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RESUMEN

La investigacion se realizo en la ciudad de Puno, en los meses julio a octubre del 2017
con los objetivos: determinar la actividad antibacteriana “in vitro” de extractos
hidroalcoholicos de Plantago major (Llanten) y Rumex crispus (Lengua de vaca) sobre
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomona aeruginosa ATCC 15442; el analisis
fitogquimico, determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB) de los extractos hidroalcohdlicos. La composicion fitoquimica
cualitativa se determiné mediante método quimico. La actividad antibacteriana se evaluo
mediante el método de difusion en placa (Kirby-Bahuer). La CMI y la CMB se
determinaron por el método de dilucién en placa. En el andlisis fitoquimico resulto que
Rumex crispus presento mejor concentracion de metabolitos en comparacion con
Plantago major, siendo os metabolitos: alcaloides, fenoles, taninos y carbohidratos. El
extracto hidroalcohdlico de Plantago major tuvo actividad antibacteriana al inhibir el
crecimiento de cepas de S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC
25922 y P. aeruginosa ATCC 15442 en concentraciones de 1,2.5 y 5%. La concentracion
minima inhibitoria (CMI) del extracto de Plantago major frente a cepas ATCC de S.
aureus, E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa fue 0.2mg/ml vy la concentracién minima
bactericida (CMB) del extracto fue 0.5mg/ml. Resulto que el extracto hidroalcohdlico de
Rumex crispus tuvo actividad antibacteriana al inhibir el crecimiento de cepas ATCC de
S. aureus, E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa en concentraciones de 0.2, 0.5, 1, 2.5 y 5%.
La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto de Rumex crispus frente a cepas
ATCC de S. aureus, E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa fue 0.1mg/ml y la concentracién
minima bactericida (CMB) del extracto fue 0.2 mg/ml. estos datos fueron analizados
estadisticamente mediante ANVA y la prueba de Tukey, en la que presentaron diferencia
estadistica significativa (P<0.05).

Palabras claves: Actividad antibacteriana, extracto hidroalcohélico, Plantago major,

Rumex crispus.
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ABSTRACT

The research was carried out in the city of Puno, from July to October 2017, with the
following objectives: to determine the "in vitro™ antibacterial activity of hydroalcoholic
extracts of Plantago major (Llanten) and Rumex crispus (cow's tongue) on strains of
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia
coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442; the phytochemical
analysis, determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum
bactericidal concentration (CMB) of the hydroalcoholic extracts. The qualitative
phytochemical composition was determined by chemical method. The antibacterial
activity was evaluated by the plate diffusion method (Kirby-Bahuer). The CMI and the
CMB were determined by the plate dilution method. In the phytochemical analysis it
turned out that Rumex crispus presented a better concentration of metabolites in
comparison with Plantago major, being the metabolites: alkaloids, phenols, tannins and
carbohydrates. The hydroalcoholic extract of Plantago major had antibacterial activity by
inhibiting the growth of strains of S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, E.
coli ATCC 25922 and P. aeruginosa ATCC 15442 in concentrations of 1.2.5 and 5%. The
minimum inhibitory concentration (MIC) of the Plantago major extract against ATCC
strains of S. aureus, E. faecalis, E. coli and P. aeruginosa was 0.2 mg / ml and the
minimum bactericidal concentration (MBC) of the extract was 0.5 mg. / ml. It turned out
that the hydroalcoholic extract of Rumex crispus had antibacterial activity by inhibiting
the growth of ATCC strains of S. aureus, E. faecalis, E. coli and P. aeruginosa in
concentrations of 0.2, 0.5, 1, 2.5 and 5%. The minimum inhibitory concentration (MIC)
of the Rumex crispus extract against ATCC strains of S. aureus, E. faecalis, E. coli and
P. aeruginosa was 0.1 mg / ml and the minimum bactericidal concentration (MBC) of the
extract was 0.2 mg. / ml. These data were analyzed statistically by ANOVA and the Tukey

test, in which they presented significant statistical difference (P <0.05).

Keywords: Antibacterial activity, hydroalcoholic extract, Plantago major, Rumex

crispus.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO L4 Nacional del

l. INTRODUCCION

El excesivo uso de antibioticos, pone en peligro la eficacia de la prevencion y el
tratamiento de una serie cada vez mayor de infecciones por bacterias; también supone una
amenaza cada vez mayor para la salud publica mundial que requiere medidas por parte
de los sectores de salud y la sociedad. Debido a la escasez de aportes cientificos de nuevos
antibidticos con capacidad bactericida, frente a los microorganismos con mayor
resistencia (OMS 2016). Los extractos hidroalcoholicos son liquidos obtenidos de
diferentes partes de las plantas y utilizados ampliamente en la industria alimentaria, en
las industrias farmacéutica, cosmética y tabacalera, como perfumes y esencias (Ramirez
et al., 2009); no obstante, investigaciones muestran que algunas de estas presentaciones
poseen actividad antibacteriana, antifingica y antiviral (Mesa et al., 2007).

Ante el preocupante incremento de la resistencia bacteriana, en la actualidad a nivel
mundial se viene estudiando y valorando el uso de productos naturales, como fuente de
nuevos y variados elementos antibacterianos, como los extractos hidroalcohoélicos; por lo
que observamos que en nuestra region existen especies de plantas cuyas propiedades
medicinales no han sido estudiadas por completo y con el fin de generar conocimiento en
cuanto a las propiedades farmacoldgicas, se han seleccionado las especies de Plantago
major (llanten)y Rumex crispus (lengua de vaca) para estudiar sus propiedades
antibacterianas, y en que concentraciones presentan actividad bactericida, para su uso en
la medicina.

Por lo cual en esta investigacion se propuso obtener extractos hidroalcohdlicos de
Plantago major y Rumex crispus y asi contribuir a darle un valor cientifico al uso
alternativo empirico que le da la poblacion en general; como parte del aprovechamiento
y la explotacion sostenible de la diversidad bioldgica e incrementar su valor econémico,
comercial en los mercados locales y nacionales y orientar su uso como agentes
antibacterianos naturales al obtener un producto ecoldgico a bajo costo y accesible para
el consumo en la poblacién de bajos recursos economicos y asi mitigar los casos de
infecciones causadas por bacterias resistentes a antibiéticos de uso comun. En tal sentido

se plantearon los siguientes objetivos:
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OBJETIVO GENERAL.:
Determinar la actividad antibacteriana in vitro de extractos hidroalcoholicos de Plantago
major (Llanten) y Rumex crispus (Lengua de vaca) sobre cepas ATCC de S. aureus, E.

faecalis, E. coli y P. aeruginosa. — PUNO

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v Realizar el analisis fitoquimico de Plantago major y Rumex crispus.

v" Evaluar la actividad antibacteriana del extracto de Plantago major frente a cepas
de S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922 y P.
aeruginosa ATCC 15442,

v" Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima
bactericida (CMB) de Plantago major frente a cepas de S. aureus ATCC 25923,
E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 15442.

v’ Evaluar la actividad antibacteriana del extracto de Rumex crispus frente a cepas
de S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922 y P.
aeruginosa ATCC 15442,

v Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima
bactericida (CMB) de Rumex crispus frente a cepas de S. aureus ATCC 25923, E.
faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 15442,
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1. REVISION DE LITERATURA
2.1. ANTECEDENTES

Los metabolitos secundarios del extracto etandlico de la raiz de Rumex crispus L.
evidenciaron la presencia de catequinas, lactonas, saponinas, compuestos fenolicos,
taninos, quinonas y flavonoides (Moncayo et al. 2014); los metabolitos secundarios del
extracto hidroetandlico de las flores de Cantua buxifolia Juss. ex Lam. fueron catequinas,
lactonas, esteroides, saponinas, compuestos fendlicos, taninos, quinonas, flavonoides y
antocianidinas, también mostro mayor inhibicion en el crecimiento bacteriano de las
cepas Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923, con una concentracion de 1.5 mg/ml (Soto et al.
2014); en el macerado etandlico de Plantago major el resultado fue positivo en
concentraciones de 20% y 40% para las cepas Eschericha Coli y Staphylococus aureus
(Aguilar, 2014).

Los principios activos de Plantago major tanto las hojas, flores y la raiz poseen un
glucosido, la aucubina, junto con taninos y sales minerales y tambien son ricas en azufre,
las semillas contienen abundante mucilago (Fores, 2004); asi mismo los metabolitos
secundarios identificados cualitativamente fueron flavonoides, compuestos fendlicos,
esteroides y alcaloides (Aguilar, 2014); Plantago lanceolata contiene compuestos como
polisacéridos, lipidos, flavonoides, glucésidos y terpenoides. (Peldez, 2006) y la
composicion fitoquimica preliminar de Gnaphalium dombeyanum (wira wira) fueron

alcaloides y fenoles, méas no carbohidratos (Hurtado, 2014).

Plantago lanceolata presenta propiedades medicinales contra enfermedades
dermatoldgicas, respiratorias, digestivas, afecciones en los 6rganos reproductores,
aparato circulatorio, etc. (Ali et al. 2009); debido a que contiene compuestos activos
como polisacéridos, lipidos, flavonoides, glucésidos y terpenoides. Ademas, se han
detectado algunos alcaloides y &cidos organicos (Fores, 2004); diversas actividades
bioldgicas se han encontrado de los extractos de la planta incluyendo actividad
antiséptica, antiinflamatoria, analgésica, antioxidante, accién inmunomoduladora,

actividad antiulcerogénica y laxante (Ali et al. 2009).

Al comparar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos hidroalcohélicos de tres
plantas medicinales la mayor actividad presentd el extracto de Camellia sinensis a 50

pug/mL y la menor actividad presento Plantago major a 25 ug/mL (Alvarado et al 2010);
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en la actividad antibacteriana frente a S. aureus, P. aeruginosa, E. coli y Enterococcus
sp., el extracto metandlico de Plantago major fue mas activo que el extracto de Ceratonia
siligua (Basma et al 2012); asi al evaluar el efecto antimicrobiano de los extractos
alcohdlicos de cuatro plantas medicinales sobre el crecimiento de S. aureus, obtuvieron
que Plantago lanceolata no desarrolldé ninguna inhibicion (Ali et al. 2009) y el efecto
antibacteriano de Gnaphalium dombeyanum (wira wira) sobre Escherichia coli y
Staphylococcus aureus; presentaron alta inhibicién a concentraciones de 50 mg/l del
extracto vegetal. E. coli presentd 30.95% y 53.57% S. aureus presentd entre 31.67% y
60.00% (Hurtado, 2014).

Los extractos y fracciones etandlicos de las raices, hojas y espigas del Rumex
conglomeratus presentaron actividad inhibitoria contra Staphylococcus aureus. La
fraccion etérea de espigas fue activa contra Escherichia coli (Ramirez, et al 2007); asi
mismo al evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de la raiz de
Rumex crispus L. mostré actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus a todas las concentraciones ensayadas (5, 15 y 30%), las
concentraciones inhibitorias minimas fueron de 1,0 y 2,5 mg/mL para S. aureus y E. coli
respectivamente (Moncayo et al 2014); en la actividad cicatrizante el extracto tuvo

mejores resultados al 75 %, en un lapso de 9 dias (Barreno, 2016)

El efecto antifungico de una crema elaborada con las hojas de Plantago major en una
concentracion de 20,7 g de sélidos por cada gramo de unguento hidrofilo; fue muy
efectiva frente a Candida albicans, en menor grado, frente al Trichophytum rubrum
(Rodriguez et al 1996); otra crema elaborada con hojas de Plantago lanceolata en una
concentracion de 20,0 mg, se vio efecto inhibitorio sobre bacterias Gram positivas y
negativas en porcentajes entre 94.9% y 97.4%, valores proximos a los antibidticos en
estudio (Pelaez, 2006).

