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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue evaluar la actividad antibacteriana de los extractos
acuoso y etanolico de Minthostachys mollis (mufia) contra Staphylococcus aureus
atcc 25923, con el fin de recabar nueva informacién de agentes antibioticos contra
esta cepa bacteriana. La actividad antibacteriana se determind usando extractos
de agua y etanol de la materia vegetal en mencién, mediante el método Kirby-
Bauer (método de difusién en agar), es empleado para determinar la sensibilidad
de un agente microbiano frente a un antibiético o quimioterapico. Los resultados
gue se obtuvieron fueron:

Extracto acuoso de Minthostachys mollis (mufia): 0.04g/ml, dando como halo de
medicion: 15mm.

Extracto etandlico de Minthostachys mollis (mufia): 0.02g/ml, dando como halo de
medicion: 10mm.

El halo de medicion del blanco de antibidtico (Amoxicilina 20ug + Acido
Clavulanico 10ug): 30mm.

Mediante este trabajo se puede concluir que los extractos acuosos y etandlico de
Minthostachys mollis (mufia) tiene una considerable actividad antibacteriana
contra Staphylococcus aureus atcc 25923. Por lo cual se recomienda ampliar
investigacion dirigida a la purificacion del extracto y obtencion del metabolito
secundario responsable de la actividad antibacteriana, asi también ampliar el tipo

de agentes microbianos (hongos u otras bacterias).

Palabras clave: Extracto, Staphylococcus aureus, Minthostachys mollis (mufia)
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SUMMARY

The objective of this test is to evaluate the antibacterial activity of the aqueous and
ethanolic effects of Minthostachys mollis (mufia) against Staphylococcus aureus
atcc 25923, in order to gather new information of antibiotic agents against this
bacterial strain. The antibacterial activity was determined using extracts of water
and ethanol of the vegetal matter in the mention, by means of the Kirby-Bauer
method (agar diffusion method), it is used to determine the sensitivity of a
microbial agent against an antibiotic or chemotherapeutic agent. The results that
were obtained were:

Aqueous extract of Minthostachys mollis (mufia): 0.04 g / ml, giving as measuring
halo: 15 mm.

Ethanolic extract of Minthostachys mollis (mufia): 0.02g / ml, giving as measuring
halo: 10mm.

The measurement range of the antibiotic blank (Amoxicillin 20ug + Clavulanic Acid
10ug): 30 mm.

Through this work it can be concluded that the aqueous and ethanolic extracts of
Minthostachys mollis (mufia) have a considerable antibacterial activity against
Staphylococcus aureus atcc 25923. Therefore, the research directed to the
purification of the extract and the obtaining of the secondary metabolite
responsible for antibacterial activity, also expand the type of microbial agents

(fungi or other bacteria).

Key words: Extract, Staphylococcus aureus, Minthostachys mollis (mufia)
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INTRODUCCION
Staphylococcus aureus es el mayor patdégeno humano causante de
infecciones a la piel y tejidos, neumonia, septicemia e infecciones por
dispositivos asociados. La emergencia de cepas resistentes a meticilina y
otros agentes antibacterianos ha llegado a ser una preocupacion mayor
especialmente en el ambiente hospitalario, esto es por la alta mortalidad
debido a las infecciones sistémicas ocasionadas por Staphylococcus
aureus. Infortunadamente, las opciones terapéuticas para pacientes con
infecciones por Staphylococcus aureus son limitadas; la opcion primaria es
terapia con vancomicina intravenosa, ya que otros antimicrobianos,
incluyendo las fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera generacion, son
inefectivas contra Staphylococcus aureus. Lo cual subraya la necesidad de
nuevos antibioticos. Staphylococcus aureus merece un analisis y vigilancia
especiales por ser el segundo microorganismo aislado en pacientes
hospitalizados y por la aparicion de cepas resistentes con alta morbilidad y
mortalidad. El alto grado de resistencia a la oxacilina y a otros
antimicrobianos de forma concomitante, limita las opciones terapéuticas
con un grave impacto en la mortalidad en pacientes criticos, La variabilidad
de Staphylococcus aureus, la rapida respuesta adaptativa frente a cambios
del medio, y su continua adquisicion de determinantes de resistencia
antibidtica, han hecho de éste un residente habitual del habitat hospitalario,

donde origina problemas de multirresistencia.



) PROBLEMA DE INVESTIGACION

.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Uno de los grandes problemas actuales y futuros de salud
publica y en general un problema social, es la resistencia de las bacterias
frente a los diferentes grupos de antibiéticos, una de las bacterias mas
representativas en cuanto a resistencia es el género Staphylococcus que
ya para el afio 1997 desarroll6 resistencia intermedia a vancomicina y para
el 2000, alto nivel de resistencia a éste antibiético.?

Por ello es necesario conocer que la variabilidad de Staphylococcus
aureus, la rapida respuesta adaptativa frente a cambios del medio, y su
continua adquisicion de determinantes de resistencia antibiotica, han hecho
de éste un residente habitual del habitat hospitalario, donde origina
problemas de multirresistencia, ocasionalmente importantes. Aunque el
término resistencia a meticilina incluye resistencia a derivados 3-
lactamicos, las cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistentes
(SARM) presentan, en general, resistencia multiple a varios grupos de
antibidticos. A través de diversos mecanismos, estos aislados presentan
resistencia al cloranfenicol, tetraciclinas, macrélidos, lincosaminas,
aminoglucosidos e, incluso, quinolonas, describiéndose cada vez con
mayor frecuencia brotes SARM sensibles sélo a los glucopéptidos.?

