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RESUMEN

En la presente investigacion se determind el efecto antibacteriano in vitro del extracto
acuoso del isafo “Tropaeolum tuberosum” en cepas causantes de infecciones del tracto
urinario a concentraciones de 10, 25, 50 y 75mg/mL. Para el estudio se utilizé6 cepas ATCC

y clinicas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

La recoleccion del isafio “Tropaeolum tuberosum” se realiz6 en el departamento de Puno y
cuya identificacion se realizd en el herbario botanico Aregvipense — HUSA, Universidad

Nacional de San Agustin.

En la determinacion de la actividad antibacteriana se utilizo la técnica de disco difusion
(Kirby-Bauer), utilizando como control negativo de crecimiento un disco de gentamicina de
10 ug, y como control positivo un disco con agua destilada; al analizar los resultados se
observé que el extracto acuoso del isafio tuvo efecto antibacteriano a concentraciones de
50y 75mg/mL para ambas bacterias, demostrando ser mejor frente a cepas ATCC que para
cepas clinicas. Se obtuvo halos de inhibicion promedio de 22 y 23 mm de diametro para
cepas ATCC de Escherichia coli y 16 mm de didmetro para cepas ATCC de Pseudomonas

aeruginosa.

En la determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CMI) se utilizé la técnica
turbidimétrica de dilucién en caldo donde se observo que la cepa ATCC de Escherichia coli
obtuvo efecto bacteriostatico a una concentracion de 18.75mg/mL, mientras que la cepa

ATCC de Pseudomonas aeruginosa a una concentracion de 37.5mg/mL



Para determinar la concentracion bactericida minima (CMB) se sembr6 0.1 mL de muestra
de los tubos sin turbidez del CMI en placas de Mueller Hinton donde se determindé el efecto
bactericida a la concentracion de 75mg/mL para ambas cepas ATCC.

Ademas se realiz6 un andlisis fitoquimico al extracto acuoso del isafio, el cual revelo la
presencia de flavonoides, taninos, esteroides, alcaloides, y glicésidos; los cuales evidencian

actividad antibacteriana sobre microorganismos.

Palabras claves: Isafo “Tropaeolum tuberosum”, actividad antibacteriana, in vitro, extracto

acuoso, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.



ABSTRACT

In the present investigation it was determined thein vitro antibacterial effect of the aqueous
extract of isafio "Tropaeolum tuberosum" in strains causing urinary tract infections at
concentrations of 10, 25, 50 and 75mg/mL. For the study was used ATCC strains and clinics

of Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa.

The collection of the isafio "Tropaeolum tuberosum" was held in the department of Puno
and whose identification was made in the herbarium botanist Areqvipense - HUSA, National

University of San Agustin.

In the determination of the antibacterial activity was used the technique of Kirby-Bauer disk
diffusion, using as a negative control of growth a disc of gentamicin 10 ug, and as a positive
control a disc using distilled water; to analyze the results it was observed that the aqueous
extract of isafio had antibacterial effect at concentrations of 50 and 75mg/mL for both types
of bacteria, proving to be better compared to strains ATCC that for clinical isolates. It was
obtained inhibition halos average of 22 and 23 mm diameter for ATCC strains of Escherichia

coli and 16 mm diameter for ATCC strains of Pseudomonas aeruginosa.

In the determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) technique was used in
broth dilution turbidimétrica where it was noted that the ATCC strain of Escherichia coli
obtained bacteriostatic effect to a concentration of 18.75mg/mL, while the ATCC strain of

Pseudomonas aeruginosa at a concentration of 37.5mg/mL



Vi

To determine the minimal bactericidal concentration (MBC) was planted 0.1 mL sample of
the pipes without turbidity of the WCC in plates of Mueller Hinton where it was determined
the bactericidal effect of the concentration of 75mg/mL for both strains ATCC.

An analysis was also conducted to phytochemical aqueous extract isafio, which revealed
the presence of flavonoids, tannins, steroids, alkaloids, and glycosides; which show

antimicrobial activity against microorganisms.

KEY WORDS: Isafio "Tropaeolum tuberosum”, antibacterial activity in vitro, aqueous

extract, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa.
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INTRODUCCION

Las infecciones urinarias constituyen la segunda causa de infeccién en el ambito de la
atencioén de salud. La Escherichia coli es la causa mas frecuente de infecciones urinarias,
mientras la Pseudomonas aeruginosa es una causa importante de infecciones oportunistas
y nosocomiales que aunque no sea la causa mas comun puede causar infecciones severas,

particularmente en pacientes cateterizados y/o con anormalidades del trato urinario.

Las infecciones del tracto urinario (ITU’S) en general son tratadas con antibiéticos. Si bien
en algunos casos las infecciones se resuelven facilmente y sin complicaciones, algunos
pacientes no responden a esta terapia o sufren una infeccion recurrente luego de un
tratamiento aparentemente exitoso. La evolucién en los patrones de resistencia a los
diferentes antibiéticos empleados para el tratamiento de las infecciones urinarias presenta
un grave problema de salud publica. La sensibilidad a los antibiéticos de las bacterias que
causan ITU a evolucionado durante décadas de tratamiento que favorecieron la aparicion
de cepas multiresistentes de diversos uropatdégenos. Por ello es necesario buscar opciones
terapéuticas diferentes, ademas de hacer un uso mas racional de la antibioticoterapia en

los episodios de ITU’S.?

El interés cientifico se ha intensificado en la bisqueda de nuevas drogas provenientes de

fuentes naturales, las cuales constituyen una excelente fuente de metabolitos secundarios,

! Astete S, Flores F, Buckey D. Sensibilidad antibidtica de los gérmenes causantes de infecciones urinarias en pacientes
ambulatorios en el hospital Nacional Arzobispo Loayza. Rev. Soc. Per. Med. Int. [online]. 2004 [Consultado 28 jul 2016];
17(1). pag. 2
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convirtiéendose en una medicina alternativa para infecciones bacterianas y flangicas.
Particularmente el tubérculo del isafio “Tropaeolum tuberosum” también conocido con el

nombre de mashua es utilizado para el tratamiento de infecciones urinarias “mal de orina”.

Por consiguiente, la investigacion pretende evaluar el efecto antibacteriano del extracto
acuoso del isafio “Tropaeolum tuberosum”frente a cepas causantes de infeccion del tracto
urinario, para asi resaltar, y rescatar los valores ancestrales sobre su uso, posibilitando en
un futuro su cultivo sostenible para la elaboracion y comercializacion como medicamento,
brindando una nueva alternativa econdmica en el control, prevenciéon y tratamiento en
infecciones del tracto urinario. Asi mismo, los resultados obtenidos servirdn como base para

el inicio de muchas otras investigaciones referente a esta especie muy poco estudiada.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO METODOLOGICO

1.1 Descripcién de larealidad problematica:

Las infecciones del tracto urinario (ITU'S) son consideradas como la existencia de
microorganismos patégenos en el tracto urinario con o sin presencia de sintomas. Las
vias urinarias pueden ser afectadas por bacterias, hongos y parasitos, entre estas las
ITU'S de tipo bacteriana son las que se desarrollan mayoritariamente, el agente
etioldgico mas frecuente de ITU’S es la Escherichia coli responsable del 75% al 80%
de casos, el 20% a 25% restante incluye microorganismos como: Staphylococcus
saprophyticus, Proteus mirabilis, Klebsiella sp., Streptococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, siendo esta Ultima la causante mas comin de ITU hospitalaria o

nosocomial debido al cateterismo vesical.?

Entre las infecciones mas importantes del ser humano, las ITU'S constituyen un
importante problema de salud que afecta a millones de personas cada afio, es la
segunda causa de infeccion mas frecuente en los humanos, y es solo superada por las
infecciones del tracto respiratorio; estas ocurren a cualquier edad de la vida, aunque el
principal impacto es en mujeres, hombres en los dos extremos de la vida, pacientes

con trasplante renal, anormalidades estructurales o funcionales del rifién y/o del tracto

2 Prats Guillem. Microbiologia clinica. 1° edicion. Espafia: Editorial Médica Panamericana; 2005. Pag. 239



urinario, la proporcion de frecuencia de ITU entre mujeres y hombres jovenes es de

30:1; sin embargo, conforme el hombre envejece, esta proporcion tiende a igualarse.

Se estima que globalmente ocurren al menos 150 millones de casos de ITU por afio;
en E.E. U.U., 7 millones de consultas son solicitadas cada afio por ITU; en el Peru se
desconocen cifras exactas pero es muy probable que sean similares, sin embargo, es
dificil determinar su incidencia real debido a que no es una enfermedad reportable, esto
se agrava por el hecho de que un diagnéstico certero requiere tanto de la clinica como
del urocultivo positivo, en el contexto ambulatorio el diagnéstico se hace por lo general
sin urocultivo. Las infecciones urinarias asociadas con sondas vesicales constituyen el

35% a 40% de todas las infecciones nosocomiales en general. 3

Muchas veces el uso excesivo de antibidticos, pudiendo sefialar especificamente el
grupo terapéutico de las quinolonas que son ampliamente utilizadas para tratar este
tipo de infecciones, facilitan la resistencia a este grupo antibiético quedando
imposibilitado su uso en posteriores infecciones y también agotando de alguna forma

las alternativas para su tratamiento.

Comparativamente con los medicamentos convencionales que son desarrollados por
avanzadas industrias farmacéuticas, poseen efectos adversos que promueven muchas
veces el uso de alternativas fitoterapeuticas, tal es el caso del isafio, el cual es

comercializado y recomendado para las infecciones del tracto urinario.

S Astete S, op cit., pag. 5



1.2 Delimitaciones y definicion del problema

1.2.1 Delimitaciones

A. Delimitacién espacial:
El presente estudio se ejecutd en los laboratorios de la Universidad Alas Peruanas.
Filial Arequipa.

B. Delimitacion temporal:

El estudio fué realizado entre los meses de julio a noviembre del 2016.

C. Delimitacion social:
Aporte cientifico acerca del posible efecto antibacteriano del isafio “Tropaeolum
tuberosum”, en tanto que los resultados del estudio estaran a disposicion de los
profesionales de la salud, como de las personas en general.

D. Delimitacién conceptual

1. Area: Ciencias de la salud.

2. Campo: Farmacia y Bioguimica.

3. Linea: Fitoterapia

4. Tema general: Evaluacion del efecto antibacteriano in vitro de extracto

vegetal en cepas bacterianas causantes de infeccién de tracto urinario.

5. Tema especifico: Evaluacién del efecto antibacteriano in vitro del extracto
acuoso del isafio en cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

ATCC y clinicas causantes de infecciones del tracto urinario.



1.2.2 Definicion del problema:

Las infecciones del tracto urinario constituyen un importante problema de salud que
afecta a millones de personas cada afio, es la segunda causa de infeccion mas
frecuente solo superada por las infecciones del tracto respiratorio.* La presente
investigacion tiene como fin brindar una alternativa fitoterapedutica a las infecciones

del tracto urinario, las cuales pueden producir serios problemas de salud.

1.3 Formulacién del problema a investigar

¢, Se podra evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso del isafio,
“Tropaeolum tuberosum”, en cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa ATCC

y clinicas causantes de infeccion del tracto urinario, Arequipa 20167

1.3.1 Subproblemas

¢ . Cual es la actividad antibacteriana en la prueba de difusién de Kirby Bauer del
extracto acuoso del isafio “Tropaeolum tuberosum” en cepas de Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa ATCC y clinicas causantes de infecciones del tracto

urinario, Arequipa 2016?

e ;Cual es concentracion minima inhibitoria del extracto acuoso del isafio
“Tropaeolum tuberosum” en cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

ATCC y clinicas causantes de infecciones del tracto urinario, Arequipa 2016?

e ;Cual es concentracion bactericida minima del extracto acuoso del isafio
“Tropaeolum tuberosum” en cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

ATCC y clinicas causantes de infecciones del tracto urinario, Arequipa 2016?

4 Astete S. Op. Cit., pag. 1.



1.4 Objetivo de la investigacion:

1.4.1 Objetivo general:

e Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso del isafio “Tropaeolum
tuberosum” en cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa ATCC y

clinicas causantes de infecciones del tracto urinario, Arequipa 2016.

1.4.2 Objetivos especificos:

e Identificar la actividad antibacteriana del extracto acuoso del isafio “Tropaeolum
tuberosum” en cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa ATCC y
clinicas causantes de infecciones del tracto urinario, por el método de disco -

difusion de Kirby Bauer, Arequipa 2016.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria del extracto acuoso del isafio
“Tropaeolum tuberosum”en cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

ATCC y clinicas causantes de infecciones del tracto urinario, Arequipa 2016.

e Determinar la concentracion minima bactericida del extracto acuoso del isafio
“Tropaeolum tuberosum”en cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

ATCC y clinicas causantes de infecciones del tracto urinario, Arequipa 2016.

1.5 Hipdtesis de la investigacion

Dado que el isafio posee isotiocianatos (producto de degradacion de los glicosinolatos)
los cuales presentan actividad antibacteriana es probable que el extracto acuoso de
isaflo “Tropaeolum tuberosum” posea efecto antibacteriano in vitro frente a cepas

causantes de infecciones de tracto urinario - Arequipa 2016.



1.6 Variables e indicadores:

Cuadro 1: Operacionalizacion de la variable

Variable Dimensiones Indicadores T|p'o de Escala | Item
variable
Difusiéon en s
Efecto disco: Kirby Mephu_o_n _C!e halos Cualitativa | Nominal
. : de inhibicion (mm)
antibacteriano Bauer
del extracto itati
ACUOSO del CIM Turbidimetria (%) C‘éigg:ﬁ}g’a Razon | 3
isafno _ )
“Tropaeolum Presencia/ausencia Cuantitativa
tuberosum” CcBM de crecimiento continua Razoén
bacteriano (UFC)

Fuente: Elaboracion propia

1.7 Justificacién e importancia de la investigacion

El isafio es un tubérculo que resiste condiciones climaticas adversas, de poco uso, con
un bajo costo de cultivo, es usada en los andes por sus propiedades antiinflamatorias,
cicatrizantes y antibacterianas, tiene un amplio uso en las prostatitis, enfermedades
renales y hepaticas asi como infecciones urinarias, preferentemente debido a la
cantidad de isotiocianatos (producto de la hidrélisis del glicosinolato que se encuentra
en el isafio, el cual se descompone por accion de la mirosinasa, enzima que permite la
degradacion de este metabolito secundario como respuesta a cortes o agresion

externa) presentes en su composicion.®

Es precisamente debido a este uso empirico que se realiza la investigacion para
comprobar su efecto antibacteriano, ya que ésta podria representar una alternativa
terapéutica a futuro y con estudios posteriores, un importante precedente para el

tratamiento de infecciones urinarias comunes e intrahospitalarias.