Los extractos etandlicos de las hojas de Lantana camara, Sylibum marianum, Bidens
pilosa y Schinus molle mostraron actividad inhibitoria contra Staphylococcus aureus,
pero al evaluar el efecto frente a cepas de E. coli y P. aeruginosa, no fueron sensibles
ante ninguno de los extractos, no tienen actividad sobre bacterias Gram negativas (Cruz
et al. 2010); los extractos alcoh6licos de hojas y tallos de Senecio spp (chachacoma) en
concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100%, presentaron efecto inhibitorio solo en bacterias
Staphylococcus aureus, siendo mayor el efecto del extracto de hojas, mientras tanto

Escherichia coli y Klebsiella sp resultaron resistentes.
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Los extractos alcoholicos de hojas y tallos de Senecio sp, inhibieron entre el 39.71 y
46.89% respectivamente (Mamani, 2017).

Determino la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de
Equisetum arvense (cola de caballo) frente a Escherichia coli ATCC 25922 seguidamente
determino la susceptibilidad antimicrobiana comparando con los fa&rmacos comerciales
gentamicina y fluconazol. La CMI del extracto de Equisetum arvense, frente a
Escherichia coli ATCC 25922 in vitro fue 2.5% Por otro lado en la susceptibilidad
antimicrobiana de Escherichia coli ATCC 25922, el porcentaje de inhibicion del extracto
etanolico a mayores dosis (35 y 50 ul) fueron superiores al control (Gentamicina 10 pg)

con 27% por encima de dicho control (Calsin, 2017).
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2.2. MARCO TEORICO
2.2.1. PLANTAS MEDICINALES EN EL PERU

Son plantas medicinales, todos aquellos que contienen en alguno de sus drganos,
principios activos, los cuales administrados en dosis suficientes, producen efectos
curativos en las enfermedades (Cosme, 2008); es una cuyas partes y/o extractos se
emplean como drogas en el tratamiento de una afeccion, y puede suministrarse bajo
diferentes formas, las plantas a través de su metabolismo, producen sustancias a partir de
los nutrientes que obtienen del medio y sus compuestos Utiles se encuentran en ciertas
partes de la planta, como sus semillas, sus raices, sus hojas o sus flores, la parte utilizable
por la medicina depende de la especie (Garza y Rojas, 2009); segun la OMS, entre 66 y
85% de la poblacion del planeta recurre a la medicina tradicional para atender diversos
padecimientos y enfermedades (Pérez, 2006); Desde hace mucho tiempo los remedios
naturales y sobre todo las plantas, fueron el principal e incluso el Unico recurso que
disponian los médicos. Esto hizo que se profundizara en el conocimiento de las especies
vegetales que poseen propiedades medicinales y ampliar su conocimiento en el empleo
de los productos que de ellas se extraen (Estrada, 2010)

El Perl posee gran biodiversidad y experiencia en el uso tradicional de plantas
medicinales, fuente de recursos naturales para la investigacion y desarrollo de
fitomedicamentos (Vila, 2009); por esto diversos pueblos indigenas del Peru vienen
utilizando las plantas medicinales, asignandoles nombres que se conocen como nombres
comunes o populares, esto origina que a una planta se le denomine con mas de un nombre
de acuerdo al lugar, idioma o dialecto (INS, 2013); por lo cual, la atencion primaria de
salud de hasta un 80% de la poblacién de los paises en desarrollo se basa en la medicina
tradicional, por tradicion cultural, en los paises ricos la mayoria de personas optan por
diversos tipos de medicinas naturales porque consideran que es inocuo (OMS, 2004).

La fitoterapia es el uso de especies vegetales con un fin terapéutico, para prevenir y
atenuar una patologia (Cafiigueral, 2002); es una de las mas antiguas y una de las mas
faciles de comprender de todas las terapias y los antiguos tratantes recolectores de hierbas,
son conocidos ahora como terapeutas herbales (Francisco, 2008); en las plantas los
principios activos estan equilibrados por la presencia de sustancias que van a potenciarse
entre si, de tal forma que no se acumulan en el organismo y sus efectos adversos estan

limitados (Estrada, 2010); En la produccion de fitofarmacos se extraen metabolitos
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secundarios que se encuentran en plantas vegetales para poder convertirse en un
medicamento (Gerais, 2001).

El valor medicinal de las plantas curativas, se debe a la presencia de una sustancia quimica
“principio activo” que produce un efecto fisioldgico estos son sumamente complejos,
desconociéndose aln su naturaleza quimica; otros han sido purificados, sintetizados o
imitados, las cuales pertenecen a una de estas categorias: alcaloides, glucidos, taninos,
sapogeninas, fenoles, quinonas, terpenos, carotenoides, cumarinas, flavonoides, resinas
(Estrada, 2010); los mismos por la presencia de principios activos brindan beneficios a
quienes la consumen (Baquero et al, 2009); a pesar de las investigaciones y estudios de
las plantas medicinales, aun no se conocen muchos de los principios activos a los que se
deben sus extraordinarias propiedades (Estrada, 2010)

2.2.1.1. Metabolitos Secundarios de las Plantas Medicinales

Son moléculas que no son necesarias para el crecimiento y la reproduccion de las plantas,
pero cumplen con roles importantes en el reino vegetal, con una ventaja competitiva
considerable (Torres, et al; 2017); presentan actividad antimicrobiana, en contra de
herbivoros, o con actividad antioxidante y constituyen una parte fundamental de la
respuesta de defensa de las plantas sometidas a lesiones y al ataque de plagas (Sepulveda,
2003); se caracterizan también por sus diferentes usos y aplicaciones como
medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes entre otros, reciben la denominacién de
productos naturales estas se sintetizan en pequefias cantidades y no de forma global,
siendo a menudo restringida su produccion a un determinado genero de plantas (Avalos,
et al; 2009).

Los metabolitos secundarios, se agrupan en cuatro principales clases:

1. Terpenos. Entre ellos hormonas, pigmentos o aceites esenciales.

2. Compuestos fenolicos. Flavonoides, cumarinas, lignina y taninos.

3. Glicosidos. Saponinas, glicosidos cianogenicos y glucosinolatos.

4. Alcaloides.
Alcaloides
Son sustancias organicas con caracter basico y mayoritariamente de origen vegetal. Se
encuentran sobre todo en los vegetales superiores, tienen una estructura compleja y
ejercen acciones fisioldgicas diversas incluso a dosis muy bajas, todos los alcaloides se
nombran con la terminacion “ina” por ejemplo atropina (Kuklinski, 2000); son de origen

natural (generalmente vegetal) nitrogenado derivados generalmente de aminoéacidos, de
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distribucion restringida (Evans, 2000); En cuanto a su estado natural los alcaloides son
esencialmente sustancias presentes en todos los 6rganos de la planta, pueden encontrarse
mayoritariamente en hojas (cocaina, nicotina y pilocarpina), en flores (escopolamina y
atropina), en frutos (alcaloides del opio, peletiarina y conina), en semilla (piperina y
arecolina) (Arango, 2008).

Existen alcaloides verdaderos, son formados a partir de aminoacidos, tienen siempre un
nitrégeno intraciclico, son de caracter basico y existen en la naturaleza normalmente en
estado de sal; los protoalcaloides son aminas simples con nitrodgeno extraciclico, de
cardcter basico y son productos del metabolismo de los aminodcidos; los
pseudoalcaloides presentan algunas de las caracteristicas de la definicion de alcaloide,
pero no son derivados de aminoacidos y los alcaloides imperfectos son derivados de bases
puricas, no precipitan con los reactivos especificos para alcaloides (Garza y Rojas, 2009).
Fenoles

Metabolitos secundarios localizados en todas las partes de las plantas y su concentracion
es variable a lo largo del ciclo vegetativo, participan en diversas funciones, tales como la
asimilacion de nutrientes, la sintesis proteica, la actividad enzimatica, la fotosintesis y la
defensa ante los factores adversos del ambiente. También estan asociados al color, las
caracteristicas sensoriales (sabor, astringencia y dureza), las caracteristicas nutritivas y
las propiedades antioxidantes; La particularidad antioxidante de los fenoles se debe a la
reaccion del grupo fenol. Los fenoles comprenden aproximadamente 8000 compuestos
que aparecen en la naturaleza. Todos ellos presentan una estructura comun: un anillo fenol
— un anillo aromatico que lleva un grupo hidroxilo; los flavonoides son polifenoles que
presentan 2 subunidades fendlicas; los compuestos que poseen 3 0 mas subunidades
fenolicas se denominan taninos (Robbins, 2003).

Los flavonoides son derivados fendlicos que comprenden alrededor de 4000 compuestos
identificados, son derivados hidroxilados, metoxilados y glicosilados de la 2 fenil benzo
pirano, que consiste en dos anillos benceno combinados por mediacion del oxigeno
contenido en el anillo pirano (Vinson et al, 1995). La actividad antioxidante de los
distintos compuestos depende de la estructura y del nmero de oxidrilos sustituyentes. En
los flavonoides, esta caracteristica se asocia con la presencia en la molecula de grupos
orto dihidroxi en el anillo B, un doble enlace entre el C2 y C3 en conjunto con la posicién
4 oxo en el anillo C, y grupos 3-5 hidroxi y la funcién 4 — oxo en los anillos Ay C
(Velioglu et al, 1998). Los taninos o polifenoles poliméricos tienen mayor actividad

antioxidante que los fenoles monomericos simples (Hagerman et al, 1998).
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Los flavonoides estan ampliamente distribuidos entre los vegetales superiores y se
encuentran en todas las plantas superiores, sobre todo, en partes aéreas: hojas, flores y
frutos. Algunos flavonoides son los responsables del color amarillo de ciertas flores. Las
principales familias que contienen flavonoides son: Rutaceas y Poligonaceas (Kuklinski,
2000); presenta acciones farmacoldgicas muy amplias, asi tenemos que son utilizados
para la fragilidad capilar, actividades dilatadoras coronarias, antihepatotdxica, estrogena,
colerética, actividad diurética y también antimicrobiana y una accion fungitoxica que se
debe a las isoflavonas (Lock de Ugaz, 1994); otro de los beneficios es que ayuda en la
prevencion del cancer investigaciones nos demuestran que muchos de estos flavonoides
no van a permitir la proliferacion de células cancerosas (Kuklinski, 2000).

Los polifenoles poseen actividad molusquicidas, antihelminticas, antihepatotoxicas,
antiinflamatorias, antidiarreicas, antiulcera, antivirales, antialérgicas, y vasodilatadoras.
Se ha verificado que inhiben la replicacion del virus de la inmunodeficiencia humana
(HIV) y de virus simplex humano (HSV), inhiben las glucosil transferasas del
Streptococcus mutans, inhiben la autoxidacion del ascorbato, inhiben los efectos
citotoxicos, inhiben el crecimiento tumoral y la enzima xantina monoamina oxidasa. Los
fenoles presentan actividad antioxidante tales como anticancerigena, antimutagenica y

antienvejecimiento (Proestos et al, 2005).

2.2.2. EXTRACTO HIDROALCOHOLICO Y PROPIEDADES BIOLOGICAS

Son compuestos producidos de la obtencién de sustancias biolégicamente activas
presentes en los tejidos de plantas, por el uso de un solvente (alcohol, agua, mezcla de
estos u otro solvente selectivo) y un proceso de extraccion adecuado (Santamaria, et al;
2015); constituidos por una mezcla de principios activos y sustancias inertes que se
producen del total o de una parte de la planta fresca o seca (Newman, et al; 2003).
Propiedades Antibacterianas

Se han desarrollado con éxito lineas de investigacion, muchas de ellas basadas en las
propiedades antiinfecciosas y antiinflamatorias de plantas utilizadas en la medicina
popular, pudiendo asi contribuir innovadoramente en la terapia antimicrobiana (Prieto, et
al; 2004).

