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RESUMEN

El Objetivo de la presente investigacion fue evidenciar la eficacia antibacteriana
de los extractos etandlicos de Chenopodium ambrosioide |. (paico) y el Pimpinella
anisum . (anis) comparado con ciprofloxacino sobre cepa de Escherichia coli en un
estudio in vitro. Método: se aplicé la técnica de difusion de Kirby- Bauer en agar
Mueller-Hinton. Se emplearon cepas bacterianas de Escherichia coli, los extractos
etanolicos de Chenopodium ambrosioide . (paico) y el Pimpinella anisum |. (anis)
a concentraciones de 25,50,75 y 100%; y como control, el ciprofloxacino (5
pg/disco). Para la incubacion de las bacterias se utilizaron placas Petri con agar
Muller Hinton sobre las cuales se sembré y expandid uniformemente las bacterias,
luego se procedid a colocar los discos con las distintas concentraciones de los
extractos como también el disco de ciprofloxacino para el control. Todas placas ya
preparadas se mantuvieron a una temperatura de 37°C por 48 horas para luego
medir los halos de inhibicién para determinar la eficacia antibacteriana. Resultados
Los extractos etanolicos de Chenopodium ambrosioide |. (paico) y el Pimpinella
anisum l. (anis) presentan efecto antibacteriano las sobre cepa de Escherichia coli,
en el estudio in vitro, con un rango segun la sensibilidad bacteriana de resistente,

con halos (< 15mm).

Palabras Claves: Chenopodium ambrosioide I. (paico), Pimpinella anisum I. (anis),

Escherichia coli, Ciprofloxacino.



ABSTRACT

The objective of the present investigation was to demonstrate the antibacterial
efficacy of the ethanolic extracts of Chenopodium ambrosioide I. (paico) and
Pimpinella anisum |. (anis) compared to ciprofloxacin on Escherichia coli strain in
an in vitro study. Method: Kirby-Bauer diffusion technique was applied on Mueller-
Hinton agar. Bacterial strains of Escherichia coli, the ethanolic extracts of
Chenopodium ambrosioide I, were used. (Pico) and Pimpinella anisum |. (anis) at
concentrations of 25.50,75 and 100%; And as a control, ciprofloxacin (5 ug / disc).
For the incubation of the bacteria were used Petri plates with Muller Hinton agar on
which bacteria were planted and expanded uniformly, then the discs were placed
with the different concentrations of the extracts as well as the ciprofloxacin disc for
the control. All pre-prepared plates were maintained at 37 ° C for 48 hours and then
measured inhibition halos to determine antibacterial efficacy. Results Ethanol
extracts of Chenopodium ambrosioide I. (paico) and Pimpinella anisum I. (anis) have
an antibacterial effect on the Escherichia coli strain, in the in vitro study, with a range

according to bacterial sensitivity of resistant, with halos (< 15mm).

Key Word: Chenopodium ambrosioide I. (paico), Pimpinella anisum I. (anis),
Escherichia coli, Ciprofloxacin.



. INTRODUCCION.

1.1.Realidad problematica.

Desde hace mucho tiempo el hombre ha usado plantas en el intento por curar
enfermedades y aliviar el sufrimiento como consecuencia de ellas. Es asi que con
el conocimiento de las plantas medicinales provienen de los intentos fallidos de los
primeros humanos que buscaron usar las plantas en beneficio de su salud.! Es asi
gue, dentro de los insumos de mayor provecho por las diferentes culturas durante
la historia, estan los de tipo vegetal, mineral y animal. Estos recursos fueron usados
hasta mediados del siglo XX como la principal alternativa terapéutica. Actualmente
y desde ya aproximadamente veinte afios atras, se ha evidenciado gran interés en
el uso de plantas con propiedades curativas por los paises de mayor desarrollo .2
Las plantas medicinales constituyen una fuente de inmenso valor por sus
propiedades curativas y sirven de ejemplo en la creacién de diversas medicinas;
como la morfina (Papaver somniferum), la atropina (Atropa belladonna), la aspirina,
la colchicina, la digoxina, etc.® Nuestro planeta tiene cerca de quinientas mil
especies de plantas de las cuales s6lo el 1% son investigadas debido a sus
beneficios terapéuticos y solo ciento cincuenta especies son utilizadas para la
farmacologia gracias a la extraccién de sus principios activos puros.* Es asi que se
calcula que el Peru posee alrededor de 25000 especies de plantas conocidas, de

las cuales 5354 son especies nativas.®

1.2.Trabajos previos.