5 Huamani A. Composicion fisico — quimica de la mashua [Tesis]. Ayacucho — Peru: Universidad Nacional Mayor de San
Marcos; 2014



Al formar parte del reino vegetal y ser utilizado de forma natural, este estudio sera de
mucha importancia dentro del campo de la fitoterapia, constituyendo una opcion de
tratamiento frente a patologias urinarias dentro del campo de la medicina alternativa y
medicina en general, ya que de comprobarse su efecto in vitro se podria evaluar la

viabilidad de darle una forma farmacéutica y tratar esas enfermedades.

1.8 Limitaciones de la investigacion
Escasez bibliografica de investigaciones cientificas sobre el isafio “Tropaeolum
tuberosum” en el campo de la salud.

1.9 Tipo y nivel de investigacion:

1.9.1 Tipo de investigacién

Investigacion observacional, aplicada.

1.9.2 Nivel de investigacidn

Nivel de investigacion basico, explicativo.

1.10 Método y disefio de la investigacion

1.10.1 Métodos de la investigacion

A. ldentificacion, recoleccién y acondicionamiento del isafo “Tropaeolum

tuberosum””:

La identificacion del isafio se hizo en el herbario botanico Arequipense — HUSA
(Anexo 19). La planta se recolectd, de terrenos de cultivo areno-arcilloso
establecidos a 3.850 m.s.n.m. en el distrito de llave, provincia de Collao, en el
departamento de Puno, Peru.

La cantidad de material vegetal que se recolectaron aproximadamente fue 5 Kg.
los cuales se recolocaron en una lata de 22 cm. de didmetro, conservadas a
temperatura ambiente en un lugar fresco y a la sombra para su identificacion. El

material vegetal se lavo previamente con agua destilada, luego se desinfect6 con



hipoclorito de sodio 1% y con tiempo de inmersion de 10 minutos por tratarse de

tuberosas. Se seco y almacen6 en un lugar fresco y sin humedad, a la sombra.®

Figura 1: Identificacion del isafio “Tropaeolum

Fuente: Elaboracion propia

B. Preparacion de los extractos acuosos del isaino “Tropaeolum tuberosum”:

Se utilizé el método de extraccion con disolventes (decoccién), el cual se basa en
el traslado de sustancias que se encuentran dentro de la célula hacia el exterior, a

través de una membrana celular porosa.’

Se realiz6 cuatro extractos acuosos de las concentraciones siguientes: 10, 25, 50
y 75mg/mL, para lo cual se corté en pequefas partes el isafio, luego se pesé 10
mg del material vegetal, por otro lado se midi6 100 ml de agua destilada con una
probeta, luego se trasvaso a un vaso de precipitados y se colocé el material vegetal
para su decoccién por 15 minutos, finalmente se envasa el extracto en un frasco
ambar. Seguidamente se repite el mismo procedimiento para las demas

concentraciones siendo estas: 25mg en 100 ml, 50mg en 100 ml, y 75mg en 100.

5 Martinez M, Cuéllar A. Farmacognosia y productos naturales. 1ra Edicion. Cuba: Editorial Félix Varela; 2001. Pag. 40
7 Ibit., pag. 152



C. Caracteristicas organolépticas del extracto acuoso del isafo “Tropaeolum
tuberosum”
Es una prueba objetiva que se basa en la percepcion a través de los sentidos del

investigador 8

1. Color:
Se procedi6 a colocar cada extracto en un vaso beaker y se observo el color

a tras luz.

2. Olor:
Se tomé una tira de papel filtro de aproximadamente 1 cm. de anchura por 10
cm. de longitud y se introdujo un extremo en la muestra. Se olié y se determiné

la caracteristica del extracto.

3. Sabor:

Se tom6 una alicuota y a través del sentido del gusto se prob6 el extracto.

D. Analisis fisicoquimico del extracto acuoso del isaifo “Tropaeolum

tuberosum”

1. pH (Potencial de hidrogeniones)

Se utilizé el método potenciométrico el cual se fundamenta de que entre dos
disoluciones con distinta [H*] se establece una diferencia de potencial. Esta
diferencia de potencial determina que cuando las dos disoluciones se ponen en
contacto se produzca un flujo de [H*] o en otras palabras, una corriente eléctrica.

El pH es una medida de la acidez o alcalinidad de una muestra.®

Para lo cual se procedi6 primero a calibrar el potenciémetro utilizando dos

soluciones buffer de pH conocido (4 y 7), luego se enjuagé con agua destilada y

8 Martinez M, op. cit.,pag. 139
9 Rodriguez, Nancy. Manual de laboratorio azucarero. 1% Edicion. Habana: Editorial Pueblo y educacion; 1998. Pag. 50
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se sec6 con papel filtro el electrodo; luego se lava un tubo de ensayo, se secay se
enceba con el extracto. Se espera 3 minutos después de cada medicion, se
enjuaga cuidadosamente el electrodo con agua destilada. Las pruebas se
realizaron por triplicado.

2. Densidad

Se utiliz6 el método del picnémetro el cual se fundamenta en la ligereza o pesadez
de una sustancia es decir, cuando mayor sea la densidad de un cuerpo, mas

pesado nos parecera.®

Primero se peso el picndbmetro de 25 mL vacio y se anotdé su masa (M,); luego se
peso el picnébmetro con cada una de las muestras del extracto acuoso del isafio y
se anotd su masa (M.). El picnémetro se enraso (llenarlo completamente, evitando
la formacion de burbujas en su interior) con cada una de las muestras y al taparlo
se secoO el agua que reboso por fuera con papel filtro. Las pruebas se realizaron

por triplicado y los resultados obtenidos se calcularon segun férmula.

[ = (M2-M1)/VP

Donde:

| : Densidad de la muestra.
M1: peso del picnémetro vacio (g)
M2: peso del picnédmetro con muestra (g)

VP: volumen del picnémetro (mL)

10 Atarés L. Determinacion de la densidad de un liquido con el método del picnémetro [Sede web]. Universidad Politécnica de

Valencia. [Consultado el 8 de agosto del 2016]. pag 11
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3. Viscosidad

Se utilizé el método de medicidn de viscosidad, el cual se fundamenta en la

resistencia de los liquidos a fluir.!*

Se hizo uso del viscosimetro de Ostwald; con una pipeta se introdujo alcohol en la
ampolla hasta mas de la mitad de la misma, se insuflé para que el liquido llene el
volumen quedando un poco mas arriba del enrase; se dejo escurrir el liquido
poniendo en marcha el cronémetro en el momento en que la superficie del liquido
sobrepasa, luego se dejo que seque; para después hacer lo mismo con el agua
destilada y después con las diferentes muestras del extracto acuoso del isafio. Las

pruebas se realizaron por triplicado y los resultados obtenidos se calcularon segun

formula.
m =Ql * fl enrases : \'
N2 p2* 6 Tisa copltar o
1 radio: I
Donde:

n: = Viscosidad del agua (Liquido de referencia).
n2= Viscosidad del liquido problema.

p1 = Densidad del agua.

p2= Densidad del liquido problema.

f, = Tiempo en pasar el agua por las marcas ay b.

f, = Tiempo en pasar el liquido problema entre las marcas a y b.

11 Rodriguez, Nancy. Manual de laboratorio azucarero. 1" Edicion. Habana: Editorial Pueblo y educacion; 1998. Pag. 51
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E. Analisis fitoquimico del extracto acuoso del isafio “Tropaeolum tuberosum”.

1. Identificacién de Terpenos y esteroides

Se utilizo el reactivo de Libermann- Burchard (prueba colorimétrica), el cual
se fundamenta debido al grupo hidroxilo [-OH] que al reaccionar con los
reactivos y el aumento de la conjugacion de la instauracion en el anillo fusionado

adyacente. 12

Para lo cual se tom6 2 mL de extracto en un tubo de ensayo, se evaporo el
solvente en bafio maria y el residuo se disolvio en 1 ml de cloroformo. Se
adicion6 1mL de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de
ensayo se dejé resbalar 2 o 3 gotas de acido sulfarico concentrado sin agitar.
Un ensayo positivo da verde que varia hasta el azul petroleo indica reaccion
positiva para esteroide. Si da desde amarillo naranja hasta pardo amarronado,

es positiva para triterpenos.

Figura 2: Reaccién de Libermann- Burchard

B a4 ser/12/2006

Fuente: Elaboracién propia

12 | ock de Ugaz O.Investigacion fitoquimica. Métodos en el estudio de productos naturales. 2da Edicion. Perd: Editorial
de la Pontificia Universidad Catolica del Pert; 1994. Pag. 187
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2. ldentificaciéon de Flavonoides

Se utilizé el reactivo de Shinoda; la cual se basa en la formacion de quelatos
entre flavonoides y el magnesio metdlico, dando lugar a la aparicion de
diferentes coloraciones que dependen de la estructura quimica del flavonoide.®
Para lo cual en un tubo de ensayo se coloc6 1ml de extracto se agregé un trozo
de cinta de magnesio metdlico y gotas de acido clorhidrico concentrado hasta
reaccion completa. La aparicion de color indica la presencia de flavonas,
flavonoles (amarillo a rojo), flavonoles (rojo a magenta), flavanonas (rojo,

magenta, violeta, azul); las isoflavonas, chalconas y auronas no dan coloracion.

Figura 3: Reaccion de Shinoda

Fuente: Elaboracién propia

3. Identificacion de Taninos

La identificacion se realizé con cloruro férrico, esta prueba se fundamenta en
que al reaccionar los taninos con el FeCl; van a formar complejos de Fe*®
produciendo diferentes coloraciones (verde a azul) dependiendo..*?

En un tubo de ensayo, a 1 mL de extracto, se le afiadié 0.5 mL de solucién de

FeCls; 5% hasta la formacion de complejos coloreados (color verde oscuro indica

13 Kuklinsky, Claudia. Farmacognosia. Estudio de las drogas y sustancias medicamentosas de origen natural. 2da
Edicién. Espafia: Editorial Omega; 2006. Pag. 115
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presencia de taninos catéquicos, mientras que la coloracion azul indica
presencia de taninos galicos).

Figura 4: Reaccion con cloruro férrico

Fuente: Elaboracion propia

4. |dentificacion de Alcaloides

Se utilizé el reactivo de Dragendorff, el cual se basa en la reacciéon de los
alcaloides en medio alcalino, para dar lugar a la formacién de sales insolubles,
las cuales se evidencian por la presencia de precipitados anaranjados.®

Se probé en un tubo de ensayo donde se adiciond 1 mL de extracto, después
se agregd gota a gota el reactivo de Dragendorff. La prueba es positiva si se

observa la formacién de un precipitado naranja.

Figura 5: Reaccion de Dragendorff

Fuente: Elaboracién propia
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5. Identificacion de Saponinas

Se realiz6 a través de la determinacion del indice de espuma el cual se basa
en disminuir la tension superficial del agua, formando espuma abundante.

Para lograrlo en un tubo se colocé 2 mL de extracto obtenido, se agitd
vigorosamente durante un minuto, luego se observa la cantidad y persistencia
de la espuma formada, Se mide la altura de la espuma alos 5 y 15 minutos. Se
considera positiva cuando la espuma es mayor o igual a 0.5 cm y perdura 15
minutos 0 mas. Si se forma abundante espuma estable aproximadamente 5

minutos, es prueba presuntiva de presencia de saponinas en la muestra.

Figura 6: Determinacion del indice de espuma

Fuente: Elaboracién propia

6. Identificacion de Quinonas

Se uso el reactivo de Borntrager; el cual se fundamenta en el estado de
resonancia de los hidroxilos fendélicos, quedando el nucleo libre.

Para lo cual se disolvi6 en 1 mL de cloroformo con 2 mL de extracto acuoso,
se adicion6 1 mL de hidréxido de sodio al 5% en agua, se agité mezclando las
fases y se dejo en reposo hasta su separacion. Si la fase acuosa alcalina se

colorea de rojo o rosado el ensayo es positivo.

1Kuklinsky, Claudia, op. cit., pag. 116
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Figura 7: Reaccion de Borntrager

Fuente: Elaboracién propia

7. ldentificacion de glicésidos

Se utilizé el reactivo de Molish la cual se fundamenta en que los azlcares, en
medio acido fuerte se deshidratan formando furfurales, estos furfurales al
reaccionar con el a-naftol originan complejos de intenso color.

Para lo cual se colocé 1 mL de muestra luego se adiciona el reactivo de Molish
posteriormente se adiciona acido sulflrico (H.SO.). Se considera positivo

cuando se forma un precipitado rojo que al disolverse, colorea la solucion.

Figura 8: Reaccién de Molish

Fuente: Elaboracién propia
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F. Preparacion del material biolégico

Se trabaj6 con dos tipos de cepas:

e Cepas estandares ATCC (American Type Culture Collection) Escherichia coli
ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
e Cepas clinicas (Hospital Goyeneche) Escherichia coli y Pseudomonas

aeruginosa.

6. Reactivacion de las cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Esta cepa pura fué adquirida comercialmente, la misma que se encuentra

depositada en American Type Culture Collection

Para su reactivacion se agito el vial en forma de lapicero para diluir el liofilizado
con el medio liquido que se encontraba en la parte opuesta distal del mismo,
inmediatamente después con un hisopo se sacé una muestra del in6culo para
luego transferirla a un medio de agar nutritivo (Mueller Hinton). Se incubd a 37°C

durante 24 horas.