La presencia de sustancias antimicrobianas y antibacterianas en los vegetales superiores
no es un dato reciente, solamente que, a partir del descubrimiento de la penicilina, es que

esta busqueda tiene gran impulso.
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Las plantas producen gran numero de metabolitos secundarios en diversas en diversas
partes (hojas raices, flores, semillas) que son liberados al medio ambiente, muchos de
ellos presentan accion antimicrobiana y antibacteriana. Estos metabolitos secundarios dan
origen a diversos como alcaloides, flavonoides, taninos, cumarinas, terpenos, que son
especificos de determinadas familias, géneros o especies, y cuyas funciones, hace poco
tiempo, eran desconocidas (Prieto, et al; 2004).

En 1970, la OMS reconocio los beneficios de la medicina china (a base de extractos de
plantas), donde surgen investigaciones y desarrollo de medicamentos obtenidos de
fuentes naturales. Estudios realizados en el periodo de 1981 a 2002 por la Anual Reports
of Medicinal Chemistry demostraron que de entre 90 nuevas sustancias con potencial
farmacoldgico analizadas, 61 de ellas eran derivados semisintéticos de plantas y eran

oriundas de productos naturales (Newman, et al; 2003).

2.2.3. EXTRACTO ETANOLICO
Es una sustancia obtenida a partir de una determinada materia prima desecada de origen

vegetal, por maceracion y en contacto con etanol, seguida de la eliminacion de dicho
solvente por un procedimiento, que pueden ser sometidos a operaciones para eliminar

algunos de sus compuestos (Gonzales, 2004)

2.2.4. Plantago major (llanten)

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Lamiales
Familia: Plantaginaceae

Geénero: Plantago

Especie: Plantago major

Nombre comun: Llantén (Rivera, 2015)

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO . Nacional del
| Altiplano

El Plantago major comtnmente conocido como “llantén mayor” es una herbacea con
caracteristicas perennes, de tallos subterraneos no ramificados, alcanza los 30cm de
altura, de raiz gruesa y larga, hojas ovales sostenidas por largos peddnculos, con 3-5
nerviaciones muy acusadas (Berit, 2000); presenta un gran potencial de comercializacion,
gracias a sus propiedades astringentes, antiinflamatorias, antibacterianas, y
antihemorragicas (Marroquin, 2014); es originario de Norteamérica, Europa Asia; sin
embargo, puede crecer en la mayoria de las regiones del planeta que posean un clima
templado, no se le cultiva y es considerada una maleza. Actualmente se encuentra
distribuida en casi toda Europa, Asia occidental, América del Norte y Sur (Blanco et al
2008).

La actividad curativa del Plantago major se amerita la accion en conjunto de varios
compuestos tales como: alcaloides del tipo de plantagonina e indicaina; flavonoides como
la luteolina, nepetina, noscapina un aminoacido que es la apigenina (hojas). (c); ademas
de otras sustancias como taninos, mucilagos, proteinas, vitamina c, minerales como el
potasio y un glucésido cromogénico denominado aucubina; pero sin duda el principio
activo de mayor relevancia es la aucubigemina, esta proviene de sustancias inactivas
como polimeros de este compuesto y de la aucubina (Blanco et al, 2008); en el proceso
de catabolismo de esta sustancia, se forma un dialdehido que actia como bactericida, ya
que desnaturaliza las proteinas de algunos microorganismos (Blanco et al 2008).

Las hojas contienen sustancias con propiedades antiinflamatorias como baicaleina,
hispidulina, aucubina, acido ursolico y acido oleandlico (Rivera, 2015);la cadena larga de
alcoholes primarios presentes en la cera de las hojas ayuda a curar las heridas
superficiales, tiene propiedades astringentes debido a que contiene taninos; adecuadas
para detener la diarrea, de igual manera es util en las enterocolitis, colitis, y en algunos
casos ayuda a reducir el dolor ocasionado por las Ulceras gastricas (Berit, 2000); las
propiedades de cicatrizacién y hemostaticas es gracias a su riqueza en taninos y a su
contenido en alantoina, esta se caracteriza por estimular la regeneracion de células
epidérmicas, motivo por el cual este componente es de gran uso de la industria cosmética
(Rivera, 2015). Las propiedades hemostaticas pueden ser muy efectivas para curar heridas
que se producen en el exterior debido a que aumenta la coagulacion de la sangre, pero
también para heridas internas que se producen al romperse pequefias venitas o capilares
(Bye, 2003); debido a que cuenta con un alto contenido en mucilagos y acido silico, es
capaz de ejercer propiedades emolientes, que suavizan las mucosas respiratorias, por este

motivo se puede utilizar en decoccion, jarabe o extracto para enfermedades del sistema
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respiratorio (Rivera, 2015); el compuesto activo de mayor importancia y se cree que es
el responsable de la actividad antibacteriana de la planta es la aucubigemina, derivado de

la aucubina esta desnaturaliza las proteinas de ciertos microorganismos (Bye, 2003).

El Plantago major se puede utilizar en decoccion/infusiones, tinturas, extracto fluido,
extracto seco.

Las dosis recomendadas son:

Decoccion: 2 a 6 g por taza

Tinturas: 2 a 4 ml de tintura 1:5 en alcohol 45%

Extracto fluido: 2 a 4 ml de extracto fluido 1:1en alcohol 25%

Extracto seco: 0.3 a 1.8 g/dia

Plantago major no debe emplear durante el embarazo y lactancia, debido a que ain no se
ha demostrado su seguridad en estos casos; tampoco es recomendable en personas que
sufren de estrefiimiento, ya que contiene taninos que ejercen una accion astringente lo

que puede agravar esta enfermedad (Rivera, 2015).

2.2.5. Rumex crispus (lengua de vaca)

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Polygonales
Familia: Polygonaceae
Género: Rumex
Especie: Rumex crispus

Nombre comun:  Lengua de vaca (Polunin, 1989)
Es una planta herbacea de 30 cm a 1.5 m de alto, perenne, monoica, glabra, erguida, tallo
longitudinalmente estriado, simple o con ramificaciones en la parte superior; ocreas de
hasta 5 cm de largo, delgadas, transllcidas que se fragmentan con facilidad, hojas basales
algunas veces agrupadas a modo de roseta, peciolos en su mayoria de 1 a 5 cm de largo
(Lopez G. 1987); todas frecuentemente con el margen ondulado y crespo, otras veces
diminutamente dentado a crenado, con la venacion manifiesta, verdes oscuras;
inflorescencia paniculada, terminal, de 10 a 50 cm de largo, densa, estrecha, alargada,
ascendente, flores dispuestas en verticilos cercanos entre si, pedicelos florales de 3 a 10

mm de largo, articulados cerca de la base (Castillejos y Solano,2008).
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Esta especie es nativa de toda Europa, parte de Africa, Asia y Sudamérica. Alt. 1750-
3400 msnm. Florece durante todo el afio; elemento nativo de Eurasia, naturalizado en
Ameérica y en otros continentes, la familia Polygonaceae tiene distribucion cosmopolita;
es diversa en regiones de climas templados, aunque también se encuentra bien
representada en los tropicos y subtropicos, esta conformada por aproximadamente 43
generos y 1100 especies (Castillejos y Solano, 2008).

Los principios activos de la planta se encuentran en la raiz y se utiliza la parte fresca de
laraiz o rizoma (tallo subterraneo), que suele ser la mas joven. También se pueden utilizar
las hojas, que tienen el mismo efecto farmacolégico (Marroquin, 2014); contiene varios
principios activos, los cuales dan lugar al efecto farmacolégico y a las propiedades de la
droga como oxalatos y acido oxalico (hasta el 25%), antraquinona, trazas de aceites
esenciales, taninos (5-15%), sales de Fe (1.5%), flavonoides como el catecol, quercitina,
vitexina y vitamina c, estos elementos indican que la planta presenta actividad medicinal
(Gunaydin, 2002).

Los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de la raiz de R. crispus,
como fendles, flavonoides, quinonas, taninos y saponinas pueden asignarle actividad
antibacteriana (Wiese et al, 1995); esto debido a que, los flavonoides por tener en su
estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo fenélicos, penetran facilmente
a través de la membrana celular bacteriana, precipitando las proteinas protoplasmaticas
desnaturalizando y actuando como venenos (Puupponen et al, 2001). igualmente, las
quinonas, actian posiblemente sobre las adhesinas expuestas en la superficie de las
bacterias, sobre los polipéptidos de la pared celular y sobre las enzimas unidas a
membranas (Cowan, 1999).

Los taninos pueden inhibir las enzimas microbianas extracelulares (Akiyama et al, 2001);
por otro lado, las saponinas son un grupo de elementos glicosidicos que se disuelven en
agua y poseen la propiedad de formar espuma al agitar la solucion. Se cree, que la
toxicidad de las saponinas es debido a su capacidad de formar complejos con esteroles de
las membranas celulares, produciendo grandes poros en las mismas y modificando su
permeabilidad, por lo que la célula se lisa, ocasionando la ruptura de las membranas
bacterianas (Diaz, 2009).
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2.2.6. BACTERIAS PATOGENAS:

Escherichia coli

E. coli es la especie bacteriana mas comunmente recuperada en los laboratorios clinicos
y ha sido incriminada en enfermedades infecciosas que involucran tejidos humanos y
organos (Clarke, 2001); responsables de producir més del 80% de las infecciones del
aparato urinario, asi como la mayoria de las infecciones nosocomiales. E. coli es el Gram
negativo mas frecuentemente implicado en bacteriemias tanto adquiridas en la comunidad
como nosocomiales (Garcia et al., 2011). Es el principal agente etioldgico de las
infecciones del tracto urinario (ITU) adquiridas en la comunidad, y el que mas se ha
asociado a recidivas (Sanchez et al, 2008) (Martinez et al, 2000). El conocimiento de los
patrones antibioticos de las bacterias que mas frecuentemente producen ITU en el &ambito
local es importante para indicar un tratamiento empirico racional y adecuado, siendo este
aspecto principalmente importante en Atencion Primaria, donde la mayoria de las ITU se
tratan empiricamente (Foxman, 2002).

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es el mayor causante de bacteriemia, asociada con una alta
morbilidad y mortalidad, representa cerca de 11 a 33% de las bacteriemias hospitalarias
y un porcentaje importante de las adquiridas en la comunidad, con una tasa de
complicaciones cercana a 50% (Tibavizco et al.,, 2007), en tanto, la bacteria
Staphylococcus spp, particularmente S. aureus resistente a meticilina (SARM), en
términos de costo y uso de recursos es alta. S. aureus resistente a meticilina (SARM) se
asocia tradicionalmente a infecciones nosocomiales o relacionadas con la asistencia
sanitaria (RAS), esto es debido a la capacidad de S. aureus de infectar catéteres
endovenosos Y dispositivos protésicos intravasculares;

En la mayoria de los hospitales la tasa de infeccion/colonizacion por SARM representa
el 25% de los aislamientos de S. aureus, siendo mas elevada en hospitales de alta
complejidad asistencial y en determinadas areas como las UCI. (Flores et al., 2011) 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 quirirgicas pueda penetrar en el
torrente sanguineo del paciente por medio del contacto directo o indirecto a través del

personal sanitario, con un objeto contaminado o con otro paciente. (Murray, 2007).
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Este cambio en la epidemiologia de bacteriemia por S. aureus, en combinacion con la
virulencia inherente del patdgeno, esta impulsando una urgente necesidad de mejorar las
estrategias y mejores antibioticos para prevenir y tratar la bacteriemia por S. aureus y sus
complicaciones (Alvarez et al., 2010).