Hameed S. et al® (Pakistan, 2014), evaluaron la actividad antimicrobiana del
extracto crudo metandlico de las raices de Chenopodium ambrosioides Linn, contra
distintas cepas bacterianas como son la Klebsiella pneumoniae, E.coli (bacterias
Gram negativas), S. aureus, Bacillus S. epidermidis (bacterias Gram Positivas). De
la salida del SPSS, el total del tamafio de la muestra fue 40, dando como resultado
la desviacion estandar de 9.189 (Medida de la dispersién), cuyo valor 'P' es 0.0004
gue es menor al nivel de significancia, a = 0, 05. Por lo tanto, sobre la base se
concluye que existe significativa actividad antimicrobiana, mientras que el intervalo
de confianza del 95% (IC) es 6.44, 12.31.

11



Hameed S’ (Pakistan, 2014), report6 que el extracto crudo metandlico de los tallos
de Chenopodium ambrosioides contra cepas bacterianas extraidas de pacientes
del hospital Khyber Pakistan y cultivadas en el laboratorio de la universidad de
Peshawar en Pakistan mostraron un halo de inhibicion de 10mm para Escherichia
coli, 12 mm para Klebsiella pneumoniae, 10mm para Staphylococcus aureus, 08mm
para Bacillus subtilis y 12mm para Staphylococcus epidermidis. La desviacion
estandar fue de 9.189 (Medida de la dispersion); cuyo valor 'P' es 0.0005 que es
menor al nivel de significancia, a = 0, 05, siendo el Intervalo de confianza del 95%
(IC) 5.00 09.45. por lo que se concluyd que los resultados confirman el efecto

antibacterial del extracto crudo metandlico de los tallos de esta planta.

Singh K. et al® (India, 2011), encontraron que su efecto antibacteriano del extracto
acuoso y extracto etanolico de las hojas de Chenopodium album contra cinco cepas
bacterianas dio como resultado, que el extracto acuoso mostré un halo de inhibicién
de 19.50 mm para Escherichia coli, 14.75 mm para S. aureus, 14 mm para
Salmonella typhimurium, 28.30 mm para Proteus vulgaris y 16.60 mm para
Pseudomonas aueruginosa.

Mientras que el extracto metandlico mostré un halo de inhibicién de 21 mm para
Escherichia coli, 25 mm para Staphylococcus aureus, 17.75 mm para Salmonella
typhimurium, 19 mm para Proteus vulgaris y 18 mm para Pseudomonas
aueruginosa, Significa que la desviacion estandar fue de 9.230 (Medida de la
dispersion), el valor 'P' es 0.0003 siendo menor que el nivel de significancia, a = 0,
05. Concluyendo que los extractos de hoja de Chenopodium album mostraron

actividad antibacteriana significativa contra todas las cepas bacterianas probadas.

Guy A. et al® ( Benin, 2012), describen la composicién y bioquimica de los aceites
esenciales de Chenopodium ambrosioide.l, que recoge en dos areas de Benin,
encontrando que los dos extractos de las hojas de Chenopodium ambrosioide tiene
significativa  actividad antimicrobiana contra S. aureus ATCC 25923, con una
Concentracion minima Inhibitoria (CMI) que vario de 1,56 £ 0,07 a 1,71 £ 0,08 mg /
ml y actividad media hacia Escherichia coli ATCC 25922 (MIC oscil6 de 6,69 + 0,03
a 6,86 + 0,31 mg / ml).También se observo una actividad antimicrobiana importante

sobre la cepa de E. coli relacionados con concentracion minima bacteriana ( MBC
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oscilé en un rango de 25.75 £ 1.80 and 27.45 £ 1.37 mg/mL ). Se concluyo que
teniendo en cuenta su alto contenido de hidrogenado monoterpeno y monoterpenos
oxigenados, las hojas de Chenopodium ambrosioide podrian utilizarse por sus

muchas virtudes.

