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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto inhibitorio in vitro del
extracto etandlico de Beautempsia avicennifolia “vichayo” frente a cepas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de betalactamasas aisladas de
muestras clinicas. La investigacion fue de tipo experimental en la cual se utilizaron cuatro
cepas de cada especie bacteriana enfrentadas a cinco concentraciones del extracto etanolico
de B. avicennifolia (4 mg/disco, 8 mg/disco, 12 mg/disco, 16 mg/disco y 20 mg/disco), con
tres repeticiones por cepa se totalizaron 180 unidades experimentales. Para probar el efecto
inhibitorio se empled el método Kirby-Bauer, utilizando discos de papel filtro Whatman N°1
embebidos con 20 pL extracto etanolico de las diluciones (200, 400, 600, 800 y 1000 mg/ml)
para obtener las concentraciones deseadas, se usé como control negativo 20 pL alcohol al
40%. EIl extracto etanolico de B. avicennifolia inhibio a S. aureus resistente a meticilina
(SARM) y a S. aureus ATCC 25923. El efecto fue significativamente mayor sobre las cepas
SA-3 y SA-1 comparado con las cepas SA-2 y ATCC 25923. El mayor efecto inhibitorio
sobre S. aureus fue a la concentracion de 20 mg/disco a la que produjo un halo de inhibicién
promedio de 17,42 mm; no se observo efecto inhibitorio sobre E. coli y K. pneumoniae a
ninguna de las concentraciones. El extracto etanolico de B. avicennifolia “vichayo” tiene
efecto inhibitorio in vitro frente a las cepas de S. aureus, siendo este efecto directamente

proporcional a las concentraciones de dicho extracto.

Palabras clave: Vichayo, Extracto etandlico, Beautempsia avicennifolia, Efecto

inhibitorio.
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ABSTRACT

The objective of the present investigation was to determine the inhibitory effect in vitro of
the ethanolic extract of Beautempsia avicennifolia "vichayo" against strains of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae producing beta-
lactamases isolated from clinical samples. The research was experimental in which four
strains of each bacterial species were used against five concentrations of the ethanolic extract
of B. avicennifolia (4 mg / disk, 8 mg / disk, 12 mg / disk, 16 mg / disk and 20 mg / disk),
with three repetitions per strain, 180 experimental units were totaled. To test the inhibitory
effect, the Kirby-Bauer method was used, using Whatman No. 1 filter paper disks soaked
with 20 pL ethanolic extract of the dilutions (200, 400, 600, 800 and 1000 mg / ml) to obtain
the desired concentrations. , 20 uL 40% alcohol was used as a negative control. The ethanolic
extract of B. avicennifolia inhibited methicillin-resistant S. aureus (MRSA) and S. aureus
ATCC 25923. The effect was significantly greater on the SA-3 and SA-1 strains compared
to the SA-2 and ATCC 25923 strains The greatest inhibitory effect on S. aureus was at the
concentration of 20 mg / disc at which it produced an average inhibition halo of 17.42 mm;
no inhibitory effect was observed on E. coli and K. pneumoniae at any of the concentrations.
The ethanolic extract of B. avicennifolia "vichayo™ has an inhibitory effect in vitro against

S. aureus strains, this effect being directly proportional to the concentrations of said extract.

Keywords: Vichayo, Ethanolic extract, Beautempsia avicennifolia, Inhibitory effect.
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I. INTRODUCCION
A nivel mundial, la resistencia de los microorganismos a los antimicrobianos gener6 un
aumento de la morbilidad y mortalidad de las personas, llegando a cifras de 700 000 muertes
anuales y se estima que para el afio 2050 seran aproximadamente de 10 millones
(Parlamento Europeo, 2018). Este problema genera un impacto importante en la economia
de los paises debido al aumento en el costo del tratamiento, ampliacién del tiempo de
hospitalizacién, consumo de material hospitalario e incremento del riesgo en las

intervenciones quirargicas (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2018).

La resistencia antimicrobiana es causada por el exceso de prescripcion de antibioticos, la
falta de cumplimiento del tratamiento por el paciente, el incumplimiento de las medidas de
control de las infecciones intrahospitalarias, falta de higiene, saneamiento deficiente
(Organizacion Panamericana de la Salud [OPS], 2015) y el uso excesivo de antibiéticos en
animales productores de alimentos, que contribuyen a la transmisién cruzada de especies
bacterianas resistentes, de animales a humanos (Tang et al., 2017). Este problema ha
originado una gran demanda de vigilancia, medidas de prevencion y el desarrollo de nuevos
antimicrobianos y tratamientos alternativos, objetivos que se han propuesto resolver en el

plan de accién mundial sobre la resistencia a los antibidticos (OMS, 2016).

Las bacterias con mayor resistencia a los antimicrobianos son Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus (World Health Organization [WHO],
2019). Asimismo en Peru, frecuentemente son aisladas de infecciones intrahospitalarias, E.

coli, K. pneumoniae y S. aureus, las cuales ostentan un alto



porcentaje de algun tipo de resistencia a los antibioticos betalactamicos (Instituto Nacional

de Salud [INS], 2012).

En el departamento de Lambayeque existen reportes de investigaciones que demuestran
el potencial de riesgo de infecciones intrahospitalarias por cepas de E. coli, K. pneumoniae
y S. aureus resistentes a los antimicrobianos. Asi se tiene que la frecuencia de bacterias
resistentes en personal de areas criticas del Hospital Regional Lambayeque fue de 33,7%
correspondiendo a E. coli, 27,7% a K. pneumoniae y 8,2% a S. aureus (Aguilar et al., 2016),
y la frecuencia de portadores nasofaringeos en el Hospital Belén de Lambayeque fue de

92,86% de S. aureus (Aguilar, Nifio y Moreno, 2015).

Ademas, en infecciones respiratorias se ha reportado la presencia de S. aureus, E. coli y
K. pneumoniae, con una frecuencia de 4%, 3% y 3% a nivel comunitario y de 21%, 3% y
15% a nivel nosocomial, respectivamente (Noviello & Huang, 2019). Asimismo, dichas
bacterias causan infecciones del tracto urinario (ITUs), siendo E. coli el microorganismo
mas frecuente tanto en los aislados de ITUs no complicadas (75%) y como en ITUs
complicadas (65%), y en menor proporcién se ha encontrado a S. aureus y K. pneumoniae

(Delgado Mallén, 2019).

Por otro lado, Bussmann y Sharon, entre los afios 2008 y 2010, registraron en el norte
peruano 510 especies de plantas que son utilizadas por los pobladores en medicina
tradicional, atribuyéndoles numerosos usos y beneficios, asimismo podrian ser fuente de
nuevos antimicrobianos (Bussmann & Sharon, 2015). Una de ellas es Beautempsia
avicennifolia “vichayo”, antes denominada como Capparis avicenniifolia, la cual se
encuentra distribuida en Tumbes, Piura, Lambayeque y La Libertad, formando parte del

bosque subxerofilico y algarrobal (Fernandez y Rodriguez, 2007). En Lambayeque dicha



planta se usa como cataplasmas o en infusiones para el tratamiento de infecciones

respiratorias y renales (Camacho, 2012; Vidaurre, Querevall, De Los Rios y Ruiz, 2007).

