.unne.edu.ar/Web/cyt/com2005/8- Exactas/E-045.pdf) y en el caso de los ésteres ,que se forman
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por accion etanol al adicionar agua se produce hidrélisis en donde actlan enzimas propias del
hongo Ganoderma, dejando libre la fraccion lipofilica la misma que ingresa al enteropatdgeno y

ejerce su accion bactericida.( Caglieri & Macafio, 2010, p. 69 ).

A su vez esta entrada de triterpenos y otros metabolitos secundarios es facilitada por el &cido

ganodérico que tiene una estructura y funcién similar al &cido ursélico (Anaya, et al, 2001, p. 192).

Extracto etandlico al 75 %

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto etanolico al 75% obtenido de Reishi, en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazén y Agar Mueller Hinton, para Escherichia coli
ATCC9637, con los antibiodticos Penicilina G 10ug ,Eritromicina 15ug ,Estreptomicina 300ug
,Tetraciclina 30pug y Trimetoprim/ sulfametoxazol 1.5/ 23.75 pg ,se evidencioé que la inhibicion
bacteriana en todos los medios de cultivo es menor en comparacién con el extracto etanolico al
50 % , frente a todos los antibioticos y a todos los tiempos de evaluacion lo que muestra que a
ésta concentracion la actividad de los compuestos activos del hongo actian de una forma

intermedia sobre la enterobacteria en mencidn, pero si posee actividad antimicrobiana similar a
(Quereshi, et al, 2010, p. 11).

Lo cual puede atribuirse a que se encuentra mayor cantidad de triterpenos (Tabla 3-3 = los
triterpenos son considerados los responsables de la actividad inhibitoria (Li, et al, 1999, 67 ; Yoon, et
al, 1994,p. 360 y metabolitos secundarios como polisacaridos en la fase acuosa; esto se fundamenta
en que los triterpenos no se encuentran en forma libre porque fueron extraidos en etanol y requiere
estar en agua para sufrir hidrolisis y que la porcion lipofilica pueda ejercer su accién, de igual
manera al formar capas se va a facilitar la entrada a la bacteria por accién de los acidos de tipo

lanostano del hongo Ganoderma lucidum .

Los metabolitos solubles en agua también van a poder ejercer su accion expresado en sinergismo
(Skalicka, et al, 2012, p. 19), asi en este caso se puede establecer una relacion directamente
proporcional entre menor cantidad de agua menor cantidad de triterpenos con actividad

antimicrobiana y viceversa.

Extracto etandlico al 100 %

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto etandlico al 100% obtenido de Reishi , en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazén y Agar Mueller Hinton, para Escherichia coli ATCC

9637, con los antibidticos Penicilina G 10ug, Eritromicina 15ug, Estreptomicina 300ug,
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Tetraciclina 30pg y Trimetoprim/sulfametoxazol 1.5/23.75ug ,se evidencido que no existe
inhibicion bacteriana en todos los medios, frente a todos los antibi6ticos y a todos los tiempos de
evaluacion lo que muestra que a ésta concentracion la actividad de los compuestos activos del

hongo no acttan sobre la enterobacteria en mencion. (Zuluaga, 2007, p. 329)

Lo cual puede atribuirse a que el etanol ejerce influencia sobre la estructura y caracteristicas
fisico quimica de los triterpenos y principales metabolitos secundarios como polisacaridos, en
donde provoca que los triterpenos no se encuentren en forma libre sino como ésteres o glicdsidos
impidiendo que se den sus mecanismos de accion ademas provoca que la permeabilidad a través
de la membrana plasmatica se vea afectada, (Caglieri & Macafio, 2010, p. 69) en el caso de los
polisacéridos al ser minima la concentracion en este solvente, porque el adecuado es el acuoso ,

permanecen inactivos e insolubles.

Tabla 7-3: Resultados de la evaluacion de los halos de inhibicion del extracto acuoso de
Ganoderma lucidum frente a Escherichia coli ATCC9637 a las 24- 48 y 72 horas.

Extracto acuoso - Escherichia coli ATCC9637
AGAR MUELLER HINTON
Antibiético 24 h 48 h 72h

gmm gmm gmm

B|50 |75 | 100 C B |50 |75 |10 |C B|5 |75 |10 |C

% | % | % % | % |0 % |% |0
% %

Penicilina G -] - - - - - - - - - - |- - - -
10pg
Eritromicina - |- |- - - - |- - - - |- -
15pg
Estreptomicina | - | - ++ | ++ ++ | - - ++ |+ | | - - ++ | ++ |+
300pg + + +
Tetraciclina -l - ++ - ++ | - - ++ - ++ - - ++ - ++
30pg + + +
Trimetoprim/ -l - ++ | ++ ++ | - - ++ | - ++ | - - ++ | - ++
sulfametoxazol + + +
1.5/23.75 pg
AGAR CEREBRO CORAZON
Antibidticos 24 h 48 h 72 h

gmm dmm gmm

B 50 |75 | 100 |C B| 50 | 75 100 | C B| 50 | 75 | 100 C

% | % | % % | % % % | % | %
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Penicilina G - ++ |+ |+t - - - ++ | - - Sl - ++ | - N
10pg

Eritromicina - - ++ | ++ - -] - +H |+ | - - - ++ | ++ -
15pg

Estreptomicina | - - ++ | ++ ++ ++ | ++ ++ | -] - ++ | ++ ++
300pg + + +
Tetraciclina - - ++ | ++ ++ | - - ++ | ++ ++ | -] - ++ | ++ ++
30pg + + +
Trimetoprim/ - - ++ |+ ++ |- | - - ++ |+ | -] - ++ | ++ ++
sulfametoxazol + + +
1.5/23.75 pg

Didmetro de halos de inhibicion (mm): +: 3-7; ++: >7-20; +++: > 20; -: no inhibicion. (Leon, et
al, 2010, p.217).
Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Extracto acuoso 50 %

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto acuoso al 50 % obtenido de Reishi , en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazon y Agar Mueller Hinton, para Escherichia coli
ATCC9637, con los antibioticos Penicilina G 10ug, Eritromicina 15ug, Estreptomicina 300ug,
Tetraciclina 30ug y Trimetoprim/sulfametoxazol 1.5/23.75ug, se evidencio que no hay actividad
antimicrobiana porgue no hay presencia de halos de inhibicion en los medios, frente a todos los
antibioticos y a todos los tiempos de evaluacién lo que muestra que a esta concentracion la
actividad de los compuesto activos del hongo es nula frente al crecimiento de la enterobacteria en

mencion.

Lo cual puede atribuirse a que la concentracion de los metabolitos secundarios triterpenos (Tabla
3-3 = presencia de Triterpenos tipo esteroides segun Prueba Lieberman- Burchard , considerados
los responsables de la actividad inhibitoria (Li, et al, 1999, p. 67; Yoon, et al, 1994, p. 360) al afiadir agua
destilada estéril se redujo a cantidades a las cuales el microorganismo es resistente, y por ende no
puede ejercer su accion , teniendo en cuenta que por el hecho de estar en agua su concentracion

ya es minima pues el solvente adecuado para extraer este tipo de compuestos es el etanol (Jones,
2013, p. 246 ).

De igual manera la cantidad de polisacaridos solubles es inferior de tal forma que no pueden
ejercer su sinergismo, ni su accion en forma individual.La falta de actividad antimicrobiana de
los extractos acuosos de Ganoderma lucidum se aprecia en estudios realizados por (Klaus; NIKSIC,
2007, p. 222)
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Extracto acuoso 75 %

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto acuoso al 75% obtenido de Reishi , en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazén y Agar Mueller Hinton, para Escherichia coli
ATCC9637, con los antibidticos Penicilina G 10pg ,Eritromicina 15pg Estreptomicina
300pg, Tetraciclina 30ug y Trimetoprim/ sulfametoxazol 1.5/23.75 pg, se evidencio la presencia
de actividad antimicrobiana a través de halos de inhibicidn en los medios, frente a los antibioticos
excepto a Penicilina G 10pug en Agar Mueller Hinton y a todos los tiempos de evaluacion lo que
muestra que a esta concentracidn la actividad de los compuestos activos del hongo es alta frente

al crecimiento de la enterobacteria en mencion.

La actividad del extracto acuoso ha sido comprobada por (Shikongo, et al, 2013, p. 4815; Quereshi, et al,
2010, p. 11; Kamble, et al, 2011, p. 983; Jonathan & Awotona, 2010, p. 136), en este Gltimo presenta un halo

de inhibicion de 10.3 mm.

Lo cual puede atribuirse a que la concentracion de los metabolitos secundarios triterpenos (Tabla
3-3 = presencia de Triterpenos tipo esteroides segun Prueba Lieberman- Burchard , considerados
los responsables de la actividad inhibitoria (Li, et al, 1999, p. 67; Yoon, et al, 1994, p. 360) al afiadir agua
destilada no se redujo mas bien se produjo una hidrolisis de glicésidos de triterpenos, en donde
los azlcares se unieron con moléculas de agua y dejaron libre la fraccidn lipidica, aumentando la
entrada a la bacteria y activando los mecanismos de accidn bactericida,asi en esta solucion estan
concentraciones de triterpenos a las cuales la bacteria es sensible , se puede atribuir que los
polisacaridos estan en una cantidad adecuada de tal manera que facilitan la entrada de los

triterpenos (Skalicka, et al, 2012, p. 19)

La actividad bactericida en el medio Agar Cerebro Corazon se puede evidenciar de forma mas
clara en comparacion con el Agar Mueller Hinton debido a que los mecanismos de crecimiento
de la bacteria se ven modificados por los sustratos del medio de cultivo, (Montoya, 2008, p. 72) en
este caso los componentes del Agar Cerebro Corazén como cloruro de sodio, glucosa y fosfato
disodico (Britanialab,2016, http://britanialab.com.ar/esp/productos/b02/cerebcorinfusagar.htm) desfavorecen el
crecimiento de Escherichia coli , especialmente por accion de cloruro de sodio, el cual aumenta

el efecto inhibidor de Enterobacterias en medios de enriquecimientos (Huang, et al, 2001, p. 546)

Extracto acuoso 100 %

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto acuoso al 100 % , obtenido de Reishi, en los

medios de cultivo Agar Cerebro Corazon y Agar Mueller Hinton, para Escherichia coli
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ATCC9637, con los antibioticos Penicilina G 10ug, Eritromicina 15ug, Estreptomicina 300ug,
Tetraciclina 30ug y Trimetoprim/ sulfametoxazol 1.5 / 23.75 pg, se evidenci6 la presencia de
actividad antimicrobiana a través de halos de la inhibicion, en ambos medios de cultivo frente a
los antibioticos Estreptomicina 300ug y Trimetoprim/sulfametoxazol 1.5/ 23.75ug, en todos los
tiempos de evaluacion lo que muestra que a esta concentracion la actividad de los compuesto

activos del hongo es intermedia frente al crecimiento de la enterobacteria en mencion.

La actividad del extracto acuoso ha sido comprobada por (Shikongo, et al, 2013, p. 4815;Quereshi, et al,
2010, p. 11;Kamble, et al, 2011, p. 983; Jonathan & Awotona, 2010, p. 136), €n este Ultimo presenta un halo de

inhibicion de 10.3mm.

Lo cual puede atribuirse a que la concentracion de los metabolitos secundarios triterpenos (Tabla
3-3) presenta Triterpenos del tipo esteroides segun Prueba Lieberman- Burchard , considerados
los responsables de la actividad inhibitoria (Li, et al, 1999, p. 67; Yoon, et al, 1994, p. 360) en forma libre
es baja pero esta en una concentracion que provoca sensibilidad en la enterobacteria, teniendo en
cuenta ademas que el solvente apropiado para su extraccion es etanol pues su solubilidad en agua
es minima pero aunque exista un minima cantidad de triterpenos esto se ve recompensado por su
alta actividad que es consecuencia de su caracter lipofilico, (Gao, et al, 2003, p. 235) esto se ve
claramente expresado en la existencia de halos de inhibicion en el ensayo, a su vez se ve
recompensado con la presencia de polisacéridos y otros compuestos como lectinas que van a

potenciar la accion y la entrada a la membrana plasmatica bacteriana .(Yang,et al, 2002,p.937 ; Skalicka,
etal, 2012, p. 19) .

La actividad bactericida en el medio Agar Cerebro Corazon se puede evidenciar de forma mas
clara en comparacion con Agar Mueller Hinton debido a que los mecanismos de crecimiento de
la bacteria se ven modificados por los sustratos del medio de cultivo, (Montoya, 2008, p. 72) en este
caso los componentes del Agar Corazén como cloruro de sodio, glucosa y fosfato disddico
(Britanialab, 2016, http://britanialab.com.ar/esp/productos/b02/cerebcorinfusagar.htm) desfavorecen el

crecimiento de Escherichia coli , especialmente cloruro de sodio que aumenta el efecto inhibidor.
(Huang, et al, 2001, p. 546)
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Tabla 8-3: Resultados de la evaluacion de los halos de inhibicidn del extracto etanélico de

Ganoderma lucidum frente a Staphylococcus aureus ATCC25923 a las 24- 48 y 72 horas.

Extracto etano6lico Staphylococcus aureus ATCC25923
AGAR MUELLER HINTON
Antibidticos 24h 48 h 72h

@mm Zmm Zmm

E |50 |75 |100 | C E |50 (75100 |C E | 50|75 |100|C

% | % | % % | % | % % | % | %

Penicilina G ++ | - Sl = S B T el B B + |+ |
10pg
Eritromicina ++ | - ++ | ++ ++ ++ | - ++ | ++ ++ ++ | - ++ | ++ ++
15pg
Estreptomicina | ++ | - + ++ +++ | ++ | - + ++ +++ | ++ | - + + +++
300pg
Tetraciclina ++ | - ++ | ++ ++ ++ | - ++ | ++ ++ ++ | - ++ | + ++
30pg
Trimetoprim/ ++ | - + ++ +++ | ++ | - - ++ +++ | ++ | - + + +++
sulfametoxazol
1.5/23.75 pg
AGAR CEREBRO CORAZON
Antibidticos 24h 48 h 72h

@mm Zmm gmm

E |50 |75 |100 | C E |50 (75100 |C E | 50|75 |100|C

% | % | % % | % | % % | % | %

Penicilina G ++ | - I S B R B S T R | A |
10pg
Eritromicina ++ | - + - +++ | ++ | - ++ | - ++ ++ | - + - ++
15pg
Estreptomicina | ++ | - S S B I B S T R + |+ |
300pg
Tetraciclina ++ | - + - ++ ++ | - ++ | - ++ ++ | - + - ++
30pg
Trimetoprim/ ++ | - ++ |+ - ++ | - ++ | ++ | - ++ | - + |+ -
sulfametoxazol
1.5/23.75 pg

Diametro de halos de inhibicion (mm): +: 3-7; ++: >7-20; +++: > 20; -: no inhibicién. (Leon, et
al, 2010, p.217).

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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Extracto etandlico 50%

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto etandlico al 50 % obtenido de Reishi, en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazon y Agar Mueller Hinton, para Staphylococcus aureus
ATCC 25923, con los antibidticos Penicilina G 10ug, Eritromicina 15ug, Estreptomicina 300ug,
Tetraciclina 30pg y Trimetoprim/sulfametoxazol 1.5/ 23.75ug, se evidencioé que no hay actividad
antimicrobiana porque no hay presencia de halos de inhibicion en los medios, frente a todos los
antibidticos y a todos los tiempos de evaluacién lo que muestra que a esta concentracion la
actividad de los compuestos activos del hongo es nula frente al crecimiento de la bacteria en

mencion. Los resultados de la falta de actividad son similares similar a (Zuluaga, 2007, p. 329)

Lo cual puede atribuirse a que la concentracion de los metabolitos secundarios triterpenos (Tabla
3-3) presencia de Triterpenos tipo esteroides segin Prueba Lieberman- Burchard , considerados
los responsables de la actividad inhibitoria (Li, et al, 1999, p. 67; Yoon, et al, 1994, p. 360) al afiadir agua
destilada estéril se redujo a cantidades a las cuales el microorganismo es resistente y por ende no
puede ejercer la accidn. (Jones, 2013, p. 246) De igual manera la cantidad de polisacaridos no puede

influir sobre esta cantidad minima de triterpenos por lo que no pueden ejercer su sinergismo.

Extracto etanolico75%

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto etandlico al 75% obtenido de Reishi, en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazén y Agar Mueller Hinton, para Staphylococcus aureus
ATCC25923, con los antibidticos Penicilina G 10ug, Eritromicina 15ug, Estreptomicina 300ug,
Tetraciclina 30pg y Trimetoprim/ sulfametoxazol 1.5/23.75ug, se evidencid la inhibicién
mediante los halos en todos los medios, frente a todos los antibi6ticos y a todos los tiempos de
evaluacion lo que muestra que a esta concentracién la actividad de los compuestos activos del
hongo actlan de forma alta y eficiente para la inhibicion del crecimiento de la bacteria en

mencion.