El interés actual del estudio de este patdégeno deriva, bien de su elevada

frecuencia, o por representar, en el caso de cepas resistentes a meticilina



(aislados SARM), una de las principales causas de brotes de infeccion
nosocomial en nuestro pais. Los primeros brotes de infeccion nosocomial
se describieron en hospitales europeos al inicio de los aflos sesenta. Desde
entonces, su prevalencia ha ido creciendo en la mayoria de areas
geogréficas, convirtiendo determinadas areas hospitalarias, sobre todo
aquéllas consideradas de alto riesgo, como las Unidades de Cuidados
Intensivos, en zonas endémicas para este tipo de infeccion. Algunos
estudios realizados en determinados periodos elevan estas cifras hasta un

40%. 2

La situacion ante esta creciente resistencia del Staphylococcus aureus hoy
en dia representa un problema muy complejo, tanto por el aumento de los
costos del tratamiento como por el grado de las complicaciones

infecciosas.?



I.2.  Formulacion Del Problema
¢Tendra efecto antibacteriano el extracto acuoso y etandlico de

Minthostachys mollis (mufia) contra Staphylococcus aureus atcc 259237

1.3. Objetivo de la Investigacion

1.3.1 Objetivo General
EVALUAR EL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ACUOSO Y

ETANOLICO DE MINTHOSTACHYS MOLLIS (MUNA) CONTRA
STAPHYLOCOCCUS AUREUS ATCC 25923.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Obtener extracto acuoso y etandlico Minthostachys Mollis (mufia)

e Determinar el efecto del extracto acuoso y etandlico, sobre el
crecimiento de bacterias Staphylococcus aureus ATCC 25923.

l.4.  Justificacion

Este trabajo tiene mucha importancia en la realidad actual debido a
gue la resistencia bacteriana ha aumentado en los dltimos afos,
especialmente en los gérmenes implicados en la infeccion hospitalaria, lo
cual crea gran preocupacién debido al impacto que conlleva en la
morbimortalidad y en los costos. Staphylococcus aureus merece un analisis
y vigilancia especiales por ser el segundo microorganismo aislado en
pacientes hospitalizados y por la aparicibn de cepas resistentes con alta

morbilidad y mortalidad.



El alto grado de resistencia a la oxacilina y a otros antimicrobianos de
forma concomitante, limita las opciones terapéuticas con un grave impacto
en la mortalidad en pacientes criticos, ademas de ello Staphylococcus
aureus es el mayor patégeno humano causante de infecciones a la piel y
tejidos, neumonia, septicemia e infecciones por dispositivos asociados. La
emergencia de cepas resistentes a meticilina y otros agentes
antibacteriales ha llegado a ser una preocupacion mayor especialmente en
el ambiente hospitalario, esto es por la alta mortalidad debido a las
infecciones  sistémicas ocasionadas por Staphylococcus aureus.
Infortunadamente, las opciones terapéuticas para pacientes con
infecciones por Staphylococcus aureus son limitadas; la opcion primaria es
terapia con vancomicina intravenosa, ya que otros antimicrobianos,
incluyendo las fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera generacion, son
inefectivas contra Staphylococcus aureus. Es por ello que ante la eminente
resistencia del Staphylococcus aureus a los antibidticos farmacoldgicos, es
relevante realizar investigacion en otras areas como es la medicina
alternativa, mediante el uso de extracto acuoso y etandlico de
MINTHOSTACHYS MOLLIS (MUNA), conocida por su produccién de aceite
esencial, glicésidos, mucilagos, saponinas, taninos, alcaloides y esteroles,
Por ello es que se realiza este trabajo con la esperanza de encontrar

nuevas sustancias no sintetizadas por el hombre.



Il: MARCO TEORICO

I.1. Bases Teodricas

El género Staphylococcus estd formado por cocos Gram positivos,
con un diametro de 0.5 a 1.5 ym, agrupados como células Unicas, en
pares, tétradas, cadenas cortas o formando racimos de uvas. Ogstonl12
introdujo el nombre de Staphylococcus, del griego staphyle que significa
racimo de uvas, para describir a los cocos responsables de inflamacion y
supuracion. Son bacterias no moviles, no esporuladas, no poseen capsula,
aunque existen algunas cepas que desarrollan una capsula de limo, son
anaerobias facultativas. La mayoria de los estafilococos producen catalasa
(enzima capaz de desdoblar el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno
libre); caracteristica que se utiliza para diferenciar el género
Staphylococcus de los géneros Streptococcus y Enterococcus que son

catalasa negativos.4>®

Los estafilococos fueron clasificados inicialmente en un género comdn en
la familia Micrococacea ademas de los géneros Micrococcus, Stomacoccus
y Planococcus. Sin embargo, en estudios recientes se observaron
diferencias con estos géneros, una de las principales es la cantidad de
guanina-citocina (G+C de 30 a 39%), mientras que los Micrococcus tienen

un contenido mayor de G+C de 63 a 73%. Los estudios de homologia
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genética, secuenciacion del DNA, hibridacibn DNA-rRNA, y la
secuenciacion comparativa del RNAr 16S, han permitido demostrar que los
géneros Staphylococcus y Micrococcus estan poco relacionados. Por otro
lado, la pared celular de los estafilococos tienen unidos los acidos
teicoicos, los cuales no existen en los micrococos; otra diferencia es la
composicion del citocromo y menaquinona de la cadena respiratoria
presentes en los estafilococos.*56

Estudios recientes demuestran que el género Staphylococcus se encuentra
mas cercano a los geéneros Bacillus y Streptococcus. ElI género
Staphylococcus contiene 32 especies, de las cuales 16 de ellas se
localizan en los humanos, algunas forman parte de la microbiota de piel y
mucosas en humanos, y otras se encuentran solo entre la flora de otros
mamiferos y aves. Algunas de estas especies son patdogenas cuando existe
predisposicion e inmunosupresion en el huésped o en presencia de
cuerpos extrafios®®