Escasas investigaciones han estudiado el efecto antimicrobiano por extractos obtenidos
de B. avicennifolia “vichayo”; y ain menos, se han realizado estudios de efecto inhibitorio
sobre cepas bacterianas aisladas de muestras clinicas con algun patron de resistencia a
antimicrobianos. Por ello se cuestiond, ¢ Tiene efecto inhibitorio in vitro el extracto etanélico
de Beautempsia avicennifolia “vichayo” frente a cepas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de betalactamasas aisladas de

muestras clinicas?

Bajo el supuesto de que el extracto etandlico de B. avicenniifolia “vichayo” tuviera efecto
inhibitorio frente a cepas de S. aureus, E. coli y K. pneumoniae productoras de
betalactamasas aisladas de muestras clinicas, se planificd y ejecutd la presente investigacion
a fin de determinar el efecto inhibitorio in vitro del extracto de B. avicenniifolia “vichayo”
a concentraciones de 4 mg/disco, 8 mg/disco, 12 mg/disco, 16 mg/disco y 20 mg/disco frente
cepas de S. aureus, E. coli y K. pneumoniae productoras de betalactamasas aisladas de
muestras clinicas. Se pretende ampliar el conocimiento acerca de la mencionada planta y
dilucidar acerca de su eficacia sobre las bacterias de origen clinico aisladas en un hospital

de la region Lambayeque.



Il. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Vidaurre et al. (2007) ejecutaron una investigacion farmacognostica con hojas de
Capparis avicennifolia, a fin de determinar los estandares de calidad e identificar sus
constituyentes. Para esto se evalu0 las caracteristicas macromorfologicas, parametros fisico
- quimicos y tamizaje fitoquimico de muestra proveniente del distrito de Morrope,
Lambayeque, Perl. El tamafio promedio de hojas fue de 7,13 cm de largo por 2,65 cm de
ancho; obteniendo el secado completo de las hojas a los 21 dias en temperatura ambiente
con pérdida del 53,3% del peso bruto; los resultados de los pardmetros fisico — quimicos
fueron: humedad relativa 12%, cenizas totales 4,6%, cenizas insolubles en &acido 1,5%,
cenizas solubles en agua 0,08 %, sustancias solubles en agua 54%, materia organica extrafa
0,002% y materia inorganica extrafia 0,9%. En el tamizaje fitoquimico encontraron
triterpenos y esteroides, grasas y aceites en el extracto diclorometéanico; alcaloides, taninos,
flavonoides, resinas, catequinas, antocianidinas, aminoacidos, triterpenos y grasas en el
extracto etanolico al 70° y en el extracto acuoso se hallaron alcaloides, taninos y principios

amargos.

Villarreal (2011) realizé el estudio anatdmico e histoquimico de las hojas de C.
avicennifolia, en el que se identifico los diferentes compuestos en esta planta. Para el estudio
anatomico se siguio la técnica de diafanizado realizando cortes superficiales y transversales
a mano alzada; para la observacién microscopica las muestras se tifieron con safranina y azul
de metileno. Se evidencié que las hojas de C. avicennifolia son hipostomaticas, poseen
estomas anomociticos, tricomas estrellados compuestos en el lado abaxial, mesofilo

dorsoventral, epidermis adaxial isodiamétrica y haces vasculares colaterales. Para el estudio



histoquimico se utiliz6 la metodologia de Gattuso M. y Gattuso S, donde cinco hojas se
fijaron en FAA (Acido Formolacetoalcohdlico) y se realizaron cortes superficiales y
transversales en fresco agregando diferentes reactivos para identificar y localizar los
metabolitos secundarios, los cuales fueron, esteroles, taninos, flavonoides, lignanos,

aminoéacidos, alcaloides y lipidos totales.

Kisangau et al. (2009) trabajaron con extractos diclorometanicos de Capparis
erythrocarpos, Cussonia arbdrea, Dracaena steudneri, Lannea schimperi, Rauvolfia
vomitoria, Rhoicissus tridentata, Rumex usambarensis, Sapium ellipticum y Zehneria scabra
a fin de determinar su efecto antifingico contra Candida albicans ATCC 90028,
Cryptococcus neoformans ATCC 90112 y Aspergillus niger AZN 8240. Usaron el método
de difusion en agar y como control positivo el antibidtico fluconazol. El efecto antifingico
frente a C. albicans fue efectivo en los extractos de todas las plantas excepto los de
Rhoicissus tridentata y Rumex usambarensis; frente a C. neoformans, los extractos efectivos
fueron los de Dracaena steudneri, Lannea schimperi y Rauvolfia vomitoria; por dltimo, los
extractos que mostraron actividad frente a A. niger solo fueron los de Dracaena steudneri,
Rumex usambarensis y Sapium ellipticum. Comparando los halos de inhibicion observados
en el caso del fluconazol y los extractos estudiados, se demostré que los halos formados por

el fluconazol fueron el triple de tamafio que el de los extractos de las plantas estudiadas.



Sharma & Kumar (2009) evaluaron extractos preparados en acetona utilizando diferentes
partes de las especies vegetales Capparis decidua, Lantana camara y Tridax procumbens,
para determinar su potencial antifungico frente a Fusarium oxysporum MTCC 7678. El
ensayo se realizo con los extractos en tres concentraciones (2,5 mg/ml, 5 mg/mly 10 mg/ml)
y siguiendo el método de conteo de esporas. Los resultados revelaron que todos los extractos
fueron efectivos frente al hongo patégeno a las tres concentraciones, a excepcion solamente
de dos. Los extractos con la concentracion de 10 mg/ml inhibieron mas del 80% la
germinacion de esporas y los de 5 mg/ml inhibieron mas del 70%, mostrando asi ser muy
efectivos frente a F. oxysporum. Ademas, las observaciones revelaron que los flavonoides y
alcaloides de dichos extractos eran los responsables de la inhibicion de germinacion de

esporas del hongo en estudio alcanzando, en algunos casos, hasta un 100% de efectividad.

Sybiya, Agilandeswari, Babu, Karutha & Veera (2011) estudiaron el efecto inhibitorio
del extracto etandlico de los frutos secos de Capparis spinosa sobre el fendmeno dependiente
de Quorum Sensing (QS) como la motilidad de natacion y enjambre, la produccion de
exopolisacaridos (EPS) y la formacion de biopeliculas (biofilms) en Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Serratia marcescens y Pseudomonas aeruginosa PAOL. El efecto del
extracto sobre la formacion de biopeliculas se determind mediante la cuantificacion de la
biomasa de biopeliculas a través de ensayo con placas de microtiter (MTP) y adicionalmente
midiendo la absorbancia obtenida a 650 nm utilizando espectrofotometro UV visible. El
extracto mostrd gran actividad anti-QS dependiente de la dosis sin afectar el crecimiento
bacteriano y la inhibicion de la natacion y motilidad de enjambres de patdgenos bacterianos.
A 2 mg/ml de extracto se inhibi6 la formacion de biopeliculas al 79, 75, 73, 70% vy la
produccién de EPS al 58, 46, 66 y 67% en S. marcescens, P. aeruginosa PAOL, E. coliy P.

mirabilis, respectivamente.



