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RESUMEN

Actividad antimicrobiana in vitro de Pseudelephantopus
spiralis (Lessing) Cronquis y Alternanthera halimifolia (Lamarck)
Standley ex Pittier - IMET 2011

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana de los
extractos  hidroalcoholicos liofilizados de las hojas de Alternanthera
halimifolia y Pseudelephantopus spiralis frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcos faecalis, Pseudomona
aeruginosa, a través de los métodos de disco difusion, macrodilucion en
liquido y solido. Los resultados de la capacidad antimicrobiana revelaron
actividad de los extractos hidroalcoholicos de las hojas de
Pseudelephantopus spiralis, presento baja actividad contra P.
aeruginosa, S. aureus; y con las concentraciones de 500, 600, 700, 800 y
900 mg/ml contra E. faecalis y E. coli, la actividad fue moderada. En los
resultados de la capacidad antimicrobiana de los extractos hidroalcoholicos
de las hojas de Alternanthera halimifolia, contra E. faecalis, E. coli y S.
aureus se evidencio baja actividad, a concentraciones de 500, 600, 700,
800 y 900 mg/ml contra P. aeruginosa no se evidencio actividad. En la
determinacion de la concentracion inhibitoria minima de los extractos
hidroalcoholicos de las hojas de Alternanthera halimifolia contra E.
faecalis, P. aeruginosa y S. aureus, no se evidencio actividad pero
presento poca actividad contra E. coli (CIM de 13.30 mg/ml). La
concentracion inhibitoria de los extractos hidroalcoholicos de las hojas de
Pseudelephantopus spiralis, presenté poca actividad frente a E. coli (CIM
de 10.66 mg/ml), P. aeruginosa (CIM de 8.00 mg/ml) y S. aureus (CIM de
6.66 mg/ml) y moderable actividad frente a E. faecalis (CIM de 4.00
mg/ml).En la determinacién de la concentracion bactericida minima de los
extractos hidroalcoholicos de las hojas de Alternanthera halimifolia, solo
presento en la E. coli a la maxima concentracion (CBM de 213.33 mg/ml),
mientras que las demas cepas no presentaron CBM. La determinacion de la
concentracion bactericida minima de los extractos hidroalcoholicos de las
hojas de Pseudelephantopus spiralis, fue que en la E. faecalis presento
actividad en la pendltima concentracion (CBM de 106.66 mg/ml), mientras
gue en E. coli (CBM de 213.33 mg/ml), S. aureus (CBM de 213.33 mg/ml) y
P. aeruginosa (CBM de 213.33 mg/ml) presentaron actividad en la dltima
concentracion

PALABRAS CLAVES: Actividad antimicrobiana, extractos hidroalcoholicos,
capacidad antimicrobiana, concentracion inhibitoria minima, concentracion
bactericida minima.




Antimicrobial in vitro activity of Pseudelephantopus spiralis
(Lessing) Cronquis y Alternanthera halimifolia (Lamarck) Standley
ex Pittier - IMET 2011

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of lyophilized
hydroalcoholic extracts of leaves of Alternanthera halimifolia and
Pseudelephantopus spiralis against Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Enterococcos faecalis, Pseudomonas aeruginosa, through the disk
diffusion method, macrodilution in liquid and solid. The results revealed the
activity of antimicrobial capacity hydroalcoholic extracts of the leaves of
Pseudelephantopus spiralis, present low activity against P. aeruginosa, S.
aureus, and the concentrations of 500, 600, 700, 800 and 900 mg / ml against
E. faecalis and E. coli, the activity was moderate. Results in antimicrobial
capacity hydroalcoholic extracts of leaves of Alternanthera halimifolia against
E. faecalis, E. coli and S. aureus is evidenced low activity at concentrations of
500, 600, 700, 800 and 900 mg / ml against P. aeruginosa activity is not
evidenced. In the determination of minimum inhibitory concentration
hydroalcoholic extracts of leaves of Alternanthera halimifolia against E.
faecalis, P. aeruginosa and S. aureus, no evidence of present activity but little
activity against E. coli (MIC of 13.30 mg / ml). Inhibitory concentration of
hydroalcoholic extracts of the leaves of Pseudelephantopus spiralis, showed
little activity against E. coli (MIC of 10.66 mg / ml), P. aeruginosa (MIC of 8.00
mg / ml) and S. aureus (MIC of 6.66 mg / ml) and moderable activity against E.
faecalis (MIC of 4.00 mg / ml). In the determination of minimum bactericidal
concentration hydroalcoholic extracts of leaves of Alternanthera halimifolia,
only present in the E. coli at high concentration (MBC of 213.33 mg / ml), while
the other strains did not show MBC. The determination of minimum bactericidal
concentration hydroalcoholic extracts of the leaves of Pseudelephantopus
spiralis, was that in the E. faecalis activity present in the penultimate
concentration (MBC of 106.66 mg / ml), whereas in E. coli (MBC of 213.33 mg /
ml), S. aureus (MBC of 213.33 mg / ml) and P. aeruginosa (MBC of 213.33 mg
/ ml) showed activity in the last merger

KEY WORDS: Antimicrobial activity, hydroalcoholic extracts, antimicrobial
activity, minimum inhibitory concentration, minimum bactericidal concentration.
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CAPITULO |

1.1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales han sido utilizadas desde épocas primitivas en el
tratamiento de enfermedades. Durante mucho tiempo los farmacos naturales y
sobre todo las plantas medicinales, fueron el principal e incluso el Unico recurso
del que disponian los médicos. Esto hizo que se profundizara en el
conocimiento de especies vegetales con propiedades medicinales y se
ampliara la investigacion a cerca de los productos que de ella se extraen.

El Pert es un pais que posee una extraordinaria riqueza bioldgica, fuente
natural de moléculas bioactivas; La diversidad vegetal llega aproximadamente
a unas 50,000 especies detectadas, mientras que el continente europeo posee
unas 12,000 especies. Es factible maximizar el aprovechamiento sostenible de

nuestros recursos naturales, validandolos cientificay tecnolégicamente. ©

Por otra parte en los paises desarrollados existe un creciente interés en utilizar
aquello que la naturaleza nos proporciona sin alteracién quimica artificial, “una

vuelta a lo natural”. ©V

Con un enfoque naturista, las enfermedades infecciosas se pueden interpretar
como crisis que desequilibran el estado de salud. La mayoria de las veces las
crisis infecciosas se resuelven con rapidez, en dias o semanas. Son pocas las
ocasiones en que los microbios se comportan como gérmenes patdégenos, con
capacidad de producir enfermedades graves o persistentes en personas sanas.
(38)

Las dificultades en los estudios de plantas medicinales, estan en la diversidad
de principios activos que poseen, lo cual dificulta la identificacion de las plantas
esenciales; las diferencias que existen entre distintas variedades de una misma
especie y las que existen entre distintas épocas y lugares de recoleccion,
dificultan la estandarizacion de los principios activos. A esto se agrega que
ciertas experiencias tienen lugar en determinadas condiciones, que no pueden
reproducirse en el laboratorio, lo cual conduce a los investigadores negar la
posibilidad de estos estudios, sin notar que estdn empleando métodos de

investigacion inadecuados al tipo de experiencia que tratan de reproducir. ©¢”
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El presente trabajo pretende demostrar el efecto antimicrobiano in vitro de los
extractos hidroalcohdlicos liofilizados de Pseudelephantopus spiralis
“chicoria” y Alternanthera halimifolia “ojo de pollo” frente a Staphylococcus
aureus, Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli y Enterococcus
faecalis, sabiendo que estas bacterias son causantes de la mayor parte de
enfermedades intrahospitalarias causando problemas dérmicas, respiratorias,

estomacales, bucofaringeas, entre otras. ¢
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1.2 PROBLEMA DE INVESTIGACION

La medicina tradicional como parte esencial de la cultura de los pueblos ha sido
durante siglos guardian de las generaciones pasadas donde, segun el céalculo
de la organizacién mundial de la salud (OMS), casi el 80% de los habitantes de

la tierra confian en ella para resolver sus principales necesidades de salud. ©%

El uso de plantas medicinales en los paises desarrollados y en los paises en
vias de desarrollo obedece a dos razones bien distintas: mientras que en los
primeros esta resurgiendo en buena medida como respuesta a una medicina
iatrogénica en los segundos constituye un recurso ancestral enraizado en el
propio medio cultural, erigiéndose como una necesidad primaria en los
establecimientos de salud y en la estructura econdmica de los paises pobres,
que no pueden costear el elevado gasto farmacéutico que se da en los paises

desarrollados y que tampoco disponen de una industria farmacéutica eficiente.
(69)

Los microorganismos enteropatégenos como la Escherichia coli son causantes
de una gran parte de muertes con EDA (Enfermedades Diarreicas Agudas) que
equivale al 29 % a nivel nacional,®® siendo nuestra regién la mas afectada por
esta bacteria. ®® Otros microorganismos como Enterococcus faecalis son
causante del 15% de las infecciones intrahospitalarias registradas por el
Instituto Nacional de Salud (INS), Staphylococcus aureus es responsable del

50% Pseudomona aeruginosa del 70% de dichas infecciones. ¢

Los indigenas de la Amazonia Colombiana del distrito de Tumaco lo utilizan

como antimalaricos.

Sin embargo, el aumento de la disponibilidad de agentes antimicrobianos para
el tratamiento de estas enfermedades infecciosas en hospitales y en la
comunidad ha producido la aparicion de resistencia de estos patdogenos a los
antimicrobianos, lo que constituye una preocupacién para la salud publica,

especialmente en los paises menos desarrollados, debido a que en ellos
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existen menos opciones econdmicas y apropiadas de tratamiento. Asi mismo,
la pérdida de eficacia de ciertos tratamientos por causa de la resistencia a los
antimicrobianos aumenta el sufrimiento humano, contribuyendo a la pérdida de
productividad y, a menudo, a la mortalidad.

En la Region Loreto existe escasa investigacion referente al estudio
antimicrobiano de plantas medicinales, no se ha reportado estudios de
Pseudelephantopus spiralis “chicoria” y Alternanthera halimifolia “ojo de
pollo” respecto a estos. Los indigenas de Colombia del distrito de Tumaco

utilizan plantas del género Pseudelephantopus para el tratamiento de malaria.
(7)(52)(53)

Es de gran importancia que las plantas medicinales usadas tradicionalmente en
la amazonia, por sus propiedades medicinales sean investigadas para evaluar

su potencial farmacolégico como fuente de nuevos principios activos.

El presente estudio tiene por objetivo evaluar la actividad antimicrobiana de
Pseudelephantopus spiralis “chicoria” y Alternanthera halimifolia “ojo de

pollo”.

cTendran actividad antimicrobiana in vitro los extractos hidroalcohdlicos
liofiizados de Pseudelephantopus spiralis (less.) Crong. “chicoria” y
Alternanthera halimifolia (Lam.) Standl. “ojo de pollo” sobre Staphylococcus
aureus, Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli y Enterococcus

faecalis?
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1.3 OBJETIVOS
Objetivo General:

» Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos 'y liofilizados de
Pseudelephantopus spiralis “chicoria” y Alternanthera halimifolia “ojo
de pollo” sobre Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa,

Escherichia coli y Enterococcus faecalis.

Objetivos Especificos:

» Corroborar mediante la prueba de sensibilidad el efecto antimicrobiano de
los extractos hidroalcohdlicos liofilizados de Pseudelephantopus spiralis
‘chicoria” y Alternanthera halimifolia “ojo de pollo” sobre a
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli y

Enterococcus faecalis.

» Determinar la concentracién inhibitoria minima (CIM) de los extractos
hidroalcohdlicos liofilizados de Pseudelephantopus spiralis “chicoria” y
Alternanthera halimifolia “ojo de pollo”.

» Determinar la concentracion bactericida minima (CBM) de los extractos

hidroalcohdlicos liofilizados de Pseudelephantopus spiralis “chicoria” y
Alternanthera halimifolia “ojo de pollo”.
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CAPITULO Il
2.1. MARCO TEORICO CAPITULO Il
2.1. MARCO TEORICO

2.1.1 Pseudelephantopus spiralis (Less.) Crong. “Chicoria”.

No se ha encontrado informacion de su composicion quimica (pubmed,
chemweb, 2002), ni actividad antimicrobiana de la especie, por la cual se
detalla trabajos de investigacion de actividad fitoquimica y antimicrobiana de

plantas a nivel de la familia.®”
2.1.1.1 Estudios fitoquimicos y antimicrobianos:

RAGASA et at (2001). Realizaron una investigacion encontrdndose en el
extracto cloroformico de Pseudelephantopus spicatus obteniendo una
sesquiterpenolactona cuya estructura se determind por amplia unidimensional
(1D) y 2D espectroscopia de RMN y espectrometria de masas, encontrandose
actividad moderada antifungica frente a Candida albicans y Aspergillus.
niger, y una baja actividad contra Trichophyton mentagrophytes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa.