El Staphylococcus epidermidis y el Staphylococcus saprophyticus son
comunmente responsables de infecciones relacionadas con dispositivos e
infecciones del tracto urinario, siendo éstos menos infecciosos que S.
aureus. (7,8) Algunas especies tienen preferencia por sitios especificos, los
cuales son indicados por su hombre como Staphylococcus epidermidis que
coloniza la piel, Staphylococcus capitis que coloniza el cuero cabelludo. El
S. aureus se encuentra ampliamente distribuido entre los primates, pero no

esta restringido Unicamente a ellos; por ejemplo, les produce mastitis en el
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ganado bovino y En el hombre, la localizacion nasal del S. aureus permite
su diseminacién y, como consecuencia, la multirresistencia a los
antibiéticos como a la meticilina (MRSA).7 8 9 10,11

Las bacterias, por su tremenda capacidad de adaptacion, pueden
desarrollar mecanismos de resistencia frente a los antibidticos. Existe una
resistencia natural o intrinseca en las bacterias si carecen de diana para un
antibiético (como la falta de pared en el Mycoplasma en relacién con los
betalactamicos). La resistencia adquirida es la realmente importante desde
un punto de vista clinico: es debida a la modificacion de la carga genética
de la bacteria y puede aparecer por mutacidbn cromosOmica 0O por
mecanismos de transferencia genética. La primera puede ir seguida de la
seleccion de las mutantes resistentes (rifampicina, macroélidos), pero la
resistencia transmisible es la mas importante, estando mediada por
plasmidos, transposones o integrones, que pueden pasar de una bacteria a

otra.1?

Mecanismos de resistencia

1) Inactivacion del antibiotico por enzimas: La bacteria produce enzimas
gue inactivan al antibiotico; las mas importantes son las betalactamasas y
muchas bacterias son capaces de producirlas. En los gram positivos suelen
ser plasmidicas, inducibles y extracelulares y en las gram negativas de

origen plasmidico o por transposones, constitutivas y periplasmicas.
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También hay enzimas modificantes de aminoglucésidos y aunque no es
éste su principal mecanismo de resistencia, también el cloranfenicol, las

tetraciclinas y los macrélidos pueden ser inactivados por enzimas. % 1213

2) Modificaciones bacterianas que impiden la llegada del antibiético al
punto diana: Las bacterias producen mutaciones en las porinas de la pared
gue impiden la entrada de ciertos antibioticos (betalactamicos) o alteran los
sistemas de transporte (aminoglucésidos en los anaerobios).

En otras ocasiones pueden provocar la salida del antibidtico por un
mecanismo de expulsion activa, impidiendo que se acumule en cantidad

suficiente para que actle eficazmente. 111213

3) Alteracion por parte de la bacteria de su punto diana, impidiendo o
dificultando la accion del antibiotico. Aqui podemos contemplar las
alteraciones a nivel del ADN girasa (resistencia de quinolonas), del ARNr
23S (macrdlidos) de las enzimas PBPs (proteinas fijadoras de penicilina)
necesarias para la formacion de la pared celular (resistencia a
betalactamicos). Una misma bacteria puede desarrollar varios mecanismos
de resistencia frente a uno o muchos antibioticos y del mismo modo un
antibidtico puede ser inactivado por distintos mecanismos de diversas
especies bacterianas, todo lo cual complica sobremanera el estudio de las

resistencias de las bacterias a los distintos antimicrobianos. 1. 12.13



La resistencia en los principales grupos de antibacterianos betalactamicos.

Las bacterias desarrollan al menos tres mecanismos para hacerse
resistentes a ellos, que son independientes entre si pero que pueden
actuar sinérgicamente: alteracion de las enzimas diana (PBPs), alteracion
de la membrana externa y produccion de enzimas inactivantes
(betalactamasas). Las PBPs son necesarias para que la bacteria forme su
pared celular, y los antibidticos betalactamicos se fijan en estas enzimas
impidiéndolo. Si la bacteria modifica sus PBPs de modo que no fijen
antibidtico, se hara resistente; otros mecanismos serian la hiperproduccion
o la adquisicion de PBPs resistentes. La resistencia a meticilina en
estafilococos, a betalactamicos en neumococo y enterococos y en algunas
bacterias gram negativas (Haemophilus, gonococo), pueden ser debidas a

alteraciones de PBPs.

La modificacion de la membrana externa, cuando es el Unico mecanismo
implicado no suele ser importante, pero si cuando se asocia a la
produccion de betalactamasas, siendo especialmente decisiva en los gram
negativos, pues los betalactdmicos entran a través de las porinas, que al

modificarse o desaparecer.®

La producciéon de enzimas inactivantes es sin duda el mecanismo mas

importante de los betalactamicos ya que la adquisicién de betalactamasas
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(plasmidicas o cromosémicas), es la causa mas frecuente de resistencias.
Las betalactamasas plasmidicas de gram negativos producen alto nivel de
resistencia y estan muy extendidas sobre todo entre las enterobacterias,
algunas son de espectro ampliado y confieren resistencia a la practica
totalidad de los antibidticos betalactamicos. Desde que se puso de
manifiesto la importancia de las betalactamasas, se buscaron inhibidores
de estas enzimas. Incluyéndose en este término diferentes compuestos
quimicos, entre los que destacan acido clavulanico, sulbactam, vy
tazobactam, sin embargo ya se han detectado una nueva clase de

betalactamasas que confiere resistencia a estos inhibidores.'#

Aminoglucésidos: La inactivacion enzimatica mediada por plasmidos
representa el principal mecanismo de resistencia en enterobacterias,
Pseudomonas, estafilococos y enterococos, pero existen otros mecanismos
como alteraciones en la permeabilidad de la membrana y/o mutaciones
cromosomicas. Las bacterias anaerobias son resistentes de modo natural

por carecer de sistemas de transporte para captar a los aminoglucésidos.*?