Enterococcus faecalis

La especie Enterococcus engloba un conjunto de especies semejantes al estreptococo y
cuyo habitad suele ser el intestino (Caraffini et al, 2009); la més aislada en clinica son E.
faecalis (80-90%) y E: faecium (5%), fue introducida en la taxonomia a mediados de los
afios 80’s. Con presedencia, los enterococos pertenecian a la especie Streptococcus (-)
(Lode y Stahlmann; 2005). Segun la clasificacion de Lancefield, los enterococos se
engloban en el grupo seroldgico D. Los enterococos son cocos grampositivos, anaerobios
facultativos, inmoviles y catalasa (Murray R, 2007). E. faecalis normalmente coloniza el
sistema digestivo (intestino), formando una gran parte de la flora aerobia. Son
oportunistas clasicos, con frecuencia, se cultivan enterococos en infecciones
nosocomiales.

Segun indicaciones del estudio NIDEP (Nosokomiale Infektionen in Deutschland—
Erfassung und Prévention), los enterococos son responsables de aproximadamente el 15%
de las infecciones nosocomiales. Entre las infecciones causadas con mayor frecuencia por
E. faecalis, destacan las infecciones al tracto urinario e infecciones de heridas
abdominales. Es principalmente grave la endocarditis por enterococos (Garza, 2002).
Durante los Gltimos afios, Enterococcus faecalis inopinadamente se ha ubicado entre los
principales agentes etiologicos de bacteremias, infecciones urinarias y otros diversos
padecimientos intrahospitalarios (Vergis et al, 2002); debido a una alta virulencia de las
cepas implicadas y a una gradual propagacion de clonas multirresistentes a los
antibiodticos (Bazet, et al 2005); de hecho, la cantidad de cepas nosocomiales conocidas
como VRE (por vancomycin-resistant Enterococcus) continla aumentando
paulatinamente, al tiempo que provoca el desuso de la vancomicina, un antibiotico al que
se le habia reservado para la erradicacion de microorganismos resistentes ( Garza, 2002).
Una notable caracteristica de E. faecalis, que permite diferenciarlo de los estreptococos,
es, por ejemplo, la capacidad de crecer a 45° C en presencia de NaCl al 6.5% o bilis al

40% vy también a un pH de 9 (Garza, 2002); parte del desdoblamiento de diversos
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azUcares, son caracteristicas bioquimicas la formacion de NH4+ a partir de la arginina,
asi como el desdoblamiento de la esculina, un derivado cumarinico (Lode y Stahlmann;
2005). A menudo, E. faecalis es resistente a muchos antibidticos. Las
isoxazolilpenicilinas, asi como las cefalosporinas, carecen de utilidad. La penicilina G a
dosis referenciales tampoco es completamente eficaz. En general, es sensible a
aminopenicilinas, aclureidopenicilinas, piperacilina y carbapenems (Lode y Stahlmann;
2005).

Pseudomona aeruginosa

Pseudomona aeruginosa es uno de los patdgenos nosocomiales globalmente dominantes;
ocasiona una amplia gama de infecciones, algunas tan severas como neumonia o
bacteriemia (Mai 1993); cuadro que se complica ain mas debido a su resistencia
intrinseca a diversos antibidticos y a su gran capacidad de adquirir nuevos mecanismos
de resistencia, asociandose a indices elevados de mortalidad y convirtiéndola en un serio
problema de salud publica (Hoiby, 2002); también produce una amplia variedad de
factores de virulencia, por lo tanto, la patogénesis de esta bacteria puede ser descripta
como multifactorial (Mai 1993).

Algunos de estos factores son el flagelo, fimbrias (pili), matriz exopolisacéarida, toxinas,
exoenzimas Yy biopeliculas. Algunos bastante estudiados son el alginato (producido por
un subgrupo de cepas), polimero de polisacaridos, que facilita la adherencia a la superficie
epitelial pulmonar, es una barrera para los fagocitos, para los antibiéticos, inhibe a los
anticuerpos y atenua la respuesta del hospedero (Damron y Goldberg, 2012); la exotoxina
A dafa el epitelio alveolar y las células endoteliales pulmonares, inhibe la sintesis de
proteinas de la célula hospedera y afecta la respuesta del hospedero a la infeccion (Mai
1993). En su mayoria, las infecciones causadas por P. aeruginosa estan relacionadas al
ambiente hospitalario, constituyendo un grave problema clinico (Hoiby, 2002); ademas,
cabe mencionar que en la mayoria de los casos clinicos de infeccion por P. aeruginosa
existe compromiso de las células de defensas del hospedero (Mai, 1993). En los pacientes
adultos con bronquiectasias P. aeruginosa es un patégeno mas frecuentemente aislado
con efectos negativos en cuanto a la morbimortalidad y a la calidad de vida de los
pacientes. La presencia de P. aeruginosa esta asociada con mayor produccién de esputo,
mayor prolongacion de la bronquiectasis y mayor frecuencia de hospitalizaciones
(Dalcin, 2007).
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2.3. MARCO CONCEPTUAL

Actividad antibacteriana: Es la accion que ejerce una sustancia en el desarrollo o
crecimiento de las bacterias (INS, 2002).

Antibidtico: Mediador quimico o bioldgico que inhibe el crecimiento de los
microorganismos (INS, 2002).

Colonia: Crecimiento visible bacteriano, generalmente en medios sélidos, originada por
la multiplicacion de una sola bacteria preexistente (INS, 2002).

Cepa. Microorganismos como virus, bacterias u hongos que poseen un mismo patrimonio
genético (Talhalt, et al, 2008).

Concentracién minima inhibitoria (CMI): Es la concentracion mas débil de un
antibidtico con la capacidad de inhibir el crecimiento de una cepa bacteriana al cabo de
18 — 24 horas de incubacion (INS, 2002).

Escala de Mc. Farland: Es el patron de turbidez de sulfato de bario, usada para el inoculo
de las pruebas de susceptibilidad por el método de disco difusién (INS, 2002).

Extracto etanolico: Consiste en poner en contacto la planta medicinal triturada con un
disolvente (en este caso alcohol etandlico), en proporcion variable, capaz de solubilizar
sus principios activos (Santamaria, 2015).

Concentracién: Es la cantidad de una sustancia por unidad de volumen.

Halo de inhibicion: Es la zona alrededor de un disco de antibi6tico en un antibiograma
en el que no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada con el
gérmen, es una medida de la potencia del antibiético frente al gérmen (Bedout, 2003) .
In vitro: Son fendbmenos observados en laboratorio a partir de productos bioldgicos vivos.
Método para mantener en vida diversos organismos vivos (Castillo, 2008).

Método Kirby — Bauer. Utilizado para determinar la sensibilidad de agentes patdgenos
frente a los antimicrobianos (INS, 2002).

Patogeno: Especie bacteriana capaz de ocasionar enfermedad al presentarse
circunstancias favorables para el organismo (Sherris y Ryan 2002).

Principio activo: Son sustancias a la cual se debe el efecto farmacol6gico de plantas
medicinales, y su uso se remonta a la prehistoria (Bruneton, 2001).

Resistente: Microorganismo que no se inhiben por las concentraciones clinicamente
posibles de un agente antimicrobiano (INS, 2002).

Sensible: Microorganismo que se inhiben por las concentraciones clinicamente posibles

de un agente antimicrobiano (INS, 2002).
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Tamizaje fitoquimico: Analisis cualitativo que se le realiza a los extractos de plantas
naturales para identificar los compuestos (por ej.: Alcaloides, Taninos,

Flavonoides, Quinonas, etc.) que contiene dicho extracto (San Roman,
2013).
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I11. MATERIAL Y METODOS

3.1. Area de estudio

El estudio se realiz6 en la ciudad de Puno, ubicado a una latitud: 15°50'31"
S, longitud: 70°01’'11" O vy altitud sobre el nivel del mar: 3825 msnm, las plantas de
Llanten (Plantago major) y Lengua de vaca (Rumex crispus) se recolectaron en un huerto
ubicado en la urbanizacion chanu chanu primera etapa. La obtencion de los extractos
hidroalcoholicos de Llanten (Plantago major) y Lengua de vaca (Rumex crispus) y la
evaluacion de la actividad antibacteriana se realizo en el Laboratorio de Microbiologia de

la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano - Puno.

3.2. Tipo de estudio

El trabajo de investigacion fue de tipo experimental y prospectivo.

3.3. Poblacién y muestra
La muestra estuvo representada por los extractos hidroalcohdlicos de Plantago major y

Rumex crispus a diferentes concentraciones.

3.4. Disefio de investigacion

Para determinar la actividad antibacteriana, se trabajé con 21 unidades experimentales,
conformado por 3 repeticiones por cada dosis utilizada, ademas se utilizé un control
positivo, al antibidtico comercial ciprofloxacino para las bacterias respectivas, que
sirvieron para comparar el efecto inhibitorio, ya que se conoce que dichos

microorganismos son sensibles a este antibiotico.

Tabla 1. Disefio experimental para la susceptibilidad antibacteriana de E. coli, P.
aeruginosa, E faecalis, S. aureus.

Extracto hidroalcohélico
REPET Ciprofloxacino 0.1% 0.2% 05% 1% 25% 5% total

1 1 1 1 1 1 1 1 7
2 1 1 1 1 1 1 1 7
3 1 1 1 1 1 1 1 7
Total 3 3 3 3 3 3 3 21
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Tabla 2. Disefio experimental para determinar la CMI y la CMB del extracto
hidroalcoholico de Plantago major y Rumex crispus frente a E. coli, P. aeruginosa, E
faecalis, S. aureus.

Extracto hidroalcohélico

REPET Cont. 0.1% 0.2% 0.5% 1% 25% 5%  Total
Negativo *

1 1 1 1 1 1 1 1 7

2 1 1 1 1 1 1 1 7

3 1 1 1 1 1 1 1 7

Total 3 3 3 3 3 3 3 21

*Control negativo: medio de cultivo Mueller Hinton sin la concentracion del extracto hidroalcoholico.
Para determinar la concentracion minima inhibitoria, se trabajé con 21 unidades
experimentales, conformado por 3 repeticiones para cada concentracion o dosis utilizada,
ademas se utilizd un control negativo (medio de cultivo Mueller Hinton sin extracto
hidroalcoholico), cada unidad experimental estuvo constituida por determinados
porcentajes de extracto hidroalcohélico preparados de la siguiente manera:

1° concentr.: 0.02 ml de extracto hidroalcohdlico + 19.98 ml de Agar MH =0.1 %

2° concentr.: 0.04 ml de extracto hidroalcohdlico + 19.96 ml de Agar MH =0.2 %

3° concentr.: 0.1 ml de extracto hidroalcohélico + 19.90 ml de Agar MH =0.5%

4° concentr.: 0.2 ml de extracto hidroalcoho6lico + 19.80 ml de Agar MH =1%

5° concentr.: 0.5 ml de extracto hidroalcohdlico + 19.50 ml de Agar MH =2.5%

6° concentr.: 1.0 ml de extracto hidroalcohdlico + 19.00 ml de Agar MH =5%

3.5. METODOLOGIA

3.5.1. Método de campo

Se tuvo en cuenta la época de crecimiento de la planta; La hora indicada para su
recoleccion fue en horas de la mafiana, tal como recomienda para especies vegetales.
(Sisa, 2004).