Sooad A.et al'® (Arabia Saudita, 2012), evaluaron la actividad antimicrobiana de los
extractos acuosos y metandlicos de cuatro plantas (Pimpinella anisum, Zingiber
officinale, Commiphora molmol y Curcuma longa) contra cepas de S. pyogenes, S.
aureus, .E coli y Pseudomonas aeruginosa cuyas cepas se mantuvieron a 4 °C en
agar inclinado y sub cultivado a 37 ° C durante 24 h en agar nutriente (Sigma-
Aldrich, Alemania) antes de cualquier prueba de susceptibilidad. Los resultados
fueron que todas las plantas tuvieron actividad antibacteriana; sin embargo, las
plantas difieren en sus actividades contra los microorganismos ensayados. Los
extractos de Z. officinale, C. longa y C. molmol mostrarom actividad antimicrobiana
contra S. pyogenes, S. aureus y P. aeruginosa que contra E. coli. Mayor actividad
antibacteriana se observd con extracto de metanol de C. longa y C. molmol contra
S. pyogenes y S. aureus (19 mm), respectivamente, lo que significa que la
desviacion estandar es de 9.175 (Medida de la dispersion), el valor 'P' es 0.0048
gue es menor, el nivel de significacia, a = 0, 05 mientras que se observdé menor
actividad antibacteriana con los extractos acuoso y metandlico de Pimpinella
anisum contra E. coli mostrando un halo de inhibicibn de (7 mm) y (8mm)

respectivamente.

Quifiones G. et al'! (México, 2012), analizaron la accién antibacteriana del extracto
etandlico extraido del fruto de Pimpinella anisum, sobre el crecimiento de
Entamoeba histolytica HM1-IMSS en condiciones axénicas; los resultados
mostraron que la concentracién minima inhibitoria del extracto metandlico tenia una
IC50 de 0,0345 mg/mL en crecimiento in vitro de E. histolytica mientras que el
metronidazol tenian un IC50 de 0,1442 g / ml. Los valores se expresan como la
media + error estandar (n = 9). El valor Probit se expreso en relacion al efecto del
metronidazol, también se pudo observar que existe una relacion dosis-respuesta;
donde las tasas de inhibicion fueron significativamente diferentes. A una

concentracion de 1 mg/ ml, la inhibicion vario desde 68 %hasta 74% y se inhibio la
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dosisde 1 mg/ mL, a la dosis de 3 mg / ml fue 87% y al 5 mg / ml, que era 99,18%.
El estudio concluye confirmando la actividad antiamebiana del extracto metandlico

de Pimpinella anisum.

Khalaf J. et al** (Baghdad, 2011,), evaluaron la actividad antibacteriana de los
extractos alcohdlico del fruto de Pimpinella anisum, los cuales fueron preparados a
diferentes concentraciones (10, 25, 50, 100, 200) mg / ml. El extracto de la planta
fue probado de manera in vitro contra a siete cepas bacterianas, a través del
método de difusion de discos en Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium, y Klebsiella neumonia. Los resultados del extracto alcohdlico a una
concentracion de 200 mg/ml mostraron zonas de inhibicion en Pseudomonas
aeruginosa de 18 mm, algo menos en el caso de Salmonella typhimurium con 17
mm, Staphylococcus aureus con 14 mm, Escherichia coli con 13 mm, Klebsiella
pneumoniae con 9 mm; a una concentracion 100 mg/ml, las zonas de inhibicion de
crecimiento fueron 12 mm para Pseudomonas aeruginosa, 10mm para
Staphylococcus aureus y Escherichia coli; en la concentracion de 50 mg/ml las
zonas de inhibicion fueron de 9 mm Staphylococcus aureus y 10 mm Escherichia
coli: El estudio concluy6 que los extractos alcohdlicos del fruto de Pimpinella anisum
a concentraciones de 50, 100, 200 mg/ml tienen significativa actividad inhibitoria
contra Escherichia coli.

1.3.Teorias relacionadas al tema.