Camacho (2012) determind la actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella choleraesuis y Micrococcus luteus
con el aceite esencial de Capparis ovalifolia obtenido por hidrodestilacion con un
rendimiento del 0,15%, mediante el método de la bioautografia permitiendo reconocer
cualitativamente la inhibicion del halo aplicando concentraciones de 1,5 y 2,5 ul. Los
resultados mostraron inhibicion solo frente a E. coli en ambas concentraciones y a S. aureus
solo a la mayor concentracion. También realiz6 la marcha fitoquimica de las hojas
preparando extracto acuoso y aceite esencial, tomando como referencia los métodos
fitoquimicos de IPSS (Instituto Peruano de Seguridad Social) y Lock (1994). En el extracto
acuoso hubo mayor presencia de flavonoides, taninos, esteroides y triterpenos, mientras que
los componentes del aceite esencial por comparacion de sus espectros de masa con los

contenidos en las bases de datos, arrojo un 51,7% de mentol entre otros componentes.

Mahboubi & Mahboubi (2014) evaluaron la actividad antimicrobiana de los extractos
acuosos, etandlicos, de acetato de etilo y metandlicos de Capparis spinosa, tanto de la raiz
como del fruto, mediante la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima letal (CML), enfrentdndolos a cepas ATTC de: Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, S. saprophyticus, Streptococcus pyogenes, S. mutans, Bacillus cereus, B.
subtilis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Shigella
dysenteriae, Sh. flexneri, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, C. glabrata, A. niger
y A. parasiticus. Los valores de CMI y CML del extracto acuoso de la raiz frente a todos los
microorganismos en estudio (excepto P. aeruginosa) fueron superiores a 51,2 mg/mly a la
vez mayores que los del extracto acuoso de la fruta. La actividad antifangica del extracto
etanolico de las raices fue mas alta que la del extracto etandlico del fruto. El extracto acuoso

de las raices tuvo efecto inhibitorio contra A. niger, A. parasiticus y A. flavus. C. albicans



fue mas sensible al extracto etanolico de las raices, seguido del extracto de acetato de etilo

de las raices.

Kalpana & Prakash (2015) realizaron una investigacion con el fin de demostrar la
actividad antibacteriana de extractos etanolicos de hojas y frutos de Capparis sepiaria a
diferentes concentraciones (0, 125, 250, 500 y 1000 ppm) y cloranfenicol (30ug) frente a
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella sp., Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus. El extracto etandlico del fruto tuvo mayor actividad
que el extracto etanolico de las hojas frente a todas las especies a excepcion de B. subtilis,
obteniendo halos de inhibicién de similar tamafio a los producidos por el cloranfenicol (2,3
cm para E. coli; 2,4 cm para P. aeruginosa; 2,1 cm en E. faecalis; 1;7 cm en B. subtilis; 1,6
cmen S. aureus y 1,5 cm en Klebsiella sp.). El indice de actividad del extracto etandlico de
frutos de C. sepiaria a 1000 ppm en relacion con cloranfenicol fue de 0,41; 0,49; 0,57; 0,68;
0,75y 0,79 frente a Klebsiella sp., B. subtilis, S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa y E. coli

respectivamente; el indice de actividad del extracto de hojas frente a B. subtilis fue de 0,60.

Haque, Islam & Parween, (2016) obtuvieron extractos hexanicos, acetonicos,
cloroférmicos y metandlicos de hojas, tallos y raices de Capparis zeylanica, los cuales
fueron enfrentados a distintas bacterias como S. aureus, B. subtilis, B. cereus, B. megaterium,
Sarcina lutea, Streptococcus B-hemoliticos, Salmonella typhi, Shigella dysenteriae,
Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa y Escherichia coli, empleando 200 ug de extracto por
cada disco de inhibicion. Los resultados mostraron actividad antibacteriana frente a todas las
bacterias mencionadas, siendo los extractos de las hojas los de mayor potencia
antimicrobiana, seguidos por los de las raices y los que mostraron menor potencia fueron los

obtenidos de los tallos.



Carrion-Zavaleta, Armas-Mantilla, Ramirez-Vega, Suarez-Rebaza y Ganoza-Yupanqui
(2018) realizaron un trabajo de investigacion utilizando tres extractos etandlicos y dos
acuosos de las hojas de C. avicennifolia “vichayo” para determinar la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y concentracion maxima bactericida (CMB) frente a cepas de S. aureus
ATCC 25923 y ATCC 43300, E. coli ATCC 25922, B. subtilis ATCC 6633 y P. aeruginosa.
Como resultados se encontrd que los extractos etanolicos al 45% y 70% de C. avicennifolia
tenian mejor CMI y CMB sobre S. aureus ATCC 25923 y ATCC 43300, las cuales fueron

de 5mg/ml en cada caso.

Al igual que los metabolitos, se han realizado escasas investigaciones acerca de la
actividad antimicrobiana de B. avicennifolia “vichayo” sobre microorganismos patogenos
tanto sensibles como resistentes a antibioticos. No obstante, se ha estudiado otras especies
vegetales en las cuales ha logrado inhibir bacterias como SARM, E. coli BLEE y K.
pneumoniae BLEE aisladas de muestras clinicas como es el caso de Verbesina encelioides,
cuyo extracto metandlico logré inhibir 17 cepas de SARM aisladas de pacientes (Toribio,
Riesco, Oriani, Tortone & Fernandez, 2012). También se ha estudiado a la semilla de
Moringa oleifera, cuyo extracto acuoso pudo inhibir el crecimiento de tres cepas de E. coli
BLEE aisladas de urocultivos (Arce-Gil et al., 2020). Finalmente, se ha reportado inhibicién
de tres cepas de K. pneumoniae BLEE aisladas de pacientes comunitario por accion de los
extractos crudos de Acacia nilotica, Syzygium aromaticum y Cinnamomun zeylanicum

(Khan et al., 2009).

2.1 Base teorica
Beautempsia avicennifolia conocida cominmente como “vichayo” es una especie vegetal
autoctona de Peru que se distribuye a lo largo de toda la costa norte de dicho pais. Su fruto

es comestible y los habitantes de los pueblos de Lambayeque lo consumen de manera



normal. Posiblemente, en la antigliedad, habria sido muy utilizado ya que se ha encontrado
variedades de esa planta precisamente por esa zona (Fernandez & Rodriguez, 2007). Se ha
reportado que las hojas son utilizadas en forma de cataplasma mediante vendajes o frotacion
para aliviar dolores musculares, sarpullido, dislocaciones o golpes en las articulaciones.
También se utiliza como antiescorbdtico, antineuritico, antiespasmaodico y desinfectante del
rifdn (Camacho, 2012; Vidaurre et al., 2007).

Se han realizado pocos estudios acerca de las propiedades de esta planta, habiéndose
reportado metabolitos que influyen en la inhibicion bacteriana, tales como los taninos
(variedad de polifenoles vegetales) ampliamente estudiados en su actividad farmacoldgica
por su interaccidn con enzimas que participan en procesos patolégicos importantes. Ademas,
sus propiedades antimicrobianas son reconocidas en medicina popular. También se ha
reportado alcaloides que son sustancias de origen natural, nitrogenadas, derivadas de
aminoéacidos y de actividad farmacoldgica significativa, ya que puede actuar como antiviral,
bactericida y nematicida. Asimismo, se han descrito flavonoides como compuestos
fenolicos, hidrofilicos y algunos de ellos tienen propiedades antimicrobianas en plantas
como mecanismo de defensa frente a posibles infecciones. Dentro del grupo de los

flavonoides se encuentran las antocianidinas y las catequinas (Ringuelet & Vifia, 2013).