Las raices de Rumex crispus se recolecto en los meses de abril y mayo por ser la mejor
época de recoleccién de muchas de las plantas de uso medicinal o aromaticas cuya parte
importante es la raiz, en la época de otofio la planta aun no ha echado el tallo y por
consiguiente todas sus propiedades se localizan y centran en su raiz, de tal manera que
sus principios activos se recogen en la raiz. Lo mismo se realizd para la recoleccion de
las hojas de Plantago major, la hora de recoleccién fue por la mafiana, antes del mediodia.
(Sisa, 2004).
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De las plantas recolectadas se seleccioné las partes de interés medicinal; seguidamente
fueron cepilladas para poder desprender la tierra y luego se trocearon y se colocaron sobre
una mesa para evitar el contacto con la humedad del suelo, en un ambiente aireado y a la
sombra. El tiempo de secado dependio de cada planta y de la parte a secar. Las raices de
Rumex crispus tardaron unos 7 dias y las hojas Plantago major 5 dias.

3.5.2. Obtencion de los extractos hidroalcohdlicos

Una vez secadas las partes de las plantas, con la ayuda de un mortero se procedio a
triturar; seguidamente se peso 20g de cada planta triturada, los cuales fueron puestos en
un matraz con una solucion de alcohol al 70 % y fueron sometidos al proceso de

maceracion por un periodo de 6 dias.

Luego se realizé la purificacion de los extractos hidroalcohdlicos de Plantago major y
Rumex crispus. Para la obtencion de un extracto puro sin restos de plantas trituradas, se
utilizé papel whatman N°20, por un tiempo aproximado de 20 minutos (Soto et al, 2014).

3.5.3. Evaluacion de la composicion quimica cualitativa de los extractos de Plantago

major y Rumex crispus

Identificacion de alcaloides

Para evaluar la composicion quimica de los extractos se basé en el caracter basico de los
alcaloides y en el hecho de su presencia en las plantas como sales de acidos organicos,
entre las principales se encuentran: los acidos tiglico, 3 metil butirico, benzoico,
cinamico, hidroxifenil propionico, tricarboxilicos, y ademas con otro tipo de sustancias
como taninos y fenoles. El reactivo Drangendorff, el cual contiene una solucion acida de
iodobismutato de potasio al reaccionar con los alcaloides, origina una coloracion rojo
naranja. El reactivo Mayer, el cual contiene una solucién neutra de iodomercuriato de
potasio, al reaccionar con los alcaloides origina una coloracion amarilla péalida. El
reactivo Wagner, el cual contiene una solucién yodada de yoduro de potasio, al reaccionar
con los alcaloides origina una coloracion marréon (Evans, 1991).

En un tubo de ensayo se vertio 5ml del extracto a investigar al que se le agrego 2ml de
reactivo de Drangendorff, se homogenizo y se procedio a la observacion (viracion de
color). En otro tubo de ensayo se vertié 5ml del extracto a investigar al que se le agregara
2ml de reactivo de Mayer, se homogenizo y se procedio a la observacion. Se considero
positivo la formacion de un precipitado amarillo palido.
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En otro tubo de ensayo se vertié 5ml del extracto a investigar al que se le agregara 2ml
de reactivo de Wagner, se homogenizo y se procedié a la observacion. Se considero
positivo la formacion de un precipitado de color naranja obscuro (Gibaya, 1975, citado
por Medina, 1997).

Identificacion de fenoles

Para determinar fenoles, se utilizd la prueba del cloruro férrico para determinar la
presencia o ausencia de fenoles en una muestra de extracto. El cloruro férrico al
reaccionar con los fenoles, origina como producto una coloracion verde oscura. En un
tubo de ensayo se adiciono 2 ml de cloruro férrico al 5% y 5 ml del extracto a investigar
se homogenizo y se procedio a la observacion. Para ello se tomo en cuenta el precipitado
verde oscuro (Dominguez, 1973, citado por Medina, 1997).

Identificacion de taninos

Los taninos son metabolitos secundarios que se encuentran unidos a los fenoles, por lo
que reaccionan también con sales de cloruros. Para la cuantificacién, los extractos de
taninos deben ser sometidos a la accion de calor, para observar la viracion de color,
titulandolos con una sustancia alcalina (permanganato de potasio) en presencia del
indicador (indigo de carmin). El cloruro de sodio en contacto con los taninos da una
coloracién crema.

Para lo cual se le agrego una solucion de NaCl al 5% a una cantidad de 2ml, se
homogenizo y se dio lectura. Se observé un precipitado crema (Dominguez, 1973, citado
por Medina, 1997)

Identificacion de carbohidratos.

Para la identificacién de carbohidratos se utiliz el reactivo de Fehling que es una
solucion que se utiliza para la determinacion de azucares reductores es decir demostrar la
presencia de glucosa o sus derivados como la sacarosa o la fructuosa. Esta formado por
dos soluciones acuosas que son: sulfato de cobre cristalizado y tartrato mixto de potasio
y sodio. Su accion se fundamenta en el poder reductor del grupo carbonilo de los
aldehidos el cual se oxida a acido y se reduce la sal de cobre en medio alcalino a oxido
de cobre, formando un precipitado de color rojo.

Del extracto de las plantas a investigar se vierte 5ml en un tubo de ensayo, donde se
agrego 2 gotas de reactivo de Fehling, posteriormente se llevé a bafio maria por 5
segundos y se observo la formacion de un precipitado rojo, el cual indicaria que la prueba

es positiva.
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Cuadro 1. Las lecturas se realizaron con los siguientes rangos:

Lectura Rango
Color intenso +++ = Muy abundante
Color regular ++ = Abundante

Color débil + = Leve

Fuente: Dominguez (1973), citado por Medina (1997)

3.5.4. Evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto de Plantago major Y
Rumex crispus frente a cepas ATCC de S. aureus, E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa
se realizo lo siguiente.

Se utilizé cepas de S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC
25922 y P. aeruginosa ATCC 15442, provenientes del Instituto Nacional de Salud de la
ciudad de Lima.

Se activaron las Cepas por el método de recuperacién en placa, se utiliz6 medios
selectivos para cada bacteria (EMB, manitol salado, Mckonkey, Agar Pseudomona). En
ambos casos se procedio a incubar por un periodo de 18 a 24 horas a 35- 37°C.

De las placas sembradas con bacterias se extrajo con el asa bacteriol6gica un aproximado
de tres a cinco colonias bien aisladas, del mismo tipo morfoldgico, del cultivo en agar
Mueller Hinton.

Se transfirié a los tubos que contiene 10 ml de Cloruro de sodio 0.9 % (NaCl), hasta
obtener la turbidez de la escala 0.5 de Mac. Farland. Por comparacion visual se mir6 los
tubos contra un fondo blanco con lineas negras como contraste.

Se inoculo en la superficie de una placa de Agar Mueller—Hinton extendiendo de un
extremo a otro sobre toda la superficie. Este procedimiento se repitio tres veces, rotando
la placa aproximadamente 60° después de cada aplicacion para asegurar una distribucion
constante del in6culo.

Para evaluar la sensibilidad antibacteriana se utiliz6 el método de Kirby — Bauer; donde
la bacteria es inoculada en la superficie de una placa de agar Mueller Hinton, sobre el
cual se colocan discos impregnados con una concentracion conocida del extracto
hidroalcohdlico; lo que ha permitido medir la susceptibilidad in vitro de las bacterias

frente al extracto hidroalcoholico con potencial antimicrobiano (Torres, et al; 2017).
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Sobre las placas sembradas se colocaron los discos de papel filtro los cuales previamente
fueron empapadas con la cantidad correspondiente de los extractos hidroalcoholicos.

Como discos de control se utilizaron discos de sensibilidad de Ciprofloxacino.

Para evaluar el efecto antibacteriano, se midié con vernier los halos de inhibicién de los

discos, también de los controles y del blanco.

Tabla estandarizada de medida de halos de inhibicion (mm).

DIAMETRO EN (MM)
ANTIBACTERIA CONCENTRACI

NO ON DEL DISCO RESISTEN INTERMED SENSIB
TE (R) 10 (1) LE (S)
Ciprofloxacino 30 ug <15 16 - 20 >21

Fuente: INS (2002)
Se realizaron los mismos procedimientos en tres repeticiones.

3.5.5. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracién minima bactericida (CMB) de Plantago major y Rumex crispus frente
a cepas ATCC de S. aureus, E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria y la concentracion minima
bactericida se inoculo una suspension de 1x10® UFC de la cepas ATCC en estudio de
acuerdo al estandar de Mc Farland, en las placas contenidas con agar Miller - Hinton y
con el extracto hidroalcdlico de Plantago major y Rumex crispus, preparados en
diferentes concentraciones 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2.5 y 5 % respectivamente, simultaneamente
se colocoé una placa control sin ninguna concentracion de extracto sin tratamiento,
posterior a ello se procedié a la incubacion por 24 horas, después de la incubacion las
placas se examinaron en busca del desarrollo para el recuento de las colonias y demostrar

la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB).
3.5.6. Analisis estadistico

Para la comparacion del efecto inhibitorio in vitro del extracto hidroalcohdlico de Rumex
crispus lengua de vaca y Plantago major llantén con control positivo, el antibiotico
Ciprofloxacino frente a Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Estafilococcus aureus y

Pseudomona aeruginosa al obtener los resultados, se utilizé el analisis de varianza. Para
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determinar las diferencias entre las concentraciones se utilizo la prueba de rango multiple
de Tukey para realizar el analisis de varianza se realizé utilizando el siguiente modelo

lineal aditivo:

Yij=p+ti+eij

Donde:

Yij= Variable de respuesta (halo de inhibicion en mm).
u= Promedio general.

ti=Efecto de la i-ésima concentracion del extracto de llantén y lengua de vaca.

eij= Efecto del error experimental.
Las pruebas estadisticas se evaluaron:
Los datos no presentaron una distribucién no homogenea de varianzas se realizé la

transformacion al logaritmo base 10, antes de procesarlos para el ANVA.

Prueba de rango maltiple de Tukey.
Tukey (1953) propuso un procedimiento para evaluar la hipdtesis nula con a siendo
exactamente el nivel global de significancia, cuando las muestra tienen tamarios iguales,

y en el maximo a, cuando las muestras tienen tamafios diferentes.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis de la composicién fitoquimica de Plantago major y Rumex crispus.

Al realizar el estudio fitoquimico cualitativo de Rumex crispus presento abundante
cantidad de alcaloides (+++) en presencia del reactivo Dragendorf, seguidamente de
Mayer y Wagner en mediana cantidad (++), y Plantago major solo presento regular
cantidad de alcaloides con el reactivo de Dragendorf (++) y en menor cantidad con los
reactivos de Mayer y Wagner (+). En cuanto a los fenoles Rumex crispus presento
abundante cantidad (+++) y Plantago major (++). Con respecto a los taninos Rumex
crispus presento regular cantidad (++) y Plantago major presento menor cantidad (+) y
los carbohidratos fueron encontrados en Rumex crispus en menor cantidad (+). Se puede
evidenciar que Rumex crispus presento una mayor cantidad de alcaloides y fenoles en
tanto que Plantago major presento mediana cantidad de ambos principios activos. Los
resultados afirman que hay diferencia en la cantidad de metabolitos secundarios de los

extractos alcohdlicos de ambas especies (Tabla 3).

Tabla 3. Composicidn fitoquimica cualitativa de Plantago major y Rumex crispus.

Principio activo Reactivos Plantago major Rumex crispus
Alcaloides Dragendorf ++ +++
Alcaloides Mayer + ++
Alcaloides Wagner + ++

Fenoles FeCl3 5% ++ +++
Taninos NaCl 5% + ++
Carbohidratos Fehling - +
Leyenda:

-: No presenta principios activos.