2. Cepas clinicas de Escherichia coli

a. Pruebas bioquimicas para reconocimiento de cepas de Escherichia coli

Se sembrd la muestra, en agar Mueller Hinton, se incuba a 37°C por 24 horas,

se obtuvo colonias cremas. Luego se sembrd en agar EMB por 24 horas, las

colonias de Escherichia coli fueron de color verde metalico.
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Figura 9: Cepas de Escherichia coli en agar EMB

Fuente: Elaboracién propia

e Triple Azucar Hierro (TSI):

Se sembr6 la muestra de Escherichia coli en agar TSI (pico — fondo) mediante
el método de siembra picadura y estria, se dejé en la estufa a 37°C por 24
horas. La degradacion de los tres hidratos de carbono produjo un pH acido
ocasionando el viraje del indicador rojo fenol a amarillo. A/A + - Lactosa (+),
Sacarosa (+), Glucosa (+), COz(+), H2S(-).1!

Figura 10: Escherichia coli en agar TSI

Fuente: Elaboracion propia
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e Agar Citrato de Simmons:

Se sembro la muestra de Escherichia coli  en agar Citrato de Simmons
(pico — fondo) mediante el método de siembra picadura y estria. Se dejo en
la estufa a 37°C por 24 horas. La prueba es positiva cuando el medio cambia
de un color verde a un color azul; para el caso de la Escherichia coli es

negativo.®

Figura 11: Escherichia coli en agar Citrato de Simmons

Fuente: Elaboracion propia

b. Pruebas bioquimicas para reconocimiento de cepas de Pseudomonas
aeruginosa

Utilizando el agar Mueller Hinton preparado anteriormente se sembrd la

muestra de Pseudomonas aeruginosa, se dej6é en la estufa a 37°C por 24

horas.

e Sembrado de Pseudomonas aeruginosa en agar Cetrimide
Se sembré la muestra de Pseudomonas aeruginosa, en agar Cetrimide en

placa, se dej6 en la estufa a 37°C por 72 horas. Se verific el crecimiento de

15 Granados R. Villaverde C. Microbiologia, bacteriologia, medios de cultivo y pruebas bioquimicas, micologia general,
parasitologia general. 2° edicién. Espafia: Editorial paraninfo S. A; 1998. . pag. 133 - 139
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las colonias por la produccién de piocianina y fluoresceina, que muestran un

aspecto verde fosforescente a las colonias.

Figura 12: Pseudomonas aeruginosa en agar Cetrimide

Fuente: Elaboracién propia

e Prueba de la oxidasa
Se utilizé el reactivo de Kovacs (solucion al 1% de diclorhidrato de tetrametil-
p-fenilendiamina) el cual tifio las colonias de Pseudomonas aeruginosa a

purpura (positividad de la reaccion) *

Fiaura 13: Prueba de Oxidasa para Pseudomonas aeruginosa

Fuente: Elaboracién propia

16 Granados R, op cit., pag. 97



21

G. Evaluacion del efecto antibacteriano del extracto acuoso del isafo

“Tropaeolum tuberosum”

1. Prueba de susceptibilidad disco — difusién (Kirby bauer)

Se utilizo cepas ATCC y clinicas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa
ademas de un disco de gentamicina de 10ug el cual se tom6é como control
negativo de crecimiento. Se evalué tanto la potencia antibidtica en la muestra

como la “sensibilidad” del microorganismo.

La técnica de Kirby Bauer se fundamenta en la difusion de sustancias activas en
un medio sélido, y que se evidencia por la formacién de halos de inhibicion; para
lo cual se prepararon placas con agar Mueller Hinton a las cuales con ayuda de
un hisopo estéril se les inoculd una suspension de los microorganismo (E. coli y
Pseudomonas aeruginosa) de 18 a 24 horas de incubacién con una turbidez

equivalente a la escala 0.5 de Mc Farland. " (Anexo 2)

Sobre las placas se colocaron discos de papel Whatman N° 5 (Anexo 4),
conteniendo las concentraciones del extracto acuoso del isafio “Tropaeolum
tuberosum™ 10, 25, 50 y 75%. Las placas se incubaron a 37°C hasta el dia
siguiente, luego del periodo de incubacién se realiz6 la lectura de los halos de
inhibicion (mm). Todos los ensayos de actividad antibacteriana se realizaron por

triplicado.

7 Alonso B, Aragon V, Bengoechea J, Diaz R, Gamazo C, Garcia |, et al. Manual practico de microbiologia. 2da Edicion.
Espafia: Editorial Masson; 2003. pag. 136
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Fiaura 14: Halo de inhibicibn de Pseudomonas aeruainosa ATCC

Fuente: Elaboracion propia

2. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI)

Se utilizé el método diluciéon en caldo, el cual se basa en la turbidez que las
bacterias evidencian en los tubos debido al crecimiento de las mismas en medio
liquido, para lo cual se realizaron diluciones seriada del extracto acuoso “madre”,
en una serie de 15 tubos que contenian igual cantidad de caldo Mueller Hinton.
El tubo nimero 15 no tenia extracto acuoso y sirvié de control positivo de
crecimiento. Un tubo extra no tenia inéculo y sirvi6 de control negativo de
inhibicion. Se agrega 1 ml de la suspension microbiana con 106 UFC/ml a la serie

de 10 tubos y se incuba a 37 °C, durante 18 horas.

El microorganismo crece en el tubo control positivo de crecimiento y en todos los
otros que no contengan suficiente agente antibacteriano como para inhibir su
desarrollo. Al término de la incubacion, se observa el primer tubo de la serie que
presenta turbidez, el tubo anterior a este (tubo que no presenta turbidez), es el

que corresponde a la concentraciéon minima inhibitoria (CMI). 8

18 Alonso B, Aragén V, Bengoechea J, Diaz R, Gamazo C, Garcia l, et al., op. cit., pag. 140
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Figura 15: CMI de Escherichia coli

Fuente: Elaboracién propia

Figura 16: CMI de Pseudomonas aeruginosa

Fuente: Elaboracién propia

3. Determinacién de la concentracién minima bactericida (CMB)

Se tomo un in6culo de 0,1 mL del tubo testigo inmediatamente después de ser
sembrado y se lo disemina con espatula de Digrasky sobre una placa de Mueller

Hinton. Se incuba durante 18 horas. Transcurrido este tiempo, puede
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determinarse el nimero real de UFC del in6culo. Para obtener un resultado con
precision estadistica suficiente se aplica la siguiente férmula:

N° de colonias obtenidas por el factor de dilucion

ml sembrados en la placa

De cada uno de los tubos con caldo que no presenta turbidez luego de la
incubacion, se siembra 0,1 ml en placas con agar Mueller Hinton (la pequefia
cantidad de antibacteriano selectivo que es llevada junto con el indculo se
considera despreciable por su difusion en el agar).

Se incuba por 18 horas. Se realiza el recuento del nimero de colonias que se
desarrollan en los subcultivos y se aplica el calculo anterior para obtener el
numero de UFC/mL y compararlo con el valor de cultivo original. La menor
concentracion del agente antibacteriano que permite sobrevivir a menos del 0,1%
del in6culo original se denominara concentracion bactericida minima o

concentracion letal minima.*®

Figura 17: CMB de Escherichia coli

Fuente: Elaboracién propia

19 Alonso B, Aragon V, Bengoechea J, Diaz R, Gamazo C, Garcia |, et al., op. cit., pag. 141
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Figura 18: CMB de Pseudomonas aeruginosa

Fuente: Elaboracién propia

1.10.2 Disefio de la investigacién
La investigacion corresponde a un disefio explicativo. (Anexo 20)

1.11 Técnicas e instrumentos de recoleccién de informacion

a) Técnicas de muestreo:
Se utiliz6 el muestreo aleatorio simple para obtenerse una muestra de 5 Kg.

b) Técnicas para recolectar informacién:

Para la determinacién del efecto antibacteriano del isafio “Tropaeolum tuberosum

se tomod en cuenta:

e Fuentes primarias:
Para determinar algunas caracteristicas botanicas se utilizé la observacion directa,
e identificacion botanica en el Herbarium Areqvipense HUSA ademas, para los
andlisis fisico-quimicos, se realizan pruebas por triplicado. Ademéas de la

experimentacion para determinar el efecto antibacteriano del extracto del isafio
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e Fuentes secundarias:
Para la recoleccién de datos, se tomé en cuenta material bibliografico comprendido
por libros, articulos o publicaciones, estas dos Ultimas en un rango no mayor de 5

afios de antigliedad.

c) Técnicas estadisticas para el manejo de datos:

Se usara el paquete estadistico SPSS con un nivel de confianza de 95%.

1.12 Cobertura del Estudio

1.12.1 Universo: Isafio “Tropaeolum tuberosum”

1.12.2 Muestra:

5 Kg de isafio del departamento de Puno, Pert a 3.850 m.s.n.m; las cuales fueron

recolectadas el 10 de Agosto del 2016 a las 6:00 am.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes investigativos:

Compuestos antifingicos en tubérculos de mashua (Tropaeolum tuberosum). Lima-
Pera 2010.

Autor: Noemi Gonzélez Delgado
Institucion: Universidad Mayor de san Marcos
Afo: 2010

Resumen:

En el trabajo de investigacion se pretendié extraer y purificar compuestos que presentasen
actividad antifngica o antibacteriana, a partir de tubérculos de mashua (Tropaeolum
tuberosum). Se trabaj6, de manera independiente, con un extracto de proteinas de pared
celular y con un extracto etandlico. En las pruebas realizadas con el extracto de proteinas
de pared celular no se encontr6 ninguna actividad inhibitoria en Candida albicans, sino mas
bien un efecto contrario. Sin embargo, del extracto etandlico se logré purificar, con ayuda
de diferentes técnicas cromatografias, un compuesto con actividad antifiingica permanente
y actividad antibacteriana transitoria. En las pruebas de actividad bioldgica se ensay6 con

Candida albicans, Aspergillus niger, Escherichia coli y Enterobacter sp. EI compuesto
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purificado es incoloro, bastante volatil y con cierto olor a anis, muy hidrofébico, soluble en
cloroformo, acetonitrilo, metanol y etanol, pero insoluble en soluciones etandlicas con més
de 30% de agua.

Relaciones estructura funcién de la actividad antimicrobiana de isotiocianatos de
Tropaeolum tuberosum (mashua) y diversos analogos funcionales sintéticos. Espafia
2011.

Autor: Karina Valer Saldafa.
Institucion: Universidad Complutense de Madrid.
Afo: 2011

Resumen:

Realiz6 una investigacién denominada; en el trabajo se estudi6 el efecto inhibitorio y la
relacion estructura-funcién del isotiocianato mayoritario aislable de tubérculos de mashua
(Tropaeolum tuberosum), el 4-metoxibencilisotiocianato (4- MBITC) y de diversos analogos
funcionales sintéticos, en los siguientes organismos: Candida albicans, Escherichia coli,
Aspergillus niger y Phytophthora sojae cuantificando la actividad biolégica. Para realizar el
estudio de relacion estructura-funcion se dividio la estructura del 4-MBITC en cuatro areas
funcionales, modificAndolas de modo tal que se pudiera observar cudles eran responsables
de producir un mayor efecto inhibitorio. Se comprobd que los compuestos que presentaban
mayor efecto inhibitorio eran los que tenian en su estructura el grupo aromatico, el grupo
isotiocianato y un grupo etileno como espaciador entre ambos. Los isotiocianatos alifaticos,
saturados o insaturados, no presentaron el efecto inhibitorio que si mostraron los
aromaticos. También se comprobd que, de los organismos estudiados, P. sojae, un
patégeno vegetal, era el que presentaba mayor sensibilidad frente a los isotiocianatos

estudiados.
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Determinacion de la actividad antibacteriana “in vitro” del aceite esencial de Luma

chequen (Molina) A. Gray “arrayan” frente a Streptococcus mutans. Lima-Pera 2014

Autor: Jessica Flores Romero
Institucion: Universidad Mayor de San Marcos.
Afio 2014

Resumen:

El objetivo del presente estudio fue determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial
de Luma chequen (Molina) A. Gray “arrayan” frente a Streptococcus mutans. Se emple¢ el
método de disco-difusion en agar. Se acondicioné discos de papel filtro Wathman n°5 de 6
mm de didmetro y un espesor de 0.02mm inoculandose 10 uL de cada una de las
concentraciones del extracto. El sembrado se realizé en 14 placas con agar Miller-Hinton
mediante la técnica de difusion, utilizando el aceite esencial en concentraciones de 10, 50
y 100%, y se procedié a la incubacion en microaerofilia a 37 °C por 24 horas. Las
concentraciones al 10, 50 y 100% presentaron un halo de inhibicién promedio de 6.28, 7.88
y 8.66 mm respectivamente, la diferencia de promedios entre estas tres concentraciones
mostroé diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). Se concluye que las tres
concentraciones del aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray “arrayan”,

presentan actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans.

Accion antimicrobiana de extractos crudos de especies de plantas nativas de Chile

sobre Escherichia coli y Salmonella spp. Chile 2012.
Autor: Maria Angélica Ocares Cerén.

Institucion: Universidad Austral de Chile.

Afo: 2012

Resumen:

En el presente trabajo se seleccionaron 13 especies de plantas nativas de Chile, con el

objetivo de evaluar su capacidad antagonista frente a cepas de Escherichia coli y
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Salmonella spp. Para conocer la relacion existente entre la actividad antimicrobiana
(tamafio de los halos de inhibicién) y el pH de los extractos, se midi6 el pH de los extractos
metandlicos y cloroférmicos de cada una de las especies analizadas; los extractos
presentaron un pH acido con valores que oscilaron entre 2,0 y 6,1. Sin embargo, la
presencia de halos de inhibicion en los extractos metandlicos y la ausencia de halos de
inhibicién en los cloroférmicos, permiti6 comprobar que el efecto del pH acido no fué un
factor determinante en las inhibiciones observadas, ya que los extractos cloroférmicos, que
presentaron los valores de pH mas bajos que corresponden a las especies de Canelo, Temu
y Luma, no presentaron actividad antagonista.

2.2 Marco conceptual
2.2.1 Tropaeolum tuberosum (isafio)

Figura 19: Isafio “Tropaeolum tuberosum”.