Otros metabolitos reportados son los triterpenos que son alquenos naturales de origen
vegetal, los cuales muestran propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias, antioxidantes,
antivirales y antimicrobianas (Chudzik, Korzonek-Szlacheta & Krol, 2015). Por otro lado,
los esteroides, compuestos organicos de naturaleza lipofilica, muy utilizados por inhalacién
en procesos respiratorios como el asma (Hernandez, 1999). Por ultimo, la resina constituida
por los compuestos primarios, terpenoides y fenoles, que le darian la capacidad de inhibir el
crecimiento microbiano. Es ampliamente utilizada en medicina tradicional en muchos paises

sudamericanos y europeos (Quiroz & Magafia, 2015). También se ha reportado alcaloides
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que son sustancias de origen natural, nitrogenadas, derivadas de aminoacidos y de actividad

farmacologica significativa, ya que puede actuar como antiviral, bactericida y nematicida.
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I1l. MATERIAL Y METODOS

3.1 Materiales

Hojas de Beautempsia avicennifolia “vichayo” recolectadas en el Fundo Chacra Vieja —
Universidad Nacional “Pedro Ruiz Gallo” (UNPRG) Lambayeque (Anexo n°l). Se
recolectaron dos ejemplares de B. avicennifolia que incluyeron hojas, fruto, flor y tallo
(Figura 1). La identificacion taxondmica se realizé en el Herbario HPR de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas — UNPRG (Anexo n°2).

Cepas bacterianas aisladas de muestras clinicas provenientes del Laboratorio de

Investigacion del Hospital Regional Lambayeque (HRL).

Figura 1

Beautempsia avicennifolia “vichayo”. A) Arbusto completo,; B) Hojas, flor y fruto

12



3.1.1. Poblacién y muestra

La poblacion estuvo constituida por las cepas bacterianas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de betalactamasas aisladas de
muestras clinicas del Hospital Regional Lambayeque.

El tamafio de la muestra fue de 60, cifra derivada de la interaccidn entre cuatro cepas de
tres especies bacterianas y cinco concentraciones del extracto etandlico de Beautempsia
avicennifolia (4x3x5), considerando tres repeticiones por cada cepa, se obtuvo un total de

180 unidades experimentales.

3.2 Métodos

3.2.1. Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipotesis

Es un estudio de tipo experimental, analitico, prospectivo y longitudinal (Argimon y
Jiménez, 2013). El disefio de contrastacion de hipétesis aplicado fue el de estimulo creciente
(Alvitres, 2000), teniendo como variable independiente las concentraciones de extracto
etandlico de Beautempsia avicennifolia y como variable dependiente el efecto inhibitorio en

las especies de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.

3.2.2. Recoleccidn de cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae productoras de betalactamasas

Las cepas productoras de betalactamasas aisladas de muestras clinicas fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Regional Lambayeque
(HRL), previa coordinacion con la Direccion de Investigacion del HRL (Anexo n°3). La
recoleccion de cepas se realizo mediante el cultivo de las bacterias en medio Brain Heart
Infusion (BHI) a 37°C de seis a ocho horas para luego sembrarlas en crioviales conteniendo

agar Tripticasa Soya (TSA), constituyendo estos los cultivos de trabajo.
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Se tuvo en cuenta el reporte del registro de susceptibilidad antimicrobiana del laboratorio
de Bacteriologia del HRL para la seleccion de cepas de Staphylococcus aureus (Anexo n°4),
Escherichia coli (Anexo n°5) y Klebsiella pneumoniae (Anexo n°6) con patrones de

produccién de betalactamasas.

Las cepas estandares para el control del estudio de S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC
25922 y K. pneumoniae ATCC 700603 fueron donadas por el Laboratorio Referencial de la

Gerencia Regional de Salud (Anexo n°7).

3.2.3. Obtencion del extracto etandlico de Beautempsia avicennifolia “vichayo” y
preparacion de las concentraciones (Figura 2)

3.2.3.1. Seleccidn, lavado y desinfestacion

De acuerdo a los estudios de Ciudad Banda, 2000 y Lagunas, 2005, se seleccionaron las
hojas sin evidencias de afectacion por virus u hongos y que no estén atacadas por insectos.
Se realizaron tres ciclos de lavados con abundante agua limpiando el exceso de polvo,
posteriormente se sometieron a desinfestacion con hipoclorito de sodio al 5% por 5 minutos,
se elimino el desinfectante con tres enjuagues de agua destilada esterilizada, a razén de un

minuto por enjuague (Anexo n°8).

3.2.3.2. Secado

Segun Vidaurre et al., 2007, se elimind en lo posible la presencia de agua proveniente del
lavado utilizando papel absorbente esterilizado, luego se extendieron homogéneamente
sobre papel secante bajo sombra a temperatura ambiente por un tiempo aproximado de 21

dias para asegurar la total eliminacion de agua de la planta.
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3.2.3.3. Obtencion de extracto

Acorde con Gonzalez, 2004; Romero Flores & Villegas Manay, 2017, una vez secas las
hojas se procedio a triturar en un mortero para luego pesar 125 gr en una balanza y después
se colocaron en un frasco de vidrio de boca ancha de aproximadamente 1000 ml de capacidad
(Anexo n°9). Las hojas secas finalmente trituradas se sometieron a maceracion en 500 ml de
etanol al 70° por siete dias en agitacion constante en un ambiente sin luz solar, el producto
vegetal obtenido fue envuelto en papel aluminio a fin de evitar la alteracion de los principios
activos del extracto. Luego se filtrd utilizando un embudo de vidrio y papel filtro. El filtrado
se deposito sobre placas de Petri de 20 cm de diametro (Anexo n°10), y se colocé en estufa
a 37° C, para eliminar el alcohol (Anexo n°11). Finalmente, para calcular el peso del extracto
obtenido, fue depositado en un frasco &mbar de peso conocido, pesandolo después de las 24

horas para que el extracto adherido a las paredes baje al fondo del frasco cerrado.

De 125 gr de hojas secas de B. avicennifolia “vichayo” se obtuvo 20 gr. Por tanto, el

rendimiento fue de 16 %.
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Figura 2

Diagrama de obtencion del extracto etandlico de Beautempsia avicennifolia “vichayo”
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3.2.3.4. Preparacion de las diluciones del extracto etandlico de Beautempsia
avicennifolia “vichayo”

Se obtuvo 20 gr de extracto, al cual se le agreg6 alcohol al 40% hasta enrrasar los 20 ml
en una probeta graduada y asi se obtuvo una solucion madre con una concentracion de 1000
mg/ml. Partiendo de esta solucidn se logré obtener las concentraciones de 200 mg/ml, 400
mg/ml, 600mg/ml, 800 mg/ml, 1000 mg/ml (Tabla 1; Figura 3) y como control negativo se

utiliz6 alcohol al 40%.