+: Menor presencia de principios activos.
++: Mediana presencia de principios activos.
+++: Mayor presencia de principios activos.

El contenido de metabolitos secundarios en las plantas, como son los alcaloides, fenoles,
carbohidratos, entre otros varian entre plantas e inclusive entre individuos vegetales de
una misma especie. Estas diferencias posiblemente se deberian a las diferentes épocas de
muestreo, al estado vegetativo y reproductivo de la planta, al tipo de suelo y a las

condiciones climatolégicas (Medina, 1997).
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Otros autores también encontraron la presencia de los mismos metabolitos secundarios
del extracto etandlico de la raiz de Rumex crispus L. como compuestos fendlicos, taninos,
quinonas, flavonoides y leucoantocianidinas (Moncayo et al, 2015); también Soto et al.
(2014) registro metabolitos secundarios del extracto hidroetandlico de las flores de
Cantua buxifolia Juss. ex Lam. (Polemoniaceae) las cuales fueron compuestos fenolicos,
taninos, quinonas, flavonoides y antocianidinas; por otra parte Hurtado (2014), indicé que
la composicidn fitoquimica preliminar de Gnaphalium dombeyanum (wira wira) presento
alcaloides y fenoles, méas no presentaron carbohidratos. Tales autores corroboran con lo

encontrado en nuestro estudio.

4.2. Actividad antibacteriana del extracto de Plantago major frente a cepas
ATCC de S. aureus, E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa.
Para Staphylococcus aureus

Tabla 4. Actividad antibacteriana del extracto de Plantago major frente a cepa de S.
aureus ATCC 25923, expresado en halos de inhibicion (mm).

Concentracion R1 R2 R3 Promedio %o de Categorias
del extracto de halo inhibicién
(mm)

0.1 6 6.2 6.2 6.13 24.86 Resistente
0.2 9 94 8.8 9.07 36.76 Resistente
0.5 10.4 11.2 12 11.20 45.41 Resistente
1 16.2 17 17.4 16.87 68.38 Intermedio
2.5 18 19.2 20.2 19.13 77.57 Intermedio
5 22 22.6 23 22.53 91.35 Sensible
Ciprofloxacino 24 25.2 24.8 24.67 100.00 Sensible

Halos: 221 sensible; 16 — 20 intermedio; <15 resistente

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 6 888.0114286 148.0019048 350.00 0.0001
Error 14 5.9200000 0.4228571

Total corregido 20 893.9314286
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Figura 1. Actividad antibacteriana del extracto de Plantago major frente a cepa ATCC de S. aureus
expresado en halos de inhibicién (mm).

La mayor actividad antibacteriana fue obtenida con el control positivo (Ciprofloxacino)
con promedio de 24.67 mm de halo inhibitorio y la menor actividad con la concentracién
mas baja de extracto de Plantago major con halo promedio de 6.13 mm. La clasificacion
en categorias indica que Unicamente la concentracién mas alta de extracto (5%) presenta
categoria de sensible, las concentraciones de 1 y 2.5% son intermedios y las de 0.1, 0.2,
0.5% resistentes. El andlisis estadistico de varianza determind la existencia de diferencia
estadistica significativa (Fc=350; gl=6; p<0.0001), demostrando que al menos una de las
concentraciones de extracto de Plantago major presentd una actividad antibacteriana
diferente sobre S. aureus ATCC, la prueba de rango multiple de Tukey sefiala que el
mayor efecto antibacteriano lo presentd la concentracién de 5% de extracto (Figura 1).
Estudios realizados por Basma et al (2012) concluyeron que el extracto metanolico de
Plantago major tuvo mayor actividad antibacteriana frente a S. aureus, lo cual corrobora
en parte con nuestros resultados, habiendo encontrado una inhibicion notable desde la
concentracion del 1%. Esto se debe a la reducida presencia de metabolitos que le brindan
la capacidad antibacteriana a esta planta.

Cruz et al. (2010) Los extractos etandlicos de las hojas de Lantana camara, Sylibum
marianum, Bidens pilosa y Schinus molle mostraron actividad inhibitoria contra

Staphylococcus aureus.
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Ali et al. (2009) en su estudio indica que Plantago lanceolata no desarroll6 inhibiciones
sobre el crecimiento de S. aureus; contrario a lo encontrado en este trabajo, donde
Plantago major present6 una inhibicion intermedia y sensible a concentraciones de 1, 2.5
y 5 %.

Para Enterococcus faecalis

Tabla 5. Actividad antibacteriana del extracto de Plantago major frente a cepa ATCC de
E. faecalis expresado en halos de inhibicion (mm).

Concentracion R1 R2 R3 Promedio Porcentaje Categorias
(mm) (%)
0.1 6 6 6.2 6.07 25.35 Resistente
0.2 7.8 7.4 8 7.73 32.31 Resistente
0.5 10.6 10 11.2 10.60 44.29 Resistente
1 16.8 16.4 17 16.73 69.92 Intermedio
2.5 19 18.8 19.6 19.13 79.94 Intermedio
5 21 21.6 22 21.53 89.97 Sensible
Ciprofloxacino 23.6 24 24.2 23.93 100.00 Sensible

Halos: >21 sensible; 16 — 20 intermedio; <15 resistente

Fuente DF Sumade cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 6 883.4095238 147.2349206  954.30 0.0001
Error 14 2.1600000 0.1542857
Total corregido 20 885.5695238
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Figura 2. Actividad antibacteriana del extracto de Plantago major frente a cepa ATCC de E.
faecalis expresado en halos de inhibicion (mm).
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La mayor actividad antibacteriana fue obtenida con el control positivo (Ciprofloxacino)
con promedio de 23.93 mm de halo inhibitorio y la menor actividad con la concentracién
mas baja de extracto de Plantago major con halo promedio de 6.07 mm. La clasificacion
en categorias indica que Unicamente la concentracion mas alta de extracto (5%) presenta

categoria de sensible, 1 y 2.5% son intermedios y 0.1, 0.2, 0.5 resistentes.

El andlisis de varianza de los halos inhibitorios determiné la existencia de diferencia
estadistica significativa (Fc=954.30; gl=6; p<0.0001), demostrando que al menos una de
las concentraciones de extracto de Plantago major presentd una actividad antibacteriana
diferente sobre E. faecalis ATCC, la prueba de rango multiple de Tukey sefiala que el

mayor efecto antibacteriano lo presentd la concentracion de 5% de extracto (Figura 2).

Basma et al (2012) concluyeron que el extracto metanolico de Plantago major tuvo mayor
actividad antibacteriana frente a E. faecalis, lo cual se asemeja a nuestros resultados,
viendo que tiene un porcentaje de inhibicion de intermedio a sensible en las
concentraciones de 1, 2.5 y 5 % del extracto. Esto se debe a que la bacteria no presenta

mucha resistencia frente a antibioticos de uso comun.

Para Escherichia coli
Tabla 6. Actividad antibacteriana del extracto de Plantago major frente a cepa ATCC de

E. coli expresado en halos de inhibicion (mm).

Concentracion R1 R2 R3 Promedio Porcentaje Categorias
(mm) (%)

0.1 6 6.2 6 6.07 20.78 Resistente

0.2 8.4 8.2 8.4 8.33 28.54 Resistente

0.5 12 12.6 12.6 12.40 42.47 Resistente

1 22.2 24 22.8 23.00 78.77 Sensible

25 24 25.6 25.4 25.00 85.62 Sensible

5 26.8 28 27 27.27 93.38 Sensible

Ciprofloxacino 29 30 29.2 29.40 100.68 Sensible
Halos: >21 sensible; 16 — 20 intermedio; <15 resistente

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F

Modelo 6 1658.312381 276.385397 79291  0.0001

Error 14 4.880000 0.348571

Total corregido 20 1663.192381
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Figura 3. Actividad antibacteriana del extracto de Plantago major frente a
cepa ATCC de E. coli expresado en halos de inhibicion (mm).

5 L

La mayor actividad antibacteriana fue observada con el control positivo (Ciprofloxacino)
con promedio de 29.40 mm de halo inhibitorio y la menor actividad con la concentracién
mas baja de extracto de Plantago major con halo promedio de 6.07 mm. La clasificacion
en categorias indica que en las concentraciones de 1, 2.5, 5% las bacterias son sensibles
y a concentraciones de 0.1, 0.2, 0.5% la bacteria presento resistencia. EI anélisis de
varianza determing la existencia de diferencia estadistica significativa (Fc=792.91; gl=6;
p<0.0001), demostrando que al menos una de las concentraciones de extracto de Plantago
major presentd una actividad antibacteriana diferente sobre E. coli ATCC, la prueba de
rango multiple de Tukey sefiala que el mayor efecto lo presentd la concentracion de 5%
de extracto (Figura 3).

Estudios realizados por Cruz et al. (2010), indican que los extractos etandlicos de
diferentes plantas no fueron efectivas frente a E. coli por lo que difiere en cuanto a nuestro
estudio habiendo encontrado halos de inhibicion mayores a 21mm a concentraciones de
1, 2.5 y 5 % de concentracion, pero que no logro alcanzar el efecto que tuvo el control
positivo. Esto debido a los muchos estudios que indican la creciente resistencia de esta
bacteria frente a antibioticos de uso comudn. Mientras que Soto et al (2014), registré una
mayor inhibicidn en el crecimiento bacteriano de las cepas de E. coli ATCC 25922, con

el extracto hidroalcoholico de flores de Cantua buxifolia Juss, coincidiendo con nuestros

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

Altiplano

TESIS UNA - PUNO g ; Nacional del

resultados. En otro estudio Calsin (2017), determiné la susceptibilidad antimicrobiana
comparando con los farmacos comerciales gentamicina y fluconazol del extracto de
Equisetum arvense, frente a Escherichia coli ATCC 25922 donde el porcentaje de
inhibicién del extracto etandlico a mayores dosis (35 y 50 ul) fueron superiores al control
(Gentamicina 10 pg) con 27% por encima de dicho control; por lo que al comparar con
nuestros resultados difiere, ya que se observa que el extracto de Plantago major inhibe el

crecimiento bacteriano a mayores dosis, sin superar al control positivo.

Para Pseudomona aeruginosa

Tabla 7. Actividad antibacteriana del extracto de Plantago major frente a cepa ATCC de
P. aeruginosa expresado en halos de inhibicién (mm).

Concentracion R1 R2 R3 Promedio Porcentaje Categorias
(mm) (%0)

0.1 6 6 6 6.00 16.30 Resistente

0.2 7.2 6.8 6.4 6.80 18.48 Resistente

0.5 11 10.5 10.8 10.77 29.26 Resistente

1 21.8 21 20.6 21.13 57.43 Sensible

25 24.2 24 24 24.07 65.40 Sensible

5 26 25.6 25 25.53 69.38 Sensible

Ciprofloxacino 35 38 37.4 36.80 100.00 Sensible
Halos: >21 sensible; 16 — 20 intermedio; <15 resistente

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de lamedia F-Valor Pr>F

Modelo 6 2324.576190 387.429365 801.58 0.0001

Error 14 6.766667 0.483333

Total corregido 20 2331.342857
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Figura 4. Actividad antibacteriana del extracto de Plantago major frente a cepa ATCC de P.
aeruginosa expresado en halos de inhibicion (mm).

La mayor actividad antibacteriana fue obtenida con el control positivo (Ciprofloxacino)
con promedio de 36.80 mm de halo inhibitorio y la menor actividad con la concentracién
mas baja de extracto de Plantago major con halo promedio de 6.00 mm. La clasificacion
en categorias indica que las concentraciones de 1, 2.5, 5% son sensibles, 0.1, 0.2, 0.5

fueron resistentes.