En relacion a los aspectos tedricos que sustentan la investigacion tenemos que
Chenopodium ambrosioides |, conocida como paico, cashua, epazote, es planta
oriunda de América, y fue reconocida y usada por las distintas culturas
mesoamericanos de habla nahuatl con el nombre de epazote, cuyo nombre
prevalece hasta la actualidad en Meéxico, parte de Guatemala, Nicaragua y el
Salvador. Es conocida también como paico en paises como Peru y Chile. Crece en
tierras arenosas y la planta llega a medir gran tamafio en las riberas de lagos y rios.

Se piensa que fue ingresada en Europa en 1577 por Francisco Hernandez, el cual
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fue médico del rey Felipe Il. Es asi que €l hace la primera descripcion que se conoce
en Europa sobre el epazote, y donde se hace referencia sobre las bondades
terapéuticas que ya conocian los nativos mexicanos, quienes la utilizaron como

antiparasitario, También fue y es usada como antiespasmadico.®

Esta planta herbdcea mide aproximadamente 60 cm de altura. Tiene hojas
ovaladas y flameadas, de bordes irregulares como dentadas, con un largo de entre
7 cm aproximadamente y entre 1 a 3 cm de ancho; es de color verde claro, tiene
flores pequefias, juntas forman pequefios racimos; calices de entre 5 sépalos,
pétalos verde amarillento. Los frutos ya maduros se encuentran enrollados en el
caliz. En el Peru se encuentra distribuida mayormente por los departamentos de
Cajamarca, Cuzco, Huanuco, Loreto. Dentro de sus componentes activos tenemos
al Aceite esencial de taninos, ascaridol, cimenol, salicilato de metilo , terpenos,
alcanfor, santonina, carvenol, pcimol, limoneno, histemina, quenopodina, &cido
butirico, glicol, peptinas y saleminerales.!’” Esta planta es usada en la comunidad
peruana para el tratamiento de la enteroparasitosis, la forma de administrar es 50cc
del jugo fresco de la planta en ayunas por tres dias consecutivos, segun las
revisiones de la OMS, la dosis seria de 20g de planta entera y fresca, observandose

la eliminacion de paréasitos intestinales, de preferencia Ascaris lumbricoides.®

También tenemos a La Pimpinella anisum. L (anis), que es una planta comin mente
llamada anis, pero esta denominacion también se refiriere muchas otras especies,
El Pimpinella anisum pertenece a la familia herbaria Apiaceae, conocido como anis
comun, el cual tiene una semilla bastante aromatica que se usa frecuentemente en
preparacion de algunas comidas; la planta lllicium verum, de la familia llliciaceae,
el anis estrellado de la China y es usado como remplazo del anis comun por el
parecido en el aroma y sabor. Las plantas lllicium religiosum o lllicium anisatum,
lllicium japonicum, el anis estrellado del Japdn, estan muy vinculados
botanicamente hablando; la especie Foeniculum vulgare, planta de la familia
Apiaceae conocida como anis de Florencia o hinojo; del cual, con sus semillas se

preparan un licor de anis.?°

Como descripcion podemos decir que la Pimpinella anisum. | es una planta
herbacea que tiene un tamafo aproximado de 40 cm es bastante aromatica. De

raiz alargada y delgada, tallo redondeado, largo, jaspeado y bien ramificado en su
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parte mas distal superior, las hojas de la zona inferior son ligeramente lobuladas,
con apariencia dentada, pecioladas; las centrales estan formadas por segmentos
denticulados; las superiores por l6bulos estrechos, flores blancas, reunidas en
forma de toldos de 7 a 15 radios.?° La planta en su totalidad desprende un olor sui
generis propia de su especie. Su principio activo se encuentra en los frutos de la
planta: en el Peru las semillas son usadas frecuentemente para aliviar leves colicos
intestinales (indigestion, gases).?® Sus frutos (semillas) son usadas como
condimento y sustrato principal en la elaboracion de licores de anis. En la medicina
tradicional, es usada como anti parasitico, antipirético, anti fGngico y para trastornos
digestivos en forma de infusion, polvos, tintura y jarabes.?’ Los frutos de anis
estrellado contienen como principio activo aceite esencial de composicién
practicamente igual que el anis verde, pero en mayor proporcion. Contienen
ademas flavonoides, taninos, lignanos y una pequeiliisima cantidad de lactonas
sesquiterpénicas convulsivantes, las veranisatinas. (Estas han mostrado en los
ratones producir crisis convulsivas incluso toxicidad mortal a dosis = 3 mg/kg por
via oral). %2