Siendo inactiva contra Bacillus subtilis. ©2 3

PERERA et at (2006). Realizaron tamizaje fitoquimico a las hojas de la especie
Pluchea carolinensis Jacq. G. (Asteraceae) y se sometieron a un
fraccionamiento con el empleo de solventes de polaridad creciente. En cada
uno de los extractos obtenidos verificaron la presencia de flavonoides y
evaluaron la actividad antimicrobiana frente a 7 microorganismos. Detectaron la
presencia de flavonoides en los extractos con cloroformo, acetato de etilo y n-
butanol, los que presentaron actividad antibacteriana. El extracto con
cloroformo habia presentado actividad biologica frente a Bacillus subtilis a
una concentracion de 1 000 pg/mL, mientras que los extractos con acetato de
etilo y n-butanol mostraron resultados positivos frente a las bacterias

Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis a la misma concentracion. “®
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DEHUSCHLE et at (2006). Analizaron los extractos diclorometénico y etandlico
de Senecio desiderabilis fueron analizados en relacion a su actividad
antimicrobiana por el método de micro dilucion en caldo. El efecto ocurrié con
el extracto diclorometanico frente a Cryptococcus neoformans var.
Neoformans y C. neoformans var. Gatti (CIM50ug/mL), Saccharomyces
cerevisiae (25pg/mL) y Microsporum canis (25ug/mL). Pseudomona
aeruginosa multiresistente y Escherichia coli no fueron inhibidos por ninguno

de los extractos. t®

ERAZO, S (2006). Presentaron el estudio quimico preliminar de otra especie
de esta familia, Xenophyllum poposum. mostrando la presencia de trazas de
alcaloides y una mayor cantidad relativa de terpenos, esteroles, flavonoides y
cumarinas. La actividad antimicrobiana a 100 y 200 ug/ml. mostro que el aceite
esencial, residuoso y extractos diclorometanos y metanolico son activos frente
a Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Moracella fravus, e inactivos

frente a Candida albicans y Sacharomices cereviceae. %V

AVILA et at (2006). Presentaron el estudio de la actividad antibacteriana de la
especie vegetal Diplostephiumto limense (Asteraceae), colectada en el
paramo del Nevado del Tolima, A partir de un extracto etandlico crudo, y
mediante particiébn bio-dirigida, obteniendo la fraccion mas simple de mayor
actividad frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Paralelamente
realizaron analisis fitoquimicos a las porciones de mayor bio-actividad obtenida
durante todo el proceso, observando que la accion antibacteriana se
incrementa al aumentar la polaridad del extracto, donde los terpenos y
flavonoides parecen estar relacionados con la accion revelada. Se trata del
primer reporte, hasta la fecha conocido, de actividad antibacteriana in vitro para

Diplostephium tolimense. ©

QUIJANO et at (2009). Realizaron un estudio en el rendimiento del aceite de
Galinsoga parviflora Cav. (0,07% m/m), fue calculado de acuerdo a los pesos
de aceite esencial y del material vegetal antes de la destilacion, En su

composicion habia mostrado una abundancia en compuestos sesquiterpénicos
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y alifaticos, de ellos, los terpenos oxigenados presentaron funcion alcohdlica,
aldehidica y algunos ésteres, encontrandose actividad antimicrobiana fuerte
sobre las bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus y Bacillus

cereus), e inactiva frente a Gram negativas. ©

LACIAR et at (2009). Evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro y la
concentracion inhibitoria minima del aceite esencial de Artemisia echegarayi
extraidas de sus partes aéreas. Utilizaron las técnicas de difusion con discos
en agar y micro dilucién en placas respectivamente. Ademas, determinaron la
actividad antioxidante de este aceite esencial in vitro por espectrofotometria.
En general, tanto las bacterias gram-positivas como las gram-negativas fueron
inhibidas por este aceite, con excepcidon de Proteus mirabilis. Listeria
monocytogenes y Bacillus cereus que resultaron ser las bacterias mas
sensibles.

El analisis por cromatografia en fase gaseosa y espectrometria de masa
permitieron la identificacion cualitativa y cuantitativa de los componentes
mayoritarios del aceite esencial del ajenjo. Entre ellos, la tuyona y el alcanfor se
destacaron como los principales responsables de la actividad antibacteriana
observada. Los datos preliminares obtenidos en el presente estudio sugieren
gue el aceite esencial de Artemisia echegarayi representa una alternativa para

promover su empleo como aditivo natural en alimentos. ¢4

ARANCIBIA et at (2010). Determinaron la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales de dos especies del género Senecio (Asteraceae) de la
region Patagobnica: Senecio mustersii y Senecio subpanduratus, estos
aceites esenciales fueron obtenidos mediante hidrodestilacion lograndose un
rendimiento de 0.81 % para Senecio subpanduratus y de 0.72% para
Senecio mustersii, expresandose como mililitros de aceite esencial por cada
100 gramos de material vegetal fresco. Evaluaron la actividad frente a
bacterias y levaduras de importancia clinica: Senecio mustersii habia
presentado actividad antibacteriana frente a (S. aureus) y Senecio
subpanduratus para todas las bacterias testeadas (S.aureus, E.coli y P.

aeruginosa). Senecio mustersii no presentaron actividad antifingica,

22



mientras que Senecio subpanduratus presenté actividad contra algunas

especies de Candida. @

2.1.1.2 Clasificacién taxonémica

La clasificacién taxonémica dePseudelephantopus spiralis “chicoria” ?”, es la

siguiente:

Reino ; Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliosida

Orden ; Asterales

Familia : Asteraceae

Género : Pseudelephantopus

Especie : Pseudolephantopusspiralis(Less.) Crong.
Distribucién : Sierra 'y Selva ?®

Sinonimias: Chaetospira funckii (turezaninow) S. F. Blake, Chaetospira
spiralis (Lessing) Asplaund S. F. Blake, Distreptus spiralis (Lessing)® V),
Pseudelephantopus funckii (turezaninow) Philipson ¥, Spirochaeta funckii

(turezaninow). ® 7 ™

Nombre comunes:Chicoria @, yerba de caballo, suelda con suelda, axurunae,

suelda (”, amargén, amor seco, camillo, totumo. ©®

2.1.1.3 Descripcion botanica

Planta terrestre, hasta 80 cm de altura, tallo cilindrico, pubescente, no
ramificado o poco ramificado, hojas alternas elipticas o abobadas, pubescente,
casi todas las hojas emergen de la base del tallo, algo pubescente y glabras en
algunas partes, limbo de 7 cm de longitud por 2 cm de ancho en la parte media,
inflorescencias en espigas de capitulos largos terminales, con muchas bracteas
verdes, pedunculos y espigas pubescentes, flores lila oscuro o purpura claro,

aquenio en forma de trompo.
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Hierba de sitios abiertos, comunes en potreras y bordes de caminos, hojas
arrosetadas, alternas, de base foliar envainadora, lamina simple, lanceolada a
eliptica, entre 8 a 14 cm de longitud, margen ondulada, aserrada de apice
agudo, base atenuada, peciolo corto, cabezuelas en glomérulos dispuestas en
paniculas en la parte terminal o subterminal de la planta, capitulos pequefios
de color violeta claro. Pseudelephantopus spiralis (Less.) Crong. crece entre
1000 a 2000 metros de elevacion, son plantas pequefias de hasta 60 a 70 cm

de altura ©®

2.1.2Alternanthera halimifolia (Lam.). Standl. “ojo de pollo”.

No se han encontrado estudios de actividad antimicrobiana comprobados en
esta especie, (pubmed, chemweb, 2002) se detalla trabajos de investigacion de
actividad fitoquimica y antimicrobiana de plantas del mismo género.

2.1.2.1 Estudios fitoquimicos y antimicrobianos

BRAKO et at (1993). Realizaron estudios fitoquimicos en hojas de
Alternanthera halimifolia(ojo de pollo),encontrando dentro de las hojas:

alcaloides, esteroides, cumarinas, glicosidos, hidréxido benzoico, saponinas.®

DELAPORTE et at (2002). Alternanthera brasiliana, popularmente conocida
como la penicilina o terramicina, sus actividades farmacolégicas tienen efectos

antiinflamatorios, analgésicos y antivirales demostrados. **

RYAN et at (2004). Al comparar el potencial antibacteriano de las hojas, los
segmentos entre nodales, hojas y segmentos nodales obtenidos entre los
callos de Alternanthera sessilis (L.) R.Br. ex DC. Los extractos etandlicos
obtenidos de hojas y callos fueron méas efectivos contra las bacterias

seleccionadas con otros solventes. ©%

CANALES et at (2005). Evaluaron la actividad antimicrobiana de diferentes

extractos de Alternanthera caracasana HBK contra 11 cepas de bacterias y
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una cepa de levadura. El extracto de acetato de etilo mostré actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus subtilis, Sarcina lutea, y una cepa de Vibrio cholerae.

No hubo actividad antimicrobiana frente a Candida albicans. ®V

PEREIRA et at (2007). El extracto etandlico crudo (70%) de las fracciones de
diclorometano, acetato de etilo y butanol de las hojas de Alternanthera
brasiliana analizados. su actividad se refiere a los antimicrobianos. Las
concentraciones de inhibicion minima (MIC). Los experimentos demostraron
que el extracto fraccionado tiene actividad antimicrobiana exhibiendo
moderada accion, particularmente frente a Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae y Prototheca zopffi.
El efecto mas fuerte que ocurrio fue la fraccion diclorometano contra
Prototheca zopfii (MIC ug.mL 312.5). En ninguno de los extractos de los
probados son inhibidas las bacterias Escherichia coli y la levadura Candida

albicans y Candida glabrata “®

JALALPURE et at (2008). Obtuvieron cinco extractos de las hojas de
Alternanthera sessilis de forma exhaustiva por el aparato de Soxhlet con
diferentes solventes como el éter de petrdleo (40-60 ° C), cloroformo, acetona,
metanol y agua destilada en orden ascendente segun su polaridad. Los cinco
extractos se sometieron a un screening antimicrobiano utilizando la placa en
pocillos (microdilucion) y métodos turbidimétrico. El extracto cloroformico entre
los cinco extractos mostr6 una zona maxima de inhibiciébn y valores
significativos de CIM en estos dos métodos, respectivamente. Por lo tanto
tomaron el extracto cloroformico para la seleccion de la curacion de las heridas
(incisiéon, escision y estudios de granuloma) El extracto cloroférmico de hojas
de Alternanthera sessilis a una dosis de 200 mg / ml (via oral) en todos los

modelos mostraron resultados significativos. ¢V
REIS et at (2009). El extracto acuoso de Alternanthera brasiliana habia

mostrado actividad antimicrobiana, no siendo eficaz contra todos los

microorganismos que fueron probados, y no tuvo zona de inhibicién en la

25



prueba de difusion en agar, habiéndose observado la turbidez en la prueba de
microdilucién y puede que el resultado estuvo relacionado con factores
ambientales (clima, temperatura, altitud, la contaminacién, etc.), métodos de

cultivo (fertilizantes y el tipo de suelo) y la edad de la planta. ©¢”

NAGESWAR et at (2009). El extracto crudo de hojas de Alternanthera sessilis
y sus dos fracciones diferentes de crudo, extracto metandlico y extracto acuoso
en frio, se sometieron a un examen quimico y antimicrobiano preliminar de las
investigaciones, encontrandose esteroles, proteinas, glucésidos, carbohidratos,
taninos y flavonoides. Probaron el extracto metandlico contra dos gram
positivos y dos cepas de bacterias gram negativas y una actividad antifungica.
La prueba de sensibilidad antibacteriana indica que el extracto metandlico
inhibi6 el crecimiento de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans en
diferentes grados. Sobre esta base, realizaron un estudio para desarrollar una
pomada y la formulacion de gel. Las formulaciones preparadas de gel y
unguiiento, fueron evaluados por sus pardmetros fisicos y actividad
antimicrobiana. Concluyeron que la formulacion en gel tiene mayor actividad
anti-microbiana en comparacion a la formulacién de la pomada. Los resultados
justifican el uso tradicional de Alternanthera sessilis, en el tratamiento de la

actividad antibacteriana y antiftingica. “°

GASPARETTO et at (2010). Investigaron el efecto de la quimioterapia
antimicrobiana fotodinamica (PACT) utilizando extractos de Alternanthera
maritima sobre la viabilidad de Candida dubliniensis. La composicion
quimica de los extractos se determinaron mediante técnicas cromatograficas y
espectroscopicas encontrandose esteroides, triterpenos y flavonoides que
fueron identificados en los extractos analizados. Los resultados sugieren que la
inhibicién del crecimiento de Candida dubliniensis cuando se irradia con un
laser de diodo en presencia de extractos de hexano y etanol a partir de
Alternanthera maritima como foto sensibilizadores. La irradiacion del laser a
extractos crudos en 25mg/mL no redujo significativamente el numero de UFC /

mil.
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2.1.2.2 Clasificacién taxondmica

La clasificacion taxon6mica de Alternanthera halimifolia (Lam.) Standl. "Ojo

de pollo”, es la siguiente: ¥

Reino ; Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Caryophyllales

Familia ; Amaranthaceae

Género : Alternanthera

Especie : Alternantherahalimifolia (Lam.) Standl|
Distribucién : Costa, Sierra y Selva ®®

Sinonimias: Achiranthes halimifolia Lamarck, Achyranthes incana
Moquin, Alternanthera ficoidea var, Halimifolia kuntze, Alternanthera
polygonoides var, Elangata suessenguth, Celosia peruviana van Spand.
Ex Moquin, Illecebrum alsinaefolium Scopoli, lllecebrum frutescens
Moquin, Telanthera frutescens var. Acutifolia moquin, Telanthera

halimifolia (Lamarck) A. Stewaet. @ () ®)

Nombres comunes: Sanguinaria, yerba blanca, ojo de pollo y picurillo ®

2.1.2.3 Descripcién botanica

Hierbas anuales o perennes o sufrutices, erguidos, rastreros o trepadores.
Tallos articulados, glabros o pilosos. Hojas opuestas, enteras, sésiles o
pecioladas, glabras o pilosas, a veces el indumento esteliforme. Inflorescencias
dispuestas en espigas breves o capituliformes, solitarias o aglomeradas, a
veces con 2 hojas en la base, axilares o terminales, sésiles o pedunculadas.
Flores hermafroditas, sésiles o0 pediceladas, comprimidas dorsalmente,
1-bracteadas y 2-bracteoladas, en ambos casos glabras o pilosas, carinadas o
no. Perianto [4 -] 5 tépalo; tépalo libres, frecuentemente desiguales, erectos [0

divergentes], nervosos o postulados, a veces espinescentes, glabros o pilosos,
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tan largos como las bracteas, a veces mas cortos, otras veces mas largos.
Estambres [2 -] 5; filamentos filiformes o subulados, unidos en un tubo
membranaceo corto o] largo; anteras oblongas, monotecas;
pseudoestaminodios presentes, liguliformes o a veces reducidos a dientes
pequefios, enteros, flecosos [lobulados o dentados], tan largos como los
filamentos o mas largos o mas cortos, raras veces ausentes. Ovario esférico u
ovoide, a veces comprimido, angostado hacia la base, en algunos casos alado
en el margen o en el pice; estilo corto o largo; estigma capitado o raras veces
2-lobulado. Ultriculo membranaceo, incluso en el perianto persistente, a veces
alado, indehiscente. Semilla péndula, lenticular; embrién anular; endosperma

farinaceo; cotiledones oblongos o subulados; radicula ascendente. ©® 0
2.1.3 Taxonomia, caracteristicas y patogenia de las bacterias
2.1.3.1 Enterococcus faecalis

Taxonomia

Dominio : Bacteria

Filo : Firmicutes
Clase : Bacilli
Orden : Lactobacillales

Familia  : Enterococcaceae
Género : Enterococcus
(ex Thiercelin & Jouhaud 1903)
Schleifer & Kilpper-Bélz 1984
Especie : Enterococcus faecalis
(Orla-Jensen 1919)
Schleifer & Kilpper-Bélz 1984
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Caracteristicas

Es una bacteria Gram-positiva comensal, que habita el tracto gastrointestinal de
humanos y otros mamiferos. Como otras spp. Del género Enterococcus, E.
faecalis puede causar infecciones comprometidas en humanos, especialmente
en ambiente de hospital. La existencia de Enterococos se potencia porque ha
tenido la habilidad de adquirir resistencia viralmente a todos los antibiéticos en

uso. ©V

El h&bitat normal de estos es el tubo digestivo de animales de sangre caliente.
Son indicadores de contaminacion fecal, por lo que su presencia en los
alimentos indica falta de higiene o defectuosas condiciones de conservacion,
excepto en alimentos en los que interviene como flora bacteriana natural de
procesos fermentativos, como es el caso de quesos, embutidos crudos e
incluso productos carnicos.