LT

Fuente: Elaboracion propia
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A. Caracteristicas taxon6micas del isafio “Tropaeolum tuberosum”
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Brassicales
Familia Tropaeolaceae
Género Tropaeolum

Especie Tropaeolum tuberosum?

B. Caracteristicas botanicas del isafio “Tropaeolum tuberosum”

1. Tallos: Planta herbacea erecta o semipostrada, de tallos cilindricos y habitos

rastreros.

2. Hojas: Esta planta posee un follaje compacto, con hojas de color verde oscuro
en el haz y mas claras en el envés. Las hojas tienen lamina redondeada y el

peciolo inserto en el centro.

3. Flores: Flores solitarias de distintos colores que van desde el anaranjado hasta
el rojo oscuro. El numero de estambres varia de 8 a 13, y el tiempo que

permanece abierta oscila entre 9 y 15 dias.

4. Tubérculos: Los tubérculos miden de 5 a 15 cm de largo, tienen forma cénica
alargada, yemas profundas, y variados colores como el amatrillo, blanco, rojizo,
morado, gris y negro, con jaspes oscuros en la piel. El tubérculo posee una
textura arenosa y contiene 15 % de proteinas, con alto porcentaje de
carbohidratos y 80 % de agua. Debido a la presencia de isotiocianatos, que
también se encuentran en la mostaza y los rabanitos, el isafio tiene un sabor

acre y picante, pero que desaparece con la coccion volviéndose dulce.?*

20 Marifio Leoncio. ldentificacion etnobotanica. pag. 1
2 Barrera V, Tapia C, Monteros A. Raices y Tubérculos Andinos: Alternativas para la conservacion y uso sostenible en el
Ecuador [Sede web]. Ecuador [Consultado el 4 de agosto del 2016]. Pag. 15


https://es.wikipedia.org/wiki/Divisi%C3%B3n_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://es.wikipedia.org/wiki/Clase_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Brassicales
https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Tropaeolaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Tropaeolum
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C. Composicion del isafio “Tropaeolum tuberosum”
Un estudio realizado por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion (FAO) en los Andes Peruanos, determina la siguiente composicion:

Cuadro 2: Contenido de energia, vitaminas y minerales del isafio “Tropaeolum

tuberosum”

Parametro Unidad Valor
Humedad % 88,70
Cenizas % 4,81
Proteina % 9,17
Grasa % 4.61
Carbohidrato total % 75,40
Ca % 0,006
P % 0,32
Mg % 0,11
Na % 0,044
Fe % 42.00
Mn ppm 7.00
Azucar total % 42,81
Vitamina A ug 10.03
Vitamina B1 mg 0.12
Vitamina B2 mg 0.12

Vitamina C mg 76.50

Fuente: Banco de Germoplasma del INIAP (Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria).2004. 2

Cuadro 3: Contenido de aminoacidos del isafio “Tropaeolum tuberosum”

Aminoacido Unidad | Isafio
Histidina % 0.13
Isoleucina % 0.10
Leucina % 0.06
Metionina + Cistina | % 0.12
Treonina % 0.07
Valina % 0.11

Fuente: Banco de Germoplasma del INIAP (Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria).2004. 7

En el siguiente cuadro se hace referencia de los principales metabolitos que se

encuentran en el isafio “Tropaeolum tuberosum’.

22 Diaz F. Composicion fisico quimica de la mashua [Sede web]. Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga.
[Consultado el 9 de agosto del 2016]. Pag. 32
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Cuadro 4: Principales grupos fitoquimicos identificados en las raices y

tubérculos andinos.

Metabolitos secundarios en el isafio “Tropaeolum tuberosum”

Terpenosy
esteroides

Las saponinas que son glicosidos de los triterpenos y esteroles se
encuentran en todas las especies de raices y tubérculos andinos,
se han detectado en el isafio aunque no constituyen fuentes ricas
de saponinas. Un ensayo preliminar por Griffing y colaboradores
consultado por Dominguez (1986), aplicado a muestras de isafio,

dio positivo la presencia de esteroles.

compuestos

fendlicos

Casi todos los compuestos fenodlicos poseen alguna actividad
biolégica o farmacoldgica. En general son desinfectantes,
antisépticos urinarios y diuréticos.

Mediante reacciones especificas de coloracion, se detecté la
presencia de flavonas en el isafio, las cuales tiene accion

farmacoldgica mas potente que las flavononas.

Alcaloides

En ninguna de las especies de raices y tubérculos andinos (papa,

oca olluco e isafio) se evidencia presencia de alcaloides a través

del reactivo de Mayer, Wagner y Dragendorff.

Fuente: Espin S, Villacrés E, Brito B. Caracterizacion Fisico - Quimica, Nutricional y Funcional de RT"S*

Elaboracion: Propia

D. Distribucion del isafio “Tropaeolum tuberosum?”

El isafio es una planta originaria de los Andes centrales. Crece en forma silvestre

0 cultivada; su cultivo se concentra a partir de los 1 500 hasta los 4 200 msnm y

su distribucion geografica es desde Colombia hasta Bolivia. Es tolerante a bajas

temperaturas y al ataque de insectos y plagas.?

2 Espin S, Villacrés E, Brito B. Caracterizacion Fisico - Quimica, Nutricional y Funcional de Raices y Tubérculos Andinos
[Sede web].Ecuador.2014.pag. 111

2 Barrera V. op. cit. pag 20
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El isafio es una planta de facil cultivo que puede ser cosechada a los 6 u 8 meses
de su siembra, y est4 asociada a la pobreza en vista que se desarrolla en pisos
altitudinales elevados. Crece en suelos pobres y no requiere del uso de fertilizantes
ni pesticidas, es resistente a las heladas, y en estado natural es capaz de repeler
insectos y nematodos, ya que debido a un mecanismo de defensa, la planta
produce isotiocianatos (producto de degradacién de los glucosinolatos) °

Los tubérculos pueden ser almacenados hasta seis meses en lugares frios y
ventilados, inclusive pueden ser guardados bajo el suelo para ser extraido cuando
se necesiten. El cultivo del isafio es muy productivo, pudiendo llegar a rendir hasta
25 t/ha. En el Perl la mayor concentracidbn se encuentra en las zonas
agroecoldgicas de Puno. La produccién anual de isafio se concentra en mayor
volumen en la provincia de Azangaro con 1,704 toneladas que representa el 28%,
Carabaya con 709 toneladas que representa el 12%, Huancané con 707 toneladas
que representa el 12 %, Yunguyo con 550 toneladas que representa el 9 %, Puno
8 % y Sandia 8 %, la provincia de Melgar es la menor productora de isafio con 88

toneladas, donde generalmente se cultiva en mezcla con otros tubérculos.?®

E. Usos del isafio “Tropaeolum tuberosum?”

En cuanto a la alimentacién los tubérculos se consumen cocidos, los brotes
tiernos y las flores se comen cocidos como verduras; también se consume en

sopas, chupes, fritas, y algunos la mezclan con azUcar para preparar postres

En cuanto a ambito de la medicina actla contra los calculos renales, contra
afecciones del higado y renales, se le emplea para combatir las dolencias génito
urinarias, y contra la anemia, también es usado como antiafrodisiaco, se dice que

reduce el deseo sexual al disminuir la cantidad de testosterona vy

2 Chabur Ortegén M. Evaluacion del efecto de liofilizado de cubios (Tropaeolum tuberosum) en las poblaciones microbianas
de suelo como estrategia de manejo de rhizoctoniasis en cultivo de papa [Tesis]. Colombia: Universidad Nacional de
Colombia; 2012. [Consultado el 8 Ago 2016]. Pag. 15

2 Boletin de informacion estadistica agraria. Tubérculos y raices [Sede web]. Direccion de informacion agraria — Puno 2012.
[Consultado el 13 de Ago del 2016]. Pag. 5
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dihidrotestosterona en la sangre, se cuenta que las tropas incaicas consumian

isafilo como parte de su dieta, para aplacar el instinto sexual.

2.2.2. Efecto antibacteriano o antimicrobiano

A. Efecto bacteriostético
Inhiben el crecimiento y multiplicacion de las bacterias. A partir de la exposicién
a un agente bacteriostatico, las células en una poblacion susceptible cesan su
division. Sin embargo, si el agente es retirado, las células vuelven a

multiplicarse.?’

B. Efecto bactericida
No solo inhiben el crecimiento de las células sino también desencadenan
mecanismos dentro de la célula que conducen a la muerte celular. Las acciones
de los agentes bactericidas son irreversibles por tanto una vez que las células

susceptibles son expuestas al agente bactericida, estas mueren.?®

C. Mecanismo de accion de los antibacterianos
Los mecanismos por los que los antibidticos alteran la biologia de los

microorganismos se pueden dividir en:?®

- Inhibicién de la sintesis de la pared celular, en fases diversas de la sintesis: -
lactamicos, fosfomicina, cicloserina, vancomicina, bacitracina.

- Desorganizacion de la membrana citoplasmica, lo que conduce a la
desintegracion celular: polimixinas, anfotericina B y nistatina.

- Inhibiciébn de la sintesis de proteinas, por actuar sobre ribosomas; en la
iniciacién (subunidad 30 S): tetraciclinas; en la elongacion (subunidad 50 S):
cloranfenicol, eritromicina y lincosaminas; en ambas, con muerte bacteriana:

aminoglucdsidos.

27 Stephen J. Manual de pruebas de suceptibilidad antimicrobiana. [online]. 2005 [Consultado 23 jul 2016]; 17(1).
Disponible en: http://cidbimena.desastres.hn/docum/ops/libros/labs_sucep_antimicro.pdf.pag. 5

2 |pit,, pag. 6

2 |pit., pag. 8


http://cidbimena.desastres.hn/docum/ops/libros/labs_sucep_antimicro.pdf.pág
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- Interferencia en la sintesis y/o el metabolismo de los &cidos nucleicos,
rifampicina (ARN-polimerasa ADN-dependiente), quinolonas (ADN-girasas),
metronidazol y antiviricos.

- Antimetabolitos que bloquean la sintesis de acido félico, sulfamidas, sulfonas,

pirimetamina y trimetoprima.

2.2.3. Efecto antibacteriano de metabolitos secundarios de plantas

Los metabolitos secundarios son aquellos compuestos organicos sintetizados por
el organismo que no tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccién del
mismo. A diferencia de lo que sucede con los metabolitos primarios, la ausencia
de algun metabolito secundario no le impide la supervivencia, si bien se vera

afectado por ella, a veces gravemente.

Cuadro 5: Metabolitos secundarios con efecto antibacteriano

Metabolito o o
_ Actividad farmacoldgica
secundario
Terpenos Anticarcinogénicas, antiulcerosas, antibacterianas.
Taninos Propiedades astringentes y antibacteriano, ligero antidiarreico
Alcaloides Relajante muscular, tranquilizante, antitusivos o analgésicos

Flavonoides y | Leve efecto antibacteriano. Su actividad frente a microorganismos
guinonas probablemente se debe a que forman complejos con las proteinas
solubles y extracelulares y con las células de la pared bacteriana,

de forma similar a las quinonas.

Glicésidos Propiedades anticancerigenas, antioxidantes y antimicrobianas.

Fuente: Kuklinsky Claudia. Farmacognosia.*

Elaboracién: Propia

Cabe mencionar que los glicésidos son metabolitos vegetales de gran
importancia. los glucosinolatos, se incluyen en este grupo debido a su estructura

similar a los glicosidos. Es preciso de una bioactivacién, por rotura celular

30 Kuklinsky Claudia .op. cit., pag. 113
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(Trituracién o cortes por ejemplo) dando como resultado a la glucosa y los
isotiocianatos, estos ultimos responsables de sus propiedades como por ejemplo
sabor y olor caracteristico de las cruciferas. Los isotiocianatos son compuestos
fitoquimicos y se encuentran en las cruciferas (isafio,coliflor, brocoli, repollo,
rabano picante), son un tipo de compuestos azufrados y participan en la
eliminaciéon de toxinas , una enzima (mirosinasa) hidroliza los glucosinolatos a

isotiocianatos. 3!

2.2.4. Infecciones del tracto urinario

Las infecciones del tracto urinario estan causadas en su mayoria por bacterias
de la flora intestinal que, ascendiendo por la uretra, alcanzan la vejiga urinaria y

en algunos casos progresan afectando a los uréteres y rifiones.

Las infecciones de la vejiga urinaria, denominadas cistitis, dan lugar a un
sindrome caracterizado por miccion dolorosa y frecuente (disuria y polaquiuria)
con sensacion continua de necesidad de orinar (tenesmo) y escasa
sintomatologia general, ya que no suelen ocasionar fiebre o astenia intensa. Las
infecciones que afectan a los uréteres y rifiones (pielonefritis) se manifiestan por
fiebre, dolor lumbar y afectacion del estado general, asociadas a disuria,
polaquiuria y tenesmo urinario cuando existe una cistitis concomitante.

En la orina ademas de las bacterias (bacteriuria), como expuesta a la infeccion,
hay leucocitos (piuria) por lo que su aspecto es generalmente turbio y con
frecuencia maloliente. El estudio microscopico del sedimento del centrifugado de
la orina permite constatar la infeccion urinaria al visualizar la bacteriuria y la piuria
Las infecciones urinarias suelen darse con mayor frecuencia en las mujeres
debido a la cortedad de la uretra que, ademas, desemboca en el introito vaginal
gque esta colonizado por la flora intestinal. Estas infecciones a menudo estan

relacionadas con el coito y también son mas frecuentes durante el embarazo.

31 Domingo D, y Lépez B. Plantas con accion antimicrobiana. Sociedad espafiola de quimioterapia. Revista Prous Science.
[online]. 2016 [Consultado 13 Ago 2016]; 61(4): [385-393]. pag. 388

32 prats Guillem., op. cit., pag 239
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Cuadro 6: Bacterias causantes de infecciones del tracto urinario

Algunos agentes causales de infecciones urinarias

Sin factores predisponentes? Con factores predisponentes?

Frecuentes | Escherichia coli Escherichia coli
Proteus mirabilis Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae Otras enterobacterias y BGN-NF?
Enterococo

Candida albicans
Staphylococcus epidermitis

Poco Enterococo Corynebacterium urealyticum*
frecuentes | Staphylococcus saprophyticus

1. Las infecciones urinarias en personas sin factores predisponentes son generalmente monomicrobianas,
siendo la E. coli el mas frecuente.