Glucopéptidos: Las micobacterias, los hongos y las bacterias gram
negativas son resistentes debido a la incapacidad de la molécula de
atravesar la membrana externa y por lo tanto de llegar a la diana, siendo
excepcion algunas cepas de Flavobacterium meningosepticum y de

Neisseria gonorrhoeae. En cuanto a los enterococos existen tres fenotipos
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de resistencia: el fenotipo VanA o cepas de alto nivel de resistencia tanto a
vancomicina como a teicoplanina; el fenotipo VanB sensibles a teicoplanina
y con niveles variables a vancomicina y el fenotipo VanC resistente a bajo

nivel sélo a vancomicina.®

Macrélidos y lincosamidas: Estos grupos de antibiticos por ser
hidrofébicos atraviesan mal la membrana externa por lo que los bacilos
gram negativos presentan resistencia natural, aunque modificaciones en
las nuevas moléculas como azitromicina parecen disminuir este hecho.
Existen ademas mecanismos de exclusion activa. La resistencia por
metilaciones que impiden la unidon de los farmacos al ribosoma 50S esta
codificada por plasmidos en transposones, es cruzada y puede ser
inducible (en macrolidos de 14 y 15 4tomos) o constitutiva (también para
los de 16 y lincosamidas) y aparece en cocos gram positivos y bacilos
anaerobios gram positivos y negativos; también la produccion de enzimas
transferasas puede determinar resistencia de estafilococos para lincomicina

y clindamicina.?

Quinolonas: La resistencia esta relacionada con la diana principal de
accion, la topoisomerasa Il o girasa y fundamentalmente en la subunidad A
del ribosoma. No obstante cada vez se da mas importancia a la presencia
de mecanismos de expulsibn que impiden alcanzar concentraciones

intracelulares de antibiético suficientes o dificultan el paso a través de la

12



pared; recientemente se ha descrito también la presencia de plasmidos e
incluso una cepa deKlebsiella pneumoniae con un plasmido de resistencia

multiple que incluia también quinolonas.*?

Tetraciclinas: Aunque existe resistencia por modificacidbn enzimatica
codificada por transposones, el mecanismo de resistencia mas importante
en enterobacterias es por expulsion activa y en gram positivos y en algunos
gram negativos como Neisseria, Haemophilus, Campylobacter vy
Bacteroides, por produccion de proteinas citoplasmicas que impiden la
unién de la molécula al ribosoma. En general la resistencia es cruzada para

todas las tetraciclinas.'3

Cloranfenicol: La modificacion enzimatica (plasmidica o cromosémica es el
mecanismo de resistencia principal, aunque también se han detectado

cambios en la permeabilidad de la membrana externa.'’

Minthostachys mollis

Se denomina en la lengua Quechua “mufia”, y en la Aymara tiene dos
nombres: “Coa” y “Huaycha”. Debido a sus caracteristicas semejantes al
poleo y orégano, los espafioles la denominaban poéleo silvestre. Otros
nombres vulgares con los que se le conoce a esta planta son: "mufia 30

coz", "mufia-mufa"”, "arash munia", "kon

negra", "polco silvestre",
"orccomufia”.8: 19
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La muia es un recurso natural que tiene un plano altitudinal de crecimiento
entre los 2500 — 3500 m.s.n.m. *°

Habita entre los diferentes pisos ecolégicos de nuestra serrania,
comportdndose como tal; existe en gran abundancia. Asi como es una
planta hemicriptéfila que durante la época mas fria del invierno y seco
desaparecen sus Grganos aéreos para brotar nuevamente con las primeras
lluvias de la primavera. 2°

Alcanza una altura de 0.80 a 1.50 m, desarrollandose en forma difusa y
muy ramificada, crece en lugares cercanos a acequias, manantiales sin
tener grandes requerimientos de agua.

Se desarrolla en suelos arenosos, ricos en materia organica, bien
drenados, con buena retencion de humedad, con un pH entre 5-8 y un
clima con elevada luminosidad, florece en época de lluvia, se multiplica por
semillay por codo.?!

Clasificacion sistematica

Reino : Vegetal Familia : lamiaceae (labiatae)

Sub reino : Embryophyta Género : Minthostachys

Division : Magnoliophyta Especie : Minthostachys mollis
Clase : Magnoliopsida (Spach) Griseb

Subclase : Methachlamydeae Nombre vulgar : “Mufa”

Orden : Tubiflorae

14



Caracteristicas botanicas del género en estudio

Es una planta arbustiva, lefiosa, frondosa en la parte superior, de aspecto
general glauco, erecta y pubescente, su tallo es ramificado desde la base.
La hoja es el elemento vegetativo simple ligeramente aserrado, carece de
estipulas, cortamente pedunculares de filotaxia opuesta. Su peciolo mide
entre 4 y 6 mm de largo, pubescente acanalada en la parte superior y
convexo en la parte inferior, es aqui donde se deposita la mayor cantidad
de aceite, que al estrujarlos dejan sentir su aroma caracteristico. Las flores
son hermafroditas. El limbo es aovadote 1.7 a 2.5 cm en su mayor ancho, y
de 2 a 4 cm de largo; su base es atenuada de bordes aservados, apice
agudo de nerviacion penninervia. El limbo es pubescente tanto en el haz
como en el enveés, debido a lo cual la hoja presenta una coloracion verde
palida; sus nervaduras secundarias son muy desarrolladas y ligeramente
reticuladas. El céliz soldado con 13 venaciones terminado en 5 lobulos
dentados casi iguales entre si con pelos cerelosos en la base, la corola
raramente es de 6 mm de largo, dividida en 2 labios: 2 l6bulos o labio
superior y 3 Iébulos o labio inferior. Los pelos de las partes aéreas, o0 sea
de las hojas y tallos, parece que forman una especie de manto protector
contra los cambios bruscos de temperatura y al mismo tiempo son los
lugares en donde se deposita el aceite esencial, de aqui que al estrujarlos
dejen sentir su aroma o el sabor picante que da una impresion de frio que
es caracteristico. Las flores son pequefas, reunidas en verticilos falsos,
situados en la parte superior de las ramas con pedunculos cortos, 2 en

cada axila. %2
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11.2. Antecedentes