Son muy resistentes a condiciones adversas (congelacion, desecacion,
tratamiento térmico, etc.) por lo que son buenos indicadores para valorar las
condiciones higiénicas y de conservacion de los alimentos congelados y
desecados.

Antes de 1984, E. faecalis era conocida como Streptococcus faecalis.
(60)

Patogenia

Puede causar endocarditis, infecciones de vejiga, préstata, epididimo; las
infecciones de sistema nervioso son menos comunes.

Resiste aminoglicésidos, aztreonam, cefalosporina, clindamicina, las penicilinas
semisintéticas (nafcilina , oxacilina, amoxicilina y trimetoprim-sulfametoxazole).
La exposicion a las cefalosporinas es un riesgo particularimente importante en
la colonizacion e infeccion con Enterococos. Existen una variedad de
Enterococos que particularmente pueden ser resistente a muchos glicopeptidos

como la Vancomicina denominados ERV. ©°
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2.1.3.2 Staphylococcus aureus
Taxonomia

Dominio : Bacteria

Filo : Firmicutes
Clase : Cocci
Orden : Bacillales

Familia  : Staphylococcaceae
Género : Staphylococcus
Rosenbach 1884

Especie : Staphyloccocus aureus

Caracteristicas

Conocido comunmente como estafilococo dureo o dorado, es una bacteria
anaerobia gram positiva productora de coagulasa y catalasa que se encuentra
ampliamente distribuida por todo el mundo, estimandose que una de cada tres
personas se hallan colonizadas, pero no infectados por ella.

Puede producir una amplia gama de enfermedades, que van desde
infecciones cutaneas y de las mucosas relativamente benignas, tales como
foliculitis, forunculosis o conjuntivitis, hasta enfermedades de riesgo vital, como
celulitis, abscesos profundos, osteomielitis, meningitis, sepsis, endocarditis o
neumonia. Ademas, también puede afectar al aparato gastrointestinal, ya sea
por presencia fisica de Staphylococcus aureus o por la ingesta de la
enterotoxina estafilocOcica secretada por la bacteria.

En la actualidad, este microorganismo se erige como el principal causante
de las infecciones nosocomiales. Esta situacion se ve favorecida por el hecho
de que esta especie habita tanto en las mucosas como en la piel de los seres
humanos, lo que permite que a través de las heridas quirdrgicas pueda
penetrar en el torrente sanguineo del paciente por medio del contacto directo o
indirecto con el personal sanitario, con un objeto contaminado, o incluso, con
otro paciente.

Son resistentes a la penicilina, siendo los antibiéticos mas eficaces para

combatirlos los aminoglucosidos, las cefalosporinas, la oxacilina o la nafcilina.
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Ademas de la administracion del tratamiento antimicrobiano correspondiente,
puede ser conveniente, en funcion del caso, la eliminacion de puertas de

entradas como catéteres venosos permanentes o drenajes quirtrgicos.®®
Patogenia

Es un agente patogénico que actia como un microorganismo saprofito, se
encuentra en la piel del individuo sano pero en ocasiones en que las defensas
de la piel caen puede causar enfermedad. El principal grupo de riesgo son
pacientes hospitalizados o inmunocomprometidos. Cerca de 2 mil millones de

personas han sido colonizadas mundialmente por este microorganismo.®®

Causan infeccién de piel, neumonia, sialadenitis, sepsis con o sin metastasis
(osteitis, artritis, endocarditis, abscesos localizados), orzuelos. Enfermedades
por toxinas (sindrome de piel escaldada por estafilococo, sindrome del shock
toxico y gastroenteritis).

Posee resistencia a través de una beta-lactamasa inducible que le confiere
resistencia ante la penicilina, esta beta-lactamasa estd codificada en un
plasmido presente en mas del 90% de las cepas.

La resistencia al 6xido nitrico es una cualidad peculiar del S. aureus,
capacidad que lo distingue de otros patégenos, incluyendo los comensales S.
epidermidis y S. saprophyticus. Esa resistencia se debe a que el
microorganismo produce una enzima llamada lactato-deshidrogenasa, que la
faculta para tolerar el estrés causado por el radical del 6xido nitrico. Esta
observaciéon se ha hecho tanto en especies resistentes a la meticilina como en
las que son susceptibles al antibiotico, asi como en cepas hospitalarias como

adquiridas en la comunidad. ®
2.1.3.3 Pseudomona aeruginosa
Taxonomia

Dominio : Bacteria

Filo : Proteobacterias
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Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Pseudomonadales
Familia  : Pseudomonadaceae
Género : Pseudomona
Migula, 1894
Especie : Pseudomona auroginosa
(Schroeter 1872)
Migula 1900

Caracteristicas

Pseudomonas aeruginosa (0 Pseudomonas pyocyanea) Es una bacteria
Gram-negativa, aerébica, con motilidad unipolar.®® Es un patégeno oportunista

en humanos y también en plantas..®®

Como otras Pseudomonas, P. aeruginosa secreta una variedad de pigmentos
como piocianina (azul verdoso), fluoresceina (amarillo verdoso fluorescente) y
piorubina (rojo pardo). King, Ward, & Raney desarrollaron "Pseudomonas Agar
P" (también conocido como "medio King A") para mejorar la producciéon de
piocianina y piorubina; y "Pseudomonas Agar F" (también conocido como

"medio King B") para la fluoresceina.®?

P. aeruginosa es a menudo identificada, de modo preliminar, por su apariencia
perlada y olor a uvas in vitro. La identificacion clinica definitiva de P.
aeruginosa frecuentemente incluye, tanto identificar la produccion de
piocianina y fluoresceina como determinar su habilidad de crecer a 42 °C. P.
aeruginosa es capaz de crecer en combustibles como kerosene o gasolina, ya
gue es un microorganismo capaz de nutrirse a partir de hidrocarburos,
causando estragos de corrosién microbiana, y creando una gelatina oscura que

a veces se identifica inadecuadamente con un alga.
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Patogenia

Este patégeno oportunista de individuos immunocomprometidos, P.
aeruginosa infecta el tracto pulmonar, tracto urinario, tejidos, heridas, y
también causa otras infecciones de sangre.®® Las Pseudomonas puede
causar neumonias a cualquier grupo de edad,®” necesitando a veces ayuda
mecanica para superar dichas neumonias, siendo uno de los mas comunes
agentes aislados en muchos estudios.®® La piocianina es un factor de
virulencia de la bacteria y se ha conocido que puede hasta causar muerte en C.
elegans por estrés oxidativo. Sin embargo, la investigacion indica que el acido
salicilico puede inhibir la produccién de piocianina.®® Uno en diez hospitales se
infectan con Pseudomonas. La fibrosis quistica estad también predispuesta a la
infeccion con P. aeruginosa de los pulmones. La Pseudomona aeruginosa es
el causante de dermatitis, causada por disminucion del control de la calidad del
agua de bebida. EI mas comun causante de altas fiebres en infecciones es P.
aeruginosa. También ha estado involucrado en foliculitis de tinas de agua

caliente, en especial aquellas sin un control higiénico continuo.“?

Con plantas, P. aeruginosa induce sintomas de "pudricion de raices" con
Arabidopsis thaliana y Lactuca sativa (lechuga).®*¥®® Es un poderoso
patégeno con Arabidopsis’® y con varias spp. Animales: Caenorhabditis
elegans, ©® ®)prosophila® y Galleria mellonella. “? Las asociaciones de
factores de virulencia son los mismos para infecciones vegetales vy

animales. 46

Bajo las ultimas condiciones y con microscopia de escaneado laser confocal,
grandes aglomerados de Pseudomona aeruginosa muerta se han visto en la
superficie radicular de Arabidopsis y no se observa formacion de bio-pelicula
Los estudios con mutantes quorum sensing PAO210 (rhll), PAO214 (lasl), y
PAO216 (lasl rhll) demostraron que todas las razas eran patogénicas a
Arabidopsis, que naturalmente no secretan &cido rosmarinico como un

exudado de raices. Sin embargo, PAO214 fue la Unica raza patogénica que
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emiti6 exudado dulce, y bio-peliculas de PAO214 parecié comparable con bio-

peliculas formados en razas salvajes de Pseudomona aeruginosa.™

2.1.3.4 Escherichia coli
Taxonomia

Dominio : Bacteria

Filo : Proteobacterias
Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Enterobacteriales

Familia  : Enterobacteriaceae
Género : Escherichia
Especie : Escherichia coli (E. freundi)Migula, 1895

Caracteristicas

También conocida por la abreviacion de su nombre, E. coli, es quizas el
organismo procariota mas estudiado por el ser humano, se trata de una
bacteria que se encuentra generalmente en los intestinos animales, y por ende
en las aguas negras. Fue descrita por primera vez en 1885 por Theodore von
Escherich, bacteriblogo aleman, quien la denominé Bacterium coli.
Posteriormente la taxonomia le adjudicé el nombre de Escherichia coli, en
honor a su descubridor. Esta y otras bacterias son necesarias para el
funcionamiento correcto del proceso digestivo, ademas de producir las
vitaminas B y K. Es un bacilo que reacciona negativamente a la tinciéon de
Gram (gramnegativo), es anaerobio facultativo, mévil por flagelos peritricos
(que rodean su cuerpo), no forma esporas, es capaz de fermentar la glucosa y
la lactosa.

Es una bacteria utilizada frecuentemente en experimentos de genética y

biotecnologia molecular. ¢
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Patogenia

Puede causar infecciones intestinales y extraintestinales generalmente graves,
tales como infecciones del aparato excretor, cistitis, meningitis, peritonitis,
mastitis, septicemia y heumonia.

Esta dividida por sus propiedades virulentas, pudiendo causar diarrea en
humanos y otros animales. Otras cepas causan diarreas hemorragicas por
virtud de su agresividad, patogenicidad y toxicidad. En muchos paises ya hubo
casos de muerte con esta bacteria. Generalmente les pasa a nifios entre 1 afio
y 8 afios. Causado generalmente por la contaminacion de alimentos, y posterior
mala coccion de los mismos, es decir, a temperaturas internas y externas
menores de 70 °C.

Son més comunes en mujeres por la corta longitud de la uretra (25 a
50 mm, o bien 1 a 2 pulgadas) en comparacion con los hombres (unos 20 cm, o
unas 8 pulgadas). Entre los ancianos, las infecciones urinarias tienden a ser de
la misma proporcion entre hombres y mujeres. Debido a que la bacteria
invariablemente entra al tracto urinario por la uretra (una infeccién ascendente),
los malos habitos sanitarios pueden predisponer a una infeccion, sin embargo,
otros factores cobran importancia, como el embarazo, hipertrofia benigna o
maligna de prostata, y en muchos casos el evento iniciante de la infeccion es
desconocido. Aunque las infecciones ascendentes son las causantes de
infecciones del tracto urinario bajo y cistitis, no es necesariamente ésta la
causa de infecciones superiores como la pielonefritis, que puede tener origen

hematégeno®?
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2.2 DEFINICIONES OPERACIONALES

2.2.1Variable Independiente (X).

» Extractos liofilizados de Pseudelephantopus spiralis “chicoria” y
Alternanthera halimifolia “ojo de pollo”

Indicadores:

- Concentracion de 500, 600, 700, 800, 900 mg/ml del extracto liofilizado de
Pseudelephantopus spiralis “chicoria”

- Concentracién de 500, 600, 700, 800, 900 mg/ml del extracto liofilizado de
Alternanthera halimifolia “ojo de pollo”

2.2.2 Variable Dependiente (Y)

» Actividad antimicrobiana de Pseudelephantopus spiralis “chicoria” 'y
Alternanthera halimifolia “ojo de pollo”

Indicadores:

- Diametro del halo de inhibicion en los discos.

- Concentracion inhibitoria minima (CIM) de Staphylococcus aureus,
Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli y Enterococcus faecalis

- Concentracion bactericida minima (CBM) de Staphylococcus aureus,

Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli y Enterococcus faecalis
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CUADRO 01 —OPERACIONALIZACION DE VARIABLES: Variable independiente (X)

VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADOR ESCALA
INDEPENDIENTE CONCEPTUAL OPERACIONAL

X)

Extractos Extractos Extractos hidroalcohdlicos Concentracion de
hidroalcohdlicos hidroalcohdlicos liofilizados: Extraccion por los Extractos

liofilizados de liofilizados: maceracion de las hojas hidroalcohdlicos
Pseudelephantopus Producto de Ia con etanol a 70% durante liofilizados de Intercalar
spiralis (Lessing) extraccion de las 3 dias, agotandolo hasta 4 Pseudelephantopus

Cronquis “chicoria” y hojas obtenidas por veces. Posterior filtrado, spiralis (Lessing) Tipo
Alternanthera maceracion en concentrado en rotavapor, Cronquis “chicoria” cuantitativo.
halimifolia (Lamarck) etanol al 70% vy neutralizado y congelado a y Alternanthera

Standley ex Pittier conservado en -22°C para luego liofilizar halimifolia

“ojo de pollo”

congelacion para
luego liofilizarlo.

(-40°C con una presion de
133 x 10° MBARR/72
horas

(Lamarck) Standley
ex Pittier “ojo de
pollo”
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CUADRO 02 - OPERACIONALIZACION DE VARIABLES: Variable dependiente (Y)

VARIABLE DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL INDICADOR ESCALA
DEPENDIENTE (Y) CONCEPTUAL
Capacidad antimicrobiana
Determinacion del halo de inhibicion
tras la aplicaciéon del medio de cultivo,
de los discos de sensibilidad Didmetro en
impregnados con los extractos en milimetros (mm) de
estudio a 18 horas después de la la zona de
incubacion. inhibicion.
Actividad Capacidad de
antimicrobiana una sustancia de Concentracion inhibitoria minima Intercalar
inhibir el Concentracion mas baja del extracto Tipo
crecimiento  de capaz de inhibir el crecimiento visible Presencia y/o cuantitativo.

microorganismos
o de producir su
muerte

de las Dbacterias, se determina
mediante la ausencia de turbidez en
una bateria de tubos a diferentes
concentraciones, después de las 18
horas de realizado a siembra.

Concentracioén bactericida minima
Concentracion minima del extracto
capaz de eliminar el crecimiento visible
de las bacterias, se determina
mediante la ausencia de crecimiento
de colonias en las placas con el medio
adecuado, después de las 24 horas de
realizada la siembra.

turbidez en los
tubos con
diferentes
concentraciones de
extracto.