2. Las infecciones urinarias en las personas con factores predisponentes con frecuencia son polimicrobianas.
Entre los factores predisponentes de infeccion urinaria algunos son fisiolégicos, como el coito y el embarazo,
y otros patoldgicos, como la litiasis renal, la hipertrofia de préstata, y el cistocele, el reflujo vesico-uretral, la
vejiga neurégena, las alteraciones congénitas de la via y el sondaje permanente.

3. Entre las enterobacterias: Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus,Morganella, Providencia,Citrobacter y
entre los bacilos gran negativos no fermentadores (BGN-NF): diversas especies de Pseudomonas,
Stenotrophomonas. Cualquiera de las bacterias sefialadas puede establecerse endémicamente en una sala,
servicio u hospital durante periodos de tiempo variable, para ser suplantada después por otra; estas cepas
con frecuencia son multirresistentes.

4. Puede producir cistitis incrustante.

Fuente: Prats G. Microbiologia clinica. 1° edicién. Espafia: Editorial Médica Panamericana; 2005. Pag 240

A. Tratamiento

En infecciones del tracto urinario superior y sin compromiso del estado general: se
puede iniciar el tratamiento con trimetropin sulfametoxazol (160 mg/800 mg) 2
comprimidos como dosis inicial y luego un comprimido cada 12 horas 7 dias.
También se pueden utilizar la cefalexina 500 mg cada 6 horas; amoxicilina con
acido clavulanico, 500 mg cada 8 horas; o ciprofloxacina 500 mg, cada 12 horas
por 10 a 14 dias. En pacientes graves, la hospitalizacibn es necesaria para
administrar antibiéticos por via intravenosa. En este caso se prefiere la ampicilina
0 una cefalosporina mas un aminoglucésido considerando la funcion renal y si
existe la necesidad de ajustar la dosis. En todo caso, se considerara el resultado

del urocultivo y antibiograma.

33 prats Guillem., op. cit., pag 243
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B. Bacterias causantes de infeccion del tracto urinario
Dentro de las principales bacterias causantes de infeccion del tracto urinario
tenemos a la Escherichia coli y la Pseudomonas aeruginosa

a. Escherichia coli

1. Taxonomia
Reino Bacteria Phillum Proteobacteria
Clase Gamma Proteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia

Especie E. coli

2. Morfologia

Las enterobacterias son bacilos gramnegativos que, en ocasiones, en cultivos
jovenes, se pueden observar formas cocobacilares y hasta cocoides. Sus
bordes son rectos y sus extremos curvos. El tamafio promedio de la mayoria de
estas bacterias oscila entre 0,5 y 2 um de ancho, y de 2 a 4um de largo. La
presencia de una capsula puede ser observada muy rara vez en algunas cepas
de Escherichia coli.

No forman esporas; generalmente son no capsulados y Gram negativos. La
temperatura 6ptima de crecimiento de Escherichia coli toleran temperaturas
hasta de 42 °C. De acuerdo con sus requerimientos de oxigeno son aerdbicas
0 anaerdbicas facultativas. Los requerimientos de nutrientes en el metabolismo
de los miembros de esta familia no son altamente exigentes y crecen de manera
muy similar, cualquiera de sus especies, en la mayoria de los medios que se
utilizan, por lo general, en el laboratorio de microbiologia clinica diagndstica,

desde un agar nutriente, agar-sangre, agar-sangre-chocolate o caldo nutritivo.*

34 Murray P, Rosenthal K, Pfaller M. Microbiologia médica, 6° Edicion, Editorial Elsevier, Espafia, 2009, pag. 259
35 Murray P., op. cit., pag. 261
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La Escherichia coli posee una amplia variedad de factores de virulencia,

ademas de los factores generales que comparten todos los miembros de la

familia enterobacteriaceae, las cepas de Escherichia coli poseen unos factores

de virulencia especializados que se pueden clasificar en dos categorias

generales: adhesinas y exotoxinas. Las cepas capaces de adherirse a la célula

uro epitelial pueden persistir a multiplicarse en la orina rica en nutrientes, y en

ocasiones difundirse por los uréteres hasta los rifiones. ¢

4. Clases de Escherichia coli

Cuadro 7: Clasificacion de Escherichia coli

Escherichia coli

Patologia

E. coli

enterotoxigénica

Diarrea del viajero. El sistema predominante es una diarrea
acuosa profunda, a menudo acompafiada de contracciones

abdominales leves. En algunos casos ocurre

deshidratacién y vomitos.

enteroinvasiva

E. coli Usualmente ocurre en infantes. Se caracteriza por fiebre de

enteropatogena bajo grado, malestar, vomitos y diarrea, con una cantidad
prominente de moco, pero sin mucha sangre.

E. coli Disenteria: las caracteristicas sobresalientes son fiebre

colitis, tenesmo, sangre, moco Yy leucocitos en heces.

E. coli

enterohemorragica

Diarrea sanguinolenta con leucocitos. A menudo sin fiebre.

Es comun el dolor abdominal.

E. coli

enteroagregativa

Diarrea acuosa, vomitos, deshidratacion y con menor

frecuencia dolor abdominal.

E. coli difusamente

adherente

Diarrea en nifios de 1 — 5 afios. Heces liquidas sin sangre

ni leucocitos.

Fuente: Tortora F. Introduccién a la microbiologia. 9" Ed. Espafia: Editorial Médica Panamericana S.A.;

2007.

36 Murray P., op. cit., pag. 261
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5. Diagnéstico y tratamiento

El cultivo es el método de diagndstico primario; toda las enterobacterias se
aislan con facilidad en medios habituales casi bajo cualquier condicién de
incubacion. A menudo se emplean medios indicadores especiales, como agar
Mac Conkey, para el aislamiento primario, a fin de acelerar la separacion de
muchas especies.

Para distinguir los agentes patdgenos intestinales de todas las demés
enterobacterias que se encuentran en las heces se requieren medios altamente
selectivos que solo tienen esta finalidad. Las cepas de Escherichia coli suelen
ser resistentes a las concentraciones elevadas de penicilina G, eritromicina y
clindamicina. Pero pueden ser suceptibles a los antibiéticos beta lactamicos de
amplio espectro; aminoglucosidos, tetraciclina, cloranfenicol, sulfonamidas,

quinolonas, nitrofurantoina y antibiéticos polipeptidos.®’

b. Pseudomonas aeruginosa

Este microorganismo es un bacilo Gram negativo, no fermentador de lactosa,

existen casi 200 especies de Pseudomonas pero la mas importante es la

Pseudomonas aeruginosa; los miembros de este género se encuentran en todas

partes en el suelo, vegetacion, agua e incluso en soluciones desinfectantes.

1. Taxonomia

Reino Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gamma Proteobacteria
Orden Pseudomonadales
Familia Pseudomonadaceae
Género Pseudomonas

Especie P. aeruginosa 38

$7 Murray P. op.
38 |bit. Pag. 288

cit. Pag. 262
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2. Morfologia

Bacilos gramnegativos rectos o ligeramente curvados en general moéviles (0.5-
1.0 por 1.5-5.0 um), que se disponen tipicamente en parejas. Aunque se
describen como aerobios obligados, pueden crecer de forma anaerobia
utilizando nitratos o arginina como aceptor alternativo para los electrones. La
presencia de citocromo oxidasa se emplea para distinguirla de las
enterobacteriaceae. Crece 30° a 37°, su fuente de energia: Oxidacion de
azucares, no fermentadores, (no fermentan la glucosa), algunas especies
producen pigmentos como piocianina (azul), pioverdina (verde amarillento) y
piorrubina (pardo rojizo), que explican su aspecto caracteristico en el cultivo y
simplifican la identificacion preliminar Este patégeno es oportunista de

individuos inmunocomprometidos. .

3. Diagnéstico y tratamiento

Al microscopio se observan bacilos grannegativos delgados sueltos o formando
parejas. Dado que tiene exigencias nutricionales sencillas, es facil recuperar
esta bacteria en medios de aislamiento frecuente como agar sangre o agar Mac
Conkey. Las colonias tienen pigmentacion verdosa asociada a la produccion de
2 pigmentos hidrosolubles piocianina — azul y fluoresceina- amarilla., pruebas
bioquimicas rapidas por ejemplo reaccion oxidasa positiva bastan para la
identificacion preliminar de las cepas. Forma colonias planas con bordes que
se van extendiendo, B hemolisis, una pigmentacién verdosas relacionada con
la produccién de los pigmentos azul y amarillo verdoso y un olor caracteristico
semejante a las uvas. El tratamiento antibacteriano es frustrante, debido a que
las bacterias suelen presentar resistencia a la mayoria de los antibiéticos y el
paciente inmunosuprimido es incapaz de potenciar la actividad antibiotica.
Incluso los microorganismos sensibles se pueden volver resistentes durante el
tratamiento sin inducir la formacién de enzimas que inactivan los antibi6ticos por

ejemplo las betalactamasas. 4°

3% Murray P. op.

4Oipit., pag. 289

cit. pag. 263



3.1.

3.2.

3.3.

43

CAPITULO Il

ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Poblacion y muestra

3.1.1. Poblacidn: Isafio de los andes centrales del Peru

3.1.2. Muestra: Isafio del departamento de Puno, Pert a 3.500 m.s.n.m.

Tamafio de la muestra representativa:

Debido a ser un estudio no probabilistico, la muestra fue de tipo intencional. Fueron 5

Kg de isafio del departamento de Puno, Peru.

Analisis e interpretacion de resultados

Los resultados estan distribuidos en seis tablas, de las cuales las tres primeras hacen
referencia a pruebas de caracterizacion del extracto acuoso del isafio en
concentraciones de 10 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL, 75 mg/mL, que tienen como fin
dilucidar parametros fisicoquimicos y fitoquimicos que podrian afectar el efecto
antibacteriano; mientras que las tres siguientes tablas hacen hincapié a los indicadores

de las variables de estudio.
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Tabla N°1: Caracteristicas organolépticas del extracto acuoso del isafio
“Tropaeolum tuberosum”.
Concentraciones del extracto acuoso del isafio “Tropaeolum
ASPECTO tuberosum”.

10 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL 75 mg/mL

Morado Morado Morado Morado
COLOR

Amargo Amargo Amargo Amargo
SABOR J J J J
OLOR Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico | Caracteristico

Fuente: Elaboracion propia.

Se puede observar que no existe diferencia entre los resultados a las diferentes
concentraciones del extracto ya que se trata de un analisis cualitativo basado en la

percepcion del investigador.

Los resultados nos indican que el decocto de isafio es de un sabor amargo lo cual
puede ser una desventaja para el tratamiento de nifios y el color morado podria
indicarnos la presencia de flavonoides; dichos pigmentos se encuentran generalmente
en mezcla con agiliconas y/o glicésidos, siendo estos ultimos los mas comunes; por
tanto se podria presumir que el extracto elaborado, presenta una mezcla de flavonoides
unida a glicosidos coincidiendo Chabur Ortegén (2012) con la presencia de

glucosinolatos a los cuales se les atribuye el efecto antibacteriano.

Los ensayos fisicoquimicos del extracto acuoso del isafio “Tropaeolum tuberosum” se
encuentran en la tabla N°2, teniendo en cuenta que cada ensayo se realizG por

triplicado y determinando la desviacion estandar.
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Tabla N°2: Anélisis fisicoquimico del extracto acuoso del isafio “Tropaeolum

tuberosum?”.
Concentracion del Densidad Viscosidad oH
extracto acuoso del ( mg/mL) * (Cp) *
“‘isafo”
1.0040 +0.01 1.0611 +0.0073 6.74 £ 0.0100
10 mg/mL
1.0054 +0.01 1.1563 + 0.0147 6.64 £ 0.0071
25 mg/mL
1.0102 + 0.00 1.1745 + 0.0267 6.44 £ 0.0122
50 mg/mL
1.0128 +0.01 1.3917 +0.0927 6.43 £ 0.0122
75 mg/mL

Fuente: Elaboracion propia. * Prueba por triplicado (n=3)

Se puede observar que los extractos presentaron valores de viscosidad y densidad
relativamente parecidos a los estandares del agua, por tanto, se puede suponer que nuestro
extracto no tendr4 problemas de dilucion en nuestras pruebas de sensibilidad

antibacteriana, siendo innecesario el uso de tensioactivos (tween 20).

En cuanto al pH se present6 valores que oscilan entre 6.43 y 6.74 los cuales se encuentran
dentro del rango 6ptimo de desarrollo bacteriano, por lo general las bacterias crecen en pH
cercanos a la neutralidad (pH 6.5 a 7.5), aunque son capaces de tolerar un rango de pH
entre 4 y 9.4 Por tanto se puede presumir que el pH del extracto acuoso del isafio

“Tropaeolum tuberosum” no interfirié en los resultados de sensibilidad antibacteriana.

Los resultados del pH concuerdan con los obtenidos por Ocares (2012), quien analizé el
efecto antibacteriano de extractos crudos de especies de plantas nativas de Chile sobre
Escherichia coli y Salmonella spp, donde los resultados de la capacidad antibacteriana de

los extractos frente a estas cepas bacterianas indicaron que a pH bajos y neutros, que

41 Garcia P. Microbiologia clinica aplicada. 1° edicion. Espaiia: Editorial Diaz De Santos; 1997.Pag 5
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corresponden a las especies de Canelo, Temu y Luma, no representd un efecto importante
en el tamafio de los halos de inhibicién para estos microorganismos.*? Ademas en el caso
de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa son bacterias que cuyo crecimiento 6ptimo
es en pH neutros (6-7).

En cuanto a los resultados de la prueba de Anova, los valores de densidad, viscosidad, y
pH arrojaron diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre las diferentes

concentraciones del extracto acuoso del isafio “Tropaeolum tuberosum”. (Anexo 16)

Gréafico N° 1: Propiedades fisicoquimicas del extracto acuoso del isafio "Tropaeolum

tuberosum”

8
7 674 664 u Ga3
6
5
4
3
2 13917
. 1.004 1.0054 1.0102 1.0128 10611 11563 1.1745
, HR HE

Densidad (mg/mL) Viscosidad (cp) pH

Concentracion del extracto acuoso del isafio

m10% m25% m50% ™75%

Fuente: Elaboracién propia.