MORA & Col. (2009-Venezuela) Examinaron y analizaron los
componentes quimicos del extracto acuoso y etandlico de las hojas de
Minthostachys mollis (Kunth) Griseb var Vaugth. Recogidos en enero del
2008 en la localidad de Tuiilame, estado de Trujillo, Venezuela, fueron
separados e identificados por el analisis de cromatografia de gases y
espectrometria de masas. Trece componentes (98.5 % de la muestra)
fueron identificados por comparacion. Los dos componentes principales
son pulegona (55.2 %) y trans-mentona (31.5 %). El aceite esencial mostré
efecto inhibidor significativo contra bacterias Gram (+) y Gram (-),

especialmente Bacillus subtilis y Salmonella tiphy (4 ug/ml).?3

ALCALA & Col. (2011- Lima) Demostro el efecto antimicotico del aceite
esencial de las hojas de Minthostachys mollis (mufia) en comparacioén con
el Fluconazol en cultivo de Candida albicans. El efecto antimicotico se
estudié midiendo 80 halos de inhibicién distribuidos en 5 grupos mediante
el método Kirby-Bauer. Se utilizé una cepa clinica de Candida albicans. Los
grupos de estudio fueron grupo mufia 25 % (GM25 %), grupo mufia 50 %
(GM50 %), grupo mufia 100 % (GM100 %), un grupo control positivo
(Fluconazol), y un grupo control negativo (aceite mineral). El analisis

estadistico se realiz6 mediante la Prueba de Kruskal-Wallis y el Test de
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Dunn usando el paquete SPSS v.17.0. Se consideré un nivel de
significancia < 0,05. Se obtuvo La mediana de los halos de inhibicion del
GM25 % fue de 32,00 mm (31,00 a 33,75); del GM50 %: 40,00 mm (39,25
a 41,00); del GM100 %: 46,80 mm (46,00 a 48,00), y del grupo Fluconazol:
39,00 mm (38,00 a 40,75). No se obtuvo halos de inhibicion en el grupo
control negativo. Se encontré diferencia significativa entre GM25 %, GM100
% y el grupo Fluconazol (p<0,001), mas no entre este ultimo y GM50 %
(p>0,05). Se concluyo que el aceite esencial de las hojas de Minthostachys
mollis (al 100 %) tuvo mayor efecto contra la Candida albicans que el
Fluconazol; ademas, el efecto antimicotico del Fluconazol fue mayor que la
Minthostachys mollis al 25 %, y fue el mismo que la Minthostachys mollis al

50 %.24

CARHUAPOMA & Col. (2009-Lima) Determiné la actividad antibacteriana
del extracto acuoso de Minthostachys mollis “ruyaq mufia” frente a
Helicobacter pylori, Shigella dysenteriae, Salmonella typhi y Pseudomonas
aeruginosa. La actividad antibacteriana se determind por el método de
excavacion placa cultivo; resultando en orden de sensibilidad, Shigella
dysenteriae es la que presenta mas sensibilidad al extracto con un
promedio de 21,41 mm, seguido de Helicobacter pylori con 17,07 mm,
Salmonella typhi con 14,25 mm y la que menos sensibilidad presenté fue
Pseudomonas aeruginosa con 11,45 mm. La concentracion minima

inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida (CMB) para H. pylori
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se determino por el método de dilucion en microplacas, resultando 2 pg/mL.
Para las demas bacterias se determin6 por el método de dilucion, siendo
para S. dysenteriae 4 ug/mL, S. typhi 4 pg/mL, y P. aeruginosa 9 ug/mL de
CMIl y 10 pg/mL de CMB. Observandose que a mayor concentracion es
mayor el efecto inhibitorio; es asi que la concentracion 450 ug/mL produjo
en promedio 22,48 mm de halo de inhibicién, mientras que para una
concentracion de 4,5 pg/mL fue de 11,99 mm en la prueba de Duncan. Los
porcentajes de inhibicibn comparados con ciprofloxacino, fueron: H. pylori
177,27; S. dysenteriae 126,11; S. typhi 63,44 y P. aeruginosa 42,29 lo que
estaria demostrando que el extracto acuoso tiene mayor actividad que el
ciprofloxacino; esto posiblemente se deba a que los constituyentes del
extracto de Minthostachys mollis, como el timol, acetato de timol,
metileugenol, pulegona, mentona, limoneno, linalol, entre otros, actian en
sinergismo; y comparado con cloranfenicol: P. aeruginosa de 225,56; S.
dysenteriae 171,97; S. typhi 135,95 y H. pylori 92,86 a una concentracion

de 450 pg/mL del extracto.?*

AZANA I. & Col. (2010-Lima) El extracto acuoso de Minthostachys mollis
‘mufa” 100 % presentd wuna efectividad antibacteriana, tanto
cuantitativamente como cualitativamente mayor, en comparacion a las
diluciones del 50 % y 25 % frente a las cepas de Fusobacterium nucleatum,
Prevotella melaninogénica, Enterococcus faecalis y muestras de conducto

radicular.?®
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PAREDES N. & Col. (2009-Lima), Determiné la efectividad antibacteriana
salival mixta de las infusiones a base de té verde, y té verde y mufa, no
encontr6 efectividad en la infusion a base de mufia, y que existian
diferencias significativas entre las medias de las muestras. Asi mismo, la
infusion a base de té verde resulté ser similar en cuanto a su efectividad
antibacteriana con respecto a la Clorhexidina.