Ausencia de
crecimiento de
colonias en las
diversas placas
sembradas.

38



Respuesta a la hipoétesis:

Con la realizacion de este trabajo de tesis, se pretende tener informacion que
nos permita saber con claridad y profundidad de los ultimos estudios realizados
con plantas medicinales y técnicas microbiolégicas que presentan actividad

antimicrobiana frente a microorganismos anaerobios, que se analizara en tres

pasos.
> Capacidad antimicrobiana

> Concentracion inhibitoria minima
> Concentracion bactericida minima

Con este trabajo se quiere reforzar y actualizar a las personas que investigan
plantas medicinales, en especial a los investigadores de salud; de los ultimos
estudios y técnicas utilizadas en la actividad antimicrobiana en

microorganismos anaerobios.
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CAPITULO Il

3.1 METODO Y DISENO DE INVESTIGACION

3.1.1 Método de Investigacion

Tipo de estudio:

» Experimental: Se realiz6 comparaciones de la variable dependiente entre

los grupos experimentales y de control.

» Prospectivo: En el registro de informacién se tomé en cuenta los hechos a

partir de la fecha de estudio.

» Longitudinal: Se estudid las variables a lo largo del tiempo durante el

periodo de investigacion.

3.1.2 Disefio de investigacion:

En el presente estudio se utilizd6 un muestreo aleatorio simple, y sorteo
aleatoriamente de las concentraciones de extractos acuosos sobre los
microorganismos sujetos de estudio, teniéndose los siguientes parametros
fisicoquimicos:

CUADRO 01 - Plan piloto

Concentraciones [ ]
[11 [12 [13 [14 [15
Control + norfloxacino 10ug 10ug 10ug 10ug 10ug

Muestral chicoria 500 mg 600 mg 700 mg 800 mg 900 mg
Muestra2 Ojodepollo 500 mg 600 mg 700 mg 800 mg 900 mg
blanco Agua destilada 10ul 10 ul 10 ul 10 ul 10 ul

Nota: todos los ensayos se realizé por triplicado
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3.2 POBLACION Y MUESTRA

Poblacién vegetal:

>

Estuvo Constituida por el conjunto de hojas de Pseudelephantopus
spiralis “chicoria” que se encuentra en el fundo de zungarochocha en la
facultad de Agronomia de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana
y Alternanthera halimifolia “ojo de pollo” que se encuentran en el jardin
botanico perteneciente al Instituto de Medicina Tradicional IMET-
ESSALUD, San Juan - Maynas - Loreto.

Muestra vegetal:

>

1000 gramos de hojas de Pseudelephantopus spiralis “chicoria” y
Alternanthera halimifolia “ojo de pollo” que fueron recolectadas del fundo
de Zungarochocha en la facultad de Agronomia de la Universidad Nacional
de la Amazonia Peruana y el jardin botanico perteneciente al Instituto de
Medicina Tradicional IMET-ESSALUD de forma aleatoria y que cumplan

con los criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de inclusion:

>
>

Hojas en buen estado.

Hojas jovenes.

Criterios de exclusion:

>
>
>

Hojas infestadas por microorganismos.
Hojas secas o en mal estado de conservacion.

Hojas con resto de excremento animal.

Poblacion bacteriana:

>

El estudio se realiz6 con cepas bacterianas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli
ATCC 25922 y Enterococcus faecalis ATCC 29212, provenientes del

Instituto Nacional de Salud (INS), con sede en la ciudad de Lima.
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Muestra bacteriana:
» El numero de colonias que se emple6é para la preparacién del inoculo

bacteriano sera de 3 a 5 colonias de tamario similar.

Criterios de inclusioén:
» Cepas que reunieron las caracteristicas microscépicas y bioquimicas del

microorganismo.
Criterios de exclusion:

> Cepas que presentaron contaminantes.

» Cepas gue no coincidian con el fenotipo del microorganismo.
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3.3 INSTRUMENTOS Y MATERIALES

3.3.1 Material vegetal

» Hojas secas de Pseudelephantopus spiralis “chicoria”

» Hojas secas de Alternanthera halimifolia “ojo de pollo”

3.3.2 Material Biolégico:

» Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923
» Cepas de Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
» Cepas de Escherichia coli ATCC 25922
>

Cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212

3.3.3 Materiales de laboratorio

» Asa de inoculacion

» Disco de sensibilidad estériles de norfloxacino de 10 ug con 6 mm de
diametro.

Discos estériles de 6 mm de didmetro.

Embudos de vidrio

Espatula mediana.

Guantes quirargicos N° 7 ¥

Gradillas para tubos de ensayo.

Hisopos estériles.

Matraz Erlenmeyer de 250 y 500 cc

Marcador de vidrio

Mascarillas descartables.

Micropipetas automaticas de 250, 500 y 1000 uL.
Papel toalla

Papel filtro Whatman N° 3

Papel kraft.

Pipetas 1y 10 cc

vV V.V V V V VYV V V VYV V V VYV V V

Placas petri de 10 cm.
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YV V. V V V V

Placas petri de 4 cm.

Tips descartables.

Tijeras

Tubos de ensayo estériles con tapa rosca.
Vernier o regla graduada en mm.

Mechero de vidrio de alcohol.

3.34 Equipos

vV V.V V V V V V V VY

Autoclave (Intermedical trade S.A./Model Mod. Vetical-V)

Balanza analitica (Mettler Toledo AG 204)

Camara de reflujo laminar Magmehelic “forma cientific/Model: 13089-79)
Cémara fotografica Digital (Lumix — Panasonic)

Campana de Seguridad (Terra Universal)

Cocina eléctrica (PRACTICA/Modelo: cocineta eléctrica HP1)

Estufa de cultivo a 35°C (Merck/Model 1235-2)

Horno para esterilizacion (MEMMERT/Typ: UM 500)

Refrigerador de 2-8°C (MABE Colombia/Modelo: RML10WHPN50)
Agitator magnetico (JENWAY LTD. Felsted Dunmonw Essex England CM6
3LB/Model: 1200)

Espectrofotometro (JENWAY/ Model: 6400)

3.3.5 Medios de cultivo y reactivos quimicos

vV V.V V V V VYV V V

Agar Tripticasa de Soya

Agar Mueller Hinton

Caldo Tripticasa de Soya

Caldo MuellerHinton

Tubo de 0.5 de la escala de McFarland
Acido sulfarico concentrado. H,SO4
Agua destilada.

Etanol g.p.

Cloruro de Bario BaCl»
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3.4 PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION DE DATOS

3.4.1 Recoleccion de las muestras vegetales

El Pseudelephantopus spiralis “chicoria” fue recolectado del fundo de
Zungarococha de la facultad de Agronomia de la Universidad Nacional de
la Amazonia Peruana/ con coordenadas (18 M 0681349 — 9575930) con
una altitud de 101 msnm y Alternanthera halimifolia “ojo de pollo” fue
recolectado en el Jardin Botanico del Instituto de Medicina Tradicional
IMET - ESSALUD, ubicada en el pasaje San Lorenzo N° 205/ con
coordenadas (18 M 0691547 — 9583722) con una altura de 116 msnm,
ambos en la ciudad de Iquitos, capital del Departamento de Loreto; a orillas
del Rio Amazonas en la Selva Baja. Es una zona considerada bosque
humedo tropical, presenta temperatura media anual de 26°C.

La identificacion de las muestra vegetales se realizo en el Herbarium

Amazonense de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana.

Ademés, en la recoleccibn de las muestras vegetales se tuvo en

consideracion los siguientes factores:

» Edad de la planta (hojas).

» [Estado vegetativo.

» Estacion de recoleccion.

3.4.2 Preparacion del pulverizado vegetal

» Se uso las hojas jovenes.

» Se corto en pequefos fragmentos.

» Luego se secoO al medio ambiente x 5 dias

» Se volvié a pesar y luego se procedié a pulverizar, haciendo uso de una
licuadora de cuchillas de acero inoxidable.

» El pulverizado se guardoé en frascos oscuros y luego se utilizaron.
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3.4.3 Preparacién de extractos hidroalcohdlicos IMET (2007)

Para la preparacion de los extractos hidroalcoholicos se procedié de acuerdo al

siguiente protocolo:

» Se procedié a macerar las muestras de los vegetales en etanol - agua en
una proporcion de 7/3 respectivamente.

» Luego se procedio a realizar filtraciones de la muestra, utilizando algodon
estéril y se guardo por 48 horas en la refrigeradora a 20°C.

» Luego se llevd a calentamiento en la cocina por espacio de 30 minutos
para eliminar el agua y el etanol obteniéndose el extracto acuoso.

» El extracto acuoso se guardo en frascos de color ambar en refrigeracion a
5°C

3.4.4 Protocolo para la Liofilizacién

» Se colocd las muestras en frascos especiales que soportan grandes
presiones.

» Se congel6 las muestras a una temperatura de — 42°C.

» Luego se coloco en el equipo de Liofilizacion por un tiempo de 72 horas.

» Se retird para su conservacion al medio ambiente.

3.4.5 Preparacion de las Concentraciones

» Se procedi6 realizar el célculo de las concentraciones para cada extracto a
utilizar.

» Se peso 2.5 gr. de extracto liofilizado en 2.5 ml. de agua destilada estéril
para obtener la solucién stock con una concentracién de 1000 mg/ml.

» A partir de esta solucion stock se procedid a preparar las siguientes

concentraciones: 500 mg/ml, 600 mg/ml, 700 mg/ml, 800 mg/ml, 900

mg/ml.
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3.4.6 Preparacién de los discos de sensibilidad “?

» Los discos de sensibilidad se prepararon utilizando papel Wattman N° 3 y
se empled un perforador convencional. Estos discos se esterilizaran en
autoclave a 121C° en 15 libras de presion por 15 minutos.

» Luego se procedid agregar a cada uno de los discos 25 pl de las
concentraciones de los extractos vegetales, las que se dejé secar por

espacio de 24 horas.
3.4.7 Prueba de Sensibilidad segun protocolo del IMET

» Se procedié a preparar el medio agar tripticasa de soya (TSA) en placas
petri para el cultivo de: Staphylococcus aureus Pseudomona
aeruginosa, Enterococcus faecalis y Escherichia coli.

» En una estufa se incubd a los microorganismos a 37° C por 18 a 24 horas
para obtener cultivos jévenes.

» Después de los 15 minutos de haber preparado el inoculado bacteriano, y
ajustado la turbidez del mismo, sumergir un hisopo estéril en la suspension,
rotar el hisopo varias veces presionando firmemente la pared interior del
tubo por encima del nivel del liquido para remover el exceso del inoculo.

» Se inoculo la superficie seca de la placa Mueller-Hinton, estriando con el
hisopo en tres direcciones. Antes de colocar los discos dejar secar la placa
a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos para que se absorba el
exceso de humedad.

» Se realiz6 la prueba por triplicado.

» Se coloco los discos de norfloxacino y la sustancia a diferentes
concentraciones, sobre la superficie del agar en forma manual con la ayuda
de una pinza estéril. Fueron presionados ligeramente para asegurar el
contacto uniforme, sin introducir el disco en el agar.

» Los discos fueron colocados a una distancia de 2.5cm uno del otro y a
1.5cm del borde de la placa.

» Se invirtieron las placas y fueron incubadas a 37°C durante 18 horas.
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» Se midieron los didmetros de las zonas de inhibicién completa (incluyendo
el diametro completo), usando una regla o calibrador.

3.4.8 Determinacion de la Concentracion Minima inhibitoria

» Se prepararon cultivos de 18 horas de las bacterias a estudiar, en agar
tripticasa de soya.

» Se incubd en una porcion de una colonia aislada en 5 ml. de caldo de
Tripticasa de soya y se incubo a 37°C hasta que la turbidez sea visible (2-5
h.). Se Ajusto la turbidez con solucién salina o caldo de cultivo estéril hasta
una turbidez equivalente al estdndar 0.5 de la escala de McFarland
aproximadamente 106 ufc/ml.

» Se realizé el ensayo en tubos y se llevo a cabo una dilucién al 1/100 de
este inoculo de aproximadamente 106 UFC/ml.

» Se prepar6 15 tubos con 1 ml. de caldo de Mueller - Hinton y otro con 1.8
ml. luego se preparo una solucion madre del extracto vegetal liofilizado a
una concentracion de 5.120 mg/ml.

» Se afiadié 0.2 ml. de la solucién madre del extracto vegetal al tubo que
contenia 1.8 ml. de caldo. A partir de este tubo se prepard diluciones
dobles seriadas tomando 1 ml. del ler. tubo (512 mg/ml) transfiriéndolo al
segundo. Después de mezclar bien el contenido del segundo tubo se
transfiriendo 1 ml. al tercer tubo (128 mg/ml.) y asi sucesivamente hasta el
tubo 14, del cual se tom6 1 ml. y se descarto.

» Se afadi6 a cada tubo con el extracto vegetal 1 ml. del inoculo que
contenia aproximadamente 106 ufc/ml.

» Se Incubd los tubos a 37 °C durante 18 horas y luego se procedio a
calcular la C.M.I. agitando los tubos donde no habra desarrollo bacteriano

CUADRO 02 - Formula para determinar el porcentaje de inhibicién:

%INHIBICION: Diametro de la muestra X 100

Diametro del control
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Los ensayos fueron llevados por triplicado y se realiz6 cultivos de control de

todas las cepas para comprobar su viabilidad.

El criterio que se utilizé para la clasificacion de la actividad antimicrobiana de

los extractos evaluados se detalla en el cuadro 2.

CUADRO 03 - Clasificacion de la actividad antimicrobiana segun el

porcentaje de inhibicion:

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA PORCENTAJE DE INHIBICION
Inactivo <40%

Poco activo 40 — 50%

Moderado activo 51 —-75%

Buena actividad >76%

Fuente: Protocolo de estudio de la actividad antimicrobiana IMET — ESSALUD
2007

CUADRO 04 - Clasificacion de la actividad antimicrobiana segun la

concentraciéon minima inhibitoria

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA CONCENTRACION MINIM
INHIBITORIA

Inactivo >16 mg/ml

Poco activo 6 — 15 mg/ml

Moderado activo 1 -5 mg/ml

Buena actividad <1 mg/ml

Fuente: Protocolo de estudio de la actividad antimicrobiana IMET — ESSALUD
2007
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3.49 Determinacién de la concentracidn bactericida minima

» Una vez leida la CIM se homogenizé el contenido de los tubos y se
sembro100 ul de los tubos donde no hubo crecimiento.