En la tabla N°3 podemos observar el analisis fitoquimico de metabolitos secundarios del
extracto acuoso del isafio “Tropaeolum tuberosum”, se consideran los extractos de 10
mg/mL y 75 mg/mL ya que son pruebas cualitativas y las concentraciones no son
interfirientes. Estos resultados son importantes ya que nos pueden dar una idea de los

metabolitos responsables del efecto antibacteriano.

42 Ocares Maria. Accion antimicrobiana de extractos crudos de especies de plantas nativas sobre Escherichia coliy Salmonella
spp. [Tesis]. Chile: Universidad Austral de Chile; 2012, pag 29



47

Tabla N°3: Andlisis fitoquimico del extracto acuoso del isafio “Tropaeolum

tuberosum?”.
_ Extracto acuoso del isafio
Metabolito » o
_ Prueba Reaccion positiva “Tropaeolum tuberosum”.
secundario
10 mg/mL 75 mg/mL
_ Shinoda Coloracion en tonos
Flavonoides ] + +
rojos
Taninos FeCls Coloracion + +
_ Lieberman Coloracion violeta
Esteroides + +
Burchard verde
Alcaloides Dragendorff | Precipitado rojo naranja + +
_ Espuma Formacion de espuma,
Saponinas . ) - -
minimo 2 min
_ Borntrager | Formacion de un anillo
Quinonas ] - -
en la interfase
Glicosidos Molish Precipitado rojo. + +

Fuente: Elaboracién propia. Leyenda: (+) Presencia/ (-) Ausencia

Como es sabido los flavonoides, taninos, esteroides, alcaloides y glicdsidos que se
encuentran en el isafio presentan efecto antibacteriano, cabe recalcar que a pesar de ser
una prueba cualitativa, en el analisis de alcaloides y glicésidos el precipitado y el cambio de
coloracién respectivamente fué intenso. Por ello podriamos deducir que estos dos
componentes se encuentran en altas concentraciones y a su vez podrian ser responsables

del efecto antibacteriano.

Los resultados alcanzados coinciden con los obtenidos por la investigacion realizada por
Susana Espin, Elena Villacrés en su tema” Caracterizacion Fisico - Quimica, Nutricional y
Funcional de Raices y Tubérculos Andinos” en cuanto a los contenidos de flavonoides,

taninos, esteroides y glicosidos.*®

43 Espin S, Villacrés E, Brito B. Caracterizacion Fisico - Quimica, Nutricional y Funcional de Raices y Tubérculos Andinos
[Sede web].Ecuador.2014.pag. 111



48

Tabla N°4: Prueba de susceptibilidad difusion- disco (Kirby bauer)

Halos de inhibicion* (mm) del extracto frente a cepas causantes de
infeccion del tracto urinario
Concentracion del _
Cepas clinicas Cepas ATCC
extracto acuoso _
oL o Escherichia Pseudomonas
del “isafio” Escherichia Pseudomonas _ _
) _ coli ATCC aeruginosa
coli aeruginosa
25922 ATCC 27853
10 mg/mL - - - -
25 mg/mL - - - -
50 mg/mL - 09+6.14 22 +0.00 16 £ 0.00
75 mg/mL - 13 +0.00 23 +0.00 16 £0.00
Disco gentamicina 21 18 25 21
Disco H>O - - - -

Fuente: Elaboracion propia. * Prueba por triplicado (n=3)

Para evaluar el efecto antibacteriano, la primera prueba utilizada fue de susceptibilidad
antibacteriana por difusion, para ver la minima concentracién por la cual las cepas clinicas
y ATCC son sensibles frente al extracto acuoso del isafio y los resultados se presenta en la
tabla N°4.

La prueba de actividad antibacteriana realizada por el método de difusién en disco, muestra
gue los extractos acuosos del isafio “Tropaeolum tuberosum”de 50y 75 g/mL presentaron
actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, mientras que el extracto a concentraciones del0 y 25 g/mL no
presentd accidén ante estas bacterias, en ninguna de las tres réplicas. En cuanto a las cepas

clinicas solo presento efecto antibacteriano contra cepas de Pseudomonas aeruginosa.

Evaluando estos resultados mediante la prueba estadistica de T de Student observamos
gue si existe diferencia estadisticamente significativa (p<0.05), cuando se comparé la
actividad del extracto, al enfrentar a cepas clinicas y cepas ATCC de Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa. Segun estadistico también vemos que no existe diferencia
significativa entre los diferentes extractos que tuvieron efecto antibacteriano. Por
consiguiente para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria y bactericida se

utilizé cepas ATCC y la concentracién del extracto al 75 g/mL (Anexo 12, 13)
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Tabla N° 5. Porcentaje de inhibicion de los extractos acuoso del isafio en referencia
al disco de gentamicina

Halo de inhibicién del extracto sobre cepas ATCC
Cepas clinicas Cepas ATCC
Concentracion Pseudomonas Escherichi i PZ?:SS{:SS”:S
_ : i scherichia coli
del extracto Escherichia coli aerugmnosa ATCC 25922 ATCC 27853
acuoso del
“isafio” mm % mm % mm % mm %
0 0% 09 50% 22 88% 16 | 76.19%
50 mg/mL
0 0% 13 72.2% 23 92% 16 | 76.19%
75 mg/mL
Disco 21 100% | 18 | 100% | 25 100% | 21 | 100%
gentamicina

Fuente: Elaboracién propia.

La gentamicina nos sirvié de control de crecimiento bacteriano, este antibiético presenta
amplio espectro y es un principio activo puro, por ello su efecto es mayor, sin embargo, en
la tabla N°5 evaluamos el efecto de las concentraciones del 50 g/mLy 75 g/Ml

El porcentaje de inhibicion relativo del extracto acuoso del isafio “Tropaeolum tuberosum”
ante el control negativo de crecimiento (disco de gentamicina) a concentraciones de 50 y
75 g/mL fué de 88% y 92% respectivamente frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922
mientras que frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785376 para ambas

concentraciones (50 y 75 g/mL) fué de 79.16%.

El extracto al 75 g/mL tuvo un 92% de efectividad frente a la actividad de la gentamicina
sobre cepas Escherichia coli y un 76,19% en el caso de la Pseudomonas aeruginosa; por
tanto, nos podria indicar que el extracto del isafio al 75 g/mL puede presentar un buen

efecto antibacteriano, a pesar de no ser un extracto concentrado o purificado.
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Gréfico N° 2: Porcentaje de inhibicion de los extractos en referencia al disco de
gentamicina

110%

100% 100%

100%
92%

90% 88%

80% 76% 76%

70%

Halo de inhibicion(%)

60%

Escherichia coli Ps. Aeruginosa
Cepas causantes de infeccién urinaria

50%

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla N°6: Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y de la
concentracién minima bactericida (CMB)

Concentracion del extracto
acuoso del isafio “Tropaeolum

Cepas causantes de infeccion del tracto urinario tuberosum” (g/mL)
(ITV)
CIM CBM
18.7 L 7 L
Escherichia coli ATCC 25922 8.75 g/m >g/m
i 37.5g/mL 75 g/mL
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
- o . . T+ C+
Control + de crecimiento (in6culo y medio de cultivo)
T- C-

Control - de crecimiento (medio de cultivo)
Fuente: Elaboracion propia. * Prueba por triplicado (n=3) T(turbidez), C(crecimiento)

En la tabla N° 6 se observa el CMI y CMB del extracto acuoso del isafio frente a cepas
ATCC; los resultados obtenidos en la prueba de susceptibilidad antibacteriana de Kirby
bauer nos indica que hay una diferencia entre las Cepas clinicas y ATCC siendo estas
Gltimas las que no pueden presentan resistencia frente a antibacterianos, debido a que no
han sido expuestas a ningln tratamiento, por tanto nos garantiza que no exista falsos

negativos, ya que no sabemos el historial de las cepas clinicas frente a antibidticos.

Ademdas tenemos que existe diferencia en el CMI entre ambas cepas; en cuanto al CMB no
presenta diferencia frente a estas dos cepas deduciendo que a la concentracion del 75 g/mL
el extracto capaz de actuar como bactericida para estas dos principales cepas causantes

de infecciones del tracto urinario.

Al determinar la concentracién minima inhibitoria con la técnica de la dilucién en caldo, se
observdé que el extracto acuoso del isafio “Tropaeolum tuberosum” mostré actividad
antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853; a una concentracion de 18.75 g/mL y 37.5 g/mL respectivamente. La CMI en

tubo 6 dilucién en caldo, es considerada como el pardmetro fundamental para comprobar
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la sensibilidad de una bacteria frente a un antibacteriano, por tal razén, es la técnica mas
confiable para determinar las propiedades antibacterianas de una sustancia. 44

En cuanto a la concentracion minima bactericida no presenta diferencia frente a estas dos
cepas deduciendo que a la concentracion del 75 g/mL el extracto es capaz de actuar como
bactericida frente a estas dos principales cepas causantes de infecciones del tracto urinario.

Grafico N° 3: Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) y de la
concentracién minima bactericida (CMB)

80.00%

70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00% -

0.00%

CIM CBM

Suceptibilidad antibacteriana

Concentracion del extracto

B Escherichia coli ATCC 25922 B Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Fuente: Elaboracién propia.

44 Alonso B, Aragon V, Bengoechea J, Diaz R, Gamazo C, Garcia |, et al., op. cit., pag. 140
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

Primera:

Se logro evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso del isafio
“Tropaeolum  tuberosum” en cepas de Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa ATCC y clinicas causantes de infecciones del tracto urinario a través
de la prueba de disco - difusién (Kirby Bauer), concentracion minima inhibitoria
(CMI) y concentracién minima bactericida (CMB). Concluyendo que el extracto
acuoso del isafio “Tropaeolum tuberosum” no ha demostrado tener efecto

antibacteriano frente a las cepas mencionadas.

Segunda: Segun la prueba de disco - difusion (Kirby Bauer), los extractos acuosos del isafio

Tercera:

“Tropaeolum tuberosum”, presentaron actividad antibacteriana frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a
concentraciones de 50 g/mL y 75 g/mL, del extracto acuoso del isafio
“Tropaeolum tuberosum”; mientras que en las cepas clinicas no tienen actividad

probablemente debido a ser cepas resistentes.

El extracto acuoso del isafio “Tropaeolum tuberosum”, presentd efecto
bacteriostatico frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853 a concentraciones de 18.75 g/mL y 37.5 g/mL respectivamente.



54

Cuarta: El extracto acuoso del isafio “Tropaeolum tuberosum”, presenté un efecto
bactericida frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 a la concentracion de 75 g/mL para ambas cepas.

4.2. RECOMENDACIONES
En vista de que el isafio “Tropaeolum tuberosum” es un tubérculo que tiene muchas

propiedades aun no investigadas, se recomienda:

1. Aislar, concentrar e identificar los componentes activos del extracto acuoso del
isafio, para la elucidacion y cuantificacion final de los compuestos responsables de

la actividad biologica.

2. Evaluar el efecto toxicoldgico que puedan tener el extracto acuoso del isafio.

3. Estudiar el efecto antibacteriano del isafio con otros métodos de extraccion y tipos

de solventes.

4. Evaluar el efecto antibacteriano del isafio ante otras cepas bacterianas.

5. Conociendo la actividad antibacteriana del isafio y luego de un estudio mas
detallado es necesario la elaboracibn de un fitofarmaco con propiedades

antisépticas y contra enfermedades infecciosas.
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ANEXO 1: Recoleccion del isafio “Tropaeolum tuberosum”

Figura 20: Recoleccion del isafio “Tropaeolum tuberosum”

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO 2: Escala de Mc Farland

Figura 21: Escala Mc Farland

Fuente: Elaboracién propia
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ANEXO 3: Estandarizacién de cepas con la Escala 0.5 de Mc Farland

Figura 22: Estandarizacion de cepas con la Escala 0.5 de Mc Farland

Fuente: Elaboracién propia
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ANEXO 4: Acondicionamiento de los discos para antibiograma — Kirby Bauer

Figura 24: Placas petri con discos de papel Whatman N° 5
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Fuente: Elaboracién propia
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ANEXO 5: Medios de cultivo

Agar Mueller Hinton

El agar Mueller Hinton es el medio utilizado para realizar pruebas de susceptibilidad
antibacteriana en microorganismos aerobicos. Este medio también es conocido como Agar

MH, y entre su composicion se encuentra:

e Caseina &cida hidrolizada 17,509

e Infusién de carne de res o corazén 2,00g
e Almiddn, soluble 1,509

e Agar17.00g

Consideraciones

Se debe controlar el pH del medio de cada lote de preparacién. Un pH fuera del rango de
7.2 a 7.4 a temperatura ambiente puede afectar la sensibilidad de la prueba. Algunos
antibioticos parecen perder potencia mientras que en otros los efectos opuestos son

posibles si el pH es demasiado alto.

Es importante que el medio alcance en la placa un espesor uniforme de 4 mm. Si es mas
fino dard una falsa sensibilidad y, si es mas grueso, dara una falsa resistencia. Humedad -

Las placas deben mantenerse himedas pero sin mostrar gotas sobre su superficie.