Presenta actividad como en (Shikongo, et al, 2013, p. 4815; Quereshi, et al, 2010, p. 11; Jonathan & Awotona,

2010, p. 135) en este Ultimo presenta un halo de 17.7 mm.

Lo cual puede atribuirse a una mayor concentracion de triterpenos (Tabla 3-3) presencia de
Triterpenos tipo esteroides segun Prueba Lieberman- Burchard , considerados los responsables
de la actividad inhibitoria (Li, et al, 1999, p. 67; Yoon, et al, 1994, p. 360) que fueron extraidos por etanol
en distintas presentaciones como ésteres, glucésidos y que al afiadir agua son hidrolizados y su

fraccion lipidica aumenta permitiendo que la entrada a la membrana celular sea mejor ,de igual
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manera se han realizado estudios en donde comprueban que la presencia de etanol aumenta la
inhibicion bacteriana de Staphylacoccus aureus(Shapero,et al,1978,p.1467), asi en este ensayo el
etanol ejerce un sinergismo potente que aumenta la accion de los triterpenos. Es importante

recalcar la presencia de polisacéridos libres que aumentan la respuesta a la infeccion. (Yang, et al,
2002, p.937; Skalicka, et al, 2012, p. 19)

Extracto etandlico 100 %

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto etanolico al 100 % obtenido de Reishi, en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazon y Agar Mueller Hinton, para Staphylococcus aureus
ATCC25923, con los antibidticos Penicilina G 10pg ,Eritromicina 15ug ,Estreptomicina 300ug
,Tetraciclina 30pg y Trimetoprim/ sulfametoxazol 1.5 / 23.75 ug , se evidencio la inhibicion
mediante los halos en los medios, frente a todos los antibidticos y a todos los tiempos de
evaluacion lo que muestra que a esta concentracién la actividad de los compuestos activos del
hongo actian de forma eficiente para la inhibicion del crecimiento de la bacteria en mencién.

Presenta actividad como en (Shikongo, et al, 2013, p. 4815;Singh, et al, 2014, p. 462). Lo cual puede
atribuirse a una mayor concentracion de triterpenos (Tabla 3-3 = presencia de Triterpenos tipo
esteroides segun Prueba Lieberman- Burchard , considerados los responsables de la actividad
inhibitoria (Li, et al, 1999, p. 67; Yoon, et al, 1994, p. 360) con una alta actividad bactericida por el
sinergismo que genera el etanol (Shapero, et al, 1978, p.1467), su actividad es significativamente
inferior a la concentracién al 75 % que puede deberse a la falta de agua que hidrolice los
triterpenos que se encuentran en forma de ésteres o glicésidos y por la baja actividad de los

polisacéridos los cuales son solubles en agua.

La actividad bactericida en el medio Agar Cerebro Corazon es menor que en Mueller Hinton
debido a que los mecanismos de crecimiento de la bacteria se ven modificados por los sustratos
del medio de cultivo, (Montoya, 2008, p. 72) en este caso los componentes del Agar Cerebro Corazén
como cloruro de sodio, glucosa y fosfato  disddico  (Britanialab, 2016,
http://britanialab.com.ar/esp/productos/b02/cerebcorinfusagar.htm) ~ favorecen el  crecimiento  de

Staphylococcus aureus. (Montoya, 2008, p. 72)

Tabla 9-3: Resultados de la evaluacion de los halos de inhibicidn del extracto acuoso de

Ganoderma lucidum frente a Staphylococcus aureus ATCC25923 a las 24- 48 y 72 horas.

Extracto Acuoso Staphylococcus aureus ATCC25923
AGAR MUELLER HINTON
Antibidticos 24 h 48 h 72h

gmm Zmm gmm
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B|50|75]|100 | C B |50 | 75100 | C B|50|75]100 | C
% | % | % % | % | % % | % | %

Penicilina G - |- - - S R - - +++ | - | - - - +4++
10pg
Eritromicina 15pg - |- - - +++ [ - | - - - +++ | - | - - - +++
Estreptomicina - |- - - ++ |- |- - - +++ | - | - - - ++
300pg
Tetraciclina - |- - ++ | ++ - |- - ++ | ++ - |- - ++ | ++
30pg
Trimetoprim/ - - - - +++ | - | - - - 4+ | - | - - - 4+
sulfametoxazol 1.5 /
23.75 ng
AGAR CEREBRO CORAZON
Antibidticos 24 h 48 h 72h

gmm Zmm @mm

B |50 |75]|100|C B |50 |75]|100 | C B|50|75]|100 | C

% | % | % % | % | % % | % | %

Penicilina G - - - - e R - - +++ | - | - - - +4+
10pg
Eritromicina 15pg - - - + ++ |- |- - + +H+ |- |- - + ++
Estreptomicina EO I AR ++ - |- |- |+ - - - |+ F++
300pg
Tetraciclina - - - - ++ |- |- - - ++ |- |- - - T+
30pg
Trimetoprim/ - - - - - - - - + - - - - - -
sulfametoxazol 1.5 /
23.75 pg

Diametro de halos de inhibicién (mm): +: 3-7; ++: >7-20; +++: > 20; -: no inhibicion. (Ledn, et
al, 2010, p.217).
Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Extracto acuoso 50 %

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto acuoso al 50 % obtenido de Reishi, en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazon y Agar Mueller Hinton, para Staphylococcus aureus
ATCC25923 , con los antibidticos Penicilina G 10pg ,Eritromicina 15ug ,Estreptomicina 300ug
,Tetraciclina 30ug y Trimetoprim/ sulfametoxazol 1.5 / 23.75 pg, se evidencié que no hay
actividad antimicrobiana porque no hay presencia de halos de la inhibicidn en todos los medios,

frente a todos los antibidticos y a todos los tiempos de evaluacién lo que muestra que a esta
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concentracion la actividad de los compuestos activos del hongo es nula frente al crecimiento de

la bacteria en mencion.

La falta de actividad antimicrobiana se aprecia en estudios realizados por (Klaus; NIKSIC, 2007, p.
222) en donde la bacteria no presenta sensibilidad a ningln extracto acuoso de ninguna parte del
hongo.

Lo cual puede atribuirse a que la concentracion de los metabolitos secundarios tri terpenos
triterpenos (Tabla 3-3 = presencia de Triterpenos tipo esteroides segln Prueba Lieberman-
Burchard , considerados los responsables de la actividad inhibitoria (Li, et al, 1999, p. 67; Yoon, et al,
1994, p. 360) | afiadir agua destilada estéril se redujo a cantidades a las cuales el microorganismo
€s resistente, y por ende no puede ejercer su accidn(Jones, 2013, p. 246 ) teniendo en cuenta que en

agua se extrae una baja cantidad de triterpenos pues este solvente es apropiado para polisacaridos.

De igual manera la cantidad de polisacaridos no puede influir sobre esta cantidad minima de

triterpenos, por lo que no pueden ejercer su sinergismo.

Extracto acuoso 75 %

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto acuoso al 75 % obtenido de Reishi, en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazén y Agar Mueller Hinton, para Staphylococcus aureus
ATCC25923 , con los antibidticos Penicilina G 10pg ,Eritromicina 15ug ,Estreptomicina 300pg
,Tetraciclina 30pug y Trimetoprim/ sulfametoxazol 1.5 / 23.75 pg, se evidencié que no hay
actividad antimicrobiana porque no hay presencia de halos de la inhibicién en todos los medios,
frente a todos los antibidticos y a todos los tiempos de evaluacion lo que muestra que a esta
concentracion la actividad de los compuestos activos del hongo es nula frente al crecimiento de

la bacteria en mencion.

La falta de actividad antimicrobiana se aprecia en estudios realizados por (Klaus; NIKSIC, 2007, p.

222) en donde la bacteria no presenta sensibilidad a ningun extracto de ninguna parte del hongo.

Lo cual puede atribuirse a que la concentracion de los metabolitos secundarios triterpenos (Tabla
3-3 = presencia de Triterpenos tipo esteroides segun Prueba Lieberman- Burchard , considerados
los responsables de la actividad inhibitoria (Li, et al, 1999, p. 67; Yoon, et al, 1994, p. 360) al afiadir agua
destilada estéril se redujo a cantidades a las cuales el microrganismo es resistente, y por ende no
puede ejercer su accidn (Jones, 2013, p. 246 ) teniendo en cuenta que en agua se extrae una baja

cantidad de triterpenos pues este solvente es apropiado para polisacaridos.
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De igual manera la cantidad de polisacéridos no puede influir sobre esta cantidad minima de

triterpenos por lo que no pueden ejercer su sinergismo.

Extracto acuoso 100 %

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto acuoso al 100% obtenido de Reishi, en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazén y Agar Mueller Hinton, para Staphylococcus aureus
ATCC25923 , con los antibioticos Penicilina G 10ug ,Eritromicina 15ug ,Estreptomicina 300ug,
Tetraciclina 30pg y Trimetoprim/ sulfametoxazol 1.5 / 23.75 g, se evidencio que hay halos de
inhibicion solo en Agar Mueller Hinton Tetraciclina 30pg , y en Agar Cerebro Corazon
Estreptomicina 300ug y Eritromicina 15ug, en todos los tiempos de evaluacion lo que muestra
gue a esta concentracién la actividad de los compuestos activos del hongo es baja frente al

crecimiento de la bacteria en mencion.

La actividad antimicrobiana del extracto acuoso también fue comprobado por (Singh, et al, 2014, p.
462; Shikongo, et al, 2013, p. 4815; Kamble, et al, 2011, p. 983; Jonathan & Awotona, 2010, p. 136), €n éste
presenta un halo de inhibicién de 11 mm.

Lo cual puede atribuirse a que el Staphyloccocus aureus es resistente, a la concentracion de
metabolitos secundarios triterpenos que se encuentran en esta solucion de extracto (Tabla 3-3 =
presencia de Triterpenos tipo esteroides segin Prueba Lieberman- Burchard , considerados los
responsables de la actividad inhibitoria (Li, et al, 1999, p. 67; Yoon, et al, 1994, p. 360) , es decir la
caracteristica lipofilica de la pequefia cantidad de triterpenos que se extraen en agua no es la
suficiente para actuar sobre los mecanismos de la bacteria , de igual manera la cantidad de
polisacéridos no puede influir de forma eficiente sobre esta cantidad minima de triterpenos por lo

gue no pueden ejercer un correcto sinergismo. (Skalicka, et al, 2012, p. 19)

Tabla 10-2: Evaluacion de los halos de inhibicién del extracto etandlico de Ganoderma
lucidum frente a Proteus mirabilis ATCC25933 a las 24- 48 y 72 horas.

Extracto etandlico Proteus mirabilis ATCC25933
AGAR MUELLER HINTON
Antibioticos 24 h 48 h

Zmm Zmm

E 50% | 75 100 C E 50 75 100 C

% % % % %

Penicilina G - +++ ++ ++ +++ - ++ - - +++
10pg
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Eritromicina 15pg - ++ - - - T+ T+ _ N N

Estreptomicina ++ ++ ++ ++ 4+ - - - - Ft
300pg

Tetraciclina - ++ - - ++ ++ ++ - - ++
30pg

Trimetoprim/ - +++ - +++ ++ - ++ R - -

sulfametoxazol 1.5 /

23.75 ng
AGAR CEREBRO CORAZON
Antibidticos 24h 48 h

gdmm gmm

E 50% | 75 100 Cc E 50 75 100 C

% % % % %

Penicilina G ++ ++ - - +++ ++ T+ N T+ Tt
10pg
Eritromicina 15pg - ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ -
Estreptomicina - ++ - + +++ - ++ - - o+
300pg
Tetraciclina - ++ - ++ +++ - ++ ++ ++ T+
30pg
Trimetoprim/ - ++ ++ - +++ - ++ ++ ++ T+
sulfametoxazol 1.5 /
23.75 ng

Diametro de halos de inhibicion (mm): +: 3-7; ++: >7-20; +++: > 20; -: no inhibicion. (Leon, et
al, 2010, p.217).
Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Extracto etanodlico 50%

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto etandlico al 50% obtenido de Reishi, en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazén y Agar Mueller Hinton, para Proteus mirabilis
ATCC25933, con los antibidticos Penicilina G 10pug ,Eritromicina 15ug ,Estreptomicina 300ug,
Tetraciclina 30pg y Trimetoprim/ sulfametoxazol 1.5/23.75 pg, se evidenci6 inhibicion mediante
los halos en todos los medios, frente a todos los antibiéticos y a todos los tiempos de evaluacién
lo que muestra que a esta concentracion la actividad de los compuestos activos del hongo acttan

de forma eficiente para la inhibicion del crecimiento de la enterobacteria en mencion.

La actividad ha sido comprobada por (Jonathan & Awotona, 2010, p. 135), en donde se presenta un halo

de inhibicion de 16 mm, también por (Klaus; NIKSIC, 2007, p. 222) en donde Proteus mirabilis tiene
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sensibilidad a los extractos etandlicos de las diferentes partes del hongo, y es el microorganismo

mas sensible a Ganoderma lucidum.

Lo cual puede atribuirse a una mayor concentracion de triterpenos (Tabla 3-3 = presencia de
Triterpenos tipo esteroides segun Prueba Lieberman- Burchard , considerados los responsables
de la actividad inhibitoria (Li, et al, 1999, p. 67; Yoon, et al, 1994, p. 360) en forma libre , la solubilidad
y comportamiento en agua es similar al colesterol en donde los triterpenos esteroidales forman
monocapas estables en la superficie(Pasquali & Bregni ; 2006, p. 44) , es por ello que al afiadir agua
los triterpenos que se encuentran en forma de glicosidos y ésteres se hidrolizan y aumenta la
fraccion lipidica la cual va a ingresar a través de la membrana bacteriana de una mejor manera y

sin complicaciones. (Maguna et al., 2005, http://www.unne.edu.ar/Web/cyt/com2005/8- Exactas/E-045.pdf;
Caglieri & Macafio, 2010, p. 69)

Los compuestos de tipo lanostano como el acido ganodérico, principal metabolito secundario
presente en el cuerpo fructifero (Trigos & Suarez, 2011, p. 65) tiene una estructura similar al &cido

ursolico y por lo tanto una misma actividad de facilitar la entrada a la membrana. (Anaya, et al, 2001,
p. 192)

Esta actividad antimicrobiana se ve incrementada por los polisacéridos que se encuentran en una
alta cantidad en forma libre como resultado de las hidrdlisis, estos compuestos que son muy

solubles en agua aumenta la respuesta antimicrobiana de los triterpenos se produce un sinergismo.
(Chen, et al, 2004, p. 5596; Skalicka, et al, 2012, p. 19)

Extracto etandlico 75%

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto etandlico al 75% obtenido de Reishi, en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazon y Agar Mueller Hinton, para Proteus mirabilis
ATCC25933, con los antibidticos Penicilina G 10ug ,Eritromicina 15pug Estreptomicina 300ug,
Tetraciclina 30pg y Trimetoprim/ sulfametoxazol 1.5 / 23.75 ug, se evidencié que la inhibicion
bacteriana en los medios es menor en comparacion con el extracto etanélico al 50% , frente a
todos los antibioticos y a todos los tiempos de evaluacion lo que muestra que a esta concentracion
la actividad de los compuestos activos del hongo actian de una forma intermedia sobre la

enterobacteria en mencion, pero si posee actividad antimicrobiana similar (Jonathan & Awotona, 2010,
p. 135; Klaus; NIKSIC, 2007, p. 222)

La presencia de dicha actividad puede atribuirse a que los metabolitos secundarios conocidos
como triterpenos (Tabla 3-3 = presencia de Triterpenos tipo esteroides segin Prueba Lieberman-

Burchard , considerados los responsables de la actividad inhibitoria (Li, et al, 1999, p. 67; Yoon, et al,
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1994, p. 360) que se encuentran en forma de ésteres por su extraccion en etanol y en forma de
glicosidos , al afiadir una cantidad de agua se hidrolizan y queda libre la fraccion lipidica la cual
ingresa a la membrana bacteriana , determinando que ha ésta concentracion de extracto es
sensible, ademéas se encuentra en la fraccion acuosa polisacaridos que producen sinergismo
mejorando la entrada a través de la membrana celular, asi se puede establecer una relacion
directamente proporcional entre menor cantidad de agua menor cantidad de triterpenos con

actividad antimicrobiana y viceversa.