» Se deposito 10 ul de cada tubo sobre el agar TSA y extenderlo con un asa
digrasky de esta forma se diluyo la concentracion del antimicrobiano
vehiculado, se neutralizo el efecto y se favorecio el recuento.

» Seincubo a 38°C y fue leido a las 24, 48 y 72 horas.

» Se recontd las colonias que han crecido a las 24, y 48 horas de incubacion
en las placas donde se sembrd el inoculo original.

» Se calculo que cantidad de colonias representan al 0.1%.
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3.5 ANALISIS DE DATOS

Se calculé la media y la desviacion estandar de los extractos
hidroalcohdlicos liofilizado de las hojas de Pseudelephantopus spiralis
(less.) Crong. “chicoria” y Alternanthera halimifolia (Lam.) Standl. “ojo de
pollo”, tomando los diametros de inhibicién, como medidas de tendencia
central, que se presenté mediante tablas y graficos. Los datos se procesoé
mediante un analisis de varianza de una via (ANVA) con un nivel de
significancia de p< 0.05; aplicando el programa SPSS version 18.0 y las
diferencias entre medidas de grupos fueron analizadas mediante el test de

comparacion multiples. Valor p < 0.05 fue considerado como significante.

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion de los extracto hidroalcohdlico
liofiizado de las hojas de Pseudelephantopus spiralis (less.) Crong.
“chicoria” y Alternanthera halimifolia (Lam.) Standl. “ojo de pollo”, en la
prueba de actividad antimicrobiana por el método de disco difusion, estos
valores se presentan en tablas y graficos de acuerdo a las especificaciones
del cuadro 2.

Las concentraciones inhibitorias y bactericidas minimas obtenidas
de los extractos hidroalcohdlicos liofilizados de las hojas de
Pseudelephantopus spiralis (less.) Crong. “chicoria” y Alternanthera
halimifolia (Lam.) Standl. “ojo de pollo”, se presentan en tablas y graficos
para facilitar la visualizacion y clasificarlos de acuerdo a las
especificaciones del cuadro 3 y 4. Se realizo el andlisis de varianza (ANVA)
utilizando el programa estadistico SPSS v 18.0 y las diferencias entre las
medidas de grupos fueron analizadas mediante el test de comparacion

multiples. Valor p < 0.05 fue considerado como significante.
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3.6 CRITERIOS DE BIOSEGURIDAD

1. Utilizar en todo momento batas o uniformes especiales para el trabajo en
el laboratorio.

2. Utilizar guantes protectores apropiados para todos los procedimientos que
pudieron entrar en contacto directo o accidental con sangre, liquidos
corporales y otros materiales potencialmente infecciosos o0 animales
infectados. Una vez utilizados, los guantes se retiraron de forma aséptica
y a continuacion se lavo las manos.

3. Lavar las manos después de manipular materiales y animales infecciosos,
asi como antes de abandonar las zonas de trabajo del laboratorio.

4. Usar gafas de seguridad, viseras u otros dispositivos de proteccion
cuando fue necesario se protegié los ojos y el rostro de salpicaduras,
impactos y fuentes de radiacion ultravioleta artificial.

5. Esta prohibido usar las prendas protectoras fuera del laboratorio, por
ejemplo en cantinas, cafeterias, oficinas, bibliotecas, salas para el
personal y bafos.

6. En las zonas de trabajo estd prohibido comer, beber, fumar, aplicar
cosméticos o manipular lentes de contacto.

7. Esta prohibido almacenar alimentos o bebidas para consumo humano en
las zonas de trabajo del laboratorio.

8. La ropa protectora de laboratorio no se guarda en los mismos armarios o

taquillas que la ropa de calle.
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CAPITULO IV

4.1 RESULTADOS

4.1.1 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA CAPACIDAD ANTIMICROBIANA IN
VITRO DE LOS EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS LIOFILIZADOS
DE LAS HOJAS DE Alternanthera halimifolia y Pseudelephantopus
spiralis a CONCENTRACIONES DE 500, 600, 700, 800 Y 900 mg/ml
POR EL METODO DE DISCO DIFUSION a las 18 horas

a. Diametros promedios de los halos de inhibicion en el crecimiento
bacteriano in vitro de los extractos hidroalcohdlicos liofilizados de las
hojas de Pseudelephantopus spiralis por el método de disco difusién
se detallan en la tabla 1 y gréfico 1 en lo que se apreciaron a las
diferentes concentraciones.

A la concentracion de 900 mg/ml se obtuvieron mejores resultados para:

e Enterococcus faecalis: 12.25 mm, el blanco fue constante e
igual a 6.00 + 0.0 mm, mientras que con el antibiético
Norfloxacino 20 mm

e Escherichia coli: 15.17 mm, el blanco fue constante e igual a
6.00 + 0.0 mm, mientras que con el antibiético Norfloxacino22 mm

e Pseudomona aeruginosa: 13.83 mm; el blanco fue constante e
igual a 6.00 + 0.0 mm, mientras que con el antibiético
Norfloxacino 26 mm

e Staphylococcus aureus: 13.42 mm, el blanco fue constante e
igual a 6.00 + 0.0 mm, mientras que con el antibiético

Norfloxacino 21.4 mm
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TABLA 01.- Promedio del didmetro del halo de inhibicion de los extractos hidroalcohdlicos de Pseudelephantopus

spiralis frente a los microorganismos en ensayo (en milimetros)

Concentraciones de MICROORGANISMOS PATOGENOS

Pseudelephantopus Enterococcus faecalis Escherichia coli Pseudomona Staphylococcus
spiralis aeruginosa aureus

500 mg/ml 104111 11.75+x1.6 10.33x14 9.75+0.9

600 mg/ml 11.25+1.1 1258+ 1.0 12.08 £ 0.9 10.83+0.8

700 mg/ml 116 £1.2 13.08 £ 0.9 12.67+1.1 12 +0.7

800 mg/ml 12+1.0 14 +0.7 13.25+1.2 13.08+0.8

900 mg/ml 1225+1.1 15.17£0.8 13.83+0.9 13.42 £ 0.7
Norfloxacino 20+ 0.89 22+0.89 26+ 0.89 21.4+0.45
blanco 6+0.0 6+0.0 6+ 0.0 6+ 0.0

p << 0,000 con respecto al blanco y Norfloxacino
FUENTE: Elaborado por los autores

En la tabla Olse apreciaron que existen diferencias significativas entre los diametros de inhibicion de las concentracion,

antibiotico y blanco por cada microorganismo patogeno con valores de p << 0,000.
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GRAFICO 01 Promedio del didmetro del halo de inhibicién de los extractos hidroalcohdlicos de Pseudelephantopus spiralis

frente a los microorganismos en ensayo (en milimetros)
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FUENTE: Elaborado por los autores
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b. Didmetros promedios de los halos de inhibicién del crecimiento
bacteriano in vitro de los extractos hidroalcohdlicos liofilizados de las
hojas de Alternanthera halimifolia por el método de disco difusion se
detallaron en la tabla 2 y grafico 2 en lo que se aprecia a las diferentes
concentraciones.

A la concentracién de 900 mg/ml se obtuvieron mejores resultados para:

e Enterococcus faecalis: 10.5 mm, el blanco constante e igual a 6.00
+ 0.0 mm, mientras que con el antibidtico Norfloxacino 20 mm

e Escherichia coli: 11.5 mm, el blanco constante e igual a 6.00 £ 0.0
mm, mientras que con el antibiético Norfloxacino 22 mm

e Pseudomona aeruginosa: 9.33 mm, el blanco fue constante e igual
a 6.00 £ 0.0 mm, mientras que con el antibiético Norfloxacino 26 mm

e Staphylococcus aureus: 10.42 mm, el blanco fue constante e igual
a 6.00 £ 0.0 mm, mientras que con el antibiético Norfloxacino 21.4

mm
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TABLA 02.- Promedio del didametro del halo de inhibiciéon de los extractos hidroalcohélicos de Alternanthera halimifolia frente a

los microorganismos en ensayo (en milimetros)

Concentracionesde MICROORGANISMOS PATOGENOS

Alternanthera Enterococcus Escherichia coli Pseudomona Staphylococcus aureus
halimifolia faecalis aeruginosa
500 mg/ml 7.67+0.7 8.58 + 0.9 7.42+0.4 8.08 £ 0.7
600 mg/ml 8.58 + 0.7 9.17 +0.9 8.08 £ 0.7 8.58+0.9
700 mg/ml 9.25+0.7 9.83 0.7 8.58+0.5 9.25+1.2
800 mg/mi 9.58+ 0.7 10.25 +0.9 9+05 9.58+1.5
900 mg/ml 10.5+1.0 11.5+1.2 9.331+0.4 1042 +1.1
Norfloxacino 20 +0.89 22 +0.89 26 +0.89 21.4+£0.45
blanco 6+0.0 6+0.0 6+0.0 6+0.0
p << 0,000

FUENTE: Elaborado por los autores

En la tabla 02 se apreciaron que existen diferencias significativas entre los didmetros de inhibicion de las concentracion,

antibiotico y blanco por cada microorganismo patogeno con valores de p << 0,000.

S7



GRAFICO 02.-Promedio del diametro del halo de inhibicién de los extractos hidroalcohdlicos de Alternanthera halimifolia frente

a los microorganismos en ensayo (en milimetros)

30

25

20

15

10

Promedio de diametro de inhibicion (mm)

Enterococcus faecalis Escherichia coli Pseudomona aeruginosa Staphylococcus aureus
B 500 mg/ml  mW600mg/ml  m700 mg/ml mM800mg/ml mW900 mg/ml m Norfloxacino & Blanco

FUENTE: Elaborado por los autores
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c. Los porcentajes de inhibicion de los extractos hidroalcohdlicos
liofilizados de las hojas de Pseudelephantopus spiralis se detallaron
en la tabla 3 y grafico 3 en lo que se apreciaron a la diferentes

concentraciones:

e El mayor porcentaje de inhibicion frente a Enterococcus faecalis:
61.25% a la concentracion de 900mg/ml.

e El mayor porcentaje de inhibicion frente a Escherichia coli: 68.95%a
la concentracién 900mg/ml.

e El mayor porcentaje de inhibicion frente a Pseudomona aeruginosa:
53.19% a la concentracién de 900mg/ml.

e EIl mayor porcentaje de inhibicion frente a Staphylococcus aureus:

62.71% a la concentracion de 900mg/ml.

Segun los porcentajes de inhibicion se puede clasificar a los patégenos

frente a las concentraciones de la siguiente manera:

Pseudomona aeruginosa a concentracion de 500 mg/ml fue inactivo, y a
concentraciones de 600, 700 y 800 mg/ml fue poco activo.

Staphylococcus aureus a concentraciones de 500 y 600 mg/ml fue poco
activo. Y los demas microorganismos a diferentes concentraciones

estudiadas fueron moderadamente activas.
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TABLA 03.- Porcentaje de inhibicion y su clasificacion de la actividad antimicrobiana de los extractos hidroalcohdlicos de
Pseudelephantopus spiralis frente a los microorganismos en ensayo (en porcentajes)

Concentraciones de MICROORGANISMOS PATOGENOS

Pseudelephantopus Enterococcus C1 Escherichiacoli Cl1 Pseudomona C1 Staphylococcus C1
spiralis faecalis aeruginosa aureus

500 mg/ml 52.05 M 5341 M 39.73 I 45.56 P
600 mg/ml 56.25 M 57.18 M 46.46 P 50.60 P
700 mg/ml 58 M  59.45 M 48.73 P 56.07 P
800 mg/ml 60 M  63.64 M 50.96 P 61.12 M
900 mg/ml 61.25 M  68.95 M 53.19 M 62.71 M

FUENTE: Elaborado por los autores

C1: .- Clasificacion de la actividad antimicrobiana de los extractos hidroalcohélicos liofilizados a partir de porcentajes de inhibicién
I: Inactivo
P: Poco activo

M: Moderado activo
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GRAFICO 03.- Porcentaje de inhibicion de los extracto hidroalcohodlico de Pseudelephantopus spiralis frente a los

microorganismos en ensayo (en porcentajes)
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FUENTE: Elaborado por los autores
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d. Los porcentajes de inhibicion de los extractos hidroalcohdlicos
liofilizados de las hojas de Alternanthera halimifolia se detallaron en la
tabla 4 y grafico 4 en lo que se apreciaron a las diferentes

concentraciones:

e El mayor porcentaje de inhibicion frente a Enterococcus faecalis:
52.5% a la concentracién de 900mg/ml.

e El mayor porcentaje de inhibicion frente a Escherichia coli: 52.27%
a la concentraciéon de 900mg/ml.

e El mayor porcentaje de inhibicion frente a Pseudomona aeruginosa:
35.88% a la concentracién900mg/ml.

e El mayor porcentaje de inhibicion frente a Staphylococcus aureus:

48.69% a la concentracion de 900mg/ml.