El analisis de varianza determin la existencia de diferencia estadistica significativa (Fc=
801.58; gl=6; p<0.0001), demostrando que al menos una de las concentraciones de
extracto de Plantago major presentd una actividad antibacteriana diferente sobre P.
aeruginosa ATCC, la prueba de rango mdaltiple de Tukey sefiala que el mayor efecto lo
presento la concentracion de 5% de extracto, (Figura 4).

Cruz et al. (2010), indican que los extractos etanolicos de diferentes plantas no fueron
efectivas frente a P. aeruginosa por lo que difiere a nuestro estudio habiendo encontrado
halos de inhibicion mayores a 21 mm a concentraciones de 1, 2.5 y 5 % del extracto.
Soto et al (2014), el extracto hidroalcoholico de las flores de Cantua Buxifolia registra
mayor inhibicion en el crecimiento bacteriano de las cepas Pseudomona aeruginosa
ATCC 27853.
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4.3. Concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida
(CMB) de Plantago major frente a cepas ATCC de S. aureus, E. faecalis, E. coli y P.
aeruginosa.

Tabla 8. Concentracion minima inhibitoria (CMI) y minima bactericida (CMB) de
Plantago major frente a cepas ATCC de S. aureus, E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa.

Concentracion S. aureus E. faecalis E. coli P. aeruginosa  Concentracion
(UFC) (UFC) (UFC) (UFC) minima

Control (-) 405 397 424 394

0.1 407 395 421 393

0.2 356 332 383 368

0.5 326 301 339 330

1 251 236 282 263 1% (CMI)

25 0 0 0 0 2.5% (CMB)

5 0 0 0 0

La concentracion minima inhibitoria (CMI) para el extracto de Plantago major frente a
S. aureus, E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa ATCC fue de 1%, mientras que la

concentracion minima bactericida (CMB) fue de 2.5%.

Calsin (2017). Determino la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto
etandlico de Equisetum arvense (cola de caballo) frente a Escherichia coli ATCC 25922
donde la CMI del extracto de Equisetum arvense, frente a Escherichia coli ATCC 25922
in vitro fue 2.5% el cual difiere con nuestro estudio, ya que la concentracion que
obtuvimos fue del 1%. En tanto no se encontraron estudios con respecto a la
concentracion minima bactericida (CMB), encontrando en nuestro estudio el 2.5%.
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4.4. Actividad antibacteriana del extracto de Rumex crispus frente a cepas ATCC

de S. aureus, E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa.

Para Staphylococcus aureus

Tabla 9. Actividad antibacteriana del extracto de Rumex crispus frente a cepa ATCC de
S. aureus expresado en halos de inhibicion (mm).

Concentracion Promedio Porcentaje ]
del extracto R1 R2 R3 (mm) %) Categorias
0.1 12 13.6 12.8 12.80 39.10 Resistente
0.2 16 18 17 17.00 51.93 Intermedio

0.5 24 25 23.8 24.27 74.13 Sensible

1 25 28 26.6 26.53 81.06 Sensible

25 32 35 34 33.67 102.85 Sensible

5 40 43 40.4 41.13 125.66 Sensible

Ciprofloxacino 32.8 33 32.4 32.73 100.00 Sensible

Halos: >21 sensible; 16 — 20 intermedio; <15 resistente

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 6 1758.864762 293.144127 218.61 0.0001
Error 14 18.773333 1.340952

Total corregido 20 1777.638095

50 +

45 +

N
o
=
[N
w

E
€
= 3
2 ﬁk 3.67 =3 73
ﬁ 30
£
2 E?Qe.w
a =£=04.27
©
= =
20 -
==
15 +
E=512.8
10 -
yl]0.1 yl]0.2 yl]0.5 yl|1 yl]2.5 yl|5 y1 | Cipro

Figura 5. Actividad antibacteriana del extracto de Rumex crispus frente a cepa
ATCC de S. aureus expresado en halos de inhibicién (mm).
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La mayor actividad antibacteriana fue obtenida con el control positivo (Ciprofloxacino)
con promedio de 32.73 mm de halo inhibitorio y la menor actividad con la concentracién
mas baja de extracto de Rumex crispus con halo promedio de 12.8 mm. La clasificacion
en categorias indica que las concentraciones de 0.5, 1, 2.5 y 5% son sensibles, 0.2% es
intermedio y 0.1% resistente. El analisis de varianza determing la existencia de diferencia
estadistica significativa (Fc=218.61; gl=6; p<0.0001), demostrando que al menos una de
las concentraciones de extracto de Rumex crispus presentd una actividad antibacteriana
diferente sobre S. aureus ATCC, la prueba de rango multiple de Tukey sefiala que el
mayor efecto lo presento la concentracion de 5% de extracto (Figura 5). Los resultados
obtenidos son similares a los reportados por Ramirez et al (2007), quienes indicaron que:
Los extractos y fracciones etandlicos de las raices, hojas y espigas del Rumex
conglomeratus presentaron actividad inhibitoria contra Staphylococcus aureus ATCC
25923; al igual que Moncayo et al (2014), encontro que el extracto etandlico de Rumex
crispus mostré actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus a todas las
concentraciones ensayadas (5, 15 y 30%); apoyando a nuestra investigacion, por lo que
podemos afirmar que Rumex crispus puede ser utilizado como antibidtico natural en las

infecciones contra S. aureus.

Para Enterococcus faecalis

Tabla 10. Actividad antibacteriana del extracto de Rumex crispus frente a cepa ATCC de
E. faecalis expresado en halos de inhibicion (mm).

Concentracion R1 R2 R3 Promedio Porcentaje  Categorias

del extracto (mm) (%)

0.1 10 9.6 10.2 9.93 31.70 Resistente

0.2 15 14 15 14.67 46.81 Intermedio

0.5 18 16.4 18.2 17.53 55.96 Intermedio

1 21 20 214 20.80 66.38 Intermedio

25 32 32 32.6 32.20 102.77 Sensible

5 43 42.8 44 43.27 138.09 Sensible

Ciprofloxacino 32 30 32 31.33 100.00 Sensible
Halos: >21 sensible; 16 — 20 intermedio; <15 resistente

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F

Modelo 6 2486.499048 414.416508 766.09 0.0001

Error 14 7.573333 0.540952

Total corregido 20 2494.072381
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Figura 6. Actividad antibacteriana del extracto de Rumex crispus frente a cepa ATCC de E.
faecalis expresado en halos de inhibicién (mm).

La mayor actividad antibacteriana fue obtenida con el control positivo (Ciprofloxacino)
con promedio de 31.33 mm de halo inhibitorio y la menor actividad con la concentracién
mas baja de extracto de Rumex crispus con halo promedio de 9.93 mm. La clasificacion
en categorias indica que las concentraciones de 2.5 y 5% son sensibles, 0.2, 0.5y 1% son

intermedios y 0.1% resistente.

El andlisis de varianza determind la existencia de diferencia estadistica significativa (Fc=
766.09; gl=6; p<0.0001), demostrando que al menos una de las concentraciones de
extracto de Rumex crispus presentd una actividad antibacteriana diferente sobre E.
faecalis ATCC, la prueba de rango multiple de Tukey sefiala que el mayor efecto lo
presentd la concentracion de 5% de extracto (Figura 6). Hasta el momento no se han
reportado estudios sobre el efecto bactericida del extracto de Rumex crispus frente a E.
faecalis, pero Moncayo et al (2014), encontraron que el extracto etan6lico mostro
actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus a todas las
concentraciones ensayadas (5, 15 y 30%). siendo estas bacterias las que actualmente
presentan mayor resistencia bacteriana frente a antibioticos comunes, por lo que E.
faecalis siendo una bacteria de regular resistencia, presento inhibicion en el crecimiento
con las concentraciones del 0.2, 0.5 1, 2.5 y 5% eficientemente, por lo que podemos
afirmar que Rumex crispus tiene la capacidad de ser usada en infecciones contra

Enterococcus faecalis.
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Para Escherichia coli

Tabla 11. Actividad antibacteriana del extracto de Rumex crispus frente a cepa ATCC de
E. coli expresado en halos de inhibicion (mm).

Concentracion R1 R2 R3 Promedio  Porcentaje  Categorias
del extracto (mm) (%)

0.1 8 8 8.4 8.13 21.03 Resistente
0.2 14 15 15 14.67 37.93 Resistente
0.5 17.6 18 18 17.87 46.21 Intermedio
1 25 24.4 25 24.80 64.14 Sensible
25 30 30 32 30.67 79.31 Sensible
5 38 39 39.2 38.73 100.17 Sensible
Ciprofloxacino 38 38 40 38.67 100.00 Sensible

Halos: >21 sensible; 16 — 20 intermedio; <15 resistente

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 6 2548.118095 424.686349 816.70 0.0001
Error 14 7.280000 0.520000

Total corregido 20 2555.398095

N
o
)

1

=2

38.67

3067 3873

=$=24.8

w
[
!

t

w
o
!

t

N
w
t

N
o
!

t

—4=17.87
==14.67

Halos de inhibicién (mm)

=
o
!
t

—p=3.13

5 £
y3]0.1 y310.2 y31]0.5 y31]1 y31]25 y31]5 y3 | Cipro

Figura 7. Actividad antibacteriana del extracto de Rumex crispus frente a cepa ATCC
de E. coli expresado en halos de inhibicién (mm).

La mayor actividad antibacteriana fue obtenida con el control positivo (Ciprofloxacino)
con promedio de 38.67 mm de halo inhibitorio y la menor actividad con la concentracién
mas baja de extracto de Rumex crispus con halo promedio de 8.13 mm. La clasificacion
en categorias indica que las concentraciones de 1, 2.5 y 5% son sensibles, 0.5%

intermedio y 0.1, 02% resistentes.
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El analisis de varianza determind la existencia de diferencia estadistica significativa (Fc=
816.70; gl=6; p<0.0001), demostrando que al menos una de las concentraciones de
extracto de Rumex crispus presentd una actividad antibacteriana diferente sobre E. coli
ATCC, la prueba de rango multiple de Tukey sefiala que el mayor efecto lo presento la

concentracion de 5% de extracto (Figura 7).

Estos resultados coinciden en parte con los reportados por Ramirez et al (2007), quienes
indicaron que: Los extractos y fracciones etandlicos de la fraccion etérea de espigas fue
activa contra Escherichia coli ATCC 25922, en nuestro estudio usamos la raiz de Rumex
crispus, mas no la fraccion etérea, por lo que podemos observar que toda la planta
presenta efecto inhibitorio frente a E. Coli; En comparacién con Mamani, L. (2017), quien
evalué el efecto de los extractos alcohdlicos de hojas y tallos de Senecio spp
(chachacoma) en el crecimiento in vitro de bacterias aisladas a partir de muestras de
pacientes con infeccion urinaria, en concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100%, donde los
extractos alcoholicos de hojas y tallos de Senecio spp (chachacoma) no presentaron efecto
inhibitorio en Escherichia coli y Klebsiella sp por lo que resultaron resistentes; con
respecto a esta investigacfion, podemos afirmar que Rumex crispus es capaz de inhibir el
crecimiento bacteriano en concentraciones elevadas, ya que presenta resistencia en
concentraciones de 0.1, 02%, en mayor parte se debe a los mecanismo de resistencia que
presenta Escherichia coli. Por otro lado, Moncayo et al (2014), mostrd actividad
antimicrobiana del extracto etanolico de la raiz de Rumex crispus frente a Escherichia
coli a todas las concentraciones ensayadas (5, 15 y 30%); por lo que se relaciona a

nuestros resultados, siendo concentraciones similares a las usadas en esta investigacion.
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Para Pseudomona aeruginosa

Tabla 12. Actividad antibacteriana del extracto de Rumex crispus frente a cepa ATCC de
P. aeruginosa expresado en halos de inhibicion (mm).