Tabla 1

Diluciones del extracto etandlico de Beautempsia avicennifolia

Diluciones (mg/ml) Solucion madre (ml) Alcohol 40% (ml)
200 0.2 0.8
400 0.4 0.6
600 0.6 0.4
800 0.8 0.2
1000 1 0
Figura 3

Diluciones de la solucién madre de extracto de vichayo

{ 400 mg/ml ] [ 600 mg/ml ][ 800 mg/ml ] [ 1000 mg/ml ]

—
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3.2.4. Efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de B. avicennifolia “vichayo”
sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae

3.2.4.1. Estandarizacion del inoculo bacteriano (DIFCO, 1998)

Las cepas refrigeradas se reactivaron en 1ml de caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI)
por 4 a 6 horas a 37°C, luego se sembraron en Agar sangre e incubaron a 37°C por 18 a 24
horas (Figura 4). Una a dos colonias, se homogeneizaron en 3 ml de solucion salina
fisiologica estéril, estandarizandose la turbidez a la del tubo N° 0,5 del Nefelémetro de

McFarland que representa una concentracion de 1.5 x 10%bacterias/ml.

Figura 4

Reactivacion de cepas: A) Crioviales con medio BHI; B) Cultivos de las tres especies en
Agar Sangre

K. pneumoniae

3.2.4.2. Preparacion de los discos de susceptibilidad
Se prepararon discos de papel filtro Whatman N°1 de 6 mm de didmetro y se colocaron
en un matraz de vidrio con 50ml de capacidad para ser esterilizados en autoclave a 15 Ib de

presion a 121° C por 20 minutos.

Se rotularon placas Petri esterilizadas con las concentraciones a usar (200, 400, 600, 800

y 1000 mg/mL), se colocaron los discos en los espacios, sobre ellos se deposito 20 pl de
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cada concentracion de extracto de B. avicennifolia, obteniendo en ellos la concentracion final
de 4, 8, 12, 16 y 20 mg respectivamente. El control negativo fue constituido por discos
embebidos en alcohol al 40%. Los discos preparados quedaron en reposo durante cinco

minutos antes de realizar la prueba de susceptibilidad (Anexo n°12).

3.2.4.3. Prueba de susceptibilidad bacteriana seguin el método de Kirby Bauer — Instituto
Nacional de Salud [INS], 2002

Se vertié 25 ml de Agar Muller — Hinton en placas Petri esterilizadas hasta obtener 4 mm
de grosor de medio de cultivo en las placas. Dos de ellas se sometieron a control de

esterilidad a 35°C durante 24 horas.

Un hisopo esterilizado se humedecio en el indculo bacteriano estandarizado, el exceso de
liquido se elimino presionando el hisopo en la pared interna del tubo de ensayo; luego el
indculo se sembro en césped en tres direcciones diferentes sobre el agar y se dejo secar por
tres a cinco minutos. Posteriormente los discos de papel filtro embebidos en el extracto
etandlico de B. avicennifolia a diferentes concentraciones se colocaron sobre la siembra

presionandolos suavemente. Se considerd un control negativo.

Los medios de cultivo sembrados se sometieron a incubacion a 35°C por 18 horas (Anexo
n°13). Con ayuda de una regla milimetrada se tomo la medida de los halos de inhibicion del

crecimiento la misma que se registro en una ficha de recoleccion de datos (Anexo n°14).
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3.2.5. Analisis de estadistico de los datos

Los datos se procesaron en Microsoft Excel 2019 y analizaron en el software estadistico:
INFOSTAT v2019. A fin de establecer si el efecto inhibitorio del extracto etandlico de
vichayo es igual en todas las cepas bacterianas y a todas las concentraciones se realizé el
andlisis de varianza (ANOVA), éste se complemento con la prueba de Tukey (o, 0.05) para
definir las diferencias del efecto inhibitorio del extracto etanolico segin cepa y la

concentracion del producto.
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IV. RESULTADOS

4.1 Del efecto inhibitorio del extracto etandlico de Beautempsia avicennifolia “vichayo”
frente a cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae

En la presente investigacion se determind que el extracto etandlico de B. avicennifolia
“vichayo” no tuvo efecto inhibitorio sobre las cepas de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae (Figura 5y 6) pero si inhibid el crecimiento de las cepas de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (SARM) aisladas de muestras clinicas (Figura 7), en este caso
el efecto inhibitorio fue directamente proporcional a la concentracion del producto, siendo
que a la mayor concentracion (20 mg/disco) se produjo el mayor promedio de halo de

inhibicion de 17,42 mm (Tabla 2).

Tabla 2

Promedios de halos de inhibicion de las cepas de S. aureus por efecto del extracto
etandlico de Beautempsia avicennifolia “vichayo”

Concentracién Halos de inhibicién en cepas de S. aureus (mm)

del extracto _

(mg/disco) SAl SA2 SA3 ATCC 25923 Promedio
4 10 9,33 10,33 9,67 9,83
8 13 12,33 13,67 12,33 12,83
12 16,67 14,33 15,67 14,33 15,25
16 18,33 15,33 17,67 15,33 16,67
20 19 16,67 18,33 15,67 17,42
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Figura 5

Resistencia de Escherichia coli frente al extracto etandlico de B. avicennifolia “vichayo™.
A) E. coli ATCC 25922, B) EC1, C) EC2y D) EC3
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Figura 6

Resistencia de Klebsiella pneumoniae frente al extracto etanélico de B. avicennifolia
“vichayo”. A) K. pneumoniae ATCC 700603, B) KP1, C) KP2 y D) KP3
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Figura 7

Halos de inhibicion del extracto etandlico de B. avicennifolia “vichayo” frente a cepas de
Staphylococcus aureus: A) S. aureus ATCC 25923, B) SAL, C) SA2y D) SA3
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4.2 Andlisis de varianza (ANAVA) de los halos de inhibicién del extracto etanolico de
B. avicennifolia “vichayo” y sus concentraciones frente a las cepas de S. aureus

El ANAVA demostré que existe diferencias estadisticas significativas en el efecto
inhibitorio del extracto etandlico de B. avicennifolia segun las cepas de S. aureus, las

concentraciones del producto y a la interaccion entre ambos (Tabla 3).

Hipotesis:

Ho-1: No existen diferencias significativas en el efecto inhibitorio del extracto etanélico de

B. avicennifolia frente a las cepas de S. aureus.

Ho-2: No existen diferencias significativas en el efecto inhibitorio del extracto etandlico de

B. avicennifolia a diferentes concentraciones.

Ho-3: No existen diferencias significativas en el efecto inhibitorio del extracto etandlico de
B. avicennifolia en la interaccién de las cepas de S. aureus y las concentraciones de

extracto.

Tabla 3

Analisis de Varianza (ANOVA) de los halos de inhibicion (mm) generados en las cepas de
S. aureus por efecto del extracto etanolico de B. avicennifolia a diferentes concentraciones

FV SC GL CM F p-valor Decision
Modelo 513,25 19 27,01 70,47 <0,0001
Tipo de cepa 40,85 3 13,62 35,52 <0,0001 Rechazar HO-1
Concentracion 456,17 4 11404 29750 <0,0001 Rechazar HO-2

Tipo de cepa*Concentracion 16,23 12 1,35 3,53 <0,0001 Rechazar HO-3
Error 15,33 40 0,38

Total 528,58 59

SC: Suma de cuadrados, GL: Grados de libertad, CM: Cuadrado medio, F: Test, P: Probabilidad
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Por otro lado, de las doce cepas con las que se trabajaron, solo las cuatro cepas de S.
aureus produjeron halo de tamafo significativamente diferente, hallando diferencias
significativas en este mismo grupo. Es asi que la cepa de S. aureus SA-2 y la cepa control S.
aureus ATCC 25923 por la prueba de significancia son iguales, lo mismo sucede con las

cepas SA-3 y SA-1, siendo estas las que tienen las medias més altas (Tabla 4).