Extracto etandlico 100 %

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto etanolico al 100% obtenido de Reishi, en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazén y Agar Mueller Hinton, para Proteus mirabilis
ATCC25933, con los antibidticos Penicilina G 10pg ,Eritromicina 15ug ,Estreptomicina 300ug
,Tetraciclina 30ug y Trimetoprim/ sulfametoxazol 1.5 / 23.75ug , se evidencié la inhibicion
mediante los halos en los medios, frente a todos los antibidticos y a todos los tiempos de
evaluacion lo que muestra que a esta concentracion la actividad de los compuestos activos del

hongo acttan de forma intermedia para la inhibicion del crecimiento de la bacteria en mencion.

Presenta actividad en estudios realizados por (Jonathan & Awotona, 2010, p. 135; Klaus; NIKSIC, 2007, p.
222). Lo cual puede atribuirse a que la concentracion de triterpenos (Tabla 3-3 = presencia de
Triterpenos tipo esteroides segun Prueba Lieberman- Burchard , considerados los responsables
de la actividad inhibitoria (Li, et al, 1999, p. 67; Yoon, et al, 1994, p. 360) presentes en el extracto ya sean
en forma compleja como ésteres o glicésidos y una baja cantidad en forma libre es suficiente para
activar los mecanismos de actividad antimicrobiana sobre Proteus mirabilis , esta actividad no es
producto del sinergismo con etanol pues en el control se observa que Proteus mirabilis no presenta
sensibilidad frente a ese solvente , su actividad es significativamente inferior a la concentracion
al 50% que puede ser por la falta de agua que hidrolice los triterpenos que no se encuentran en

forma libre y por la baja actividad de los polisacaridos los cuales son solubles en agua.

Tabla 11-3: Resultados de la evaluacidn de los halos de inhibicion del extracto acuoso
de Ganoderma lucidum frente a Proteus mirabilis ATCC25933 a las 24- 48 y 72 horas.

Extracto acuoso - Proteus mirabilis ATCC25933

AGAR HINTON

Antibiéticos 24 h 48 h
dmm @mm
B 50% | 75 100 C B 50% | 75 100 C
% % % %
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Penicilina G - ++ - - ++ - ++ - ++ T+
10pg
Eritromicina 15pg - ++ - ++ + - ++ ++ - ++
Estreptomicina 300pg | - ++ - - +++ - ++ - ++ +++
Tetraciclina - ++ - - ++ - ++ - R ++
30pg
Trimetoprim/ - ++ ++ ++ ++ - - + —+ T+
sulfametoxazol 1.5 /
23.75 pg
AGAR CEREBRO CORAZON
Antibidticos 24h 48 h

Zmm gmm

B 50% | 75 100 C B 50% | 75 100 C

% % % %

Penicilina G - ++ ++ ++ +++ - ++ ++ ++ F++
10pg
Eritromicina 15pg - ++ ++ ++ ++ - ++ - ++ .
Estreptomicina 300pg | - ++ - ++ +++ - ++ - ++ +++
Tetraciclina - ++ ++ ++ +++ - ++ ++ ++ ++
30pg
Trimetoprim/ - ++ ++ ++ ++ - ++ + —+ +
sulfametoxazol 1.5 /
23.75 pg

Diametro de halos de inhibicion (mm): +: 3-7; ++: >7-20; +++: > 20; -: no inhibicion. (Leon, et
al, 2010, p.217).
Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Extracto acuoso 50 %

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto acuoso al 50% obtenido de Reishi, en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazén y Agar Mueller Hinton, para Proteus mirabilis
ATCC25933, con los antibidticos Penicilina G 10pg ,Eritromicina 15ug ,Estreptomicina 300ug
,Tetraciclina 30pg y Trimetoprim/ sulfametoxazol 1.5 / 23.75 pg , se evidencio la inhibicion
mediante los halos en todos los medios, frente a todos los antibidticos y a todos los tiempos de
evaluacion lo que muestra que a esta concentracion la actividad de los compuestos activos del
hongo actian de forma eficiente para la inhibicion del crecimiento de la enterobacteria en

mencion.

67



La actividad ha sido comprobada por (Kamble, et al, 2011, p. 983; Jonathan & Awotona, 2010, p. 136), €n
donde presenta un halo de inhibicion de 4.7 mm y por (Klaus; NIKSIC, 2007, p. 222) en donde Proteus

mirabilis tiene sensibilidad a los extractos acuoso de las diferentes partes de hongo.

Lo cual puede atribuirse a una mayor concentracion de triterpenos (Tabla 3-3 = presencia de
Triterpenos tipo esteroides segun Prueba Lieberman- Burchard , considerados los responsables
de la actividad inhibitoria (Li, et al, 1999, p. 67; Yoon, et al, 1994, p. 360) en forma libre, pues al usar
como solvente agua los triterpenos se podrian encontrar en forma de glucésidos los mismos que
al momento de afiadir agua destilada estéril se separan en carbohidratos y fraccion lipidica, esta
Gltima es la encargada de ingresar a la membrana y ejercer la actividad antimicrobiana a su vez
los polisacaridos, y mas compuestos afines al agua como lectinas aumentan la respuesta

antimicrobiana (Chen , et al, 2004, p. 5596; Skalicka, et al, 2012, p. 19; Maguna et al., 2005,
http://www.unne.edu.ar/Web/cyt/com2005/8- Exactas/E-045.pdf).

Extracto acuoso 75 %

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto acuoso al 75% obtenido de Reishi, en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazén y Agar Mueller Hinton, para Proteus mirabilis
ATCC25933, con los antibidticos Penicilina G 10ug ,Eritromicina 15ug ,Estreptomicina 300ug,
Tetraciclina 30ug y Trimetoprim/ sulfametoxazol 1.5 / 23.75 pg , se evidencio que la inhibicion
bacteriana en los medios es minima en comparacion con el extracto acuoso al 50 % , frente a
todos los antibidticos y a todos los tiempos de evaluacion lo que muestra que a esta concentracion
la actividad de los compuestos activos del hongo acttian de una forma baja sobre la enterobacteria

en mencién, pero si posee actividad antimicrobiana similar a (Jonathan & Awotona, 2010, p. 135; Klaus;
NIKSIC, 2007, p. 222; Kamble, et al, 2011, p. 983)

Lo cual puede atribuirse a que la concentracion de los metabolitos secundarios triterpenos (Tabla
3-3)= presencia de Triterpenos tipo esteroides segin Prueba Lieberman- Burchard , considerados
los responsables de la actividad inhibitoria (Li, et al, 1999, p. 67; Yoon, et al, 1994, p. 360) al afiadir agua
destilada se redujo a cantidades a las cuales el microorganismo es resistente, y por ende no puede
gjercer su accidn(Jones, 2013, p. 246 ) teniendo en cuenta que en agua se extrae una baja cantidad de
triterpenos pues este solvente es apropiado para polisacaridos. De igual manera la cantidad de
polisacaridos no puede influir de forma adecuada sobre esta cantidad minima de triterpenos por

lo que no ejerce eficientemente su sinergismo.

La actividad bactericida en el medio Agar Cerebro Corazon se puede evidenciar de forma mas

clara en comparacion con Agar Mueller Hinton debido a que los mecanismos de crecimiento de

68


http://www.unne.edu.ar/Web/cyt/com2005/8-%20Exactas/E-045.pdf

la bacteria se ven modificados por los sustratos del medio de cultivo (Montoya, 2008, p. 72) en este
caso los componentes del Agar Cerebro Corazén como cloruro de sodio, glucosa y fosfato
disddico (Britanialab, 2016, http:/britanialab.com.ar/esp/productos/b02/cerebcorinfusagar.htm) desfavorecen el
crecimiento de Proteus mirabilis , especialmente cloruro de sodio contribuye al efecto inhibidor
de enterobacterias.(Huang, et al, 2001, p. 546)

Extracto acuoso 100 %

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto acuoso al 100% obtenido de Reishi, en los
medios de cultivo Agar Cerebro Corazén y Agar Mueller Hinton, para Proteus mirabilis
ATCC25933, con los antibioticos Penicilina G 10ug ,Eritromicina 15ug ,Estreptomicina 300pg,
Tetraciclina 30ug y Trimetoprim/ sulfametoxazol 1.5 / 23.75 pg , se evidencio que la inhibicion
bacteriana en los medios de cultivo es minima en comparacién con el extracto acuoso al 50% |,
frente a todos los antibidticos y a todos los tiempos de evaluacion lo que muestra que a esta
concentracion la actividad de los compuestos activos del hongo actan de una forma baja sobre

la enterobacteria en mencidn, pero si posee actividad antimicrobiana similar a (Jonathan & Awotona,
2010, p. 135; Klaus; NIKSIC, 2007, p. 222; Kamble, et al, 2011, p. 983)

Lo cual puede atribuirse a que la concentracion de los metabolitos secundarios triterpenos (Tabla
3-3) presencia de Triterpenos tipo esteroides segin Prueba Lieberman- Burchard , considerados
los responsables de la actividad inhibitoria (Li, et al, 1999, p. 67; Yoon, et al, 1994, p. 360) esta formada
por glicésidos y una cantidad baja de triterpenos en forma libre pero que esta pequefia cantidad
de triterpenos por su caracteristica de liposolubilidad es capaz de entrar a la membrana bacteriana
de Proteus mirabilis y generar accion bactericida. Teniendo en cuenta ademas que en agua se

extrae una baja cantidad de triterpenos pues este solvente es apropiado para polisacaridos.

De igual manera la cantidad de polisacaridos no puede influir de forma adecuada sobre esta
cantidad minima de triterpenos por lo que no pueden ejercer un sinergismo eficiente; es decir la
falta de adicion de agua impide que se separe la fraccion lipidica de glicésidos y por ende no se
incrementa la concentracion de triterpenos en forma libre.( Kamble, et al, 2011, p. 983)

La actividad bactericida en el medio Agar Cerebro Corazon se puede evidenciar de forma mas
clara en comparacion con Agar Mueller Hinton debido a que los mecanismos de crecimiento de
la bacteria se ven modificados por los sustratos del medio de cultivo (Montoya, 2008, p. 72) en este
caso los componentes del Agar Cerebro Corazon como cloruro de sodio, glucosa y fosfato
disddico(Britanialab, 2016, http://britanialab.com.ar/esp/productos/b02/cerebcorinfusagar.ntm) desfavorecen el
crecimiento de Proteus mirabilis , especialmente cloruro de sodio contribuye al efecto inhibidor

de enterobacterias. (Huang, et al, 2001, p. 546)
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3.7.

3.7.1.

Resultados estadisticos con SPSS v22 para Windows

Influencia de los antibi6ticos y concentraciones de extractos sobre Escherichia coli

ATCC9637, Staphyloccocus aureus ATCC25923 y Proteus mirabilis ATCC25933

3.7.1.1.

Pruebas no paramétricas.

Influencia de los antibidticos sobre los microorganismos patdgenos 24- 48 — 72 horas.

Tabla 12-3: Evaluacion de la sensibilidad de penicilina G 10ug frente a bacterias a las 24, 48,
72 hen Agar Cerebro Corazon (Prueba Kruskal Wallis / Mann Whitney p < 0.05 n = 5)

Penicilina G - Agar Cerebro Corazén

24 horas
Bacterias Halo de inhibicion Rango Rango

X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 0 3|b
Staphyloccocus aureus ATCC25923 24 12 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 22 9| a

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 0 3|b
Staphyloccocus aureus ATCC25923 26 12 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 23,2 91]a

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 0 3|c
Staphyloccocus aureus ATCC25923 25 13 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 20,6 8|b

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 13-4: Prueba de Kruskal Wallis. Penicilina G 10ug
frente a bacterias a las 24, 48, 72 horas.

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 11,011 10,950 13,487
gl 2 2 2
Sig. asintética ,004 ,004 ,001

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 5. Lo cual indica la diferencia entre las

bacterias para un mismo antibiético en diferentes periodos de tiempo; que complementado con

Mann Whitney se evidencia que a las 24 y 48 horas sigue la misma tendencia de actividad
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antimicrobiana sobre Staphyloccocus aureus ATCC25923 y Proteus mirabilis ATCC25933 y a
las 72 horas varia, disminuyendo su actividad sobre Proteus mirabilis ATCC25933

Tabla 14-5: Evaluacion de la sensibilidad de eritromicina 15 pg frente a bacterias a las 24,
48,72 h en Agar Cerebro Corazon (Prueba Kruskal Wallis / Whitney p < 0.05 n=5)

Eritromicina 15 pg - Agar Cerebro Corazon

24 horas
Bacterias Halo de inhibicién Rango Rango

X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 0 3D
Staphyloccocus aureus ATCC25923 20,2 12 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 17,4 9] a

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 0 5,50 | b
Staphyloccocus aureus ATCC25923 19,6 13| a
Proteus mirabilis ATCC25933 0 550 | b

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 0 550 | b
Staphyloccocus aureus ATCC25923 18,4 13 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 0 550 | b

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 15-3: Prueba de Kruskal Wallis. Eritromicina 15 ug
frente a bacterias a las 24, 48, 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas

Chi-cuadrado 11,329 13,636 13,325
gl 2 2 2

Sig. asintética ,003 ,001 ,001

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 5. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para un mismo antibiético en diferentes periodos de tiempos; que complementado con
Mann Whitney se evidencia que a las 24 horas produce actividad antimicrobiana sobre
Staphyloccocus aureus ATCC25923 y Proteus mirabilis ATCC25933 y a las 48 horas el
antibidtico disminuye su actividad sobre Proteus mirabilis ATCC25933, tendencia que se

mantiene a las 72 horas.
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Tabla 16-6: Evaluacion de la sensibilidad de sulfametoxazol /trimetoprim frente a bacterias,
24, 48,72 h, Agar Cerebro Corazon (Prueba Wallis /Whitney p < 0.05 n=5)

Sulfametoxazol 1.5 pg - trimetoprim 23.75 pg - Agar Cerebro Corazén

24 horas
Bacterias Halo de inhibicién Rango Rango

X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 29 13 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 350 | ¢
Proteus mirabilis ATCC25933 16,2 750 | b

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 24,25 13 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 350 | ¢
Proteus mirabilis ATCC25933 11,2 750 | b

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 20,5 13 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 350 | c
Proteus mirabilis ATCC25933 11,4 750 | b

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 17-7: Prueba Kruskal Wallis .Sulfametoxazol-

trimetoprim frente a bacterias a las 24, 48, 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 12,156 12,133 12,156
gl 2 2 2
Sig. asintotica ,002 ,002 ,002

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 5. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para un mismo antibiético en diferentes periodos de tiempos; que complementado con
Mann Whitney se evidencia que a las 24 , 48 y 72 horas el antibiético sigue la misma tendencia

de actividad antimicrobiana produciendo mayor sensibilidad sobre Escherichia coli ATCC9637
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Tabla 18-3: Evaluacion de la Sensibilidad de penicilina G 10 pg frente a bacterias a las
24,48, 72 horas en Agar Mueller Hinton (Prueba Wallis / Whitney p <0.05n=5

Penicilina G 10 pg - Agar Mueller Hinton

24 horas
Bacterias Halo de inhibicién Rango Rango

X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 0 3B
Staphyloccocus aureus ATCC25923 24,6 10,30 | A
Proteus mirabilis ATCC25933 24,8 10,70 | A

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 0 350 | C
Staphyloccocus aureus ATCC25923 27,6 12,80 | A
Proteus mirabilis ATCC25933 18,6 7,70 | B

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 0 3|b
Staphyloccocus aureus ATCC25923 27,2 12,40 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 224 8,60 | a

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 19-3: Prueba Kruskal Wallis. Penicilina G 10 pg
frente a bacterias a las 24, 48, 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 9,797 11,679 11,724
gl 2 2 2
Sig. asintotica ,007 ,003 ,003

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 5. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para un mismo antibiético en diferentes periodos de tiempos; que complementado con
Mann Whitney se evidencia que a las 24 horas tiene actividad antibidtica sobre Staphyloccocus
aureus ATCC25923 y Proteus mirabilis ATCC25933 , la misma que a las 48 horas varia,
disminuyendo su actividad sobre Proteus mirabilis ATCC25933, pero a las 72 horas sigue la
misma tendencia de actividad que a las 24 horas, suceso que puede deberse a mayor liberacion

del antibidtico.
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Tabla 20-3: Evaluacion de la sensibilidad de eritromicina 15 pg frente a bacterias a las 24,
48, 72 horas en Agar Mueller Hinton (Prueba Wallis / Whitney /p <0.05 n=15)

Eritromicina 15 pg - Agar Mueller Hinton

24 horas
Bacterias Halo de inhibicién Rango Rango

X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 3,75 6,20 | b
Staphyloccocus aureus ATCC25923 19,8 13 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 2 480 | b

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 5,25 7,20 | B
Staphyloccocus aureus ATCC25923 18,6 12,80 | A
Proteus mirabilis ATCC25933 0 4

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 0 6,10
Staphyloccocus aureus ATCC25923 19,6 1290 | A
Proteus mirabilis ATCC25933 0 5|b

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 21-3: Prueba Kruskal Wallis. Eritromicina 15 ug frente a bacterias
a las 24, 48, 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 10,360 11,066 11,705
gl 2 2 2
Sig. asintética ,006 ,004 ,003

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 5. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para un mismo antibiético en diferentes periodos de tiempos; que complementado con
Mann Whitney se evidencia que a las 24 , 48 y 72 horas tiene la misma tendencia de actividad
antimicrobiana sobre las tres bacterias analizadas , generando mayor sensibilidad sobre
Staphyloccocus aureus ATCC25923

Tabla 22-3: Evaluacion de la sensibilidad de tetraciclina 30 ug frente a bacterias a las
24horas en Agar Mueller Hinton (Prueba Kruskal Wallis / Mann Whitney p <0.05 n=15)

Tetraciclina 30 pg Agar Mueller Hinton

24 horas

Bacterias Halo de inhibicién Rango Rango

X(mm) Promedio
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Escherichia coli ATCC9637 33 13 A
Staphyloccocus aureus ATCC25923 114 4,60
Proteus mirabilis ATCC25933 11,6 6,40 | B
Realizado por: Lissette Segovia, 2017
Tabla 23-8: Prueba Wallis.
Tetraciclina frente bacterias 24h
24 horas
Chi-cuadrado 10,049
gl 2
Sig. asintdtica ,007

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 5. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para un mismo antibidtico en un periodo de tiempo, que complementado con Mann

Whitney se evidencia que a las 24 horas presenta mayor actividad antimicrobiana sobre

Escherichia coli ATCC9637.