De los resultados obtenidos se concluye que se ha evidenciado la
efectividad antibacteriana de una infusion a base de té verde y mufia sobre
la flora salival mixta, sin embargo, se observd una efectividad
antibacteriana menor con respecto a la infusion a base de té verde y la
Clorhexidina. Debido a los resultados del presente estudio que demuestran

la efectividad del té verde similar a la Clorhexidina. 27

19



CAPITULO Il METODOLOGIA

1.1 DISENO DE ESTUDIO Descriptivo.

I1l.2.Variables, Dimensiones e Indicadores

L Definicion . : . Escala de
Definicion Conceptual : Dimensiones |Indicadores .
Operacional Medicion
Variable Independiente
Sustancia muy concentrada que se | Sustancia a base de .
Extracto : . N : . Cambio de
ACUOSO de obtlene_ d_e una planta_, por diversos | Muiia obtenlda}'a partir Maceracion | color del Nominal
~ procedimientos teniendo como |de la maceracion de la o
Mufia S liquido
compuesto liquido agua. planta en agua.
Sustancia muy concentrada que se | Sustancia a base de :
Extracto . . . . . Cambio de
. obtiene de una planta, por diversos|Mufa obtenida a partir . .
Etanolico de L : - Maceracion | color del Nominal
~ procedimientos teniendo como |de la maceracion de la o
Mufia S liquido
compuesto liquido etanol. planta en etanol.
Variable Dependiente
No se
produce
Tiene actividad | crecimiento
: . . antibacteriana |bacteriano
Capacidad de una sustancia para|Capacidad del extracto
Actividad eliminar microorganismos o inhibir|de mufa para inhibir el .
. . . - Nominal
Antibacteriana |su  crecimiento, tales como |crecimiento del .
) L No tiene Se produce
bacterias, hongos o parasitos. Staphylococcus aureus L e
actividad crecimiento
antibacteriana | bacteriano
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[1l.3 Procedimiento y técnicas

Obtencidén del Extracto:

El primer paso para empezar el andlisis es moler toda la
planta hasta procurar que la muestra sea lo mas fina posible, el
fundamento por el cual se realiza esta operacion es porque a mayor
superficie en contacto con el solvente se podria obtener mayor cantidad de

extraccion de metabalicos de la planta.

Luego de ello el producto tiene que ser pesado primero 5 gramos de
material de planta y luego colocarlo en dos solventes diferentes en este
caso se usé etanol de 96° y agua destilada, etanol en uno y en el otro
agua destilada cada uno de ellos con una medida de 100ml es decir se
obtiene una suspension al 5% con relacion al extracto, en el caso del agua
destilada se coloca el agua destilada caliente para que si la solucién esta
saturada o sobresaturada, al aplicar calor la solucion aceptara mayor

obtencién de metabolitos.

Las razones por las que uso estos dos solventes es porque el agua por su
propiedad de solvente universal nos iba a dar la posibilidad de obtener la
mayor cantidad de metabolitos, pero existen metabolitos que no puede
extraer el agua y para ello se usaba el etanol ya que este no permitia

obtener metabolitos que el agua no, y por ello es que obtuve la mayor
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cantidad de metabolitos, es en el caso del agua se deja solamente un dia,
por ello también se aplicaba agua caliente, para acelerar el proceso de
extraccion de metabolitos, y también por la facil putrefaccion del material en
el interior del frasco; y luego se filtra. Para el etanol se puede dejar 5 dias
porque a diferencia del agua el etanol actia como preservante y a mayor
contacto del solvente con el material mayor obtencion de metabolitos; y

luego éste también se filtra.

Luego se seca el filtrado en el caso de los extractos etanolicos el filtrado se
seca en rotavapor que es un equipo que crea un vacio con menor presion
atmosférica y permite que el liquido en este caso suspension de etanol se
evapore mas rapido, sabiendo que a la presion atmosférica normal el
etanol hierve a 78°C con el rotavapor éste solamente tendra su punto de
ebullicibn a solamente 40°C permitiéndome asi el ahorro de tiempo, y
también evitar la pérdida de mas metabolitos por la exposicion a altas

temperaturas.

Luego de secar bien todos los extractos, el siguiente paso a realizar es el
de reconstituir con 5ml de agua destilada el material que habia sido

secado.

Posteriormente también mide a que concentracién se encuentran nuestros
extractos obtenidos.
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Etapa de anélisis:
Lo que se hace en esta fase es a lo que en microbiologia se puede llamar
un antibiograma o prueba de susceptibilidad antimicrobiana por difusion en

agar.

Método Kirby-Bauer:

El método de difusion enagar, es empleado para determinar la
sensibilidad de un agente microbiano frente a
un antibidtico o quimioterapico. Este método comprende I[o que se
denomina un antibiograma o prueba de susceptibilidad bacteriana frente a

drogas especificas.

Escala de Mc Farland:

Los estandares de turbidez de McFarland se usan como referencia en
suspensiones bacteriologicas para saber que el nUmero de bacterias por
mililitro, 0 mas bien en UFC segun una escala que va de 0.5 a 10. Estos
estandares son creados al mezclar soluciones de cloruro de bario al 1%
con acido sulfurico al 1% en volumenes especificos, para asegurar la
densidad correcta se puede controlar usando espectrofotometros.

Los estandares pueden ser visualmente comparados con suspensiones de

bacterias en salina estéril o en caldos.
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Si la suspension es demasiado turbia, puede afiadirse diluyente, y si no es
lo suficiente turbia, se puede agregar mas bacterias. La ventaja es que no
es necesario incubar ni usar equipo especial para estimar el nimero de
bacterias.

La desventaja de este metodo es que no discrimina a las bacterias vivas
de las muertas en la solucién, por lo que se puede sobreestimar la
poblacion de bacterias.