Tabla 4

Prueba de significancia de Tukey del promedio de halos de inhibicion segun el tipo de cepa
de S. aureus

Tipo de cepa Medias (mm) n E.E
SA ATCC 25923 13,47 15 0,16 A
SARM-2 13,6 15 0,16 A
SARM-3 15,13 15 0,16 B
SARM-1 154 15 0,16 B

Medias con una letra en comudn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Se encontraron diferencias significativas entre el efecto inhibitorio del extracto etandlico
de B. avicennifolia a diferentes concentraciones, siendo dicho efecto directamente
proporcional a la concentracién de extracto, siendo el promedio mas alto por concentracion

de 17,42 mm producido por la concentracion de 20 mg/disco (Tabla 5).

Tabla 5. Prueba de significancia de Tukey del promedio de halos de inhibicién segun la
concentracion del extracto etanélico de B. avicennifolia

Concentracion (mg/disco) Medias (mm) n E.E
4 9,83 12 0,16 A
8 12,92 12 0,16 B
12 15,25 12 0,16 C
16 16,67 12 0,16 D
20 17,42 12 0,16 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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V. DISCUSION

En la presente investigacion se determind que el extracto etandlico de hojas Beautempsia
avicennifolia “vichayo” tuvo efecto antibacteriano, sin embargo, dicho efecto es
evidentemente marcado sobre las bacterias Gram positivas que sobre las Gram negativas. En
relacién a esto se encuentran coincidencias con lo informado por Carrion-Zavaleta et al.,
(2018) quienes utilizaron extractos etandlicos y acuosos de hojas de vichayo y bacterias
Gram positivas y Gram negativas; en dicho estudio, el producto no tuvo efecto sobre

bacterias Gram negativas.

Lo anteriormente expuesto sugiere que un factor determinante de la susceptibilidad de las
bacterias a los extractos etanolicos es la naturaleza quimica de su pared celular, que en el
caso de las bacterias Gram positivas consta principalmente de los aminoazlcares N-acetil
glucosamina y N-acetil muramico (peptidoglucano) y polisacaridos (&cidos teicoicos) que le
confieren el caracter hidrosoluble a la estructura, facilitando la difusion de los principios
activos del extracto, esto a diferencia de las bacterias Gram negativas cuya pared celular
posee, entre otros, membrana externa de naturaleza quimica fosfolipidica y proteica; la
primera le atribuye hidrofobicidad, limitando el transporte de diversas sustancias, las porinas
y las proteinas porinas sélo permiten el paso de sustancias por su tamafio y su carga, de ahi

que flavonoides, taninos, alcaloides y otros no pueden pasar por la pared celular.

Es importante también la composicion quimica del extracto etandlico de B. avicennifolia
“vichayo”, a pesar que en esta investigacion no se ha realizado la marcha fitoquimica,
estudios como los de Vidaurre et al., (2007), Villarreal, (2011), Ringuelet & Vifia, (2013) y
Quiroz & Magaiia, (2015), revelan que extractos etanolicos y otros similares obtenidos de
hojas, contienen, taninos, alcaloides, resinas, flavonoides, triterpenos, catequinas,

antocianidinas, aminoacidos y grasas cuyos efectos en la estructura bacteriana pueden ser
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leves o también letales, asi los taninos son astringentes, precipitan las proteinas de las
envolturas superficiales (pared y membrana) y tienen gran afinidad por los iones de fierro
(Fe*?2 y Fe*®) con los que forman complejos (Engels, Schieber & Ganzle, 2011), por tanto
interfieren con la cadena respiratoria, por ende con la sintesis de ATP y la fuente de energia
necesaria para el metabolismo celular. Por otro lado, Lizcano & Vergara, (2008) sostienen
que los triterpenos y los esteroides son letales para los microorganismos porque afectan la

tension superficial de su membrana citoplasmatica y su protoplasma.

Los flavonoides, afirman Fuertes, Roque & Tristan, (1998), inducen la formacion de
dimeros de pirimidinas (timina) en el ADN bacteriano induciendo mutaciones, ademas
inhiben la fosforilacién de proteinas (Balbuena, 2012); los alcaloides segin Fuertes et al.,
(1998) provocan estrés nitrosativo en las bacterias; los precursores de antocianidinas inhiben
el crecimiento al acoplarse a las proteinas de la pared celular (Scalbert, 1991). Por otro lado,
las resinas pueden reducir la formacién de biopeliculas bacterianas (Campos et al., 2019) y
las catequinas forman complejos con el peptidoglucano en S. aureus e inducen la produccién

de peréxido de hidrogeno (Shimamura, Zhao & Hu, 2007).

Aunque es muy importante analizar los principios activos del extracto etandlico de B.
avicennifolia, también es de gran relevancia estudiar los metabolitos que se encuentran en
las diferentes partes de la especie vegetal en mencién, como es el caso un estudio donde se
realiz6 el andlisis histoquimico de las hojas de vichayo encontrando presencia de
terpenoides, compuestos fenolicos como flavonoides y taninos, aminoéacidos y alcaloides
(Villarreal, 2011), lo cual difiere de otra investigacion en la cual se utilizaron capullos de
flores de Capparis spinosa donde solo se identifico compuestos fendlicos como los
flavonoides (Wojdyto et al., 2019). Esto demuestra que las hojas de las plantas contienen

mayor cantidad de principios activos en comparacion con otras partes.
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La susceptibilidad y no susceptibilidad de bacterias como S. aureus y E. coli
respectivamente, encontradas en esta investigacion también se pone en evidencia con otro
tipo de extractos como se observa en el trabajo de M. Haque, Haque, Rahman, Khondkar &
Rahman, (2008) quienes reportaron que el acido octadec-7-en-5-oico obtenido a partir del
extracto cloroférmico de las raices de Capparis zeylanica Linn tuvo efecto inhibitorio en el
crecimiento de todas las bacterias estudiadas excepto E. coli y que el extracto de éter de
petrdleo tuvo efecto ligeramente inferior al anterior frente a todas las bacterias pero ningun
efecto sobre E. coli. Frente a esto, se corrobora que el efecto inhibitorio de los productos
vegetales depende de la composicién quimica de la pared celular de bacterias Gram

negativas como E. coli.

Se observo también en esta investigacion que el extracto de hojas de los vegetales son los
mas eficaces en la inhibicion del crecimiento microbiano, asi se encuentra similitud con los
reportes de Haque et al., (2016), quienes afirman que a 200 pg/disco, los extractos hexanicos,
acetonicos, cloroférmicos y metanélicos de hojas de C. zeylanica tienen mayor efecto
antimicrobiano, seguidos por los de raices y los obtenidos de los tallos; probablemente se
relaciona con el tipo de solvente utilizado en la extraccion y la parte de la planta utilizada
con el que se obtienen determinados principios activos, ya que en el caso de los extractos de
hojas se han reportado esteroides, alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos, taninos y
terpenoides (Dhabale, Shrikhande & Sakharkar, 2012; Kumar, Anburaj, Subramanian,
Vasantha & Panneer Selvam, 2019), metabolitos menos frecuentes en los extractos de raices
y tallos (Chopade, Tankar, Ganjiwale & Yeole, 2008; Pendyala, Suryadevara, Jasti &
Krothapalli, 2016). También puede deberse a las concentraciones utilizadas en los estudios,
asi como en la presente investigacion se utilizaron concentraciones de 4 a 20 mg/disco, y el

tipo de cepas utilizadas, lo que se explicara mas adelante.
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En este mismo aspecto se diferencia con las determinaciones de Kalpana & Prakash,
(2015) quienes afirman que el extracto etanolico de frutos de Capparis sepiaria a 1000 ppm
(ng/ml) tuvo mayor actividad que el extracto etanolico de hojas frente a E. coli, Klebsiella
sp y S. aureus y también se difiere con Mahboubi & Mahboubi, (2014) quienes afirmaron
que la CMI del extracto acuoso de la raiz de C. spinosa frente a todos los microorganismos
en estudio, excepto Pseudomonas aeruginosa, fueron menores o iguales a 51.2 mg/ml, a la
vez, mayores que los del extracto acuoso del fruto. Al igual que en el caso anterior
probablemente se deba a las concentraciones utilizadas en los estudios, asi como en las cepas

empleadas.