Tabla 24-3: Evaluacion de la Sensibilidad de estreptomicina 300 ug frente a bacterias a
las 24, 48, 72 horas en Agar Mueller Hinton (Prueba Wallis / Whitney /p < 0.05 n=15)

Estreptomicina 300 pg - Agar Mueller Hinton

24 horas

Bacterias Halo de inhibicion Rango Rango
X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 36 13 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 20,8 3,10 | ¢
Proteus mirabilis ATCC25933 248 79 | b

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 35 11 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 20,8 340 | b
Proteus mirabilis ATCC25933 33 9,60 | a

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 355 1220 | b
Staphyloccocus aureus ATCC25923 20,4 360 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 29,2 8,20 | b

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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Tabla 25-3: Prueba Kruskal Wallis. Estreptomicina

300ug frente a bacterias a las 24, 48, 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 12,804 8,594 9,766
gl 2 2 2
Sig. asintotica ,002 ,014 ,008

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 5. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para un mismo antibidtico en diferentes periodos de tiempos; que complementado con
Mann Whitney se evidencia que a las 24 , 48 y 72 horas varia su actividad antimicrobiana, asi se

puede destacar que hasta las 48 horas genera sensibilidad sobre Escherichia coli ATCC9637

Tabla 26-3: Evaluacion de la Sensibilidad de Sulfametoxazol -trimetoprim frente a
bacterias, 24, 48,72 h, Agar Mueller Hinton (Prueba Wallis /Whitney/p < 0.05 n=5)

Sulfametoxazol 1.5 pg - trimetoprim 23.75 pg Agar Mueller hinton

24 horas
Bacterias Halo de inhibicion Rango Rango

X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 30,5 13 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 28,6 81Db
Proteus mirabilis ATCC25933 13,8 3¢

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 22 81D
Staphyloccocus aureus ATCC25923 28,2 13 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 4,6 3|c

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 20,75 8|b
Staphyloccocus aureus ATCC25923 28,8 13 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 4,4 3]c

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 27-3: Prueba Kruskal Wallis. Sulfametoxazol-

trimetoprim frente a bacterias a las 24, 48, 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 12,750 12,915 12,797
gl 2 2 2
Sig. asintética ,002 ,002 ,002

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 5. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para un mismo antibi6tico en diferentes periodos de tiempos; que complementado con
Mann Whitney se evidencia que a las 24 el antibidtico presenta actividad antimicrobiana distinta
para cada bacteria, siendo mayor para Escherichia coli ATCC9637 y a las 48 y 72 horas sigue la
misma tendencia de actividad siendo mayor para Staphyloccocus aureus ATCC25923

3.7.1.2. Influencia de los antibidticos sobre los microorganismos patdgenos 24- 48 — 72 horas.

Pruebas Paramétricas

Tabla 28-3: Evaluacion de la Sensibilidad de tetraciclina 30 pg frente a bacterias a las 24,
48, 72 horas en Agar Cerebro Corazén (Prueba ANOVA / Prueba Dunnet C)

Tetraciclina 30 pg Agar Cerebro Corazén

24 horas
Bacterias Halo de inhibicion Rango Error Estandar

X(mm)

Escherichia coli ATCC9637 33,5]|¢c + 1,04
Staphyloccocus aureus ATCC25923 112 | b + 1,69
Proteus mirabilis ATCC25933 208 | a + 1,70

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 30,5|b + 1,18
Staphyloccocus aureus ATCC25923 108 | ¢ + 0,98
Proteus mirabilis ATCC25933 182 | a +1.44

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 3125 | b + 1,23
Staphyloccocus aureus ATCC25923 106 | c + 1,09
Proteus mirabilis ATCC25933 16,8 | a +134

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 29-3: Prueba ANOVA. Tetraciclina 30 pg frente a bacterias a las 24, 48, 72
horas en Agar Cerebro Corazon

ANOVA
Suma de | dl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
24 horas | Entre 1262,933 2 631,467 | 110,140 ,000
microorganismos
En cada 68,800 12 5,733
microorganismo
Total 1331,733 14
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48horas | Entre 1088,933 2 544,467 | 145,839 ,000
microorganismos
En cada 44,800 12 3,733

microorganismo

Total 1133,733 14
72horas | Entre 1164,133 2 582,067 | 154,531 ,000
microorganismos
En cada 45,200 12 3,767
microorganismo
Total 1209,333 14

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba paramétrica muestra una p <0.05 n=>5. Lo cual indica la diferencia entre las bacterias
para un mismo antibiético, en diferentes periodos de tiempos; que complementado con Dunnet C
se evidencia que a las 24 horas tiene mayor actividad antibi6tica sobre Proteus mirabilis
ATCC25933 vy a las 48 y 72 horas sigue la misma tendencia de actividad antimicrobiana siendo

sensible para la enterobacteria en mencion.

Tabla 30-3: Evaluacion de la sensibilidad de estreptomicina 300 pg frente a bacterias, 24,
48, 72 h, Agar Cerebro Corazén (Prueba ANOVA/Bonferroni/Scheffe/Tuckey/Dunnet C)

Estreptomicina 300 pg Agar Cerebro Corazén
24 horas
Bacterias Medias Halo de inhibicién | Error Estandar
X(mm)
Escherichia coli ATCC9637 34 a + 0,75
Staphyloccocus aureus ATCC25923 218 b +1,16
Proteus mirabilis ATCC25933 278 b + 2,40
48 horas
Escherichia coli ATCC9637 325 a + 1,49
Staphyloccocus aureus ATCC25923 226 b + 3,04
Proteus mirabilis ATCC25933 318 ab +2,72
72 horas
Escherichia coli ATCC9637 335 a + 1,12
Staphyloccocus aureus ATCC25923 22 b + 2,96
Proteus mirabilis ATCC25933 28 ab +2,94

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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Tabla 31-9: Prueba ANOVA. Estreptomicina 300 pg frente a bacterias a las 24, 48, 72

horas en Agar Cerebro Corazon

ANOVA
Suma de | gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
24 horas Entre 397,200 2 198,600 15,597 ,000
microorganismos
En cada 152,800 12 12,733
microorganismo
Total 550,000 14
48 horas Entre grupos 308,800 2 154,400 9,793 ,003
Dentro de grupos 189,200 12 15,767
Total 498,000 14
72 horas Entre grupos 325,200 2 162,600 10,423 ,002
Dentro de grupos 187,200 12 15,600
Total 512,400 14

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba paramétrica muestra una p <0.05 n=5. Lo cual indica la diferencia entre las bacterias
para un mismo antibidtico en diferentes periodos de tiempos; que complementado con Dunnet C
se evidencia que a las 24 horas tiene mayor actividad antibacteriana para Escherichia coli
ATCC9637; alas 48y 72 horas presentan la misma tendencia de actividad antimicrobiana siendo

mas sensible para Escherichia coli ATCC9637.

Tabla 32-3: Evaluacion de la Sensibilidad de Tetraciclina 30 pg frente a bacterias a las
48, 72 h, Agar Cerebro Corazén (Prueba ANOVA/Bonferroni/Scheffe/Tuckey/Dunnet C)

Tetraciclina 30 pg Agar Mueller Hinton
48 horas
Bacterias Medias Halo de inhibicion | Error Estandar
X(mm)
Escherichia coli ATCC9637 2725 a + 2,01
Staphyloccocus aureus ATCC25923 114 b + 0,81
Proteus mirabilis ATCC25933 136 b + 3,49
72 horas
Escherichia coli ATCC9637 2925 a + 121
Staphyloccocus aureus ATCC25923 12 b + 0,55
Proteus mirabilis ATCC25933 144 b + 4,04

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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Tabla 33-10: Evaluacion de la Sensibilidad de Tetraciclina 30 pg frente a bacterias a las 48,
72 h, Agar Cerebro Corazon (Prueba ANOVA/Bonferroni/Scheffe/Tuckey/Dunnet C)

ANOVA
Suma de | gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
24 horas Entre 854,800 2 427,400 15,192 ,001
microorganismos
En cada 337,600 12 28,133
microorganismo
Total 1192,400 14
48 horas Entre 784,533 2 392,267 12,989 ,001
microorganismos
En cada 362,400 12 30,200
microorganismo
Total 1146,933 14

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba paramétrica muestra una p <0.05 n=>5. Lo cual indica la diferencia entre las bacterias
para un mismo antibidtico en diferentes periodos de tiempos; que complementado con Dunnet C
se evidencia que a las 24, 48 y 72 horas se mantiene la misma tendencia de actividad antibiética

siendo mas sensible Escherichia coli ATCC9637

3.7.1.3. Influencias de las concentraciones de extractos etandlicos sobre los microorganismos

patégenos 24- 48 — 72 horas

Tabla 34-11: Evaluacién de la sensibilidad concentracion 100 % extracto etanolico frente
a bacterias, 24,48 ,72 h, Agar Mueller Hinton (Prueba K.Wallis/Whitney, p <0.05, n= 10)

Concentracion 100 % Extracto etandlico - Agar Mueller Hinton

24 horas
Bacterias Halo de inhibicién Rango Rango

X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 0 550 | ¢
Staphyloccocus aureus ATCC25923 8 1550 | b
Proteus mirabilis ATCC25933 14 2550 | a

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 0 10,50 | b
Staphyloccocus aureus ATCC25923 8,2 2550 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 0 10,50 | b

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 0 10,50 | b
Staphyloccocus aureus ATCC25923 74 2550 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 0 10,50 | ¢

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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Tabla 35-12: Prueba Kruskal Wallis. Extracto etandlico
100% frente a bacterias a las 24, 48, 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 27,992 28,247 27,885
Gl 2 2 2
Sig. asintotica ,000 ,000 ,000

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 10. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para un mismo extracto etandlico en diferentes periodos de tiempos;que complementado
con Mann Whitney se evidencia que a las 24 horas tiene actividad antimicrobiana sobre Proteus
mirabilis ATCC25933 y a las 48 y 72 horas misma tendencia de actividad antimicrobiana varia
pero se destaca su mayor sensibilidad en ambas tiempos sobre Staphyloccocus aureus
ATCC25923

Tabla 36-13: Evaluacion de la sensibilidad concentracién 75% extracto etanélico frente
a bacterias, 24,48,72 h, Agar Mueller Hinton (Prueba Wallis/Whitney p <0.05, n=10)

Concentracion 75 % Extracto etandlico -Agar Mueller Hinton

24 horas
Bacterias Halo de inhibicién Rango Rango

X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 11,11 18,50 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 7,8 6,50 | b
Proteus mirabilis ATCC25933 12,4 21,50 | a

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 8,22 21,30 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 8 19,70 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 0 5,50 | b

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 7,78 2250 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 7,4 18,50 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 0 550 | b

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 37-14: Prueba Kruskal Wallis. Extracto etandlico

75% frente a bacterias a las 24, 48, 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 17,043 22,708 23,141
Gl 2 2 2
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Sig. asintética ,000 ,000 ,000
Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 10. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para un mismo extracto etandlico en diferentes periodos de tiempos; que
complementado con Mann Whitney se evidencia que a las 24 tiene mayor actividad sobre
Staphyloccocus aureus ATCC25923 y Proteus mirabilis ATCC25933, la misma que al pasar el
tiempo varia de tal manera que a las 48 y 72 horas sigue la misma tendencia de actividad
antimicrobiana sobre Escherichia coli ATCC9637 y Staphyloccocus aureus ATCC25923.

Tabla 38-15: Evaluacion de la sensibilidad concentracion 50% extracto etanolico frente a
bacterias, 24, 48, 72 h, Agar Mueller Hinton (Prueba Wallis / Whitney, p <0.05, n= 10)

Concentracion 50 % Extracto etanolico Mueller Hinton

24 horas
Bacterias Halo de inhibicion Rango Rango

X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 16,89 19,85 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 550 | b
Proteus mirabilis ATCC25933 18,3 21,15 | a

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 17,56 20,10 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 550 | b
Proteus mirabilis ATCC25933 17,3 20,90 | a

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 14,89 20,30 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 550 | b
Proteus mirabilis ATCC25933 16,3 20,70 | a

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 39-16: Prueba Kruskal Wallis. Extracto etandlico
50% frente a bacterias a las 24, 48, 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 20,485 20,361 20,168
gl 2 2 2
Sig. asintotica ,000 ,000 ,000

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 10. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para un mismo extracto etandlico en diferentes periodos de tiempos; que

complementado con Mann Whitney se evidencia que a las 24 , 48 y 72 horas sigue la misma
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tendencia de actividad antimicrobiana sobre Escherichia coli ATCC9637 y Proteus mirabilis

ATCC25933.

Tabla 40-3: Evaluacion de la sensibilidad de etanol absoluto frente a bacterias a las 24, 48,
72 horas en Agar Mueller Hinton (Prueba Wallis / Whitney, p <0.05, n=10)

Etanol Absoluto- Agar Mueller Hinton

24 horas
Bacterias Halo de inhibicién Rango Rango

X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 11,56 2185 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 9,8 1580 | b
Proteus mirabilis ATCC25933 25 8,85 | ¢

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 10 21,10 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 8,8 18,35 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 1 705 | b

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 9,44 18,80 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 9,4 20,70 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 1 7|b

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 41-3: Prueba Kruskal Wallis. Etanol Absoluto
frente a bacterias a las 24, 48, 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 11,727 15,335 14,987
gl 2 2 2
Sig. asintética ,003 ,000 ,001

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 10. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para etanol absoluto en diferentes periodos de tiempos; que complementado con Mann
Whitney se evidencia que a las 24 horas tiene mayor actividad antibacteriana para Escherichia
coli ATCC9637,y a las 48 y 72 horas sigue la misma tendencia de actividad antimicrobiana sobre
Escherichia coli ATCC9637 y Staphyloccocus aureus ATCC25923
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Tabla 42-3: Evaluacion de la sensibilidad extracto etandlico 100% frente a
bacterias,24, 48, 72 h , Agar Cerebro Corazén (Prueba Wallis / p <0.05 n = 10)

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado ,863 3,389 3,358
Gl 2 2 2
Sig. asintotica ,650 ,184 ,187

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p > 0.05 n = 10. Lo cual indica que no hay diferencia
entre las bacterias para un mismo Extracto etandlico en diferentes periodos de tiempos; por lo que
se evidencia que a las 24, 48 y 72 horas la actividad antimicrobiana de la concentracion al 100 %

de extracto etandlico es la misma sobre Escherichia coli ATCC9637, Staphyloccocus aureus

ATCC25923 y Proteus mirabilis ATCC25933.

Tabla 43-3: Evaluacién de la sensibilidad concentracion 75% de extracto etanolico frente
bacterias 24, 48, 72h, Agar Cerebro corazon (Prueba Kruskal Wallis p<0.05 n=10)

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 2,803 5,007 4,105
gl 2 2 2
Sig. asintotica ,246 ,082 ,128

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p > 0.05 n = 10. Lo cual indica que no hay la diferencia

entre las bacterias para un mismo extracto etandlico en diferentes periodos de tiempos; por lo que

se evidencia que a las 24, 48 y 72 horas la actividad antimicrobiana de la concentracion al 75 %

de extracto etandlico es la misma sobre Escherichia coli ATCC9637, Staphyloccocus aureus
ATCC25923 y Proteus mirabilis ATCC25933.