Casos especificos en los que se usa es en el de antibiogramas o pruebas
de sensibilidad, donde es necesario para estandarizar el método y se
eviten falsos positivos o negativos.

Para todo trabajo de investigacion se prepara una suspension de bacterias
basadas en la escala de Mc Farland al 0,5 en turbidez que corresponde a

un desarrollo de 1,5 x 108 UFC/m.

Preparacion de medios de cultivo:

Para la susceptibilidad antimicrobiana por difusién en agar se prepara un
tipo de medio de cultivo llamado Mueller Hinton, la reparacién de este se
realiza diluyendo el medio en agua destilada con la proporcion de 38gr en
un litro de agua destilada que es lo que indica en el frasco. Posteriormente
el medio de cultivo es autoclavado o también llamado esterilizacion con
calor humedo, ademas también se tiene que preparar otro medio de

cultivo llamado Agar base sangre el cual se prepara con la dilucion de 40gr
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del medio en un litro agua destilada y luego se esteriliza; y antes de que se
enfrie y se solidifique, mas o menos a 45°C, se agrega 5ml de sangre
humana o de carnero por cada 100 ml de medio, y automéaticamente servir
placas petri estériles.

El agar sangre es un medio enriquecido por no tener ningun tipo de
inhibidor y asi pueden crecer todo tipo de bacterias pero en este caso lo
usamos para preservar nuestra cepa bacteriana Staphylococcus aureus

ATCC 25923.

Obtencién de los discos de sensibilidad

Podemos obtener pequeiios discos de 6mm de diametro de papel filtro los
cuales se pueden realizar facilmente con la ayuda de un perforador

luego de eso se esterilizan dichos discos y se embeben con 10ul del
extracto que habiamos obtenido reconstituyéndolo y se deja secar a 37°c
un dia, luego de ello se prepara una suspension de bacterias basadas en la
escala de Mc Farland al 0,5 en turbidez que corresponde a un desarrollo

de 1,5 x 108 UFC/ml,

Luego de ello se coge una placa de Mueller Hinton y se estria con un
hisopo estéril previamente embebido con la suspension bacteriana por toda
la superficie de la placa, se espera que se fije por 10 minutos y luego se

agregan los pequefios discos secos con extracto y también un disco con
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antibiético como marcador de blanco antimicrobiano y se ponen a incubar
las placas en una estufa a 37°c por un lapso de 18 a 24 horas que es el
lapso en el cual las bacterias se desarrollaran y daran a notar por medio de
halos de inhibicion la actividad bactericida o no de los extractos, luego de
eso se realizan las anotaciones de los resultados midiendo los halos de

inhibicion expresados en milimetros.

.4. Plan de Analisis de Datos

Los resultados fueron tabulados mediante una hoja de célculo
Excel 2013. Se determin6 rendimiento de los solventes, comparacion de la
actividad antibacteriana del extracto etandlico frente a la actividad del
blanco de antibiético (Amoxicilina 20ug + Acido Clavulanico 10ug),
comparacion de la actividad antibacteriana del extracto acuoso frente a la
actividad del blanco de antibiético, comparacion de actividad antibacteriana

de ambos extractos, acuoso y etandlico, frente al blanco de antibiotico.
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CAPITULO IV: RESULTADOS ESTADISTICOS

IV.1. Resultados

Durante el periodo de tiempo comprendido entre marzo y abril
del 2018, se realizé la experimentacion y evaluacion de la actividad
antibacteriana de los extractos acuosos y etandlicos de la planta
Minthostachys mollis (mufia) contra Staphylococcus aureus atcc 25923,
con un blanco de antibiotico Amoxicilina 20ug + Acido Clavulanico 10ug,

obteniéndose los siguientes resultados.
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TABLA N°01

RENDIMIENTO DE LOS SOLVENTES: AGUA, ETANOL.

RENDIMIENTO DE SOLVENTES

SOLVENTES CONCENTRACION DEL EXTRACTO
AGUA 0.04g/ml
ETANOL 0.02g/ml

Fuente: Datos del autor

GRAFICO N°01

RENDIMIENTO DE LOS SOLVENTES: AGUA, ETANOL.

RENDIMIENTO DE SOLVENTES

0.04

0.04g/ml

0.035

0.03

0.025 0.02g/ml

0.02
0.015
0.01
0.005

CONCENTRACION DEL EXTRACTO (g/ml)

AGUA ETANOL
SOLVENTES

Fuente: Datos del autor
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TABLA N°02

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL
EXTRACTO ETANOLICO FRENTE A LA ACTIVIDAD DEL BLANCO DE
ANTIBIOTICO (AMOXICILINA 20UG + ACIDO CLAVULANICO 10UG).

COMPARACION DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

AGENTES ANTIBIOTICOS HALOS DE MEDICION
EXTRACTO ETANOLICO 10mm
AMOXICILINA 20UG +ACIDO CLAVULANICO 10UG 30mm

Fuente: Datos del autor

GRAFICO N°02
COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL
EXTRACTO ETANOLICO FRENTE A LA ACTIVIDAD DEL BLANCO DE
ANTIBIOTICO (AMOXICILINA 20UG + ACIDO CLAVULANICO 10UG).

COMPARACION DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

30
25
20 30mm
15
10

HALOS DE MEDICION

10mm

AGENTES ANTIBIOTICOS

W EXTRACTO ETANOLICO AMOXICILINA 20UG + ACIDO CLAVULANICO 10UG

Fuente: Datos del autor
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TABLA N°03

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL
EXTRACTO ACUOSO FRENTE A LA ACTIVIDAD DEL BLANCO DE
ANTIBIOTICO (AMOXICILINA 20UG + ACIDO CLAVULANICO 10UG).