Segun los porcentajes de inhibicion se puede clasificar a los patégenos

frente a las concentraciones de la siguiente manera:

Enterococcus faecalis; a concentracion de 500 mg/ml fue inactivo a
600,700 y 800 fue poco activo y a 900 fue moderado

Escherichia coli; a concentracibn de 500 mg/ml fue inactivo, a
concentraciones de 600, 700 y 800 fue poco activo y 900 fue moderado

Pseudomona aeruginosa; 500, 600, 700, 800 y 900 fueron inactivo

Staphylococcus aureus; a concentracion de 500mg/ml fue inactivo y las
demas concentraciones fueron poco activas
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TABLA 04.- Porcentaje de inhibicion y su clasificacion de la actividad antimicrobiana de los extractos hidroalcohélicos
de Alternanthera halimifolia frente a los microorganismos en ensayo (en porcentajes)

Concentracionesde MICROORGANISMOS PATOGENOS

Alternanthera Enterococcus C1 Escherichia C1 Pseudomona C1 Staphylococcus C1
halimifolia faecalis coli aeruginosa aureus

500 mg/ml 38.35 I 39 I 28.54 I 37.76 I
600 mg/ml 42.9 P 41.68 P 31.08 I 40.09 P
700 mg/ml 46.25 P 44.68 P 33 I 43.22 P
800 mg/ml 47.9 P 46.59 P 34.62 I 44.77 P
900 mg/ml 52.5 M 52.27 M 35.88 I 48.69 P

FUENTE: Elaborado por los autores

C1: .- Clasificacion de la actividad antimicrobiana de los extractos hidroalcohélicos liofilizados a partir de porcentajes de inhibicién
I: Inactivo
P: Poco activo

M: Moderado activo
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GRAFICO 04.- Porcentaje de inhibicion delos extractos hidroalcohdlicos de Alternanthera halimifolia frente a los

microorganismos en ensayo (en porcentajes)
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FUENTE: Elaborado por los autores
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4.1.2 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA
MINIMA DE LOS EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS LIOFILIZADOS
DE LAS HOJAS DE Alternanthera halimifolia y Pseudelephantopus
spiralis POR EL METODO DE MACRODILUCION EN MEDIO LiQUIDO

a. Concentraciones inhibitorias minimas promedios de los extractos
hidroalcoholicos liofilizados de las hojas de Pseudelephantopus
spiralis por el método de macrodilucion en medio liquido frente a los
microorganismos patégenos in vitro; se especifican en la tabla 05y
grafico 05:

Promedio de concentracion inhibitoria minima frente a Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa,
Staphylococcus aureus fue de 26.66, 13.3, 53.3 y 21.3 mg/ml

respectivamente.

b. Concentraciones inhibitorias minimas promedios de los extractos
hidroalcohdlicos liofilizados de las hojas de Alternanthera halimifolia
por el método de macrodilucion en medio liquido frente a los
microorganismos patdgenos in vitro; se especifican en la tabla 06y
grafico 05:

Promedio de concentracion inhibitoria minima frente a Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa,
Staphylococcus aureus fue de 4, 10.66, 8 y 6.66 mg/ml

respectivamente.
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TABLA 05.- Concentracion inhibitoria minima de los extractos hidroalcohdlicos liofilizados de las hojas de Pseudelephantopus
spiralis segun microorganismos patdgenos (en mg/ml) y Clasificacion de la actividad antimicrobiana a partir de la concentracion

inhibitoria minima

CONCENTRACIONES MICROORGANISMOS PATOGENOS
Enterococcus C2 Escherichiacoli C2 Pseudomona C2 Staphylococcus C2
faecalis aeruginosa aureus
Chicoria 26.66 M 133 P 533 P 21.3 P
Control 0 N O N O N 0 N

C2: .- Clasificacion de la actividad antimicrobiana de los extractos hidroalcohélicos liofilizados a partir de la concentracién inhibitoria minima
N: No hubo crecimiento

I: Inactivo

P: Poco activo

M: Moderado activo
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TABLA 06.- Concentracion inhibitoria minima de los extractos hidroalcohdlicos liofilizados de las hojas de Alternanthera
halimifolia segun microorganismos patégenos (en mg/ml) y Clasificacion de la actividad antimicrobiana a partir de la

concentracion inhibitoria minima

CONCENTRACIONES MICROORGANISMOS PATOGENOS
Enterococcus C2 Escherichia C2 Pseudomona C2 Staphylococcus C2
faecalis coli aeruginosa aureus
Ojo de pollo 4 I 10.66 P 8 I 6.66 I
Control 0 N O N 0 N 0 N

C2: .- Clasificacion de la actividad antimicrobiana de los extractos hidroalcohélicos liofilizados a partir de la concentracion inhibitoria minima
N: No hubo crecimiento

I: Inactivo

P: Poco activo

M: Moderado activo
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GRAFICO 05.- Concentracion inhibitoria minima de los extractos hidroalcohdlicos liofilizados de las hojas de Alternanthera
halimifolia y Pseudelephantopus spiralis segin microorganismos patégenos (en mg/ml)
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FUENTE: Elaborado por los autores



4.1.3 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA CONCENTRACION BACTERICIDA
MINIMA DE LOS EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS LIOFILIZADOS
DE LAS HOJAS DE Pseudelephantopus spiralis y Alternanthera
halimifolia POR EL METODO DE MACRODILUCION EN MEDIO
SOLIDO.

a. Concentraciones bactericida minimas promedios de los extractos
hidroalcohdlicos liofilizados de las hojas de Pseudelephantopus
spiralis por el método de macrodilucién en medio solido frente a los
microorganismos patdgenos in vitro; se especifican en la tabla 07 vy
grafico 06:

e El promedio de concentracion bactericida minima (CBM) frente a
Enterococcus faecalis213.33 mg/ml, mientras que en los demas no
existe CBM.

b. Concentraciones bactericida minimas promedios de los extractos
hidroalcohdlicos liofilizados de las hojas de Alternanthera halimifolia
por el método de macrodilucion en medio solido frente a los
microorganismos patdgenos in vitro; se especifican en la tabla 08 vy
grafico 06:

e ElI promedio de concentracion bactericida minima frente a
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa,
Staphylococcus aureus fue de 106.67, 213.33, 213.33 y 170.67 mg/ml

respectivamente.
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TABLA 07.- Promedio de concentracion bactericida minima de los extractos hidroalcohdlicos liofilizados de las hojas de
Pseudelephantopus spiralis segun microorganismos patdgenos (en mg/ml) y Clasificacion de la actividad antimicrobiana

a partir de la concentracion minima bactericida; se detalla en las tablas

EXTRACTO MICROORGANISMOS PATOGENOS
Enterococcus C3 Escherichia coli C3 Pseudomona C3 Staphylococcus C3
faecalis aeruginosa aureus
Chicoria 213.33 Pa ... Pa ...... Pa ... Pa
Control 0 N 0 N 0 N 0 N

C3: .- Clasificacion de la actividad antimicrobiana de los extractos hidroalcohdlicos liofilizados a partir de la concentracién bactericida
minima

N: No hubo crecimiento

Pa: Posee actividad

NP: No posee actividad
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TABLA 08.- Promedio de concentracion bactericida minima de los extractos hidroalcohdlicos liofilizados de las hojas de
Alternanthera halimifolia segun microorganismos patégenos (en mg/ml) y Clasificacion de la actividad antimicrobiana a

partir de la concentracion minima bactericida.

EXTRACTO MICROORGANISMOS PATOGENOS

Enterococcus C3 Escherichiacoli C3 Pseudomona C3 Staphylococcus C3
faecalis aeruginosa aureus
Ojo de pollo 106.67 Pa 213.33 NP 213.33 NP 170.67 NP
Control 0 N 0 N O N 0 N

C3: .- Clasificacion de la actividad antimicrobiana de los extractos hidroalcohdlicos liofilizados a partir de la concentracion bactericida minima

N: No hubo crecimiento
Pa: Posee actividad

NP: No posee actividad
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GRAFICO 06.- Promedio de concentracidon bactericida minima de los extractos hidroalcohdlicos liofilizados de las hojas de
Alternanthera halimifolia y Pseudelephantopus spiralis segin microorganismos patégenos (en mg/ml)

213.33 213.33 213.33
170.67
106.67
0 0 0 0 0 0 0
Enterococcus faecalis Escherichia coli Pseudomona aeruginosa Staphylococcus aureus
M Chicoria ®Ojo de pollo ®Blanco

FUENTE: Elaborado por los autores



4.1.4 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN
LOS ENSAYOS in vitro

A. PROMEDIO DE DIAMETRO DE HALOS DE INHIBICION POR
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO EN MICROORGANISMOS

Promedios de diametros de halos de inhibicién de extractos hidroalcoholicos
liofiizados de las hojas de Pseudelephantopus Spiralis frente a

microorganismo en estudio; los resultados se presentaron en el gréfico 7:

e En el grafico 7 se apreciaron que el mayor diametro de halo de inhibicion
frente a Enterococcus faecalis corresponde a norfloxacino (20 mm),
seguido por la concentracion de 900 mg/ml (12.25 mm), mientras que el
blanco es contante (6.00 mm). el mayor diametro de halo de inhibicién
frente a Escherichia coli corresponde a norfloxacino (22 mm), seguido
por la concentracién de 900 mg/ml (15.17 mm), mientras que el blanco
es contante (6.00 mm). El mayor didmetro de halo de inhibicion frente a
Pseudomona aeruginosa corresponde a norfloxacino (26.00 mm),
seguido por la concentracion de 900 mg/ml (13.83 mm), mientras que el
blanco es contante (6.00 mm).En mayor didmetro de halo de inhibicién
frente a Staphylococcus aureus corresponde a norfloxacino (21.4 mm),
seguido por la concentracion de 900 mg/ml (13.42 mm), mientras que el

blanco es contante (6.00 mm).
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GRAFICO 7.- PROMEDIOS DE DIAMETROS DE HALOS DE INHIBICION DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS
LIOFILIZADOS DE LAS HOJAS DE PSEUDELEPHANTOPUS SPIRALISFRENTE A MICROORGANISMO EN ESTUDIO
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25 -

15 -

10 -

500 600 700 800 900 norfloxacino blanco
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Promedios de diametros de halos de inhibicibn de extractos
hidroalcohdlicos liofilizados de las hojas de Alternanthera halimifolia
frente a microorganismo en estudio; los resultados se presentan en

gréfico 8:

En el grafico8se apreciaron que el mayor diametro de halo de inhibicion
frente a Enterococcus faecalis corresponde a norfloxacino (20 mm),
seguido por la concentracion de 900 mg/ml (10.05 mm), mientras que el
blanco es contante (6.00 mm). el mayor diametro de halo de inhibicion
frente a Escherichia coli corresponde a norfloxacino (22mm), seguido
por la concentraciéon 900 mg/ml (11.5 mm), mientras que el blanco es
contante (6.00 mm). el mayor didmetro de halo de inhibicion frente a
Pseudomona aeruginosa corresponde a norfloxacino (26 mm), seguido
por la concentracion 900 mg/m (9.33 mm), mientras que el blanco es
constante (6.00 mm). el mayor didmetro de halo de inhibicion frente a
Staphylococcus aureus corresponde a norfloxacino (21.4 mm),
seguido por la concentracion 900 mg/ml (10.42 mm), mientras que el

blanco es constante (6.00 mm).
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GRAFICO 8.-PROMEDIOS DE DIAMETROS DE HALOS DE INHIBICION DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS
LIOFILIZADOS DE LAS HOJAS DE ALTERNANTHERA HALIMIFOLIA FRENTE A MICROORGANISMO EN ESTUDIO

30 ~
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15 -

10 -
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= Enterococcus faecalis == Escherichia coli == Pseudomona aeruginosa = Staphylococcus aureus




COMPARACIONES MULTIPLES ENTRE LOS PROMEDIOS DEL HALO DE
INHIBICION DE LOS EXTRACTOS HIROALCOHOLICOS EN LOS
MICROORGANISMOS ENSAYADOS

Las diferencias entre los pares de promedios de los halos de inhibicion del

extracto hidroalcohdlico de Pseudelephantopus spiralis a diferentes

concentraciones se mostraron en el grafico 9, donde se detallaron a

continuacion por cada microorganismo:

Con E. faecalis presentaron actividad, sin embargo hubo diferencias
significativas entre el norfloxacino frente a todas las concentraciones
(500, 600, 700, 800 y 900 mg/ml) y el blanco. El blanco frente a las
concentraciones y al norfloxacino a su vez todas las concentraciones
frente al norfloxacino y blanco tuvieron diferencias significativas.(VEASE
GRAFICO 9A)

Con E. coli presentaron actividad, sin embargo hubo diferencias
significativas entre el norfloxacino frente a todas las concentraciones y el
blanco. El blanco frente a todas las concentraciones y al norfloxacino a
su vez la concentracion de 500 mg/ml frente a la concentracion de 800
mg/ml, 900 mg/ml, blanco y norfloxacino. De 900 mg/ml frente al
norfloxacino y el blanco tuvieron diferencias significativas. (VEASE
GRAFICO 9B)

Con P. aeruginosa presentaron actividad, sin embargo hubo diferencias
significativas entre el norfloxacino frente a todas las concentraciones y el
blanco; del blanco frente al a todas las concentraciones y norfloxacino;
de 500 mg/ml frente a 700 mg/ml, 800 mg/ml, 900 mg/ml, blanco y el
norfloxacino; de 900 mg/ml frente a 500 mg/ml, norfloxacino y blanco.
(VEASE GRAFICO 9C)

Con S. aureus presentaron actividad, sin embargo hubo diferencias
significativas entre el norfloxacino frente a todas las concentraciones y
el blanco; del blanco frente a todas las concentraciones y norfloxacino;
de 500 mg/ml frente a 700, 800, 900 mg/ml, blanco y el norfloxacino; de
900mg/ml frente a 500, 600mg/ml, norfloxacino y blanco. (VEASE
GRAFICO 9D)
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GRAFICO 9A.- Comparacion multiple del didmetro de inhibicién de los

extractos hidroalcohdlicos de Pseudelephantopus spiralis,

norfloxacino y blanco frete a
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GRAFICO 9B.- Comparacién multiple del didmetro de inhibicion de los

extractos hidroalcohélicos de Pseudelephantopus spiralis, norfloxacino y

blanco frete a E. coli
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Media PSEUDO

GRAFICO 9C.- Comparacion multiple del didmetro de inhibicién de los

extractos hidroalcohdlicos de Pseudelephantopus spiralis, norfloxacino y

blanco frete a P. aeruginosa
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GRAFICO 9D.- Comparacién multiple del didmetro de inhibicion de los
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extractos hidroalcohélicos de Pseudelephantopus spiralis, norfloxacino y
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Las diferencias entre los pares de promedios de los halos de inhibicion del
extracto hidroalcohdlico de Alternanthera halimifolia a diferentes
concentraciones se muestra en el grafico 10, donde se detallaron a

continuacion por cada microorganismo:

e Con E. faecalis presentaron actividad, sin embargo hubo diferencias
significativas entre el norfloxacino frente a todas las concentraciones; del
blanco frente a todas las concentraciones y el norfloxacino; de 500
mg/ml frente a las concentraciones de 800 mg/ml, 900 mg/ml, blanco y el
norfloxacino; de 900 mg/ml frente a 500 mg/ml, 600 mg/ml, norfloxacino
y el blanco. (VEASE GRAFICO 10A)

e Con E. coli presentaron actividad, sin embargo hubo diferencias
significativas entre el norfloxacino frente a todas las concentraciones y el
blanco; del blanco frente a todas las concentraciones y norfloxacino; de
500 mg/ml frente a la concentracion de 900 mg/ml, blanco vy
norfloxacino; de 900 mg/ml frente a 500 mg/ml, 600 mg/ml, norfloxacino
y el blanco. (VEASE GRAFICO 10B)

e Con P. aeruginosa presentaron actividad, sin embargo hubo diferencias
significativas entre norfloxacino frente a todas las concentraciones y el
blanco; del blanco frente a todas las concentraciones y norfloxacino; de
500 mg/ml frente a 800 mg/ml, 900 mg/ml, blanco y el norfloxacino; de
900 mg/ml frente a 500 mg/ml, 600 mg/ml, norfloxacino y blanco.
(VEASE GRAFICO 10C)

e Con S. aureus presentaron actividad, sin embargo hubo diferencias
significativas entre norfloxacino frente a todas las concentracion y el
blanco; del blanco frente a todas las concentraciones y norfloxacino; de
500 mg/ml frente a 900 mg/ml, blanco y el norfloxacino; de 900 mg/ml
frente a 500 mg/ml, norfloxacino y blanco. (VEASE GRAFICO 10D)
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GRAFICO 10A.- Comparacion multiple del diametro de inhibicién de los extractos

hidroalcohdlicos de Alternanthera halimifolia, norfloxacino y blanco frete a E.