Tabla 44-3: Evaluacion de la sensibilidad concentracion 50 % extracto etandlico frente a
bacterias, 24, 48,72 h , Agar Cerebro corazén (Prueba Wallis/Whitney p<0.05 n=10)

Concentracion 50 % extracto etandlico - Agar Cerebro Corazén

24 horas

Bacterias

Halo de inhibicién

X(mm)

Rango

Promedio

Rango

Escherichia coli ATCC9637

17,33

22,15 | a
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Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 550 | b
Proteus mirabilis ATCC25933 15 18,85 | a

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 18,33 23,15 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 6,50 | c
Proteus mirabilis ATCC25933 12,1 16,85 | b

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 16,22 2185 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 6,50 | b
Proteus mirabilis ATCC25933 11,9 18,15 | a

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 45-3: Prueba Kruskal Wallis. Concentracion 50 % extracto etandlico

frente a bacterias a las 24, 48, 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 21,099 19,669 17,753
gl 2 2 2
Sig. asintotica ,000 ,000 ,000

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 10. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para un mismo extracto etandlico en diferentes periodos de tiempos; que
complementado con Mann Whitney se evidencia que a las 24 horas tiene mayor actividad
antibacteriana para Escherichia coli ATCC9637 y Proteus mirabilis ATCC25933 , y a las 48
varia presentando mayor actividad solo para Escherichia coli ATCC9637 y pero a las 72 horas
sigue la misma tendencia de actividad antimicrobiana que a las 24 horas lo cual puede deberse a

una mayor accion de los principios activos presentes en la concentracion del extracto.

Tabla 46-3: Evaluacion de la sensibilidad del etanol absoluto frente a bacterias,24, 48,72
horas, Agar Cerebro corazon (Prueba Wallis / Mann Whitney / p < 0.05 n = 10)

Etanol absoluto - Agar cerebro corazén

24 horas
Bacterias Halo de inhibicion Rango Rango

X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 10,67 20,30 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 10,6 18,70 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 14 750 | b

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 7,56 1590 | b
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Staphyloccocus aureus ATCC25923 10,5 22,20 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 15 8,40 | ¢

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 10,11 18,25 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 10,6 20,75 | a
Proteus mirabilis ATCC25933 1,4 750 | b

3.7.1.4.

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 47-3: Prueba Kruskal Wallis. Etanol Absoluto frente a bacterias

alas 24, 48, 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 13,301 13,329 13,370
gl 2 2 2
Sig. asintdtica ,001 ,001 ,001

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

patégenos 24- 48 — 72 horas

accion de los principios activos presentes en la concentracion del extracto.

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 10. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para etanol absoluto en diferentes periodos de tiempos; que complementado con Mann
Whitney se evidencia que a las 24 horas tiene mayor actividad antibacteriana para Escherichia
coli ATCC9637 y Staphyloccocus aureus ATCC25923 , y a las 48 varia presentando mayor
actividad solo para Staphyloccocus aureus ATCC25923 pero a las 72 horas sigue la misma
tendencia de actividad antimicrobiana que a las 24 horas lo cual puede deberse a una mayor

Influencias de las concentraciones de extractos acuosos sobre los microorganismos

Tabla 48-3: Evaluacion de la sensibilidad concentracion 100 % extracto acuoso frente a
bacterias, 24, 48, 72 h ,Agar Mueller Hinton (Prueba Wallis/Whitney p<0.05 n=10)

24 h 48 h 72 h
Chi-cuadrado ,406 ,695 1,334
gl 2 2 2
Sig. asintotica ,816 ,706 513

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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Esta prueba no paramétrica muestra una p > 0.05 n = 10. Lo cual indica que no hay la diferencia
entre las bacterias para un mismo extracto acuoso en diferentes periodos de tiempos; por lo que

se evidencia que a las 24, 48 y 72 horas la actividad antimicrobiana de la concentracion al 100 %




de Extracto acuoso es la misma sobre Escherichia coli ATCC9637, Staphyloccocus aureus
ATCC25923 y Proteus mirabilis ATCC25933.

Tabla 49-3: Evaluacién de la sensibilidad concentracion 75% extracto acuoso frente a
bacterias 24, 48,72h, Agar Mueller Hinton (Prueba Kruskal Wallis/Whitney p<0.05 n=10)

Concentracion 75 % Extracto acuoso - Agar Mueller Hinton

24 horas
Bacterias Halo de inhibicién Rango Rango

X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 13,11 2550 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 10 (b
Proteus mirabilis ATCC25933 0,8 11| b

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 7,67 22,20 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 1150 | b
Proteus mirabilis ATCC25933 1 12,80 | b

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 8 2220 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 1150 | b
Proteus mirabilis ATCC25933 11 12,80 | b

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 50-3: Prueba Kruskal Wallis .Extracto acuoso 75%

frente a bacterias a las 24, 48, 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 26,135 14,533 14,533
Gl 2 2 2
Sig. asintotica ,000 ,001 ,001

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 10. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para un mismo extracto acuoso, en diferentes periodos de tiempos; que complementado
con Mann Whitney se evidencia que a las 24 , 48 y 72 horas sigue la misma tendencia de actividad

antimicrobiana siendo mas sensible para Escherichia coli ATCC9637.
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Tabla 51-3: Evaluacién de la sensibilidad de la concentracidn 50% extracto acuoso frente
bacterias, 24, 48,72h, Agar Mueller Hinton (Prueba Wallis / Whitney p<0.05 n=10)

Concentracién 50 %- Extracto acuoso - Agar Mueller Hinton

24 horas

Bacterias Halo de inhibicién Rango Rango
X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 0 13 b
Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 13 b
Proteus mirabilis ATCC25933 51 20,50 a

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 0 14 b
Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 14 b
Proteus mirabilis ATCC25933 3,2 18,50 a

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 0 14 b
Staphyloccocus aureus ATCC25923 | 0 14 b
Proteus mirabilis ATCC25933 3,1 18,50 a

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 52-3: Prueba Kruskal Wallis .Concentracion 50 % extracto acuoso etanolico

frente a bacterias a las 24, 48, 72 horas en Agar Mueller Hinton

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 11,484 6,429 6,423
gl 2 2 2
Sig. asintotica ,003 ,040 ,040

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 10. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para un mismo extracto acuoso, en diferentes periodos de tiempos; que complementado
con Mann Whitney se evidencia que a las 24 , 48 y 72 horas sigue la misma tendencia de actividad

antimicrobiana siendo mas sensible para Proteus mirabilis ATCC25933.

Tabla 53-17: Evaluacion de la sensibilidad de la concentracion 100% extracto acuoso
frente a bacterias,24, 48,72h, Agar Cerebro(Prueba Wallis / Whitney / p < 0.05 n=10)

Concentracion 100 % Extracto acuoso - Agar cerebro corazon

24 horas
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Bacterias Halo de inhibicién Rango Rango
X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 10 18,60 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 2,9 6,90 | b
Proteus mirabilis ATCC25933 12,4 21 | a

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 6,56 15,05 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 2,9 925 | b
Proteus mirabilis ATCC25933 11,7 22,20 | a

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 6,89 17,20 | a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 2,1 8,70 | b
Proteus mirabilis ATCC25933 10 20,60 | a

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 54-3: Prueba Kruskal Wallis. Extracto acuoso 100% frente
a bacterias a las 24, 48, 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas

Chi-cuadrado 15,296 11,460 10,228
gl 2 2 2
Sig. asintdtica ,000 ,003 ,006

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 10. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para un mismo extracto acuoso, en diferentes periodos de tiempos; que complementado
con Mann Whitney se evidencia que a las 24, 48 y 72 horas sigue la misma tendencia de actividad
antimicrobiana siendo mas sensible para Escherichia coli ATCC9637 y Proteus mirabilis
ATCC25933.

Tabla 55-3: Evaluacion de la sensibilidad de la concentracion 75 % extracto acuoso
frente a bacterias, 24 h, Agar corazon (Prueba Wallis /Whitney / p < 0.05 n = 10)

Concentracion 75 % Extracto acuoso - Agar cerebro corazén

24 horas
Bacterias Halo de inhibicion Rango Rango
X(mm) Promedio
Escherichia coli ATCC9637 8,89 20,80 a
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Staphyloccocus aureus ATCC25923 | 0 8,50 b
Proteus mirabilis ATCC25933 6,6 17,20 a

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 56-3: Prueba Kruskal/Wallis. Extracto acuoso 75% frente
a bacterias las 24, 48 y 72 horas
24 horas 48 horas 72 horas

Chi-cuadrado 12,292 5,995 8,109
gl 2 2 2
Sig. asintotica ,002 ,050 ,017

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 10. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para un mismo extracto acuoso a las 24 horas produciendo mayor sensibilidad en
Escherichia coli ATCC9637 y Proteus mirabilis ATCC25933; al analizar Kruskal Wallis se
evidencia que no hay diferencia entre las bacterias para un mismo extracto acuoso a las 48 horas
y al realizar Mann Whitney a las 72 horas de igual manera no existen diferencias ; por lo que a
las 48 y 72 horas la actividad antimicrobiana de la concentracién al 100 % de extracto acuoso es
la misma sobre Escherichia coli ATCC9637, Staphyloccocus aureus ATCC25923 vy Proteus
mirabilis ATCC25933.

Tabla 57-3: Evaluacion de la Sensibilidad de la concentracién 50% extracto acuoso
frente a bacterias, 24, 48,72 h, Agar corazén (Prueba Wallis / Whitney/ p < 0.05 n =10)

Concentracion 50 % Extracto acuoso — Agar cerebro corazon

24 horas
Bacterias Halo de inhibicién Rango Rango

X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 0 11| b
Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 11| b
Proteus mirabilis ATCC25933 11,7 245 | a

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 0 1151| b
Staphyloccocus aureus ATCC25923 0 115| b
Proteus mirabilis ATCC25933 10,6 235 | a

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 0 1151| b
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Staphyloccocus aureus ATCC25923

11,5

Proteus mirabilis ATCC25933

9,5

23,5

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 58-3: Prueba Kruskal Wallis. Extracto

frente a bacterias a las 24, 48, 72 horas

acuoso 50%

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 23,888 20,478 20,448
Gl 2 2 2
Sig. asintotica ,000 ,000 ,000

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 10. Lo cual indica la diferencia entre las

bacterias para un mismo extracto acuoso, en diferentes periodos de tiempos; que complementado

con Mann Whitney se evidencia que a las 24 , 48 y 72 horas sigue la misma tendencia de

actividad antimicrobiana siendo mas sensible para Proteus mirabilis ATCC25933.

3.7.2.

3.7.2.1.

Comparacion y Seleccidn del mejor antibidtico y la mejor concentracion de extracto
sobre Escherichia coli ATCC 9637, Staphyloccocus aureus ATCC 25923 y Proteus
mirabilis ATCC 25933.

Seleccion del mejor extracto, en general, con mayor actividad antimicrobiana sobre

las bacterias patogenas

Tabla 59-3: Seleccién del mejor extracto de Ganoderma lucidum con actividad
antibiotica frente a bacterias 24, 48 y 72 h (Prueba Wallis / Whitney p < 0.05 n = 180)

Extracto etandlico vs Extracto acuoso

24 horas
Extracto Halo de inhibicién (EE) Rango Rango

X(mm) Promedio

Etanolico 7,99 202,07 | a
Acuoso 4,48 158,93 | b

48 horas
Etanodlico 6,25 198,92 | a
Acuoso 3,39 162,08 | b

72 horas
Etanolico 5,58 196,25 | a
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Acuoso

3,32

164,75

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 60-3: Prueba Kruskal Wallis. Mejor extracto de Ganoderma lucidum con

actividad antibiotica frente a bacterias a las 24- 48 y 72h

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 17,586 14,348 10,495
Gl 1 1 1
Sig. asintética ,000 ,000 ,001

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 180. Lo cual indica la diferencia entre los
dos tipos de extractos etanolico y acuoso de manera general, en diferentes periodos de tiempos:
sobre las bacterias patdgenas Escherichia coli ATCC9637, Staphyloccocus aureus ATCC25923
y Proteus mirabilis ATCC25933, evidenciando que a las 24, 48 y 72 horas el extracto que tiene

mejor actividad antibidtica es el etandlico tendencia que se mantiene.

3.7.2.2. Comparacion de las bacterias con cada una de las concentraciones de los extractos

tanto acuoso como etanélico de Ganoderma lucidum, y seleccién del extracto con

mayor actividad antimicrobiana

Tabla 61-3: Evaluacion de la sensibilidad concentraciones extractos Ganoderma frente a

Escherichia coli ATCC963, 24,48 y 72 (Prueba Wallis / Whitney para p < 0.05 n= 10)

Escherichia coli ATCC9637 Vs Concentraciones extractos etanolicos y acuosos

24 horas
Tratamiento Halo de inhibicién Rango Rango
X(mm) Promedio
7 17,6 131,15 | a
3 16,8 125,75 | a
8 10,8 9845 | b
4 11,6 94,70 | b
10 13,2 90,95 | bc
12 10 82,65 | bc
2 11,2 72,70 | ¢
13 9,6 71,35 | cd
6 4,4 4475 | de
9 3 43,20 | de
5 2 35,35 | de
1 0 32 | de
11 0 32 | e
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14 0 32 |e
48 horas
7 18,1 131,25 | a
3 174 128,45 | a
4 10,1 99,50 | b
10 8,1 85,90 | bc
8 1,7 82,55 | bc
2 8,2 77,60 | c
12 6,6 74,60 | cd
13 4,4 60,65 | cd
6 39 59,25 | cd
9 18 4520 | d
5 0,8 38,55 | d
1 0 34,50 | d
11 0 3450 | d
14 0 34,50 | d
72 horas
7 16 131,15 | a
3 14,6 125,75 | a
8 10 9845 | b
4 9,6 94,70 | b
10 8,5 90,95 | bc
12 7,6 82,65 | bc
2 7,8 72,70 | c
13 6,3 71,35 | cd
6 2,4 4475 | d
9 1,8 43,20 | d
5 0,7 3535 | d
1 0 32,00 | d
11 0 32,00 | d
14 0 32,00 | d

Equivalencias 1= Extracto etanolico 100 % Agar Mueller Hinton, 2= Extracto etandlico
75 % Agar Mueller Hinton, 3= Extracto etanélico 50% Agar Mueller Hinton, 4= Etanol
99 ° Agar Mueller Hinton Control , 5= Extracto etanélico 100 % Agar Cerebro Corazén,
6= Extracto etandlico 75 % Agar Cerebro Corazon, 7= Extracto etandlico 50 %Agar
Cerebro Corazon, 8= Etanol 99 ° Agar Cerebro Corazén , 9= Extracto acuoso 100 %
Mueller Hinton, 10= Extracto acuoso 75 % Mueller Hinton, 11= Extracto acuoso 50 %
Mueller Hinton, 12= Extracto acuoso 100 % Agar Cerebro Corazon, 13= Extracto acuoso

75 % Cerebro Corazon, 14= Extracto acuoso 50 % Cerebro Corazon

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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Tabla 62-3: Prueba Wallis .Concentraciones extractos Ganoderma a las 24, 48
y 72 horas frente a Escherichia coli ATCC9637

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 105,735 97,206 105,735
gl 13 13 13
Sig. asintotica ,000 ,000 ,000

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 10. Lo cual indica la diferencia entre las
concentraciones de extractos para una misma bacteria, en diferentes periodos de tiempos y
medios de cultivo; que complementado con Mann Whitney se comprueba que a las 24, 48y 72
horas tiene mayor actividad antibidtica frente a Escherichia coli ATCC9637 el tratamiento 7y 3
que corresponde a Extracto etandlico 50 % Cerebro Corazo6n, Extracto etanélico 50 % Mueller

Hinton respectivamente, tendencia que se mantiene para todos los tiempos.