El exceso de humedad debe ser eliminado incubandolas a 35°C durante 10-30 min.
Almacenamiento - Las placas de Mueller Hinton pueden conservarse en el refrigerador (2°C
— 8°C) hasta 1 semana sin precauciones particulares. Si el tiempo de conservacion debe
superar los 7 dias se recomienda sellarlas con parafilm y guardarlas en bolsas de plastico

para evitar la desecacion del agar (2°C — 8°C).
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Preparacion

El envase indica la preparacion del Agar: por cada litro de agua destilada debe haber 38g
de polvo, luego se coloca una luna de reloj sobre la balanza se tara y se pesa la cantidad
de polvo y se diluye con agua destilada, durante el proceso se limpia la luna de reloj con
agua destilada, se mezcla la preparacion con una varilla de agitacion tratando de no dejar
grumos. Calentar con agitacion suave hasta su completa disolucion. Una vez lista la
preparacion, se retira de la fuente de calor. Se lleva a autoclave a 121° C, durante 15

minutos. Se retira del autoclave con cuidado y se deja enfriar.
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Agar Cetrimide

El agar Cetrimide es un medio selectivo utilizado para el aislamiento de Pseudomonas
aeruginosa. Contiene Cetrimide, que es el agente selectivo contra flora microbiana alterna;

este agar esta compuesto:

e Digerido pancreatico de gelatina 20,0 g,

e Cloruro de magnesio 1,4 g,

e Sulfato de potasio 10, g,

e Agar13,6g,

e Bromuro de N-cetil N,N,N- Trimetil amonio (Cetrimide) 0,3 g,
e Glicerina 10,0 mL,

e Agua destilada 1.000 mL,

e pHfinal 7,2 £ 0,2.

Preparacion

Se lee el envase del polvo de la preparacion segun la cual por cada 1 L de agua destilada,
deben haber 46.7 g de polvo de preparacion. Realizar el célculo de la cantidad de medio de

cultivo necesario, tanto del polvo como del agua destilada, a través de una regla de tres.

Se coloca una luna de reloj de vidrio sobre la balanza y se tara. Se introduce el polvo ya
pesado en el matraz erlenmayer y se limpia la luna de reloj de vidrio con agua destilada que
también se vierte dentro del matraz para que sea mas exacta la preparacién y se diluye con
agua destilada. Revolver la mezcla utilizando la varilla de agitacién tratando de no dejar
grumos. Se pone a calentar el matraz. Ya lista la preparacion, se retira de la fuente de calor.

Se esteriliza en autoclave a 121° C y luego se distribuye en placas.
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TSI (Triple Sugar Iron Agar)

Al ocurrir la degradacién de cualquiera de los tres azucares presentes, se forman acidos
gue hacen virar el indicador Rojo de Fenol a un color amarillo (inicialmente el color del
medio es rojo). La degradacion de la Lactosa ocurre en la parte superior (pico de flauta), de
la sacarosa en la parte intermedia, y la glucosa es fermentada en la parte profunda (fondo)
y en condiciones anaerdbicas. El tiosulfato es reducido a sulfuro de Hidrégeno quien
reacciona con la sal de hierro (Citrato férrico amoniacal) para dar formacién de sulfuro de
Hierro que es de color negro. La presencia de cavidades en el medio es debido a la

formacion de gas (CO,) producto de la fermentacion; este agar esta compuesto:

e Extracto de carne 3g.

e Citrato Férrico Amoniaca 0.5g.
e Extracto de Levadura 3g.
e Cloruro de Sodio 5g.

e Peptona de Caseina 15g.
e Tiosulfato de Sodio 0.5g.
e Peptona de carne 5g.

¢ Rojo fenol 0.024g.

e Lactosa 10g

e Agaragar 12g.

e Sacarosa 10g.

e pH7.4+0.2a25°C.

e Glucosa 1g.
Preparacion
Disolver 65 g/L, autoclavar durante (15 minutos por 121° C). Enfriar ligeramente el medio y

proceder a colocar en Tubos de ensayo, dejar el medio en plano inclinado hasta

coagulacion. Se puede conservar los medios en congelador.
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Interpretacion

e La acidez se pone de manifiesto por su cambio al color amarillo y se simboliza con A.

e La alcalinidad se manifiesta por su cambio al grosella y se simboliza con K. K/A:

e La degradacion de Glucosa se manifiesta por la alcalinidad en la parte inclinada (K) y
la acidez en el fondo (A). (Microorganismo no fermentador de Lactosa). A/A:

e La degradacién de Lactosa y/o Sacarosa se manifiesta por el cambio total del medio a
amatrillo. K/K:

e La no degradacion de ninguno de los azucares presentes se manifiesta por el no
cambio de color del medio. Microorganismo no fermentador.

e La presencia de gas se manifiesta por el resquebrajamiento del medio.

e El Hierro es indicador para poner en evidencia la produccion de SH2 que se manifiesta

por el color negro.



73

Agar Citrato de Simmons

Medio de diferenciacién bioquimica, permite comprobar la capacidad de un microorganismo

de utilizar el citrato como Unica fuente exclusiva de carbono; este agar estd compuesto:

e Fosfato monoaménico 1g
o Citrato de Sodio 2g

e Fosfato dipotésico 1g

e Azul de Bromotimol 0.08g
e Cloruro de Sodio 5g

e Agaragar 129

e Sulfato de Magnesio 0.2g
e pH6.6110.2 a 25° C.

Preparacion

Disolver 22 g/L, autoclavar durante (15 minutos por 121° C). Enfriar ligeramente el medio y
proceder a colocar en Tubos de ensayo (pico flauta), dejar el medio hasta coagulacion. Se

puede conservar los medios en congelador.

Interpretacion

La degradacion del Citrato contenido en el medio, conlleva la formacién de una serie de
acidos intermedios los que finalmente se volatilizan quedando el catién sodio en el medio y
por consiguiente, presencia de radicales oxidrilo, alcalinizando el medio y el medio inicial
gue es verde se torna azul por el indicador azul de bromotimol, permitiendo diferenciar los
coliformes fecales y bacterias del grupo de Enterobacter y Citrobacter. (Escherichia coli es

Citrato negativo).
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Agar E.M.B. (Eosina and metileno blue)

Este medio también denominado E.A.M.(eosina y azul de metileno) es utilizado para el
aislamiento selectivo de bacilos Gram negativos de rapido desarrollo y escasas exigencias
nutricionales. Permite el desarrollo de todas las especies de la familia Enterobacteriaceae.

Esta dada por los indicadores eosina y azul de metileno; éstos ejercen un efecto inhibitorio
sobre muchas bacterias Gram positivas. Muchas cepas de Escherichia coli y Citrobacter
spp., presentan un caracteristico brillo metalico. Las cepas que utilizan la lactosa poseen
centro oscuro con periferia azulada o rosada, mientras que las que no lo hacen son

incoloras; este agar esta compuesto:

e Digerido pancreatico de gelatina 10,0 g
e Lactosa5,0

e Sacarosa 5,0

e Fosfato dipotasico 2,0

e Agarl13,5

e EosinaYO0,4

e Azul de metileno 0,065

e pH72+/-0,2.

Preparacion

Rehidratar 36 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos. Calentar
agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto para disolverlo por
completo. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Enfriar aproximadamente a
45°C. Vaciar en placas de Petri estériles. Conservar a temperatura ambiente.

Interpretacion

e Escherichia coli: colonias de 2 a 3 mm, con brillo verde metélico en luz reflejada, y

con centro purpura en luz transmitida.
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e Enterobacter aerogenes: colonias de 4 a 6 mm, mucosas y convexas, sin brillo
metalico, con centro café-gris bajo luz transmitida.

e Bacterias no fermentadoras de lactosa: colonias incoloras, translucidas.

e Candida albicans: colonias plumosas o en forma de arafas, otras especies de

Candida producen colonias levaduriformes tipicas.

Las caracteristicas del desarrollo observado no son suficientes para establecer el
diagnéstico de la especie bacteriana. El usuario debera aplicar pruebas de identificacion

para esta finalidad.
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Prueba de la Oxidasa

Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas oxidasas. La reaccion de la
oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromooxidasa que activa la oxidacion del
citocromo que es reducido por el oxigeno molecular que produce agua o peréxido de
hidrégeno segun la especie bacteriana. El oxigeno actla por tanto como aceptor final de
electrones en la cadena transportadora de electrones. Por lo general, el sistema
citocromooxidasa s6lo se encuentra en los organismos aerobios, algunos anaerobios
facultativos y, excepcionalmente, en algun microaerdfilo (Vibrio fetus), pero los anaerobios
estrictos carecen de actividad oxidasa. Asimismo, la presencia de oxidasa va ligada a la
produccion de catalasa, ya que ésta degrada el peréxido de hidrégeno que se produce

como consecuencia de la reduccién del oxigeno y cuya acumulacién es toxica.

Composicién (g/L)

Diferenciar Pseudomonas de los miembros oxidasa negativos de las enterobacterias.
Solucién acuosa al 1% de diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina (reactivo de Kovacs).
Este reactivo tifie las colonias oxidasa positivas de color lavanda que vira gradualmente a

purpura-negruzco intenso.

Procedimiento:

* Agregar directamente 4-5 gotas de reactivo a algunas colonias. No inundar toda la placa
y no invertirla.

* Observar los cambios de color. Con el reactivo de Kovacs la reaccién se produce en unos
10-15 seg.

Interpretacién:

Con esta prueba determinamos la presencia de enzimas oxidasas presentes en

Pseudomonas, Neisseria, Moraxella, Aeromonas.
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ANEXO 6: Escala N°0.5 de Mc Farland.

Es una escala de turbidez, cuya finalidad es establecer una relacién entre una precipitacion
guimica y una suspension bacteriana. Es la mas usada, y se prepara mezclando diferentes
volumenes de acido sulfarico al 1% (V/V) y de cloruro de bario al 1,175% (p/V), para obtener
soluciones con densidades O6pticas especificas. El estandar 0,5 de Mac Farland,
proporciona una densidad Optica comparable a la densidad de una suspension bacteriana
de 1,5 x 108 unidades formadoras de colonias (UFC)/mL.

Preparacion

Cuadro 8: Preparacion de la Escala de Mc Farland.

Estandar Volumen (mL) Equivalente en N° de
Ne BaCl2 (1.175%) | H2SO4 (1%) | bacterias /mL(x 10°)
0.5 0.5 99.5 1.5
1 1.0 99.0 3
2 2.0 98.0 6
3 3.0 97.0 9
4 4.0 96.0 12
5 5.0 95.0 15
6 6.0 94.0 18
7 7.0 93.0 21

Fuente: Alonso B, et. al. Manual practico de microbiologia. 2% edicién. Espafa: Editorial Masson; 2003.pag 54

En una gradilla disponer de 7 tubos de ensayos grandes, estériles y rotulados.
Sellar los tubos y mantenerlos en refrigerador. Cuando el fino precipitado blanco de sulfato
de bario se sacude, cada tubo posee una densidad diferente que corresponde

aproximadamente a cada suspension bacteriana.
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ANEXO 7: In6culo

Fundamento

e Es la cantidad o nimero de microorganismos infectantes que son introducidos
accidental o voluntariamente en los tejidos vivos 0 en medios de cultivos especiales.

e La cantidad de in6culo debe estar estandarizada por una técnica reconocida de
modo que los controles sean comparables y reproducibles.

e No deje pasar mas de 15 minutos después de preparar el indculo.

e Elinéculo se prepara por suspension de las cepas en solucion salina, equivalente
al tubo 0.5 de la escala de Mc Farland (108 UFC/mL).

Preparacion

Se utilizara una cepa joven, disponer de 1 tubo de ensayo, un aplicador y solucién salina.

Todo el material a utilizar debe encontrarse estéril.

Colocar de 3 a 5 ml (de acuerdo a la necesidad) de solucién salina en un tubo estéril.
Utilizando un aplicador (estéril), tomar de cuatro a cinco colonias de la cepa seleccionada,
de forma suave y tocando solamente la punta del aplicador.

Suspenderlas en la solucién salina, para lograr una suspension turbia. Mezclar bien y tapar

el tubo.

Comparar la turbidez de la suspensién del microorganismo con el Patrén 0.5 de Mc Farland,
para lo cual se debe colocar juntos la suspension bacteriana y el tubo de Mc Farland,
observandolos contra un fondo de rayas negras. Es muy importante agitar bien los tubos

antes de realizar este paso.
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ANEXO 8: Discos de sensibilidad

Fundamento

Se basa en colocar un disco impregnado con determinada cantidad de antibacteriano, sobre
un medio solido inoculado con bacterias, el anti microbiano difundira, tomandose un
gradiente de concentracion, el cual inhibira o permitira el crecimiento de la bacteria.

La FDA (Food and Drug Administration) y la NCCLS recomienda las siguientes
caracteristicas para el papel filtro

e Se debe utilizar discos de color blanco con diametro aproximado 6.5 +/- 0.5 mm.

e Espesorde 0.02mm

Preparacion

Obtencién de los discos mediante perforaciones con un perforador del papel filtro
WHATMAN N° 5 de 6 mm de didmetro y se esterilizé en la autoclave a 121 ° C por 15

minutos.

Se colocé los discos estériles en una placa petri, impregnarlos con 10 uL, luego eliminar el
solvente con la ayuda de una estufa y repetir el procedimiento una vez mas, hasta llegar a
los 20 uL de dilucion, realizar el mismo procedimiento con cada una de las concentraciones
del isafio, luego se coloct los discos sobre la superficie del agar con la ayuda de una pinza
estéril presionando suavemente sobre cada disco para asegurar un contacto completo con

la superficie del agar.

Se tuvo como control positivo de crecimiento bacteriano un disco de papel filtro WHATMAN

N° 5 de 6 mm de didmetro impregnado con agua destilada.

Se tuvo como control negativo de crecimiento bacteriano un disco de antibitico comercial

especifico para cada bacteria (gentamicina)
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ANEXO 9: Estadistico de hip6tesis (T de Student).entre cepas clinicas y ATCC de
Pseudomonas aeruginosa

Concentracién Pseudomonas aeruginosa
del isafio | Cepas clinica Cepas ATCC

13 16

50% 13 15

0 16

13 16

75% 13 16

13 16

Rpta: No hay diferencia

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 10.83333333 15.8333333
Varianza 28.16666667 0.16666667
Grados de libertad 5
P(T<=t) una cola 0.036378827
Valor critico de t (una cola) 2.015048373
P(T<=t) dos colas 0.072757654

Valor critico de t (dos colas) 2.570581836
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ANEXO 10: Estadistico de hipotesis (T de Student).entre cepas clinicas y ATCC de
Escherichia coli

Escherichia coli

Concentracion del extracto del isafio Cepas clinica Cepas ATCC
0 22
50% 0 23
0 22
0 23
75% 0 23
0 23
Rpta: Si hay diferencia
Prueba t para medias de dos muestras emparejadas
Variable 1 Variable 2
Media 0 22.66666667
Varianza 0 0.266666667
Grados de libertad 5
Estadistico t -107.51744
P(T<=t) una cola 6.599E-10
Valor critico de t (una cola) 2.01504837
P(T<=t) dos colas 1.3198E-09
Valor critico de t (dos colas) 2.57058184




ANEXO 11: Estadistico de hipotesis (ANOVA) para pruebas fisicoquimicas de:
densidad del extracto acuoso del isafio “Tropaeolum tuberosum?”