Otro componente con actividad antimicrobiana obtenido de C. ovalifolia y otras plantas
son los aceites esenciales; los resultados no son coincidentes con los obtenidos en el
experimento de Camacho, (2012); como ya se ha explicado, el extracto etanolico de vichayo
contiene una serie de compuestos con determinada actividad bioldgica que no inhiben el
crecimiento de las bacterias Gram negativas utilizadas, mientras que el aceite esencial
obtenido por el autor posee mentol en méas del 50% de la composicidn; como es conocido el
mentol contiene compuestos volatiles que difunden con mucha facilidad a través de los
fosfolipidos de las membranas celulares llegando a enzimas, proteinas, ADN, ARN y otros
elementos a los cuales desnaturalizan, siendo esto letal para las bacterias. Ademas, cabe
destacar, que en otro estudio donde utilizaron las partes aéreas de C. spinosa para extraer
aceite esencial para luego realizar la identificacion de sus principios activos, no encontraron
mentol en su composicién (Bakr & El Bishbishy, 2016), lo cual sugiere que los extractos y
los aceites esenciales de vichayo poseen una mejor calidad de principios activos que otras

especies de su misma familia.

En relacion al efecto antimicrobiano, autores como Kisangau et al., (2009), Sharma &

Kumar, (2009) y Mahboubi & Mahboubi, (2014) demostraron el mayor efecto antifingico
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de productos extraidos de varias especies vegetales, entre ellas especies de Capparis, esto
también es sustentado en la composicion de la pared celular, que en el caso de los hongos
prevalecen los polisacaridos y aminoglucosidos que forman mallas con poros de mayor
diametro que en el caso de las bacterias, esto facilita la rapida difusion de los principios
activos contenidos en los extractos hacia el interior de la célula fingica, sea esta de un hongo
unicelular como Candida spp. o Cryptococcus spp. o de un hongo pluricelular como

Fusarium spp. o Aspergillus spp.

Los resultados obtenidos en la investigacion guardan estrecha relacion con los reportados
por Camacho, (2012), Kalpana & Prakash, (2015) y Carrion-Zavaleta et al., (2018) en
funcién a las concentraciones, es decir, que el efecto antimicrobiano es directamente
proporcional a la concentracion del producto, expresado ya sea en halos de inhibicion o en
medida de CMI — CMB; esto se explica en el hecho que conforme se incrementa la
concentracion del producto habra una mayor difusion del principio activo soluble a través

de las envolturas, en consecuencia mayor dafio celular.

En el estudio se ha evidenciado que las bacterias Gram negativas no son inhibidas y que
existe diferencia en el efecto sobre las cepas de S. aureus, probablemente se deba, entre otras
causas, a la procedencia y susceptibilidad de las bacterias, en relacién a lo primero, las
diferentes especies provinieron de infecciones ya sea del tracto urinario o del tracto
respiratorio por lo tanto dotadas de adhesinas, pilis o capsulas, que cubren las superficie
bacteriana, de mayor o menor espesor segun la patogenicidad de la cepa que a su vez sera
un mecanismo de proteccion frente a agentes externos. La variacion de los halos de
inhibicidn entre las cepas de S. aureus también puede deberse al tipo de cepa resistente a la
meticilina segin su expresion fenotipica, las cuales son homologas y heterologas, siendo las
primeras las que poseen un nivel alto de expresion de resistencia (Camarena & Sanchez,

1999). Respecto a la susceptibilidad, las cepas de E. coli y K. pneumoniae mostraron rangos
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de resistencia a los antibidticos de 42% a 87% y de 50% a 75% respectivamente, mientras
que las cepas de S. aureus rangos de 50% a 60%; es probable que algunos mecanismos de

resistencia antimicrobiana funcionen también en el caso de los extractos.

El rendimiento del extracto etanolico de vichayo fue muy superior al obtenido en el aceite
esencial de las hojas del mismo vegetal, que fue de 0,15% (Camacho, 2012), lo cual
explicaria que no es recomendable trabajar con los aceites esenciales, ya que se requiere de
una excesiva cantidad de material botanico. Asimismo, en el extracto etandlico de hojas de
C. sepiaria, el rendimiento fue de 3,13% (Rajesh, Latha, Selvamani & Rajesh Kannan,
2010), el cual es también menor al del presente estudio, asi como también el de los extractos
de éter de petréleo (12,3%) y cloroférmico (10,1%) de hojas de C. zeylanica; sin embargo,
de este mismo vegetal, los rendimientos de los extractos de acetato de etilo (24,6%), obtenido
por extraccion de Soxhlet, y acuoso (36,1%), obtenido por maceracion (Dhabale et al., 2012)
fueron mayores al extracto etandlico de vichayo, lo cual sugiere que el rendimiento de un
extracto vegetal va a depender de la naturaleza de la planta, del solvente utilizado y del

método de obtencién del extracto.
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VI. CONCLUSIONES

Al terminar la investigacion se concluye:

1. Elextracto etandlico de Beautempsia avicennifolia “vichayo” tiene efecto inhibitorio
in vitro frente a Staphylococcus aureus, siendo dicho efecto directamente
proporcional a la concentracion del producto, diferente entre las cepas.

2. El extracto etandlico de Beautempsia avicennifolia “vichayo” no tiene efecto

inhibitorio in vitro frente a Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Realizar pruebas de toxicidad in vitro e in vivo para garantizar la inocuidad del
extracto etandlico de B. avicennifolia “vichayo”.

2. Realizar investigaciones del efecto inhibitorio in vitro del extracto etanolico de B.
avicennifolia “vichayo” sobre otros microorganismos de importancia clinica, de
preferencia, resistentes a antibidticos.

3. Realizar investigaciones con las diferentes partes (raiz, flores, semillas, tallo, fruto)

de B. avicennifolia “vichayo” frente a microorganismos de importancia clinica.
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IX. ANEXOS

ANEXO N°1
Fundo “Chacra Vieja” UNPRG, lugar de recoleccion de hojas de vichayo
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ANEXO N°2

Descripcion e Identificacion de la especie vegetal Beautempsia avicennifolia “vichayo”

o

HERBARIO
PEDRO RUIZ GALLO

UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO

CONSTANCIA

La directora del herbario PRG de la UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO
RUIZ GALLO, que suscribe;

Hace constar:

Que, los Bachilleres: Saavedra Camacho Johnny Leandro y Yamunaque Castro
Luis Antonio, han hecho llegar al herbario PRG 02 muestras botanicas, como
parte de su tesis denominada: Efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial de
Beautempsia avicenniifolia “vichayo" frente a cepas de Staphylococus aureus,
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de B-lactamasas aisladas
de muestras clinicas del Hospital Regional Lambayeque, las cuales han sido
identificadas como Beautempsia avicennifolia (Kunth) Gaudich y registrados
con el nimero 18052.