Tabla 63-18: Evaluacion de la sensibilidad concentraciones extractos Ganoderma frente
Staphyloccocus aureus ATCC25923,24,48 y72 h (Prueba Wallis /Whitney p< 0.05 n =10)

Staphyloccocus aureus ATCC25923 vs Concentraciones extractos etanélicos y acuosos
24 horas
Tratamiento Halo de inhibicion Rango Rango
X(mm) Promedio
8,00 10,6 128,75 | a
4,00 9,8 117,40 | a
1,00 8 104,90 | b
2,00 7,8 104,90 | b
6,00 6,1 91,75 | b
5,00 34 69,40 | bc
12,00 2,9 59,35 | ¢
9,00 19 5255 | ¢
3,00 0 43,00 | c
7,00 0 43,00 | c
10,00 0 43,00 | c
11,00 0 43,00 | c
13,00 0 43,00 | c
14,00 0 43,00 | c
48 horas
8,00 10,5 129,10 | a
4,00 8,8 113,80 | a
1,00 8,2 103,20 | b
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6,00 7.8 102,65 | b
2,00 8 100,30 | b
5,00 3,6 70,20 | bc
12,00 2,9 61,60 | c
9,00 2,1 57,15 | ¢
3,00 0 4150 | ¢
7,00 0 4150 | c
10,00 0 4150 | c
11,00 0 4150 | ¢
13,00 0 4150 | ¢
14,00 0 4150 | ¢
72 horas
8,00 10,6 128,75 | a
4,00 9,4 117,40 | a
1,00 74 104,90 | b
2,00 74 104,90 | b
6,00 6,1 91,75 | bc
5,00 3,2 69,40 | bc
12,00 2,1 59,35 | ¢
9,00 1,3 52,55 | ¢
3,00 0 43,00 | c
7,00 0 43,00 | c
10,00 0 43,00 | c
11,00 0 43,00 | c
13,00 0 43,00 | c
14,00 0 43,00 | c

Equivalencias 1= Extracto etanolico 100 % Agar Mueller Hinton, 2= Extracto etandlico
75 % Agar Mueller Hinton, 3= Extracto etanélico 50% Agar Mueller Hinton, 4= Etanol
99 ° Agar Mueller Hinton Control , 5= Extracto etandlico 100 % Agar Cerebro Corazén,
6= Extracto etandlico 75 % Agar Cerebro Corazon, 7= Extracto etandlico 50 %Agar
Cerebro Corazon, 8= Etanol 99 ° Agar Cerebro Corazén , 9= Extracto acuoso 100 %
Mueller Hinton, 10= Extracto acuoso 75 % Mueller Hinton, 11= Extracto acuoso 50 %
Mueller Hinton, 12= Extracto acuoso 100 % Agar Cerebro Corazén, 13= Extracto acuoso

75 % Cerebro Corazon, 14= Extracto acuoso 50 % Cerebro Corazon

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 64-3: Prueba Kruskal Wallis. Concentraciones extractos Ganoderma frente a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 a las 24, 48 y 72 horas.

24 horas 48 horas 72 horas
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Chi-cuadrado 105,735 104,414 105,735

Gl 13 13 13

Sig. asintdtica ,000 ,000 ,000

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 10. Lo cual indica la diferencia entre las
concentraciones de extractos para una misma bacteria , en diferentes periodos de tiempos y
medios de cultivo ; que complementado con Mann Whitney se comprueba que a las 24, 48y 72
horas tiene mayor actividad antibidtica frente a Staphyloccocus aureus ATCC25923 el
tratamiento 8 y 4 que corresponde a Etanol absoluto Agar Cerebro Corazén y Etanol absoluto
Agar Mueller Hinton respectivamente, tendencia que se mantiene para todos los tiempos.

Tabla 65-3: Evaluacion de la sensibilidad concentraciones extractos Ganoderma frente a
Proteus mirabilis ATCC25933,24, 48 y72 h (Prueba Wallis /Whitney / p < 0.05 n=10)

Proteus mirabilis ATCC25933 vs Concentraciones extractos etandlicos y acuosos
24 horas
Tratamiento Halo de inhibicion Rango Rango
X(mm) Promedio
3 18,3 121,30 | a
7 15 105,55 | a
12 124 104,30 | a
14 11,7 99,05 | a
13 6,6 7245 | b
5 3,9 66,25 | b
9 3,5 63,05 | b
11 51 61,60 | b
6 2,1 55,75 | b
8 1,4 5145 | b
10 0,8 50,15 | b
4 2,5 49,10 | b
1 14 4350 | b
48 horas
3 17,3 125,40 | a
12 11,7 104,85 | b
7 121 104,80 | b
14 10,6 9965 | b
13 52 71,95 | bc
5 4,4 67,30 | C
9 3,5 61,75 | c
11 3,2 60,60 | c
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6 2,1 54,95 | ¢
8 15 51,35 | ¢
4 1 48,70 | ¢
10 1 48,70 | ¢
1 0 4350 | ¢
2 0 4350 | ¢
72 horas
3 16,3 121,30 | a
7 11,9 105,55 | a
12 10 104,30 | a
14 9,5 99,05 | a
13 4,9 7245 | b
5 3,9 66,25 | b
9 35 63,05 | b
1 31 61,60 | b
6 2,1 55,75 | b
8 14 5145 | b
10 11 50,15 | b
4 1 49,10 | b
1 0 4350 | b
2 0 4350 | b

Equivalencias 1= Extracto etanélico 100 % Agar Mueller Hinton, 2= Extracto etanélico 75 %
Agar Mueller Hinton, 3= Extracto etandlico 50% Agar Mueller Hinton, 4= Etanol 99 ° Agar
Mueller Hinton Control , 5= Extracto etanolico 100 % Agar Cerebro Corazén, 6= Extracto
etandlico 75 % Agar Cerebro Corazon, 7= Extracto etanolico 50 %Agar Cerebro Corazon, 8=
Etanol 99 ° Agar Cerebro Corazon , 9= Extracto acuoso 100 % Mueller Hinton, 10= Extracto
acuoso 75 % Mueller Hinton, 11= Extracto acuoso 50 % Mueller Hinton, 12= Extracto acuoso
100 % Agar Cerebro Corazon, 13= Extracto acuoso 75 % Cerebro Corazén, 14= Extracto
acuoso 50 % Cerebro Corazon

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 66-3: Prueba Kruskal Wallis. Concentraciones extractos Ganoderma
frente a Proteus mirabilis ATCC25933, 24, 48 y 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 69,990 74,747 69,990
gl 13 13 13
Sig. asintotica ,000 ,000 ,000

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 10. Lo cual indica la diferencia entre los
extractos para una misma bacteria , en diferentes periodos de tiempos y medios de cultivo ; que
complementado con Mann Whitney se comprueba que a las 24 horas tiene mayor actividad
antibiotica frente Proteus mirabilis ATCC25933 los tratamientos 3, 7, 12 y 14 que corresponden
a Extracto etanolico 50 % Agar Mueller Hinton, Extracto etandlico 50 % Agar Cerebro Corazon,
Extracto acuoso 100 % Agar Cerebro Corazon y Extracto acuoso 50 % Cerebro Corazén ,
respectivamente; a las 48 horas la actividad antibacteriana se presenta en el Extracto etandlico
50% Agar Mueller Hinton; pero a las 72 horas se presenta nuevamente la misma tendencia de las
24 horas.

3.7.2.3. Comparacion de las bacterias con cada uno de los antibidticos y seleccion del

antibiético con mayor actividad antimicrobiana.

Tabla 67-3: Evaluacién de la sensibilidad de antibidticos frente a Escherichia coli
ATCC9637 (Prueba Kruskal Wallis / Mann Whitney/ p < 0.05 n=15)

Escherichia coli ATCC9637 vs Antibidticos
24 horas
Tratamiento Halo de inhibicién Rango Promedio
X(mm)

7 36 46,00 a
8 34,4 40,60 a
6 33,6 3780 b
5 32,8 34,80 bc
9 30,8 2750 c

10 29,6 26,30 ¢
3 3 15,00 d
1 0 9,00 d
2 0 9,00 d
4 0 9,00 d

48 horas

7 35,2 4760 a
8 32,6 40,80 b
6 314 38,10 b
5 28,4 32,90 bc

10 25 2820 ¢
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9 22 2540 c
3 6 15,00 d
1 0 9,00 d
2 0 9,00 d
4 0 9,00 d
72 horas
7 354 4710 a
8 334 4220 a
6 31,6 3830 b
5 28,4 33,20 bc
10 22,4 26,40 c
9 21,8 2580 ¢
3 2,4 1200 d
1 0 10,00 d
2 0 10,00 d
4 0 10,00 d

Equivalencia: 1= Penicilina G 10 pg Agar Mueller hinton , 2= Penicilina G 10 pg Agar
Cerebro Corazoén, 3= Eritromicina 15 ug Agar Mueller Hinton , 4 = Eritromicina 15 ug Agar
Cerebro Corazon , 5= Tetraciclina 30 pg Agar Mueller Hinton, 6= Tetraciclina 30 ug Agar
Cerebro Corazon, 7= Estreptomicina 300 ug Agar Mueller Hinton , 8= Estreptomicina 300
ug Agar Cerebro Corazén , 9= Sulfametoxazol — trimetrompim 1,5/23,75 pg Agar Mueller

Hinton , 10= Sulfametoxazol — trimetrompim 1,5/23,75 pg Agar Cerebro Corazon

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 68-3: Prueba Kruskal Wallis .Antibiéticos frente a Escherichia coli
ATCC9637 alas 24,48y 72 horas.

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 45,338 45,970 46,779
gl 9 9 9
Sig. asintotica ,000 ,000 ,000

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 5. Lo cual indica la diferencia entre los
antibidticos para una misma bacteria , en diferentes periodos de tiempos y medios de cultivo ;
gue complementado con Mann Whitney se comprueba que a las 24 horas tiene mayor actividad
antibidtica frente Escherichia coli ATCC9637 los tratamientos 7 y 8 que corresponden
Estreptomicina 300 ug Agar Mueller Hinton y Estreptomicina 300 ug Agar Cerebro Corazon, ,
a las 48 horas se evidencia la actividad antibacteriana con Estreptomicina 300 ug Agar Mueller

Hinton ; pero a las 72 horas se presenta nuevamente la misma tendencia de las 24 horas

Tabla 69-3: Evaluacion de la sensibilidad de antibidticos frente a Staphyloccocus aureus
ATCC9637 a las 24, 48, 72 h (Prueba Kruskal Wallis / Mann Whitney/ p < 0.05 n = 5)

Staphyloccocus aureus ATCC9637 vs Antibidticos
24 horas
Antibioticos Halo de inhibicién Rango Promedio
X(mm)
9 28,6 48,00 a
1 24 3990 b
2 24 3880 b
8 21,8 30,10 bc
7 20,8 2710 ¢
4 20,2 2390 c
3 19,8 2320 ¢
5 114 10,90 d
6 11,2 10,10 d
10 0 3,00 e
48 horas
9 28,2 45,40 a
1 275 43,60 a
2 26 38,60 b
8 22,6 30,40 bc
7 20,8 2760 c
3 18,6 22,80 cd
4 19,6 21,00 d
5 114 1190 e
6 10,8 10,70 e
10 0 300 f
72 horas
9 28,8 46,20 a
1 28,5 43,10 a
2 25 39,00 b
8 22 3020 ¢
3 19,6 25,80 cd
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7 20,4 2490 cd
4 18,4 21,20 d
5 12 12,40 e
6 10,6 9,20 e
10 0 3,00 f

Equivalencia: 1= Penicilina G 10 pg Agar Mueller hinton , 2= Penicilina G 10 ng Agar

Cerebro Corazén, 3= Eritromicina 15 ug Agar Mueller Hinton , 4 = Eritromicina 15 pg

Agar Cerebro Corazén , 5= Tetraciclina 30 pg Agar Mueller Hinton, 6= Tetraciclina 30 ug

Agar Cerebro Corazon, 7= Estreptomicina 300 ug Agar Mueller Hinton , 8= Estreptomicina

300 pg Agar Cerebro Corazon , 9= Sulfametoxazol — trimetrompim 1,5/23,75 ug Agar

Mueller Hinton , 10= Sulfametoxazol — trimetrompim 1,5/23,75 ng Agar Cerebro Corazon

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 70-3: Prueba Kruskal Wallis .Antibidticos frente a Staphyloccocus aureus
ATCC9637 a las 24, 48, 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 44,492 44,301 45,157
gl 9 9 9
Sig. asintotica ,000 ,000 ,000

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 5. Lo cual indica la diferencia entre los
antibidticos para una misma bacteria , en diferentes periodos de tiempos y medios de cultivo ;
gue complementado con Mann Whitney se comprueba que a las 24 horas tiene mayor actividad
antibidtica frente Staphyloccous aureus ATCC9637el tratamiento 9 que corresponden a
Sulfametoxazol — trimetoprim 1,5/23,75 ug Agar Mueller Hinton; a las 48 horas se evidencia la
actividad antibacteriana con el tratamiento 1= Penicilina G 10 ug Agar Mueller Hinton; pero a las

72 horas se presenta nuevamente la misma tendencia de las 24 horas

Tabla 71-3: Evaluacidn de la sensibilidad de antibioticos frente a Proteus mirabilis 25933 a
las 24, 48, 72 horas (Prueba Kruskal Wallis / Mann Whitney/ p < 0.05 n =5)

Proteus mirabilis 25933 vs Antibi6ticos

24 horas

Antibidticos

Halo de inhibicién
X(mm)

Rango Promedio

8 27,8 43,00 a
7 248 39,60 a
1 23,5 36,50 a
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2 22 31,30 a
6 20,8 29,10 b
10 16,2 23,30 bc

4 17,4 20,50 bc
9 13,8 15,50 bc

5 11,6 1180 c
3 2 440 c
48 horas
7 33 4450 a
8 31,8 4440 a
2 23,2 36,70 a
1 16,75 31,60 a
6 18,2 2750 b
5 13,6 2250 bc
10 11,2 18550 ¢
9 4,6 12,30 «cd
3 0 850 d
4 0 8,50 d
72 horas
7 29,2 4400 a
8 28 4320 a
1 22,5 3790 a
2 20,6 339 a
6 16,8 26,50 b
5 14,4 24,30 bc
10 11,4 17,70 ¢
9 4,4 11,50 cd
3 0 8,00 d
4 0 8,00 d

Equivalencia: 1= Penicilina G 10 pg Agar Mueller hinton

, 2= Penicilina G 10 pg Agar

Cerebro Corazén, 3= Eritromicina 15 ug Agar Mueller Hinton , 4 = Eritromicina 15 pg Agar

Cerebro Corazon , 5= Tetraciclina 30 pg Agar Mueller Hinton, 6= Tetraciclina 30 pg Agar

Cerebro Corazén, 7= Estreptomicina 300 ug Agar Mueller Hinton , 8= Estreptomicina 300

ug Agar Cerebro Corazén , 9= Sulfametoxazol — trimetrompim 1,5/23,75 ug Agar Mueller

Hinton , 10= Sulfametoxazol — trimetoprim 1,5/23,75 pug Agar Cerebro Corazon

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 72-3: Prueba Kruskal Wallis .Antibiéticos frente a Proteus mirabilis

25933 a las 24, 48, 72 horas

24 horas

48 horas

72 horas

Chi-cuadrado

34,115

41,303

42,459
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Gl 9 9 9
Sig. asintotica ,000 ,000 ,000

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 5. Lo cual indica la diferencia entre los
antibioticos para una misma bacteria , en diferentes periodos de tiempos y medios de cultivo ; que
complementado con Mann Whitney se comprueba que a las 24, 48 y 72 horas se mantiene la
misma tendencia de actividad antibi6tica frente Proteus mirabilis 25933 por los tratamientos 7, 8
, 1y 2 que corresponden a Estreptomicina 300 ug Agar Mueller Hinton , Estreptomicina 300 pg
Agar Cerebro Corazon, Penicilina G 10 pg Agar Mueller Hinton y Penicilina G 10 pg Agar

Cerebro Corazon, respectivamente

3.7.3.  Determinar qué bacteria es la mas sensible frente a las concentraciones de los

extractos

3.7.3.1. Comparacion y seleccion de la bacteria mas sensible frente a los extractos de

Ganoderma lucidum en general

Tabla 73-19: Seleccion de la bacteria mas sensible a los extractos de Ganoderma lucidum
(Prueba Kruskal Wallis / Mann Whitney p < 0.05 n = 120)

Bacterias sensibles a extractos de Ganoderma lucidum(General)

24 horas
Bacteria Halo de inhibicion (EE) Rango Rango

X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 7,38 200,78 | a
Staphyloccocus aureus 2,51 12484 | b
ATCC25923
Proteus mirabilis ATCC25933 8,82 21589 | a

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 5,82 192,70 | a
Staphyloccocus aureus 2,72 157,87 | b
ATCC25923
Proteus mirabilis ATCC25933 5,92 19593 | a

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 3,95 198,03 | a
Staphyloccocus aureus 0,57 149,38 | b
ATCC25923
Proteus mirabilis ATCC25933 5,35 194,10 | a

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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Tabla 74-3: Prueba Kruskal Wallis .Bacteria méas sensible a los

extractos de Ganoderma lucidum

24 horas 48 horas | 72 horas
Chi-cuadrado 59,995 16,220 20,596
al 2 2 2
Sig. asintotica ,000 ,000 ,000

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n= 120. . Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias patdgenas frente a los extractos de Ganoderma lucidum y a diferentes periodos de
tiempo, evidenciando que a las 24 48 y 72 horas las bacterias mas sensibles a los extractos de
Ganoderma lucidum son Proteus mirabilis ATCC25933 y Escherichia coli ATCC9637.