faecalis
25,00
20,00 ®
2
0
- 15,00
=
w
r
©
0 ®
= 10007 ® ®
® 9,25 0,58
=
-
5,00
0,00 T T T T
500 mg/ml 700 mg/ml | 900 mg/mli | BLANCO
600 mg/ml 800 mg/ml NORFLOXACINO

CONCMUEST

Error Bars: 95% CI

GRAFICO 10B.- Comparaciéon multiple del diametro de inhibicion de los extractos

hidroalcohdlicos de Alternanthera halimifolia, norfloxacino y blanco frete a E.

coli
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GRAFICO 10C.- Comparacion multiple del didmetro de inhibicién de los extractos
hidroalcohdlicos de Alternanthera halimifolia, norfloxacino y blanco frete a P.

aeruginosa
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GRAFICO 10D.- Comparaciéon multiple del diametro de inhibicion de los extractos

hidroalcohdlicos de Alternanthera halimifolia, norfloxacino y blanco frete a S.

aureus
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4.1 DISCUSION

En lo referente a los resultados obtenidos de los extractos hidroalcoholicos de
Pseudelephantopus spiralis (Chicoria) presentaron moderada actividad
frente a las cuatro cepas, mientras que en las hojas de Alternanthera
halimifolia (Ojo de pollo) presentaron modera actividad contra E. faecalis y
E. coli, poca actividad frente a S. aureus e inactivo frente a P. aeruginosa,
siendo las ultimas concentraciones las que dieron mas actividad
antimicrobiano. Sin embargo al comparar nuestros extractos con el norfloxacino
se observaron que existia diferencias estadisticas significativas (p<<0.000)
entre sus actividades siendo el norfloxacino el que posee la mayor actividad de
inhibir el crecimiento de los microorganismo ensayados, al inhibir la sintesis del
DNA y como consecuencia se produce la interrupcion de la sintesis del acido
teicoico. Por otro lado al observar las tablas 3 y 4 Pseudelephantopus spiralis
tiene mejor clasificacion antimicrobiana sobre todo para Enterococcus

faecalis, E. coli que Alternanthera halimifolia.

Ademas podemos indicar que los didmetros de inhibicion, CIM y CBM fue
mejor para Pseudelephantopus spiralis que Alternanthera halimifolia la
razon estaria dada por la mayor presencia de flavoniodes, fenoles, taninos y
glicosidos ya que segun Cowan (1999), estos y otros compuestos como las
quininas, terpenos, alcaloides y aceites esenciales son responsables de la
actividad antimicrobiana de las plantas, interfiriendo en la sintesis de la pared

celular.

Sin embargo la actividad antimicrobiana obtenida por los extractos
hidroalcoholicos de Pseudelephantopus spiralis contra E. faecalis, E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus y Alternanthera halimifolia frente a E. faecalis, E.
coli, S. aureus, no superaron la actividad del norfloxacino 10 ug (grafico 1 ,2'y
tabla 1 y 2), donde se observaron las significancias de las comparaciones de
los diametros de inhibicion de los extractos hidroalcoholicos en el cual se
encontraron diferencias estadisticas altamente significativas (p<<0.000) entre

los diametros del norfloxacino y las concentraciones de los extractos.
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Finalmente de acuerdo a los resultados obtenidos del extracto hidroalcohdlicos
de Pseudelephantopus spiralis tuvieron actividad antimicrobiana frente a los
microorganismos ensayados lo que nos confirma el estudio hecho por RAGAZA
en el afio 2001, que nos dice que el género Pseudelephantopus tiene
actividad antimicrobiana frente a E. coli, P. aeruginosa y S. aureus, mientras
que en el extracto hidroalcohdlico de Alternanthera halimifolia tuvo mayor
actividad frente E. faecalis y E. coli lo que contradice el estudio hecho por
CANALES, PEREIRA y NAGESWAR que dice que este género tuvo actividad
frente S. aureus y P. aeruginosa. Esto tal vez se debi6 a la preparacion de la
muestra ya que en este ensayo se utilizaron alcohol al 70% por el método de

maceracion, mientras que los demas utilizaron agua por el método de coccion.

La actividad antimicrobiana presentada por Pseudelephantopus spiralis y
Alternanthera halimifolia se deberia a la presencia de flavonoides segun los
trabajos de PERERA et at (2006); ERAZO, S (2006). AVILA et at (2006),
NAGESWAR et at (2009). La poca actividad frente a S. aureus e inactivo
frente a P. aeruginosa de Alternanthera halimifolia en extracto
hidroalcohodlico puede deberse a la presencia de compuestos dentro de las
hojas: alcaloides, esteroides, cumarinas, glicosidos, hidroxido benzoico,
saponinas; BRAKO et at (1993). Por lo que es necesario evaluar la actividad
antimicrobiana, analgésica en otros solventes como metandlico y cloroférmico
debido a que una planta puede contener centenares de metabolitos
secundarios de diferente polaridad y que su concentracion aumentaria al

extraerlos con otros solventes.
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4.2 CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el desarrollo de la presente de investigacion se

abordan de acuerdo a los objetivos que nos permiten concluir con lo siguiente:

El extracto hidroalcohdlico liofilizado de Pseudelephantopus spiralis Todas
las concentraciones presentaron moderada actividad frente a E. faecalis y E.
coli; 900 mg/ml habia presentado moderada actividad frente a P. aeruginosa;

700, 800 y 900 mg/ml presentaron modera actividad frente a S. aureus.

En extractos hidroalcohdlicos liofilizados de Alternanthera halimifolia solo a
concentracion de 900 mg/ml habia presentado moderada actividad frente a E.

faecalis y E. coli.

En la determinacion de las concentraciones inhibitorias minimas del extracto
hidroalcohdlico liofilizado de Pseudelephantopus spiralis, frente a E. faecalis

fue moderado activo (4mg/ml).

En la determinacion de las concentraciones inhibitorias minimas del extracto
hidroalcohdlico liofilizado de Alternanthera halimifolia, frente a E. faecalis
inactivo (26.66mg/ml), E. coli poco activo (13.3mg/ml), P. aeruginosa inactivo
(53.3mg/ml) y S. aureus inactivo (21.3mg/ml).

En la determinacion de las concentraciones bactericidas minimas del extracto
alcohdlico liofilizado de Pseudelephantopus spiralis, se clasificaron entre
presentaron y no presentaron actividad frente a E. faecalis, E. coli, P.
aeruginosa y S. aureus. En el E. faecalis presentaron actividad (106.67), E.
coli presentaron actividad (213.33mg/ml), P. aeruginosa presentaron actividad

(213.33mg/ml) y S. aureus presentaron actividad (170.67mg/ml).
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4.3RECOMENDACIONES

e Continuar el trabajo de investigacion, en la parte fitoquimica con las
muestras que posean actividad antimicrobiana de los extractos
hidroalcoholicos en especial de Pseudelephantopus spiralis, por
poseer mayor actividad, hasta obtener el metabolito responsable de la
actividad.

e Continuar la investigacion con el extracto de Alternanthera halimifolia,
utilizando otros métodos de extraccion.

e Desarrollar estudios toxicoldgicos de Pseudelephantopus spiralis,
Alternanthera halimifolia

e Realizar trabajos de investigacion similares, principalmente en el campo
etnobotanico con otras plantas de nuestra region, en la busqueda de

nuevos compuestos antimicrobianos en general.
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45 ANEXOS

FIGURA 1.- PESADO DE LAS HOJAS SECAS DEL OJO DE POLLO

FIGURA 2.- HOJAS DE OJO POLLO PULVERIZADO
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FIGURA 3.- HOJAS DE CHICORIA PULVERIZADO

FIGURA 4.- LIOFILIZADO DE LOS EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS
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FIGURA 5‘..; INOCULADO BACTERIANO
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FIGURA 6.- ESTUFA
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FIGURA 7.- SIEMBRA DE MICROORGANISMOS EN PLACAS
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FIGURA 9.- ANTIBIOGRAMA

FIGURA 10.- HALOS DE INHIBICION POR EFECTO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE OJO DE POLLO FRENTE A Enterococcus
faecalis
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FIGURA 11.- HALOS DE INHIBICION POR EFECTO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE OJO DE POLLO FRENTE A Escherichia coli

FIGURA 12.- HALOS DE INHIBICION POR EFECTO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE OJO DE POLLO FRENTE A Pseudomona

aeruginosa
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FIGURA 13.- HALOS DE INHIBICION POR EFECTO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE OJO DE POLLO FRENTE A Pseudomona

aeruginosa

FIGURA 14.- HALOS DE INHIBICION POR EFECTO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE OJO DE POLLO FRENTE A Staphylococcus

aureus
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FIGURA 15.- HALOS DE INHIBICION POR EFECTO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE CHICORIA FRENTE A Enterococcus faecalis

FIGURA 16.- HALOS DE INHIBICION POR EFECTO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE CHICORIA FRENTE A Escherichia coli
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FIGURA 17.- HALOS DE INHIBICION POR EFECTO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE CHICORIA FRENTE A Pseudomona aeruginosa

FIGURA 18.- HALOS DE INHIBICION POR EFECTO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE CHICORIA FRENTE A Staphylococcus aureus
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PROTOCOLO DE ESTUDIO

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN PLANTAS MEDICINALES
1. Introduccién

Los recursos en plantas con propiedades curativas son inmensos, mejor
conocimiento y un mejor de ellas y sus propiedades farmacologicas. Podrian
permitir una nueva politica en salud.

Hacia finales de los afios 50, las determinaciones de susceptibilidad a los
antimicrobianos erar un caos. Debido a que no existia un procedimiento
estandarizado aceptable- La organizacibn mundial de la salud conformé6 un
comité cuyas deliberaciones proporcionaron los principales fundamentos que
condujeron al desarrollo de las técnicas estandares de Anderson primero y de
Kirby- Bauer después ©®

Las técnicas de difusién en disco aportan datos cualitativos 0 semicuantitativo
acerca de la sensibilidad de un microorganismo particular a un antibiético
preciso.

El de microdilucion es una técnica cuantitativa, muy utilizada actualmente la
cual nos permite determinar la concentracién minima inhibitoria al igual que la
concentracion minima bacteriana.

2. Objetivo

e Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de plantas medicinales.

3. Generalidades

Centro:

Direccion:

Area:

Fecha de elaboracion:

4. Sustancia de ensayo
Nombre de la planta

Numero de herbario

Parte de la planta

Extracto

Tiempo y lugar de cosecha
Composicion Fitoquimico

5. Sistema experimental

103



Microorganismo tipificado

VVVVVVVVVVVVVVVVVVVYVYY
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Materiales y métodos

.Materiales

Asa de inoculacion

Disco de sensibilidad de norfloxacino de 10 ug.
Discos estériles de 6 mm de diametro.
Embudos de vidrio

Espatula mediana.

Guantes quirdrgicos N° 7 %

Gradillas para tubos de ensayo.
Hisopos estériles.

Matraz Erlenmeyer de 250 y 500 cc
Marcador de vidrio

Mascarillas descartables.

Micropipetas automaticas de 250, 500 y 1000 uL.

Papel toalla

Papel filtro Whatman N° 3

Papel kraft.

Pipetas 1y 10 cc

Placas petri de 10 cm.

Placas petri de 4 cm.

Tips descartables.

Tijeras

Tubos de ensayo estériles con tapa rosca.
Vernier o regla graduada en mm.

.Medios de cultivos y reactivos

Caldo tripticasa de soya
Caldo nutritivo

Agar tripticasa de soya
Agar saboraud dextrosa
Agar muller-hinton

Agar mac conkey

Agar cetrimide

Agar bair packer

Agar azida sodica

Agar papa dextrosa
Solucién salina 0.9% estéril
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BaCl2x2H20 al 1.175% p/v

H2S04 1% viv

Disco de sensibilidad de amikacina 30 ug
Disco de sensibilidad de ampicilina 10 ug
Disco de sensibilidad de gentamicina 10 ug
Disco de sensibilidad de griseofulvina
Disco de sensibilidad de nistatina.

Disco de sensibilidad de norfloxacino 10 ug
Disco de sensibilidad de nitrofurantoina 300 ug
Disco de sensibilidad de tetraciclina 30 ug
Disco estériles de 6mm de diametro.

VVVVVVVVYYY

(o2}

.3.Equipos

Mechero de bunsen
Estufa de cultivo a 35°C
Refrigerador de 2-8°C
Autoclave

Camara de reflujo laminar
Balanza analitica

VVVYYY

(29)

~N

Metodologias

7.1.Preparacion del inoculo bacteriano y/o fangico para las diversas
pruebas

Se procedera a sembrar e incubar los microorganismos en las condiciones
especificas para cada género siguiendo las pautas indicadas en la tabla.

Microorganismo Medio de cultivo Condiciones q
incubacion

Escherichia coli Agar mac conckey 37°C/24 Horas

Enterococcus faecalis Agar azida sodica 37°C/24 Horas

Pseudomona aeruginos|  Agar cetrimide 37°C/24 Horas

Staphilococcus aereus Agar bair packer 37°C/24 Horas

Candida albicans Agar papa dextrosa 37°C/24 Horas

7.2.Método de crecimiento o de desarrollo previo.

» De las placas de cultivo especifico para cada bacteria o hongo se
seleccionara al menos 3 a 5 colonias aisladas de apariencia similar. Tocar la
superficie de la colonia con un asa de siembra y transferir a un tubo de 5 ml de
caldo apropiado, tal como el caldo soya tripticasa.

» Incubar el caldo a una temperatura de 35 a 37°C de 2 a 6 horas, hasta que
alcance exceda la turbidez del estandar 0.5 de la escala de Mc Farland. Esto
resulta en una suspension que contiene aproximadamente 1x108UFC/m.

» Ajustar la turbidez del in6culo con solucién salina o caldo apropiado hasta
el tubo 0.5 de la escala de Mc Farland. Por comparacion visual con el estandar.
Para realizar este paso correctamente usar una luz apropiada, mira los tubos
contra un fondo blanco con lineas negras contrastantes.
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7.3.Método directo de inoculacion a partir de colonias aisladas

» De una placa de cultivo con agar selectivo e incubada por 24h seleccionar
colonias aisladas y preparar una suspension directa en solucion salina.

» La suspension debe ser inmediatamente ajustada a la escala 0.5 de
Mc.Farland.

A. EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIMICROBIANA (método de
difusion por agar en disco)

1. Extracto Bruto:

» Preparar una solucién a una concentracion de X mg/ml del extracto a
evaluar.

» Tomar 25 ul de la solucion e impregnar los discos de papel filtro de 6mm de
diametro.

» Secar a -45°Cx 24 horas.

2.- Extractos Fraccionados:

» Preparar una solucion de cada fraccion a una concentraciéon de Xmg/ml
esta dilucidn se realizara como se detalla en el siguiente cuadro.

Fracciones Solventes
Fraccion hexanica (FO0O0) HEXANO
Fraccion etanolica 95% (F001) DMSO
Fraccién etanolica 50% (F002) DMSO
Fraccion acuosa (F003) H20
Fraccién diclorometano (FO04) DMSO
Fraccion insoluble (FO05) DMSO
Fraccion hexanica (FO06) HEXANO
Fraccion metabdlica 90% (F007) DMSO

» Tomar 25 ul de la disolucion e impregnar los discos de papel de6mm de
diametro.

» Secar la fraccion hexanica (FOO0 y F006) a temperatura ambiente, la
fraccion acuosa (FO03) a 45°Cx24 horas y las demas fracciones a 45°Cx 48
horas.

1. Preparacion del agar Mueller-Hinton:

» Preparar el medio de cultivo a partir de la base deshidratada de acuerdo a
las instrucciones del fabricante.

» En caso del medio de cultivo para las levaduras se agregara al medio de
cultivo Mueller-Hinton, 2% de dextrosa y 0.5ug/ml de azul de metileno.

» Colocar 22ml del agar en tubos con tapa rosca, autoclavar y dejar enfriar
en bafo de agua hasta que alcance 45°C-50°C.

» Verter el medio fresco y tibio en placas Petri de 100mm de didmetro de
manera que el grosor del agar en la placa sea de 4mm.
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» Dejar enfriar a temperatura ambiente y a menos que las placas se usen
ese mismo dia, debe guardarse en refrigerador de 2°C-8°C.

» Realizar por cada lote de agar Mueller-Hinton la prueba de esterilidad,
incubando 2 o 3 ‘placas de cada lote a 35°C-35°Cx24 horas. Luego descartar
las placas.

2. Inoculacion de las places

» Después de los 15 minutos de haber preparado el inoculado bacteriano y/o
fungico, y ajustado la turbidez del mismo, sumergir un hisopo esteril en la
suspension, rotar el hisopo varias veces presionando firmemente la pared
interior del tubo por encima del nivel del liquido para remover el exceso del
inoculo.

» Inocular la superficie seca de la placa Mueller-Hinton, estriando con el
hisopo en tres direcciones. Antes de colocar los discos dejar secar dejar secar
la placa a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos para que se absorba el
exceso de humedad.

*Realizar la prueba por triplicado.
3. Aplicacién de los discos

» Colocar los discos con los antibidticos y la sustancia a diferentes
concentraciones, sobre la superficie del agar en forma manual con la ayuda de
una pinza estéril. Presionar ligeramente para asegurar el contacto uniforme,
sin introducir el disco en el agar.

» Los discos deben ser colocados a una distancia de 2.5cm uno del otro y a
1.5cm del borde de la placa. Si las placas a utilizar son de 150mm, no deben ir
mas de 11 discos y en una de 10mm colocar 5 discos.

» Invertir las placas e incubar a 37°C para bacterias y 25°C para levaduras
de 16 a 18 horas.

4. Control positive

» Se utilizaran los siguientes discos de antibiéticos como controles:
Bacterias: Gentamicina 10ug, Nitrofurantoina 300ug, Amikacina 30ug,
Norfoloxacino 10ug.

Hongos y levaduras: Nistatina y Ketokonazol.

5. Lecturade las placas e interpretacién de los resultados.

» Medir los diametros de las zonas de inhibicibn completa (incluyendo el
diametro completo), usando una regla o calibrador.

» Con esto se determina el porcentaje de inhibicion de acuerdo ala siguiente
formula.

%INHIBICION: Diametro de la muestra x 100

Diametro del control

Para determinar la actividad antibacteriana de los extractos se evalla el % de
inhibicion al 50% de todos los extractos en estudio.
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B. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
(Método de dilucién en microplaca)

Para la determinacion de la CMI se utiliza placa de poli-estireno que contiene
96 celdillas (12x8). Teniendo en cuenta que la mayoria de placas disponibles
tienen 96 celdillas (12x8), podemos estudiar con cada una de ellas, y para el
mismo microorganismo 8 extractos brutos y/o fracciones y 10 diluciones (la
penultima y la Gltima columna se utilizaran como control de crecimiento)

1. Preparacion de las microplacas

» Agregar 10ul del medio estéril TSB en los pocillos a utilizar.

» A la primera columna de pocillos se afiade 100ul de los extractos o
fracciones a una concentraciéon de 2048ug/ml. De esta manera obtenemos la
primera dilucién que es de 1024ug/ml.

» De esta primera columna de pocillos, se traspasa 100ul de su contenido a
la siguiente columna, y de esta a la siguiente. El proceso se repite hasta la
columna 10, eliminado 100ul del contenido de la columna, con objetivo de
mantener el volumen final de 100ul en cada pocillo. Si fuera necesario hacer
mas diluciones, se puede usar la siguiente fila de pocillos, e ir bajando las
concentraciones en base a 2.

» Las dos dultimas columnas seran utilizadas como controles (pocillo: sin
extracto; negativo: sin indculo)

2. Inoculacién:

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de turbidez del inoculo al 0.5 del
estdndar de MacFarland, mezclar la suspension y diluir para que la
concentracion final en cada celdilla sea 5x104(UFC/pocillo).

Esto se realizara afiadiendo 2.0ml de la suspension a 38ml de agua (Dilucién
1:20)

Con la micropipeta tomar 10ul de esta dilucion y agregar en las celdillas.
Inocular cuidadosamente la placa de CIM para evitar salpicar de una celdilla a
otra.

Se ajusta y diluye el inoculo dentro de 15 minutos después de preparado se
puede afectar la concentracion de microorganismos y por consiguiente los
resultados de la prueba.

Antes de incubar, para controlar que el inoculo final sea el correcto tomar 10ul
del pocillo control positivo y se diluye en 10ml de suero fisiol6gico y de aqui se
tomara 100ul y se siembran en 3 placas de TSA a 37°Cx24h, para comprobar
el crecimiento. Este debe estar comprendido entre-70 UFC/Placa

3. Incubacion
» Colocar la micropipeta a 35°Cx16 a 20 horas-
» Para prevenir que los paneles se deshidraten durante la incubacién colocar

un sello plastico sobre la placa, o colocar la placa en una funda de plastica, o
en otro tipo de recipiente.
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4. Lecturade las placas e interpretacion de los resultados

» Retirar la placa de CIM y placa de control de dureza de las incubadoras.

» [Examinar la placa de control negativo utilizando luz reflejada y luego
utilizando luz transmitida. Esta debe estar claro, sin turbidez.

» A veces la contaminacion suele ser casi imperceptible. Si la placa de
control de pureza se muestra contaminada, la prueba de CIM no puede ser
interpretada y debe ser repetida.

» Revisar el crecimiento de la celdilla de control positivo. Se debe encontrar
turbidez o un punto de crecimiento > 2mm lo cual indica crecimiento adecuado
en el panel de CIM.

» Leer el punto final de CIM como la concentracion mas baja del agente
antimicrobiano que inhibe completamente, el crecimiento del organismo
detectado por observacion directa sin ayuda de ningan aparato optico

C. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA

» Una vez leida la CMI se homogeniza el contenido de los pocillos (con
agitador, micropipeta o manualmente) y se siembre 100ul. (todo el contenido)
de los pocillos donde no hay crecimiento.

» Depositar 100ul de cada tubo sobre el medio de cultivo elegido y extender
con un sembrador. De esta forma se diluye la concentracion del antimicrobiano
vehiculado, se neutraliza su efecto y se favorece el recuento.

» Recontar las colonias que han crecido, tras 24-48 horas de incubacion, en
las placas donde se sembro el inoculo original.

» Calcular qué namero de colonias representa el 0.1%.

Criterios de inclusion:

» Cepas que reunan las caracteristicas microscopicas y bioquimicas del
microorganismo.

Criterio de exclusion:

» Cepas que representen contaminantes.
» Cepas que no coincidan con el fenotipo del microorganismo.

Variable dependiente

» Diametro del halo de inhibicion (mm) que representan los productos a
ensayar, el porcentaje de crecimiento y la contraccion minima inhibitoria.

Variable independiente

» Dosis de la sustancia de ensayo.
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Resultados.
Los resultados se presentaran en cuadros y graficos. Los resultados obtenidos

se evaluaran mediante t-students, andlisis de varianza y se aplicara regresion
lineal.

Cronograma de ejecucion

Revisién bibliogréafica.
Confeccién del protocolo.
Ejecucion del método.

Entrega de resultados e informe.

Autores
Confeccionado por: Area de farmacologia experimental
Revisado por:

Modificado por:
Aprobado por:
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EVALUACION DE LAS ACTIVIDADES ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS
VEGETALES EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA EN EL
INSTITUTO DE MEDICINA TRADICIONAL IMET-EsSALUD

Extracto a Evaluar:

Género: Especie:
Nombre Comun:

Fecha de Procesamiento:

1. ANTIBIOGRAMA

Antibidtico:

DZI (mm
Placa Placa Placa X DZI AT
N°01 N°02 N°03

Microorganismos
ATCC

Enterococcus  faecal
ATCC 29212

Escherichia coli ATC
25912

Pseudomona auriginog
ATCC 27853

Staphylococcus aurel
ATCC 25923

DZI: Diametro de la zona de inhibicién.

ATB: Antibidtico

X DZI ATB: Porcentaje del diametro de la zona de inhibicion del
antibioético

2. CAPACIDAD ANTIMICROBIANA:

DZI (mm)
Placa N°0] Placa N°07 Placa N°03

Microorganismos ATCC

Enterococcus feacalis ATC
29212

Escherichia coli ATCC 25912

Pseudomona auriginosaATC
27853

Staphylococcusaureus ATC
25923

DZI: Didmetro de la zona de inhibicién.
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Porcentaje de actividad antimicrobiano del extracto:

Microorganismos ATCC X D X DZI Contro  %AA
Extracto
Enterococcusfeacalis ATC
29212
Escherichia coli ATCC 25912
Pseudomona auriginosaATC
27853
Staphylococcus aureus ATC
25923
X ZDI: Porcentaje del didmetro de la zona de inhibicion.
%A/A: Porcentaje de actividad antimicrobiana.
Control: Antibidtico
%AA = XDZIExtractoX 100
T XDzIControl
3. CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (mg/ml)
Cc. E. faecal E. coli ATC P. S. aurey
(mg/ml]  ATCC 2921} 25912 auriginosa ATCC 2592

ATCC 2785
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4. CONCENTRACION BACTERICIDA MINIMA (mg/ml)

Cc.
(mg/ml)

E. faecal
ATCC 2921

E. coli ATC
25912

P.
auriginosa
ATCC 2785

S. aured
ATCC
25923
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GLOSARIO

1. BIOENSAYO.- es el uso de un organismo vivo como un agente de prueba para
la presencia o concentracion de un compuesto quimico o un efecto ambiental.
DIFUSION.- diseminacion de una substancia por todo el organismo
DILUCION.- acto de diluir o diluirse

DISPERSAR.- diseminar, esparcir en desorden.

ENDOCARDITIS.- inflamacion del endocardio.

EPITELIZAR.- convertir en epitelio

ERV:.- Enterococos resistente a vancomicina

© N o o A~ WD

FOTOSENSIBILISAR.- sensibilizar una sustancia u organismo a la influencia

de la luz

9. HEMATOGENO.- Que se origina en la sangre o se disemina por la circulacion
a traves del torrente sanguineo.

10.HIDRODESTILACION

11.HIPERTROFIA.- aumento excesivo del volumen de un 6rgano.

12.IATROGENICA.- dicese de toda alteracion del estado del paciente producido

por el medico

13.LASER DE DIODO.- El diodolaser es un dispositivo semiconductor similar a los

diodos LED pero que bajo las condiciones adecuadas emite luz laser. A veces
se los denomina diodos laser de inyeccion, o por sus siglas inglesas LD o ILD.

14. MULTIRRESISTENCIA.- fenbmeno por el que algunas cepas bacterianas son
resistentes a la mayoria de los antibiéticos actuales. Generalmente, las cepas
multirresistentes se transmiten en los hospitales y otros centros de salud.

15.MUESTREO ALEOTORIO.- es una metodologia de investigacion segun la cual
se toman muestras al azar para después llegar a conclusiones en torno a las
mismas.

16.NEFELOMETRO DE MC FARLAND.- instrumento para medir la turbidez de un
fluido o para determinar la concentracion y tamafio de las particulas en
suspension, por medio de la luz que difunden en un tubo.

17.NODO.- tumor duro y pequeiio, que dificulta el juego de las articulaciones
tendones o ligamentos.

18.PACT .- Efecto de la quimioterapia antimicrobiana Fotodinamica

19.PIELONEFRITIS.- La pielonefritis o infeccion urinaria alta es una infeccion del
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rifidn y de las vias urinarias.

20.PRUEBA DE TUKEY.- La prueba Tukey se usa en experimentos que implican
un numero elevado de comparaciones Es de facil calculo puesto que se define
un solo comparador, resultante del producto del error estandar de la media por
el valor tabular en la tabla de Tukey usando como numerador el nimero de
tratamientos y como denominador los grados de libertad del error.

21.QUORUM SENSING.- es un mecanismo de sefalizacion por el cual las
bacterias regulan cambios en su expresion genética en funcion de su densidad
poblacional. este hecho hace que las bacterias se asocien en comunidades en
las que coordinan la expresion de determinados fenotipos que les confieren
mayor resistencia y adaptabilidad al medio ambiente, como la expresién de
factores de virulencia, y la maduracion del biofilm, los cuales tienen un papel
importante, entre otros, en el desarrollo de procesos infecciosos. en la
actualidad muchas investigaciones se centran en la busqueda de compuestos
gue puedan inhibir el quorum sensing (gsi) como blanco antipatogénico y no
antibacteriano evitando uno de los problemas mas preocupantes en la
actualidad: el desarrollo de resistencia a los farmacos.

22.SAPROFITO.- dicese de los microbios que viven normalmente en el organismo
humano, especialmente en el tubo digestivo, a expensas de las materias de
putrefaccion, los cuales pueden ser causa de algunas enfermedades, o dar
ocasion a ellas.

23.TRAZAS.- plan, medio elegido para realizar un fin

24.VERNIER.- instrumento de medida, mas exacto que la regla
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