Lambayeque 15 de enero de 2019

/’hm

%s‘ms_ C. Jcsefa Bhdurra Puicon
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ANEXO N°3

Constancia de aprobacién del Hospital Regional Lambayeque

GOBIERNO REGIONAL LAMBAYEQUE

DIRECCION REGIONAL DE SALUD o

Ny HOSPITAL REGIONAL LAMBAYEQUE - CHICLAYO y de Salud
s

“ANO DE H

CONSTANCIA DE APROBACION
DE PROYECTOS DE INVESTIGACION

El Comité de Etica en Investigacion, luego de haber revisado de manera
expedita el proyecto de investigacion, “Efecto inhibitorio in vitro del aceite
esencial de  Beautempsia avicenniifolia “vichayo” frente a cepas
de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae productoras de beta-Lactamasas aisladas de muestras clinicas
en un hospital del norte del Peri ”, otorga la presente constancia a los
autores:

SAAVEDRA CAMACHO, JOHNY LEANDRO

(Investigador Externo)

YAMUNAQUE CASTRO, LUIS ANTONIO

(Investigador Externo)

Y se resuelve:

|, Aprobar la ejecucion del mencionado proyecto.
Se extiende esta constancia para que el proyecto pueda ser ejecutado en

Laboratorio de Investigacion.
3. Elinvestigador debera presentar el informe de la investigacion.

4. La presente constancia es valida hasta el mes hasta Enero 2020.

L

Chiclayo, 14 de octubre del 2019

QO 1 Hn ;(\) \lL\M“\V oVE

(4
INAL :
HOBPITAL NA,«(,«;\»L)A#..},‘,V.'F:

W AARRlA(,A DEZA
TATIGA. On wa

Codigo_Inv: 0511-018-19 CIEI

Prolg.Augusto B.Leguia N°100 -Esquina Av.Progreso N*110-120 - Lambayeque-Chiclayo
Teléfono: 074- 480420 Anexo: 1060
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ANEXO N°4

Reporte de sensibilidad de las cepas de Staphylococcus aureus.

Lavado _ Secrecion
Muestra Orina )
broncoalveolar bronquial
Cadigo de
_ S-843 U - 5077 S-1648
laboratorio
Cadigo de estudio SAl SA2 SA3
SARM Positivo Positivo Positivo
Oxacilina R R R
Eritromicina R R R
Vancomicina S S S
Bencilpenicilina R R R
Clindamicina - R R
Tetraciclina S R S
Rifampicina S I S
Ciprofloxacino R I R
Levofloxacino I S I
Nitrofurantoina - S -
Trimetoprima-
S S S
Sulfametoxazol
Linezolid S - S
Gentamicina R S R

Fuente: Cuaderno de Urocultivos y Secreciones del Laboratorio de Bacteriologia — HRL.



ANEXO N°5

Reporte de sensibilidad de las cepas de Escherichia coli.

Muestra Orina Orina Secrecion

bronquial

Cédigo de laboratorio U - 8289 U - 8299 S-1574

Cddigo de estudio EC1 EC2 EC3
BLEE Positivo Positivo Positivo
Ampicilina R R R
Ampicilina/Sulbactam R R I
Piperacilina/Tazobactam S - -
Cefazolina R R R
Ceftazidima R R -
Ceftriazona R R R
Cefepime R R R
Ertapenem S S S
Imipenem S S S
Amikacina S R S
Gentamicina S R S
Tobramicina S R S
Ciprofloxacino - R S
Levofloxacino R R -
Nitrofurantoina R R -
Trimetoprima/Sulfametoxazol R R

Meropenem - - S

Fuente: Cuadernos de Urocultivos y Secreciones del Laboratorio de Bacteriologia — HRL.



ANEXO N°6

Reporte de sensibilidad de las cepas de Klebsiella pneumoniae.

Muestra Orina Secrecion Secrecion

Bronquial Bronquial

Cadigo de laboratorio U - 8081 S-1521 S-1541

Cadigo de cepaen
sstudio KP1 KP2 KP3
BLEE Positivo Positivo Positivo
Ampicilina R R R
Ampicilina/Sulbactam R R R
Piperacilina/Tazobactam I - -
Cefazolina R R -
Ceftazidima R - -
Ceftriazona R R R
Cefepime R R R
Ertapenem S S S
Imipenem S S S
Amikacina S S S
Gentamicina R R S
Tobramicina R R -
Ciprofloxacino R R R
Levofloxacino R - -
Nitrofurantoina I - -
Meropenem - - S
Trimetroprima/

R R -

Sulfametoxazol

Fuente: Cuadernos de Urocultivos y Secreciones del Laboratorio de Bacteriologia — HRL.
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ANEXO N°7

Constancia de la Gerencia Regional de Salud - Lambayeque

CONSTANCIA

Por el motivo de estar realizando el proyecto de tesis titulado: “Efecto
inhibitorio in vitro del aceite esencial de Beautempsia avicenniifolia
(vichayo) frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae productoras de beta-lactamasas aisladas de muestras
clinicas. Hospital Regional Lambayeque”, hago presente la donacién de
las siguientes cepas bacterianas del Laboratorio Referencial de la
Gerencia Regional de Salud - Lambayeque: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 y Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, a los bachilleres en biologia, Johnny Leandro Saavedra
Camacho y Luis Antonio Yamunaqué Castro, con la finalidad de que
puedan ejecutar dicho proyecto.

Sin nada mas que agregar, le saludo cordialmente

Atentamente,

,11‘ - . O
. T&d{ﬁﬁ-«r"f{u A
Lic. Liliana Alvaradé Pinedo
AREA DE ENTEROPATOGENOS E
INFECCIONES INTRAHOSPITALARIAS
LARESA - LAMBAYEQUE

Chiclayo, 23 de septiembre del 2019
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ANEXO N°8

Lavado y desinfestacion de las hojas de vichayo

ANEXO N°9

Procesamiento de hojas de vichayo. A) Triturado de las hojas secas; B) Pesado de hojas
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ANEXO N°10

Filtrado del macerado de hojas de vichayo

ANEXO N°11

Obtencidn del extracto seco. A) Evaporacién del alcohol a 37 °C; B) extracto seco
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ANEXO N°12

Discos de susceptibilidad antimicrobiana embebidos a diferentes concentraciones del
extracto etandlico de B. avicennifolia.

ANEXO N°13

Incubacion de las placas en estufa a 35°C por 18 horas
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ANEXO N°14

Ficha de recoleccién de datos

Concentracion de extracto etandlico de Beautempsia avicennifolia “vichayo”

ESPECIES | CEPAS 4mg/disco 8mg/disco 12mg/disco 16mg/disco 20mg/disco
Rl | R2 [R3I|[R1| R2 | R3 | R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
SAl
Staphyl
phylococcus A7
aureus
SA3
EC1
Escherichia coli EC2
EC3
KP1
KlebS|eI!a Kp2
pneumoniae
KP3
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