Densidad
C1 c2 C3 C4
1.0040 1.0055 1.0102 1.0128
1.0041 1.0054 1.0102 1.0128
1.0040 1.0054 1.0102 1.0127
Rstd estadistico (F>Fc) Si hay diferencia estadistica

Analisis de varianza de un factor  (a =0.05)

Origen de variacions  s.cuadrad GL P. cuadrad F Probabilidad Valor crit para F
Entre grupos 0.0001 3 4.984E-05 19934.56 7.88E-16 4.07
Dentro de los grupos 2E-08 8 2.5E-09

Total 0.0001495 11




ANEXO 12: Estadistico de hipotesis (ANOVA) para pruebas fisicoquimicas de:
viscosidad del extracto acuoso del isafo “Tropaeolum tuberosum”

Viscosidad
C1 Cc2 C3 C4
1.0569 1.1733 1.2044 1.4516
1.0696 1.1478 1.1660 1.2846
1.0569 1.1478 1.1531 1.4388
Rstd estadistico (F>Fc) Si hay diferencia estadistica

Andlisis de varianza de un factor (a=0.05)

Origen de variacions s.cuadrad GL P. cuadrad F Probabilidad  Valor crit para F
Entre grupos 0.175538 3 0.05851 24.33 0.00022 4.07
Dentro de los grupos 0.019242 8 0.00241

Total 0.19478 11
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ANEXO 13: Estadistico de hipotesis (ANOVA) para pruebas fisicoquimicas de: pH
del extracto acuoso del isafo “Tropaeolum tuberosum”

pH
C1 Cc2 C3 C4

6.7300 6.6500 6.4500 6.4200

6.7500 6.6400 6.4300 6.4400

6.7400 6.6400 6.4300 6.4200
Rstd estadistico Si hay diferencia estadistica
Origen de variacions S. de cuadd Gl Prom cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.21696667 3 0.07232222 723.22 4.48E-10 4.07
Dentro de los grupos 0.0008 8 0.0001

Total 0.21776667 11
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ANEXO 14: Fichas de recolecciéon de datos

Ficha de caracteristicas organolépticas del extracto acuoso del isafio “Tropaeolum

tuberosum”.
Concentraciones del extracto acuoso del isafio “Tropaeolum
ASPECTO tuberosum”
10% 25% 50% 75%
COLOR
SABOR
OLOR

Fuente: Elaboracion propia.

Ficha de ensayos fisicoquimicos del extracto acuoso del isafio “Tropaeolum

tuberosum”.

Concentracién

. Desviacion
del extracto Medicién n° 1 Medicién n° 2 Medicién n° 3 Prorr_1ed|o estandar
acuoso del X) (1)
“isafio” 3l

10%
©
S | 25%
0n o
3L | 50%
D
> 75%
10%
25%
T
o 50%
75%
10%
e 0
= 25%
€2 [ 50%
D ~
75%

Fuente: Elaboracion propia.



Ficha de anélisis fitoquimico del extracto acuoso del isafio “Tropaeolum

tuberosum”.

Concentracion del extracto acuoso del isafio
. . 13 b2
Metabolito secundario Tropaeolum tuberosum”.

10% 75%

Flavonoides

Taninos

Esteroides

Alcaloides

Saponinas

Quinonas

Glicosidos

Fuente: Elaboracion propia. Leyenda: (+) Presencia/ (-) Ausencia

Ficha de Técnica de difusion (Kirby Bauer) del extracto acuoso del isafio

“Tropaeolum tuberosum”.

[ Halos de cepas causantes de infeccién del tracto urinario (mm)

Extracto Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa

aCL'JOSO ATCC 25922 Hospital ATCC 27853 Hospital
del isafio MM M| X M M|M| X | M| M| Mz | X | M1 | Mz | Mgz

10%

25%

50%

75%

Disco
gentamicina

Disco H20

Fuente: Elaboracion propia.

Fichade CIMy CBM del extracto acuoso del isano “Tropaeolum tuberosum”.

Cepas causantes de infeccion del tracto CMI CMB

urinario (ITU) M, M, Ms

Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Fuente: Elaboracion propia.



ANEXO 15: Certificados de cepas ATCC
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ANEXO 16: Certificados botanico del isafio
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ANEXO 17: Disefio de la Investigacién
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Evaluacion del efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso del “isafio”
tropaeolum tuberosum en cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa
ATCC vy clinicas causantes de infecciones del tracto urinario en la universidad

Identificacion,
recoleccion y
acondicionamiento
del isafio.

Preparacion de los
extractos acuosos
del isafo.

Caracteristicas
fisicoquimicas del
extracto acuoso del
isafio.

Caracteristicas
fitoquimicas del
extracto acuoso del
isafio.

Cepas
Clinicas

Cepas
bacterianas

\ Cepas
ATCC

Evaluacioén del
efecto antibacteriano
in vitro del extracto
acuoso del isafo.

e Identificacion: Herbario Arequipense de la UNSA.
¢ Recoleccion: En la mafana, llave — Puno.

¢ Acondicionamiento: Se lavé con agua destilada, se
desinfectd con hipoclorito de sodio 1%. Se secéy

almacend en un lugar fresco, a la sombra.

Método de extraccibn con  disolventes
(decoccidn): 4 concentraciones: 10%,25%, 50% y
75%

¢ pH — Método potenciométrico

e Densidad — Método de medicién de densidad
(picnébmetro)

¢ Viscosidad - Método de medicién de viscosidad
(Viscosimetro de ostwald)

g 4 4 <

g 4 1l

Identificacibn de terpenos y esteroides;
flavonoides, taninos, alcaloides, saponinas y
quinonas y glicésidos

Aislamiento y seleccién de Escherichia coli
¢ Triple Azucar Hierro (TSI)

¢ Agar Citrato de Simmons

e EMB

Aislamiento y seleccién de Pseudomonas a.
¢ Agar Cetrimide
e Prueba de la oxidasa

Viabilizacién y conservacion de Escherichia coli
Y Pseudomonas aeruginosa.

e Método de difusién en discos (Kirby bauer):
Halos de inhibicién (mm).

e Método de dilucion: CMI (Turbidimetria) y CMB
(UFC)
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ANEXO 18: Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida
(CMB)

microorganismo (1 X 10* UFC/ml)

DIA 1
1 ml de lo suspensién del
1 ml 1 ml
se ogrega o tubos que contienen
“/‘/‘/ *\\‘ 1 ml de caldo con el ontibidtico

en las concentraciones indicadas (pg/ml).

64 32 16 8 4 0 |—Control
_/ S R )

v v v v + ¢ /Comrol

32 16 B 4 2 0 Los tubos contienen chore
—— : — —— - 2 mlcon 5 X 10° UFCUml y el ontibiético
Vi | . en los concentraciones indicodos (ug/ml).

e ' o \./0 00;‘ Inmedictamente 0,001 ml del tubo
1 I l l 1 = control se subcultiva en ogor
v v
|

Se observo turbidez
o simple vista; 0,1 ml de los coldos no turbios

| se subcultiva en ogor

DIiA 2 32 16 8
.
Al LOJ m \0'1 ml\ Se determinan los UFC
en el tubo control
por recuento de colonias
@ 500 UFC (500 UFC = 5 x 10%ml original)

l Se determinan las UFC en los subcultivos

de los caldos no turbios
7 UFC = 70 UFC/ml en el tubo

que contiene B pg/ml de ontibidtico

70 UFC/mL < 0,1% de 5 x 10°

UFC/mI que contenia el tubo original
CBM = 8 pg/ml

Fuente: Universidad Nacional de San Luis. Microbiologia general. Facultad de Quimica, Bioquimica y Ciencias

biolégicas. 2016
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GLOSARIO DE TERMINOS:

Actividad Bacteriostatica: Inhibe el crecimiento de un microorganismo.

Actividad Bactericida: Destruye a un microorganismo determinado.

Agar: Polisacarido complejo extraido de ciertas algas marinas, el cual no es digerido por la
mayor parte de las bacterias. Esta constituido por un 70% de agarosa y 30% de agar
pectina. Se funde a temperaturas mayores a 100°C y se gelifica a 45-50°C.

Bacterias: Organismos unicelulares procariéticos sin nucleo diferenciado, aunque
presentan un nucleoide, una estructura que contiene una molécula circular de ADN; sin
organelos con membrana; presentan varias formas y se pueden encontrar practicamente
en cualquier ambiente (suelos, aguas, aire, y como simbiontes o patégenos del humano,

otros animales y plantas).

Bactericida: Propiedad por la cual un biocida (agente fisico o quimico) puede matar

bacterias, con o sin lisis de éstas.

Bacteriostatico: Propiedad por la cual un biocida puede inhibir la multiplicacién bacteriana,

que se reanuda una vez se remueve el agente.

Cepa: Asociacion de virus, bacterias u hongos que tienen el mismo patrimonio genético.
Cepas Bacterianas: una cepa es un conjunto de células homogéneas, o clones, que deriva
de la reproduccién de una célula inicial Unica, seleccionada y aislada. También suele

referirse a las cepas como colonias puras de bacterias

Cepa ATCC: Cepas producidas por el American Type Culture Collection. Son cepas
certificadas. La coleccion certifica que se suministra una determinada cepa, que es un
cultivo puro, y que se han observado las convenientes pruebas morfoldgicas, bioquimicas

y moleculares correspondientes.

Cepa Hospitalaria: Cepa obtenida de paciente hospitalizado.
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Crecimiento microbiano: Es el aumento del nUmero de microorganismos a lo largo del

tiempo. No se refiere al crecimiento de un Gnico microorganismo sino al de una poblacion.

Decoccidn: Procedimiento extractivo en el cual la droga es extraida por ebullicién en agua
por al menos 5 minutos. El resultado de este proceso extractivo es también conocido como

decoccién.

Difusién de discos: Su utilizacién esta limitada a bacterias aerobias y anaerobias
facultativas de crecimiento rapido, en este caso se aplica un disco que contiene una
cantidad especificada de antibacteriano, en una superficie del agar que ha sido
recientemente inoculada con un microorganismo. El antibacteriano difunde en el medio a
partir del disco de una zona de inhibicién en el punto al que una concentracion critica del
antibacteriano en el medio inhibe el crecimiento del microorganismo en un momento de

tiempo determinado de 18 a 24 horas

Dilucion: Es diluir un volumen conocido de soluto en un volumen conocido del solvente.

Discos de sensibilidad: Se tratan de pequefios discos de papel filtro los cuales contienen

una cantidad especifica del antibacteriano.

Fitoquimico: Estudio de los principios activos de las plantas, especialmente de los

metabolitos secundarios y que pueden tener aplicacion en la medicina o industria

Flavonoides: Son pigmentos fendlicos presentes en la mayor parte de los érganos

vegetales

Halos de inhibicion: Es lo que nos indica la sensibilidad del microorganismo ante un

antibiotico.

In vitro: Técnica para realizar un determinado experimento en un ambiente controlado fuera

de un organismo vivo.
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Medicina tradicional: La medicina tradicional es todo el conjunto de conocimientos,
aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las
diferentes culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento de la salud, asi
como para la prevencion, el diagnéstico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas

0 mentales

Medio de cultivo: Es cualquier sustancia liquida o solida que puede utilizarse en el
laboratorio para que el crecimiento de microorganismos. Cualquiera que sea el medio debe
incluir todo lo necesario para el crecimiento, lo cual varia segun el organismo que se quiere
cultivar, pero que comprende: agua, compuestos nitrogenados, una fuente de energia y
otros factores de crecimiento. Los requerimientos nutricionales de las bacterias varian
desde los sencillos compuestos inorganicos de las autétrofas hasta las complicadas

vitaminas y factores de crecimiento de algunas heterétrofas.

Metabolitos Secundarios: Compuestos quimicos sintetizados por estas que cumplen
funciones no esenciales en ellas, de forma que su ausencia no es fatal para la planta, ya

gue no intervienen en el metabolismo primario.

Método de Kirby Bauer: Método de difusibn en agar empleado para determinar la

sensibilidad de un agente microbiano frente a un antibidtico.

Microorganismo: Organismos microscopicos pertenecientes por regla general a virus,

bacterias, algas, hongos o protozoos.

Microorganismos liofilizados: Se trata de microorganismos a los cuales se les ha extraido
el agua por sublimacion previa congelacién, bajo condiciones de alto vacio. Su ventaja
radica en que los organismos sobreviven al secado y el cultivo es facilmente mantenido aln

a temperatura ambiente sin pérdida significativa de viabilidad.

Organoléptico: Calificativo de ciertas propiedades, por ejemplo color, olor, sabor, que son

susceptibles de medir por los 6rganos sensoriales.
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Principio activo: Sustancia quimica responsable de la actividad farmacoldgica y del uso

terapéutico de una droga.

Sensibilidad antimicrobiana: El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los
antimicrobianos es una de las funciones mas importantes de los laboratorios de
microbiologia clinica. Su realizacion se desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad o
antibiograma, cuyo principal objetivo es evaluar en el laboratorio la respuesta de un
microorganismo a uno o varios antimicrobianos, traduciendo, en una primera aproximacion,

su resultado como factor predictivo de la eficacia clinica.

Testigo: Fraccion de una muestra que se separa para que luego sirva de punto de

comparacion con las que han sido sometidas con algun tipo de experimento.

UFC: Unidad formadora de colonia
Célula bacteriana viva y aislada que en las condiciones adecuadas da lugar a la produccién

de una colonia de bacterias.

Viabilizacién de microorganismos: La viabilizacién de los microorganismos trata de
comprobar la viabilidad (vivos) de aquellos microorganismos que han sido rehidratados a
partir de cepas liofilizadas y sobre todo se estén multiplicando, desarrollando sus funciones

de una manera normal