La Escherichia coli forma parte de la familia de las entero bacteriaceas,
perteneciendo a un gran conjunto de diversas bacterias bacilos gram-negativas que
tienen como principal ecosistema los intestinos. La bacteria E. Coli es parte natural
de la flora intestinal que en algunas ocasiones causan enfermedades cuando salen
de su hébitat e intentan colonizar otras zonas. Son microorganismos aerobios con
microestructura compleja propia de las bacterias gran negativas, que desarrollan
muchas enzimas toxicas y factores de virulencia. Su morfologia de bacilos gram-
negativos cortos hace que algunos posean motilidad por sus flagelos peritricos y
otros no. Cuando su crecimiento es de manera in vitro se puede ver una forma
tipica, pero en muestras tomadas clinicamente su forma varia mucho en
condiciones aerobias y anaerobias (son aerobios facultativos); su crecimiento es
rapido a 37°C.%

En los medios de cultivo’ su crecimiento es en medios con peptona sin adhesion de

CINa; el medio selectivo utilizado para el cultivo de Enterobacteriaceae mas

utilizado es el Mac-Conkey ya que permite distinguir las colonias pigmentada
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(fermentan lactosa) de las no pigmentadas (no fermentan lactosa) y hacen posible
una seleccion veloz de las bacterias digestivas.?*

Estas constituyen colonias redondeadas, lisas, con limites bastante marcados,
presentan un brillo metalico en el cultivo brindandole movimiento de colonias
achatadas y nada viscosas. Estas colonias producen hemoalisis en agar sangre. Los
organismos fermentadores de la lactosa producen colonias rosadas 0 rojizas
algunas veces circunscritas en una zona biliar precipitada.?® Resultados de pruebas
bioquimicas: Producen la fermentacion rapida de la glucosa y lactosa en vez de
oxidarla, frecuentemente generan gases oxidasa negativo, catalasa-positivo que
producen la reduccién de nitrato a nitrito. 242°

Asi mismo como farmaco comparativo tenemos al ciprofloxacino que es un
antibidtico de tipo quinolona que ejerce su accién en la girasa de ADN de las
bacterias gram negativas y la topoisomerasa IV bacteriana de las bacterias gram
positivas. Las fluroguinolonas son potentes bactericidas contra E.coli y diversas
especies de salmonella, shigella. Tienen adecuada absorcion via oral
distribuyéndose de forma efectiva a nivel de los tejidos corporales, la semivida
plasmatica varia de 3 a 5 horas, las concentraciones observadas en orina, rifidn,
pulmédn y tejido prostatico son mayores que las observadas en suero, la mayor parte
se elimina a través del rifidn, de tal manera que la dosis se ajusta en caso de
insuficiencia renal. Se usa para tratamiento de distintas patologias entre ellas las
infecciones urinarias, prostatitis, enfermedades de transmision sexual entre ellas
las causadas por N. gonorrhoeae, C trachomatis y H.ducreyi; en la uretritis o
cervicitis por clamidia se puede usar el esquema de 7 dias, el chancroide se trata
con ciprofloxacino durante tres dias. En el caso de la infecciones del tubo digestivo,
las diarreas del viajero, originadas muchas veces por cepas de E .Coli vy la
shigelosis; dentro de los efectos adversos podemos nombrar nauseas leve, vomito
0 molestias abdominales, se han observado efectos adversos en el SNC, en
especial cefalea, mareos leves. Estos medicamentos causan artropatia en
animales inmaduros es por esta razon esta contraindicada en nifios, en casos raros
se ha publicado leucopenia, eosinofilia y elevacion leve de transaminasas séricas;

también se ha observado el alargamiento del intervalo QT.
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Concentracion Minima Inhibitoria: Es la minima concentracion de antibiotico
gue se necesita para que durante un tiempo determinado esté pueda de
evitar el crecimiento in vitro de una inoculacion bacteriana previamente
medida y establecida (concentracién conocida de gérmenes).?’