COMPARACION DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

EXTRACTO ACUOSO 15
AMOXICILINA 20UG +ACIDO CLAVULANICO 10UG 30

Fuente: Datos del autor

GRAFICO N°03
COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL
EXTRACTO ACUOSO FRENTE A LA ACTIVIDAD DEL BLANCO DE
ANTIBIOTICO (AMOXICILINA 20UG + ACIDO CLAVULANICO 10UG).

COMPARACION DE ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA

30mm
15mm

EXTRACTO ACUOSO AMOXICILINA 20UG + ACIDO CLAVULANICO 10UG

Fuente: Datos del autor
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TABLA N°04

COMPARACION DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS
EXTRACTOS ACUOSO Y ETANOLICO, MEDIANTE LOS HALOS DE
MEDICION, FRENTE AL BLANCO DE ANTIBIOTICO (AMOXICILINA
20UG + ACIDO CLAVULANICO 10UG).

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

AGENTES ANTIBACTERIANOS HALOS DE MEDICION
EXTRACTO ETANOLICO 10 mm
EXTRACTO ACUOSO 15 mm
Amoxicilina 20ug + Acido Clavulanico 30 mm

Fuente: Datos del autor

GRAFICO N°04
COMPARACION DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS
EXTRACTOS ACUOSO Y ETANOLICO, MEDIANTE LOS HALOS DE
MEDICION, FRENTE AL BLANCO DE ANTIBIOTICO (AMOXICILINA
20UG + ACIDO CLAVULANICO 10UG).

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

30mm

10mm

EXTRACTO ETANOLICO

Fuente: Datos del autor
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IV.2 DISCUSION DE RESULTADOS

Se obtuvieron resultados positivos en ambos casos, tanto en
extracto acuoso como en extracto etanolico, lo cual confirma los resultados

obtenidos en otras investigaciones tales como:

INGA A. Y GUERRA B. (2000), demostraron mediante un estudio las
propiedades bactericidas/bacteriostaticas del extracto acuoso y etandlico
de Minthostachys mollis frente Staphylococcus aureus ATCC 25923, B.
cereus MC, Salmonella typhi, S. sonnei MC, Escherichia coli ATCC 25922 y
K. pneumoniae ATCC 10031, ademas de la accion fungistatico/fungicida

para Fusarium moniliforme y Aspergillus niger.

Ademas también se han publicado trabajos de investigacion relacionados a
la presencia de flavonoides y evidente actividad antibacteriana, como el

realizado por:

RAVO Y COL (2004) realizaron una investigacion para estudiar la presencia
de flavonoides en Minthostachys mollis “mufia” y Lepechinia meyenii (Walp)
Epling y la actividad antimicrobiana de sus extractos frente a cepas de E.
coli y S. aureus. Concluyendo que el Minthostachys mollis si contiene
flavonoides y que presenta actividad antibacteriana como consecuencia de

la presencia de aquellos.
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Inclusive hay trabajos en los cuales se realizaron mayores diluciones
seriadas con presencia de actividad bactericida a menores
concentraciones:

PALACIOS Y COL (2004) evaluaron la capacidad bactericida in vitro de
preparados a base de Minthostachys mollis y agua destilada a varias
concentraciones (2, 4, 6 y 8 gr), frente a Streptococcus orales. Encontraron

muy poca efectividad antibacteriana.

En la presente investigacion se trabajé con cepa estandar de
Staphylococcus aureus atcc 25923, usando el método de difusion
estandarizado por Kirby-Bauer coincidente con:

Diaz-Gonzéalez. En la prueba de susceptibilidad con las diluciones del
extracto acuoso de Minthostachys mollis se empled el método de Difusion,
estandarizado por Kirby-Bauer en los Estados Unidos en 1966, se
demuestra la gran utilidad de los ensayos in vitro, el cual se fundamenta en
la inhibicion del crecimiento bacteriano, mediante la difusion de sustancias
activas en un medio solido y posteriormente se evidencia por la formacion
de halos claros.

Investigaciones como las de Diaz, Cano, Guiza — Rincén y Mora avalan el
buen funcionamiento del método Difusién en agar con disco en trabajos

similares de Minthostachys mollis.
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IV.3 CONCLUCIONES:

e Tanto el extracto acuoso como el etandlico de Minthostachys
mollis, tiene efecto antibacteriano contra Staphylococcus

aureus atcc 25923

e E| extracto acuoso de minthostachys mollis (mufia) a la
concentracion 0.04g/ml, obtenemos como halo de medicion
(inhibicion): 15mm.

e E| extracto etandlico de minthostachys mollis (mufia) a la
concentracion 0.02g/ml, obtenemos como halo de medicion

(inhibicion): 10mm.

IV.4 RECOMENDACIONES:

e Para ampliar investigacion y posterior produccion de nuevos
farmacos a base de minthostachys mollis, se recomienda
purificacion del extracto y obtencién del metabolito secundario

responsable de la actividad antibacteriana.
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e Se recomienda usar otros solventes para la mayor obtencion y

variabilidad de metabolitos secundarios.

e Ademas recomendamos evaluar la actividad antibacteriana de
minthostachys mollis, frente a otros microorganismos como

pueden ser, hongos o bacterias de otro tipo ( bacilos)

e Recomendamos ampliar la investigacion realizando otros
extractos con la incorporacion de otra planta con actividad

antibacteriana, para un posible sinergismo entre ellas.
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ANEXOS



Anexo N° 1

MATERIALES USADOS Y METODOLOGIA:

Estufa:

Autoclave:
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Anexo n° 2:

PROCESO:

Reconstituciéon del
extracto con 5ml de

Agua caliente;

Depositando el reconstituido en viales:
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Rotulando el vial:

Evaluando la Concentracion del extracto- Balanza Analitica:
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Escala de turbidez con McFarland:

Preparando medios de cultivo:
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Medio de cultivo con las bacterias:
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Anexo n°3:

RESULTADOS DEL EXTRACTO ACUOSO Y ETANOLICO:

45