3.7.3.2. Comparacion y seleccion de la bacteria maés sensible frente al extracto etandlico de

Ganoderma lucidum

Tabla 75-3: Seleccidn de la bacteria mas sensible al extracto etandélico a las 24 horas (Prueba
Kruskal Wallis / Mann Whitney p < 0.05 n = 60)

Bacteria sensible al extracto etandlico (General)
24 horas

Bacteria Halo de inhibicion (EE) Rango Rango

X(mm) Promedio
Escherichia coli ATCC9637 8,81 99,27 | a
Staphyloccocus aureus 4,22 61,18 | b
ATCC25923
Proteus mirabilis 10,95 111,06 | a
ATCC25933

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 76-3: Prueba Kruskal Wallis. Bacteria mas sensible al extracto etanolico a las 24

horas, 48 y 72 horas

24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 31,685 4,832 5,558
Gl 2 2 2
Sig. asintotica ,000 ,089 ,062

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 60. .Lo cual indica la diferencia entre las

bacterias patdgenas frente al extracto etanolico y a diferentes periodos de tiempo, evidenciando
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que a las 24 horas las bacterias mas sensibles al extracto etandlico son Proteus mirabilis
ATCC25933 y Escherichia coli ATCC9637.

Esta prueba no paramétrica muestra una p > 0.05 n = 60. Lo cual indica que no existe diferencia
entre las bacterias para el extracto etandlico, a las 48 y 72 horas, en diferentes medios de cultivo;
por lo tanto se evidencia las sensibilidad de las bacterias frente a este extracto es igual.

3.7.3.3. Comparacion y seleccion de la bacteria mas sensible frente al extracto acuoso de

Ganoderma lucidum

Tabla 77-3: Seleccion de la bacteria mas sensible al extracto acuoso a las 24 horas, 48 y 72
horas (Prueba Kruskal Wallis / Mann Whitney p < 0.05 n = 60)

Bacteria sensible a extracto acuoso (General)

24 horas
Bacteria Halo de inhibicion (EE) Rango Rango

X(mm) Promedio

Escherichia coli ATCC9637 5,89 102,28 | a
Staphyloccocus aureus 0,8 62,48 | b
ATCC25923
Proteus mirabilis ATCC25933 6,68 106,73 | a

48 horas
Escherichia coli ATCC9637 3,39 91,89 | a
Staphyloccocus aureus 0,83 70,77 | b
ATCC25923
Proteus mirabilis ATCC25933 5,87 108,84 | a

72 horas
Escherichia coli ATCC9637 3,95 96,43 | a
Staphyloccocus aureus 0,57 68,08 | b
ATCC25923
Proteus mirabilis ATCC25933 5,35 106,99 | a

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 78-3: Prueba Kruskal Wallis .Bacteria mas sensible al extracto acuoso a las 24, 48

y 72 horas
24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 34,375 24,497 26,917
Gl 2 2 2
Sig. asintotica ,000 ,000 ,000

Realizado por: Lissette Segovia, 2017
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Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 60. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias patdgenas frente al extracto acuoso y a diferentes periodos de tiempo, evidenciando que
a las 24 horas las bacterias méas sensibles al extracto etanélico son Proteus mirabilis ATCC25933
y Escherichia coli ATCC9637 y es una tendencia que se mantiene a las 48 y 72 horas.

3.7.3.4. Comparacion y seleccion del microorganismo mas sensible frente a cada una de las

concentraciones del extracto etanolico de Ganoderma lucidum

Tabla 79-3: Evaluacion de la sensibilidad del extracto etanolico frente a bacterias a las 24
horas (Prueba Kruskal Wallis / Mann Whitney/ p < 0.05 n =30)

Extracto etandlico vs bacterias
24 horas
Tratamiento Halo de inhibicion (EE) Rango Promedio
X(mm)

5 14,9 136,68 a

1 9,33 105,62 a

2 8 9292 b

6 7 8543 b

3 5,27 68,13 b

4 3,17 5422 ¢

Equivalencia: 1 = Escherichia coli ATCC9637 Agar Mueller Hinton, 2= Escherichia coli
ATCC9637 Agar cerebro Corazén, 3 = Staphyloccocus aureus ATCC25923 Agar Mueller
Hinton; 4= Staphyloccocus aureus ATCC25923 Agar Cerebro corazon, 5= Proteus
mirabilis ATCC25933 Agar Mueller Hilton, 6 = Proteus mirabilis ATCC25933 Agar

Cerebro Corazon

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 80-3: Prueba Kruskal Wallis. Extracto etandlico frente a bacterias a las 24, 48y 72

horas
24 horas 48 horas 72 horas
Chi-cuadrado 49,057 6,553 9,599
gl 5 5 5
Sig. asint6tica ,000 ,256 ,087

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n =30. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para el extracto etandlico a las 24 horas, en diferentes medios de cultivo; que

complementado con Mann Whitney se evidencia que frente al extracto etandlico durante este
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tiempo es més sensible el tratamiento 5y 1 que corresponde a Proteus mirabilis ATCC25933
Agar Mueller Hinton y Escherichia coli ATCC963 Agar Mueller Hinton

Esta prueba no paramétrica muestra una p > 0.05 n = 30. Lo cual indica que no existe diferencia
entre las bacterias para el extracto etandlico, a las 48 y 72 horas, en diferentes medios de cultivo;
por lo tanto se evidencia que frente al extracto etandlico durante estos periodos tiempo son

sensibles todas las bacterias en todos los medios de cultivo.

3.7.3.5. Comparacion y seleccion del microorganismo mas sensible frente a cada una de las

concentraciones del extracto acuoso de Ganoderma lucidum

Tabla 81-3: Evaluacién de la sensibilidad del extracto acuoso frente bacterias las 24, 48 y
72 horas (Prueba Kruskal Wallis / Mann Whitney p < 0.05 n = 30)

Extracto acuoso vs bacterias
24 horas
Tratamiento Halo de inhibicion (EE) Rango Rango
X(mm) Promedio
6 10,23 133,70 | a
2 6,53 106,77 | a
1 5,4 97,80 | b
5 3,13 79,77 | be
4 0,97 63,78 | C
3 0,63 61,18 | c
48 horas
6 9,17 133,32 | a
2 3,67 93558 | b
1 33 90,20 | bc
5 2,57 84,37 | bc
4 0,97 7237 | C
3 0,7 69,17 | c
72 horas
6 8,13 129,87 | a
2 4,63 101,77 | b
1 3,43 91,08 | b
5 2,57 84,12 | bc
4 0,7 69,70 | c
3 0,43 66,47 | c

Equivalencia: 1 = Escherichia coli ATCC9637 Agar Mueller Hinton, 2= Escherichia coli
ATCC9637 Agar cerebro Corazén, 3 = Staphyloccocus aureus ATCC25923 Agar Mueller

Hinton; 4= Staphyloccocus aureus ATCC25923 Agar Cerebro corazon, 5= Proteus mirabilis
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ATCC25933 Agar Mueller Hinton, 6 = Proteus mirabilis ATCC25933 Agar Cerebro

Corazén.

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Tabla 82-3: Prueba Kruskal Wallis. Extracto acuoso frente a

bacterias a las 24, 48 y 72 horas.

24 horas | 48 horas | 72 horas
Chi-cuadrado 56,060 44,844 45,351
gl 5 5 5
Sig. asintética ,000 ,000 ,000

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Esta prueba no paramétrica muestra una p < 0.05 n = 30. Lo cual indica la diferencia entre las
bacterias para el extracto acuoso, en diferentes periodos de tiempos; evidenciando que a las 24
presenta mayor sensibilidad frente a este extracto los tratamientos 6 y2 que corresponden a 6 =
Proteus mirabilis ATCC25933 Agar Cerebro Corazon y = Escherichia coli ATCC9637 Agar
cerebro Corazon, sensibilidad que al pasar el tiempo varia asi a las 48 y 72 horas presenta mayor
sensibilidad solo Proteus mirabilis ATCC25933 en Agar Cerebro Corazon

Tabla 83-20: Promedios generales de los halos de inhibicion de las bacterias frente a los

antibioticos con mayor efecto antimicrobiano

Actividad antimicrobiana de Antibidticos
Bacterias Antibiédticos Promedio halos de | Interpretacion
inhibicion NCCLS

Proteus mirabilis | Estreptomicina 300pg 29,1 mm >15mm | S
ATCC 25933 Penicilina G 10 pg 21,93mm | >20mm |S
Staphylococcus Sulfametoxazol/ 28,53 mm >16mm | S
aureus ATCC | Trimetoprim 1.5/23.75
25922 ug

Penicilina G 10 ug 26,43 mm <28mm | R
Escherichia  coli | Estreptomicina 300 pg 34,5 mm > 15 mm
ATCC 9637

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Los promedios de los halos de inhibicién al compararse con las halos segin (NCCLS,1985;

citados en Alvarez & Boquet,1995) se evidencié que estreptomicina es sensible para Proteus

108



mirabilis ATCC25923 y Escherichia coli ATCC 9637 ; Sulfametoxazol/ Trimetoprim es sensible
para Staphylococcus aureus ATCC 25922 y Penicilina G es sensible para Proteus mirabilis
ATCC25923 , es decir con estos antibidticos y a dosis normales se puede tratar adecuadamente

infecciones causadas por estas cepas. (Picazo, 2000,
http://coesantseimc.org/documents/M%C3%A9todosB%C3%Alsicos_SensibilidadAntibi%C3%B3ticos.pdf)

Tabla 84-21: Promedios generales de los halos de inhibicién de las bacterias frente a los

extractos con mayor efecto antimicrobiano

Actividad antimicrobiana de extractos de Ganoderma lucidum
Bacteria Concentraciones de | Promedio halos | Interpretacion
extracto de inhibicion
Proteus mirabilis | Extracto etanolico 15, 15 mm >15 ] 1
ATCC25933 50%
Extracto acuoso 100% 7,43 mm <14 |R
Staphylococcus Etanol absoluto 9,95 mm <12
aureus ATCC25922
Escherichia coli | Extracto etandlico 16,76 mm >15 1
ATCC9637 50%

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

Los promedios de los halos de inhibicion de los extractos al relacionarse con las halos que

presentan las bacterias frente a los distintos antibidticos segiin (NCCLS,1985; Alvarez & Boquet, 1995;
Sacsaquispe & Velasquez, 2002, http://www.ins.gob.pe/repositorioaps/0/4/jer/-1/manua_l%?20sensibilidad.pdf, p.21-
33) se evidencia que el extracto que posee efecto antimicrobiano para Proteus mirabilis

ATCC25923 vy Escherichia coli ATCC9637 es el extracto etandlico al 50% pues tiene
sensibilidad intermedia, es decir que este halo de inhibicion se acerca a las concentraciones de
antibidtico que se dirige a sangre o tejidos, y que produce eficacia clinica en los lugares donde se

acumulan concentraciones altas, o cuando se usan dosis mayores a la normal. (Picazo, 2000,
http://coesantseimc.org/documents/M%C3%A9todosB%C3%Alsicos_SensibilidadAntibi %C3%B3ticos.pdf,)
Los promedios de los halos de inhibicion de los extractos al relacionarse con las halos que

presentan las bacterias frente a los distintos antibidticos segun (NCCLS,1985; citados en Alvarez &
Boquet,1995; Sacsaquispe & Velasquez, 2002, http://lwww.ins.gob.pe/repositorioaps/0/4/jer/-
1/manua_l%20sensibilidad.pdf), se evidencié que los halos de inhibicién que generan el extracto acuoso

100 % y etanol absoluto son resistentes para Proteus mirabilis ATCC25933 y Staphyloccocus
aureus ATCC25922 , lo que indica que los microorganismo no se inhiben a esas concentraciones
y se activan mecanismos de resistencias por lo que no existe una respuesta clinica adecuada frente

a ese tratamiento. (Picazo, 2000,
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40

35
30 34,5mm

25 29,1mm 28,53mm

26,43mm | |
20 21,93mm ! I
15
15,15mm R
10
. - -
o
=
=

Estreptomicina 300 pg
Penicilina G 10 pg
Extracto etanalico 50 %
Extracto acuoso 101
Etanol absoluto
Penicilina G 10 pg
Estreptomicina 300 pg
Extracto etanolico 50 %

Sulfametoxazol/ Trimetoprim 1,5/23,75 jig

Proteus mirabilis ATCC25933 Staphylococcus Escherichia coli ATCC9637
aureus ATCC25922

Gréfico 1-3: Comparacion de los promedios de los halos de inhibicion entre

antibidticos y concentraciones de extractos

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

La actividad antibacterial de los extractos no superé a la actividad de los antibioticos sintéticos,
sin embargo el posible fraccionamiento del extracto podria determinar la sustancia mas activa y
las concentraciones de la misma que pudieran superar los controles con los antibioticos.

El efecto antibacterial del extracto etandlico al 50 % de Ganoderma lucidum, puede ser mayor si
se modifica el mecanismo de extraccion, fraccionando el compuesto mas activo, y retirando los

compuestos que provoquen una inhibicién de la accion.
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CONCLUSIONES

e Los extractos etandlico y acuoso se obtuvieron a través de maceracion de los cuerpos
fructiferos de Ganoderma lucidum, y posterior concentracion de solvente, al realizar las
pruebas de control de calidad cumplieron con los distintos parametros de caracteristicas
organolépticas, pH, densidad relativa, indice de refraccién y sélidos totales. Al realizar el
tamizaje fitoquimico se cualifico y se determind la presencia de Triterpenos de tipo esteroidal,
alcaloides, cumarinas, quinonas, lipidos monoterpenos, compuesto fendlicos, flavonoides y

polisacaridos.

e Se estableci6 que el medio de cultivo adecuado para la evaluacion de la actividad
antimicrobiana de las extractos de Ganoderma lucidum y de los antibidticos es el Agar
Mueller Hinton pues su sustratos no aumentan el efecto inhibidor del crecimiento de las
bacterias como sucede con Agar Cerebro Corazon, el mismo que es adecuado para reactivar

las cepas bacterianas y observar la morfologia de las colonias

e En la evaluacion de la sensibilidad de los antibidticos se determind que Penicilina G 10ug y
Eritromicina 15ug  tiene marcada influencia de actividad antimicrobiana frente a
Staphyloccocus aureus ATCC25923 y Proteus mirabilis ATCC25933; Estreptomicina 300ug
y tetraciclina frente a Escherichia coli ATCC9637 y Proteus mirabilis ATCC25933 ;
Trimetoprim/ sulfametoxazol 1.5 / 23.75 pg frente a Escherichia coli ATCC9637 vy
Staphyloccocus aureus ATCC25923.

o EIl antibidtico con mayor efecto antimicrobiano para Escherichia coli ATCC9637 es
Estreptomicina 300 pg; para Proteus mirabilis ATCC25933 son Estreptomicina 300 pg,
Penicilina G 10 pg y para Staphyloccocus aureus ATCC25923 es Sulfametoxazol —
trimetoprim 1,5/23,75 ug en Agar Mueller Hinton.

¢ Enel caso de Ganoderma lucidum los extractos acuoso y etanélico presentan mayor actividad
antimicrobiana sobre Escherichia coli ATCC9637 y Proteus mirabilis ATCC25933. Tomando
en cuenta el medio de cultivo los microorganismos mas sensibles frente a las concentraciones
del extracto etandlico son Escherichia coli ATCC9637 y Proteus mirabilis ATCC25933 en
Agar Mueller Hinton; y frente a las concentraciones del extracto acuoso son Escherichia coli
ATCC9637 y Proteus mirabilis ATCC25933 en Agar Cerebro corazén.
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e El extracto etandlico de Ganoderma lucidum, en forma general, presenta la mayor actividad
antimicrobiana frente al crecimiento de las bacterias ensayadas, que el extracto acuoso . Las
concentraciones con mayor efecto antimicrobiano para Escherichia coli ATCC9637 son
Extracto etandlico 50 %; para Staphyloccocus aureus ATCC25923 Etanol absoluto y para
Proteus mirabilis ATCC25933 son Extracto etan6lico 50 % y Extracto acuoso 100 %.

¢ Ninguna de las concentraciones de los extractos de Ganoderma lucidum supera a los

antibidticos sintéticos.
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RECOMENDACIONES

o Embeber los discos por 24 horas pues influye mucho en los resultados

e En futuros estudios se recomienda fraccionar e identificar los compuestos triterpénicos de

Ganoderma lucidum

e Ultilizar otros tipos de solventes como éter, cloroformo, metanol, para la extraccion de los

principios activos

o Determinar en las bacterias estudiadas la CMI y CMB de los extractos del hongo Ganoderma

lucidum

e Continuar con el estudio de las actividad biolégicas de Ganoderma lucidum

e Realizar estudios sobre toxicidad

o Elaborar fitofarmacos para el tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por las

bacterias en estudio.
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ANEXOS Y APENDICES

ANEXO A: Diametros de los halos de inhibicién de las concentraciones de los extractos de
Ganoderma lucidum frente a las bacterias patogenas.