Concentracion R1 R2 R3 Promedio  Porcentaje  Categorias
del extracto (mm) (%)

0.1 6 6 8 6.67 16.53 Resistente
0.2 8.4 8 10 8.80 21.82 Resistente
0.5 16 16 18 16.67 41.32 Intermedio
1 20 20.4 21 20.47 50.74 Intermedio
2.5 34 34 35 34.33 85.12 Sensible
5 42 40 44 42.00 104.13 Sensible
Ciprofloxacino 40 40 41 40.33 100.00 Sensible

Halos: >21 sensible; 16 — 20 intermedio; <15 resistente

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-valor Pr>F
Modelo 6 3885.219048 647.536508 520.61 0.0001
Error 14 17.413333 1.243810

Total corregido 20 3902.632381
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Figura 8. Actividad antibacteriana del extracto de Rumex crispus frente a cepa ATCC de P.
aeruginosa expresado en halos de inhibicién (mm).
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La mayor actividad antibacteriana fue obtenida con el control positivo (Ciprofloxacino)
con promedio de 40.33 mm de halo inhibitorio y la menor actividad con la concentracién
mas baja de extracto de Rumex crispus con halo promedio de 6.67 mm. La clasificacion
en categorias indica que las concentraciones de 2.5 y 5% son sensibles, 0.5 y 1%
intermedios y 0.1, 02% resistentes.

El analisis de varianza determing la existencia de diferencia estadistica significativa (Fc=
520.61; gl=6; p<0.0001), demostrando que al menos una de las concentraciones de
extracto de Rumex crispus presentd una actividad antibacteriana diferente sobre P.
aeruginosa ATCC, la prueba de rango mdultiple de Tukey sefiala que el mayor efecto lo
presentd la concentracion de 5% de extracto (Figura 9).

No se han reportado estudios de actividad antibacteriana de extractos de Rumex crispus
frente a P. aeruginosa; Por lo cual estamos comparando con otros estudios. Los resultados
de la investigacion de a los reportados por Cruz et al. (2010), Quienes indican que los
extractos etandlicos de las hojas de Lantana camara, Sylibum marianum, Bidens pilosa y
Schinus molle al evaluar su efecto frente a las cepas de P. aeruginosa, se observé que
éstas no fueron sensibles ante ninguno de los extractos ensayados en todas las pruebas;
con ello podemos afirmar también que Rumex crispus tiene mayor efectividad
antibacteriana contra bacterias gram negativas que otras especies de plantas. Por otro
lado, Soto et al (2014), encontro que el extracto hidroalcoholico de las flores de Cantua
Buxifolia registra mayor inhibicion en el crecimiento bacteriano de las cepas Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853 concentracion de 1,5 mg/ml. Por lo que podemos concluir que
Rumex crispus presenta actividad antibacteriana a concetraciones de 0.5, 1, 2.5y 5% de

extracto.
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4.5. Determinacion la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB) de Rumex crispus frente a cepas ATCC de S. aureus, E.
faecalis, E. coli y P. aeruginosa.

Tabla 13. Concentracion minima inhibitoria (CMI) y minima bactericida (CMB) de
Rumex crispus frente a cepa ATCC de S. aureus, E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa.

Concentracion S. aureus E. faecalis E. coli P. aeruginosa  Concentracion
(UFC) (UFC) (UFC) (UFC) minima

Control (-) 267 265 308 315

0.1 264 263 305 314

0.2 181 171 224 233

0.5 96 83 119 127 0.5% (CMI)

1 0 0 0 0 1% (CMB)

2.5 0 0 0 0

5 0 0 0 0

La concentracién minima inhibitoria (CMI) para el extracto de Rumex crispus frente a S.
aureus, E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa ATCC fue de 0.5%, mientras que la
concentracion minima bactericida (CMB) fue de 1%.
Se puede observar que Rumex crispus presenta una concentracion minima inhibitoria
frente a todas las especies de bacterias estudiadas; que al comparar con los resultados de
Moncayo et al (2014), quienes determinaron que el extracto etanélico de la raiz de Rumex
crispus L presenta las concentraciones inhibitorias minimas de 1,0 y 2,5 mg/mL para S.
aureus y E. coli respectivamente; se puede observar que a menor concentracion Rumex
crispus L presenta efecto inhibitorio y bactericida, por una mayor presencia de
metabolitos secundarios, quienes le confieren la actividad bactericida a la planta.
Por lo que también podemos afirmar que Rumex crispus presenta una elevada
concentracion minima bactericida a diferencia de Plantago major contra todas las

especies de bacterias estudiadas.
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V. CONCLUSIONES

v En el analisis fitoquimico resulto que Rumex crispus presento mejor
concentracion de metabolitos en comparacién con Plantago major, siendo 0s
metabolitos: alcaloides, fenoles, taninos y carbohidratos.

v" Resulto que el extracto hidroalcohodlico de Plantago major tuvo actividad
antibacteriana al inhibir el crecimiento de cepas de S. aureus ATCC 25923, E.
faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 15442 en
concentraciones de 1,2.5 y 5%.

v' Laconcentracion minima inhibitoria del extracto de Plantago major frente a cepas
ATCC de S. aureus, E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa es del 0.2mg/ml vy la
concentracion minima bactericida del extracto es del 0.5mg/ml.

v" Resulto que el extracto hidroalcohdlico de Rumex crispus tuvo actividad
antibacteriana al inhibir el crecimiento de cepas ATCC de S. aureus, E. faecalis,
E. coli y P. aeruginosa en concentraciones de 0.2, 0.5, 1, 2.5 y 5%.

v’ La concentracion minima inhibitoria del extracto de Rumex crispus frente a cepas
ATCC de S. aureus, E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa es del 0.1mg/ml vy la
concentracion minima bactericida del extracto es del 0.2mg/ml, por lo que se

concluye que tiene mayor efectividad.
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VI. RECOMENDACIONES

v Se debe realizar ensayos “in vivo” de las concentraciones determinadas

v" Determinar las concentraciones del principio activo con mayor actividad bactericida,

para una mejor selectividad.

v" Usar un método para la obtencién de los extractos hidroalcohdlicos con menor

toxicidad.
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ANEXOS

Figura 10: Triturando las plantas (Julio — Octubre 2017)

Figura 11: Pesado de las plantas trituradas (Julio — Octubre 2017)
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Figura 13: Filtrado y evaluacion de la composicion fitoquimica de los extractos (Julio —
Octubre 2017)

Figura 14: Determinacion de la composicion fitoquimica de los extractos de Plantago
major y Rumex crispus. (Julio — Octubre 2017)
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Figura 16: Preparacion de la dilucion de las cepas al patron de turbidez de la escala 0.5
de MacFarland (Julio — Octubre 2017)

Figura 17: Actividad antibacteriana del extracto de Plantago major y Rumex crispus a
concentraciones de 0.5 y 1% respectivamente. (Julio — Octubre 2017)
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Figura 18: Investigadoras (Julio — Octubre 2017)

Tabla estandarizada de medida de halos de inhibicion (mm).

DIAMETRO EN (MM)
CONCENTRACION
DEL DISCO RESISTENTE INTERMEDIO  SENSIBLE

(R) 0 ©)

ANTIBACTERIANO

Ciprofloxacino 30 ug <15 16 -20 >21

Fuente: INS (2002)
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Preparacion de los reactivos utilizados en el analisis fitoquimico cualitativo.
1. Reactivo de Dragendorff:

Solucion a: 8 g Bi (NO3).5H20/20 mL HNO3

Solucién b: 27.2 g K1/50 mL H20

Mezclar, reposar, decantar sobrenadante. Diluir a 100mL.
2. Reactivo de Mayer:

Solucién a: 1.36g HgCI2/60 mL H20

Solucién b: 5 g KI/10 mL H20

Mezclar y diluir a 100mL.

3. Reactivo de Wagner:

1.27 g de 12 + 2g KI/5mL H20

Diluir a 100mL.

4. Cloruro férrico: Disolver 1,25 g de cloruro férrico en 25 mL de agua y aforar a 50 mL
con alcohol metilico.

FUENTE: Lock (1988)

MEDIOS DE CULTIVO

Agar Mueller Hinton CM0337 (Himedia)

Agar EMB (Merck)

Agar Manito salado CM0041 (Himedia)

Agar Pseudomona (Merck)

Agar Nutritivo (Merck)

REACTIVOS

Etanol 70 % (Merck)

Cloruro de Sodio

Ciprofloxacino (30mg) (Genfar)

Escala de Mc Farland: Thermo Scientific (R20421)
Tamano del tubo: 15 x 103mm
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SANMARCOS ¥/ ¢ \"
(Universidad del Pert, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CONSTANCIA

A quien corresponda:

Por la presente, el suscrito da constancia que a GINA INDHIRA CORONADO PEREZ y
PILAR YESENIA CAUNA FLORES, alumnas de la Facultad de Ciencias Biologicas de
la Universidad Nacional de Altiplano se les ha proporcionado en calidad de donacién las
siguientes cepas:

Escherichia coli (ATCC® 25922™)

Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 25923™)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 15442™)
Enterococcus faecalis (ATCC® 29212™)

Las cepas en mencion seran utilizadas para el desarrollo de su trabajo de tesis.

La presente se extiende a peticion de las interesadas a los veinticuatro dias del mes

de juiio del 2017.
i
L )
A
N ( g

/DR ENRIQUE WALTER/MAMANI ZAPANA
DA, P-MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA
Facultad de Ciencias Bioldgicas
UNMSM

Atentamente,

nstitucional UNA-PUNO
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CONSTANCIA N°: N°002.

LA QUE SUSCRIBE: COORDINADORA DEL PROGRAMA DE MICROBIOLOGIA Y LABORATORIO
CLINICO:

Hace constar que la Srta. PILAR YESENIA CAUNA FLORES ha realizado su trabajo de investigacion
denominado “ Actividad antibacteriana in vitro de estractos hidroalcohélicos de Plantago mayor (llantén y
Rumex crispus (lengua de vaca) sobre cepas ATCC de Staphylococcus aureus,enterococus faecalis , Escherichia
coli y Pseudomona aeruginosa -Puno 2017” en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas ,segiin solicitud y autorizacion de fecha 04 de Agosto el 2017 ,asi consta en el libro de asistencia
de tesistas y el informe del sefior Técnico de laboratorio Leonidas Teves Alejo. Se emite la presente, para fines

de tramite documentario solicitado por la Coordinacion de investigacion de la FCCBB.

FONZALES ALCOS
oondistgdora del programa de
Migrabio}dgia y Laboratorio Clinico.
OO

)

CONSTANCIA N°: N°003.

LA QUE SUSCRIBE: COORDINADORA DEL PROGRAMA DE MICROBIOLOGIA Y LABORATORIO
CLINICO:

Hace constar que la Srta. GINA INDHIRA CORONADO PEREZ ha realizado su trabajo de investigacion
denominado “ Actividad antibacteriana in vitro de estractos hidroalcohdlicos de Plantago mayor (llantén y
Rumex crispus (lengua de vaca) sobre cepas ATCC de Staphylococcus aureus,enterococus faecalis , Escherichia
coli y Pseudomona aeruginosa -Puno 2017 en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Biolbgicas ,seglin solicitud y autorizacion de fecha 04 de Agosto el 2017 ,asi consta en el libro de asistencia
de tesistas y el informe del sefior Técnico de laboratorio Leonidas Teves Alejo. Se emite la presente, para fines

de tramite documentario solicitado por la Coordinacién de investigacién de la FCCBB.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