Concentraciones  de | Tiempo Diametros de halos de inhibicion (mm)

Extractos Escherichia coli Staphylococcus Proteus mirabilis
ATCC9637 aureus ATCC25923 | ATCC25933

Extracto etanodlico 100 | 24 horas

% Agar Mueller Hinton 30
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26
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18
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10
20
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12
12

12
12
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16
16
16
22
16
16
16
20
14
16
13
16
25
21

18
16

48 horas

72 horas

24 horas

48 horas

Extracto etandlico 50%

Agar Mueller Hinton




16 0 13

16 0 10

17 0 20

72 horas 12 0 11
14 0 18

17 0 10

12 0 15

14 0 11

12 0 31

15 0 30

22 0 16

12 0 2

16 0 19

Etanol Absoluto | 24 horas 12 9 13
Control Agar Mueller 12 10 12
Hinton 12 10 0
12 7 0

12 11 0

12 12 0

12 11 0

12 13 0

12 8 0

8 7 0

48 horas 11 12 10
10 11 0

10 10 0

10 9 0

9 10 0

9 10 0

11 0 0

10 10 0

9 8 0

12 8 0

72 horas 11 10 10
9 8 0

8 10 0

9 0 0

11 12 0

10 7 0

10 14 0

10 11 0

9 11 0

9 11 0




Extracto etandlico 100 | 24 horas 10 9 12
% Agar Cerebro 10 7 10
Corazon 0 9 7
0 9 10

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

48 horas 8 10 10

0 10 10

0 8 12

0 8 12

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

72 horas 7 7 8

0 7 10

0 10 10

0 8 11

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

Extracto etandlico 75 % | 24 horas 10 7 11
Agar Cerebro Corazon 10 7 10
10 7 0

14 8 0

0 10 0

0 8 0

0 7 0

0 7 0

0 0 0

0 0 0

48 horas 13 8 10

13 8 11

13 8 0
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12 0 20

20 0 20

16 0 0

17 0 0

Etanol Absoluto Control | 24 horas 12 11 14
Agar Cerebro Corazon 12 12 0
12 11 0

10 12 0

12 10 0

10 12 0

12 11 0

12 9 0

8 9 0

8 9 0

48 horas 9 11 15
9 11 0

11 9 0

11 11 0

0 12 0

9 10 0

0 12 0

10 11 0

9 9 0

9 9 0

72 horas 9 8 14
8 8 0

12 11 0

10 12 0

11 11 0

10 9 0

11 11 0

11 12 0

9 11 0

9 13 0

Extracto acuoso 100 % | 24 horas 10 12 10
Agar Mueller Hinton 10 7 15
10 0 10

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0
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10
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10
13

12
12
16
11
11

12
14
13
11
10

10
12
14
12
12

24 horas

48 horas

72 horas

24 horas

Extracto acuoso 50 %

Agar Mueller Hinton

Extracto acuoso 100 %

Agar Cerebro Corazon




12 0 15

16 0 11

12 0 10

0 0 12

0 0 14

48 horas 7 6 16
16 8 9

13 7 10

11 8 15

9 0 11

10 0 16

0 0 15

0 0 15

0 0 10

0 0 0

72 horas 14 7 16
10 7 6

9 7 4

10 0 13

10 0 11

14 0 15

9 0 14

0 0 13

0 0 8

0 0 0

Extracto acuoso 75 % | 24 horas 16 0 12
Agar Cerebro Corazon 14 0 10
10 0 12

14 0 11

10 0 11

12 0 10

10 0 0

10 0 0

0 0 0

0 0 0

48 horas 7 0 16
9 0 12

10 0 13

9 0 11

9 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0
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Realizado por: Lissette Segovia, 2017




ANEXO B: Didmetros de los halos de inhibicion de diferentes antibiéticos frente a las bacterias

patdgenas
Antibiéticos Tiempo Diametros de halos de inhibicion (mm)
Escherichia coli | Staphylococcus aureus | Proteus
ATCC9637 ATCC25923 mirabilis
ATCC25933
Penicilina G 10 pg Agar 24 horas 0 27 30
Mueller Hinton 0 24 30
0 22 18
0 26 20
0 24 26
48 horas 0 28 26
0 24 21
0 30 23
0 28 23
0 28 0
72 horas 0 22 22
0 28 21
0 29 24
0 29 23
0 28 22
Penicilina G 10 pg Agar 24 horas 0 23 28
Cerebro Corazon 0 23 20
0 26 20
0 24 22
0 24 20
48 horas 0 26 25
0 24 27
0 27 22
0 25 20
0 28 22
72 horas 0 25 22
0 25 23
0 25 20
0 25 18
0 25 20
Eritromicina 15 pg 24 horas 0 17 10
Agar Mueller Hinton 0 20 0
5 23 0
5 19 0




5 20 0

48 horas 9 10 0

12 20 0

0 22 0

0 21 0

9 20 0

72 horas 12 12 0

0 21 0

0 24 0

0 20 0

0 21 0

Eritromicina 15 pg 24 horas 0 20 20
Agar Cerebro Corazén 0 22 11
0 20 18

0 19 20

0 20 18

48 horas 0 20 0

0 20 0

0 18 0

0 20 0

0 20 0

72 horas 0 20 0

0 19 0

0 16 0

0 16 0

0 21 0

Tetraciclina 30 pug Agar 24 horas 32 8 15
Mueller Hinton 32 13 17
32 14 11

36 11 15

32 11 0

48 horas 33 12 16

30 14 16

21 9 20

28 11 16

30 11 0

72 horas 25 12 15

27 12 15

32 11 25

28 14 17

30 11 0

Tetraciclina 30 ug Agar 24 horas 34 10 23
Cerebro Corazon 32 11 20




34 14 25

36 10 16

32 11 20

48 horas 35 10 20
33 10 20

29 12 15

30 11 18

30 11 18

72 horas 33 10 17
30 10 20

30 9 15

35 13 16

30 11 16

Estreptomicina 300 pg 24 horas 36 21 26
Agar Mueller Hinton 36 22 30
36 20 22

36 20 23

36 21 23

48 horas 36 20 41
36 21 41

34 21 21

34 21 31

36 21 31

72 horas 35 22 36
35 20 32

36 20 20

36 20 29

35 20 29

Estreptomicina 300 pg 24 horas 36 22 31
Agar Cerebro Corazon 34 26 35
32 19 21

34 21 26

36 21 26

48 horas 33 26 38
33 26 38

31 19 26

33 21 26

33 21 31

72 horas 33 24 31
33 24 37

31 21 20

35 21 26

35 20 26




Sulfametoxazol - 24 horas 32 29 11
trimetoprim 1.5/ 23.75 32 29 16
ug Agar Mueller Hinton 30 28 9
30 28 22

30 29 11

48 horas 22 28 10

22 28 13

23 29 0

21 28 0

22 28 0

72 horas 26 28 9

21 28 13

20 30 0

21 30 0

21 28 0

Sulfametoxazol - 24 horas 32 0 20
trimetoprim 1.5/ 23.75 32 0 23
png  Agar  Cerebro 28 0 16
Corazon 26 0 22
30 0 0

48 horas 28 0 14

25 0 16

20 0 11

30 0 15

22 0 0

72 horas 30 0 14

20 0 15

22 0 13

19 0 15

21 0 0

Realizado por: Lissette Segovia, 2017




ANEXO C: Antibitticos y didmetros criticos para Staphylococcus spp

ANTIMICROBIANO CONTENIDO DEL DIAMETRO EN mm

DISCO |
PENICILINAS
Penicilina 10 unidades 28 - 29
Oxacilina (S. Aureus) 1 g 10 11-12 13
(Estafilococos coagulasa negativos) 1ug 17 - 18
GLICOPEPTIDOS
Vancomicina 30 ug - - 15
Teicoplanina 30 ug 10 11-13 14
AMINOGLUCOSIDOS
Gentamicina 10 ug 12 13-14] 15
FLUOROQUINOLONAS
Norfloxacina 10 pg 12 13-16 17
Ciprofloxacina 5 ug 15 16-20 21
TETRACICLINA
Tetraciclina 30 pg 14 15-18 19
MACROLIDOS
Eritromicina 15 pg 13 14-22 23
LINCOSAMIDAS
Clindamicina 2 ug 14 15-20 21
OTROS
Cloramfenicol 30 ug 12 13-17 18
Rifampicina 5 ug 16 17-19 20
Nitrofurantoina 300 pg 14 15-16 17
Trimetoprim/sulfametoxazol 1.25/23.75ug 10 11-15 16

Fuente: (Sacsaquispe & Velasquez, 2002, http://www.ins.gob.pe/repositorioaps/0/4/jer/-1/manua_l%20sensibilidad.pdf)



ANEXO D: Antibi6ticos y didmetros criticos para Enterobacterias

ANTIMICROBIANO

CONTENIDO DEL

DIAMETRO EN mm

DISCO | [ | S

PENICILINAS
Ampicilina 10 pg 13 | 14-16| 17
CEFALOSPORINAS
Cefalotina 30 ug 14 15-17 18
Cefuroxima axetil (oral) 30 ug 14 15-22 23
Cefuroxima sodium (parenteral) 30 ug 14 15-17 18
Cefoxitina 30 ug 14 15-17 18
Cefotaxima 30 ug 14 15-22 23
Ceftriaxona 30 ug 13 14-20 21
Ceftazidima 30 g 14 15-17 18
Cefixima 5 pg 15 16-18 19
Cefpirome * 30 pg 14 15-17 18
Cefepime 30 pg 14 15-17 18

R LACTAMICO/ INHIBIDOR DE BETALACTAMASA
Ampicilina/Sulbactam 10/10 pg 11 12-14 15
Amoxicilina/Acido Clavulanico 20/10 pg 13 14-17 18
Cefoperazona/sulbactam + 75 png/30 pg 15 16-20 21
MONOBACTAMS
Aztreonam 30 ug 15 16-21 22
CARBAPENEMS
Imipenem 10 pg 13 14-15 16
Meropenem 10 pg 13 14-15 16
AMINOGLUCOSIDOS
Gentamicina 10 pg 12 13-14 15
Amikacina 30 ug 14 15-16 17
QUINOLONAS
Acido nalidixico 30 ug 13 14-18 19
Norfloxacina 10 pg 12 13-16 17
Ciprofloxacina 5 ug 15 16-20 21
Ofloxacina 5 pg 12 13-15 16
TETRACICLINA
Tetraciclina 30 pg 14 15-18 19
OTROS
Cloramfenicol 30 ug 12 13-17 18
Trimetoprim/sulfametoxazol 1,25/23,75ug 10 11-15 16

Fuente: (Sacsaquispe & Velasquez, 2002, http://www.ins.gob.pe/repositorioaps/0/4/jer/-1/manua_l%?20sensibilidad.pdf)




ANEXO E: Didmetro de las zonas patron y su equivalencia con los puntos de ruptura de las CMls
Fuente: (NCCLS,1985; citados en Alvarez & Boquet,1995)
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Azlociling para Psevdomonas 75 49. Nar 1517 - 3,18 24256 pgiml. 64 pa/ml
Aziigonam 30 49, Re — 16-21 .22 3+ 32 pgiml. « 8 poimt
Carbeniciling ’

Para Eaterabacteriaceas 100 pg T 1822 - ¥23  »32pgiml. (16 pg/ml

Para Pseudomanas 100 ug. «13 1416 - 317 Y 812pg/ml. & 128 pg/mi,
Cefalotina 30 ug. A4 15-17 - 218 3,32 pg/mi. (B ug/mt
Cetamaadol 30 ug. \ﬂf 1517 - 18 232 ugiml. (8 yg/mh
Cefazolina 3040 ., K14 1547 - 318 3,32 pg/ml, (8 pgimi,
Colonicid Vg T (14 15417 — 318 2-32 yg/ml. 8 ug/ml o
Celoperazona 75 1y, W15 - 16-20 .21 %84 pg/ml. 16 palmi
Cefotaxima 30 pa. 14 - 15-22 323 3+ 64 ug/ml (8 pg/ml.
Cefotetdn : 30 pg. W12 - 13-15 216 L64ugiml, K16 pg/ml
Cefoxitina 30 po. 14 - 15147 318 3,32 ypginl, 108 yg/mL
Cefiazigima 30 pg. W14 1517 - )18 3,32 gglml, A8 pa/ml
Caftizoxina para aislados

urinarios de P, seruginosa 30 pg. W10 - 3,11 - %, 64 p/ml. e

Para olros otganismos 20 9. 14 - 15198 720 2,32 mimh (8 pg/mi
Cefuiaxona * 2049, 13 -~ 1420 21 yBdpyml T N(Bygimh 7
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ANEXO F: Control de calidad y obtencién de extractos




ANEXO G: Tamizaje fitoquimico

Sudan. (+) Dragendorf (+) Mayer (+) Lieberman B. (+)

Borntrager (+) Wagner (+) Baljet (+) Resinas (-)

Antocianidinas (+) Saponinas (-) Azlcar Reduc (+) Shinoda (+)

Cloruro Férrico (+) Mucilagos (+)

Realizado por: Lissette Segovia, 2017



ANEXO H: Mcfarland

o

Realizado por: Lissette Segoia 2017

ANEXO 1I: Staphylococcus aureus ATCC 25923 Agar Mueller Hinton y Agar Cerebro Corazén

Extracto etandlico control Penicilina G 10 pg y etanol absoluto 24 horas

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

ANEXO J: Staphylococcus aureus ATCC 25923 Agar Mueller Hinton y Agar Cerebro Corazén

Extracto acuoso control Penicilina G 10 pg y Agua destilada estéril 24 horas

Realizado por: Lissette Segovia, 2017



ANEXO K: Staphylococcus aureus ATCC 25923 Agar Mueller Hinton y Agar Cerebro Corazén
Extracto etandlico control Sulfametoxazol- Trimetoprim y etanol absoluto 24 horas

-

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

ANEXO L.: Staphylococcus aureus ATCC 25923 Agar Mueller Hinton y Agar Cerebro Corazén
Extracto acuoso control Sulfametoxazol- Trimetoprim y agua destilada estéril 24 h

N a2
Realizado por: Lissette Segovia, 2017

ANEXO M: Proteus mirabilis ATCC 25933 Agar Mueller Hinton y Agar Cerebro Corazén
Extracto etandlico control Estreptomicina y Etanol Absoluto 24 horas

Realizado por: sette Segia, 2017



ANEXO N: Proteus mirabilis ATCC 25933 Agar Mueller Hinton y Agar Cerebro Corazén
Extracto acuoso control Estreptomicina y agua destilada estéril 24 horas

Realizado po: Lissette govia, 2017

ANEXO O: Proteus mirabilis ATCC 25933 Agar Mueller Hinton y Agar Cerebro Corazon

Extracto etandlico control Penicilina G 10 ug v etanol absoluto 24 horas

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

ANEXO P: Proteus mirabilis ATCC 25933 Agar Mueller Hinton y Agar Cerebro Corazén

Extracto acuoso control Penicilina G 10 pug y agua destilada estéril 24 horas

....

Realizado por: Lissette Segovia, 2017



ANEXO Q: Proteus mirabilis ATCC 25933 Agar Mueller Hinton y Agar Cerebro Corazén

Extracto etandlico control Tetraciclina 30 pg y etanol absoluto 24 horas

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

ANEXO R: Escherichia coli ATCC 9637 Agar Mueller Hinton y Agar Cerebro Corazon

Extracto etanélico control estreptomicina y etanol absoluto 24 horas

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

ANEXO S: Escherichia coli ATCC 9637 Agar Mueller Hinton y Agar Cerebro Corazén
Extracto acuoso control estreptomicina y agua destilada estéril 24 horas

Realizado por: Lissette Segovia, 2017



ANEXO T: Escherichia coli ATCC 9637 Agar Mueller Hinton y Agar Cerebro Corazén
Extracto acuoso control Sulfametoxazol / Trimetoprim y agua destilada estéril 24 horas

Realizado por: Lissette Segovia, 2017

ANEXO U: Escherichia coli ATCC 9637 Agar Mueller Hinton y Agar Cerebro Corazén
Extracto etandlico control Sulfametoxazol / Trimetoprim y etanol absoluto 24 horas

sette Segovia, 2017

Realizado por: Lis

ANEXO V: Escherichia coli ATCC 9637 Agar Mueller Hinton y Agar Cerebro Corazén

Extracto etanélico control Penicilina G y etanol absoluto estéril 24 horas

Realizado por: Lissette Segovia, 2017



ANEXO W: Ensayos actividad antimicrobiana — Método difusion de discos

ANEXO X: Andlisis sistema antiplagio- Urkund
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