Gram negativos: Bacterias que pierden la tincion o se decoloran por el
alcohol en el método de tincibn Gram, caracteristico de las bacterias que
tienen una pared celular con una composicion quimica mas completa que
las bacterias gram positivas.?8

Plantas Medicinales: Son llamadas plantas medicinales todas aquellas
plantas cuyas partes o extractos se utilizan como medicamento o droga para
el tratamiento de enfermedades o dolencias que padece una persona o
animal: Esta parte de las plantas es

conocida popularmente como droga vegetal y puede ser administrada como:
capsulas, comprimidos, jarabe, elixir, infusion, decoccion, pomada, cremas,
unguento y tintura etc.?®

Antraguinonas: Son sustancias derivadas del metabolismo de algunos
vegetales que tienen gran funcién p-quinoide en un ndcleo antracénico. Las
antraguinonas estan ampliamente distribuidas en microorganismos, plantas,
equinodermos e insectos Muy raras veces se encuentran antraquinonas con
otros elementos como los halégenos.*

Flavonoides: Los flavonoides son un gran grupo de sustancias vegetales
denominadas "vitamina P"; su actividad farmacoldgica es amplia y diversa,
es bastante conocida sus acciones del bioflavonoides del género citrus para
el tratamiento de la debilidad capilar; los glicosidos de arpigenina como
espasmoliticos, el ginkgo y el é&rnica como dilatadores coronarios.
Destacamos la actividad fungitoxica de las isoflavonas como su accién
antibacteriana de los flavonoides prenilados y diversos fenoles .32
Triterpenoides y Esteroides: Son unas estructuras carbonadas conformadas
con 6 unidades de isopreno que provienen genéticamente del escualeno,
gue es un hidrocarburo aciclico de treinta carbonos. Los esteroides son
estructuras casi completas, casi siempre pentaciclicos y pueden albergar

grupos de aldehido o cetonas, hidroxilos, y ac. Carboxilico, de los cuales
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gran parte se encuentran como glucosidos formando las saponinas

triterpenoides cuya accién es mucolitica.®?

1.4. Formulacion del problema
¢En qué medida los extractos etandlicos de Chenopodium ambrosioide |. (paico) y
Pimpinella anisum |. (anis) son eficaces como antibacterianos comparado con

ciprofloxacino sobre la cepa de Escherichia coli, un estudio in vitro?

1.5. Justificacion del estudio.

El alarmante aumento de la resistencia bacteriana a diferentes antibioticos
sintéticos, asi como los dafios colaterales a diferentes 6rganos y las reacciones
adversas producto del consumo de estos antibidticos han motivado el interés por
desarrollar el presente estudio en la busqueda de nuevas alternativas de
tratamiento que puedan curar, aliviar o prevenir algunas enfermedades producidas
por la bacteria Escherichia coli .Es asi que vemos en la medicina natural una
oportunidad de desarrollo médico y cientifico que motiva mi  curiosidad por el
deseo de investigar para conocer Yy seguir profundizando las propiedades
antibacterianas que tiene el Paico (Chenopodium ambrosioides L.) Y el Anis
(Pimpinella anisum L). En vista que estas plantas han sido y siguen siendo usadas
de manera tradicional por muchas personas en el Peru para el alivio del dolor
estomacal, antiflatulento. Es por estas propiedades que buscamos encontrar los
conocimientos cientificos necesarios que nos permita demostrar su eficacia y asi
poder proponer una nueva alternativa de tratamiento para benéfico de la poblacion,
también esperamos que de alguna manera esto ayude a promover el interés por
su estudio, siembra, produccidn, distribucién, comercializacion y consumo. Ya que
dada la escasez de investigaciones que hay sobre estas benéficas plantas a nivel
internacional, nivel nacional y regional nuestra investigacion fortaleceria el

conocimiento sobre este tema.

1.6.Hipotesis:
e H1: Los extractos etandlicos de Chenopodium ambrosioides s |. y Pimpinella
anisum |. Son eficaces como antibacterianos en cepas de Echerichia coli,
comparado con ciprofloxacino, estudio in vitro

* HO: Los extractos etandlicos de Chenopodium ambrosioides s I. y Pimpinella
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anisum |. no son eficaces como antibacterianos en cepa de Escherichia coli,

comparado con ciprofloxacino, estudio in vitro.

1.7.0bjetivos.

1.7.1. General:

Evidenciar la eficacia antibacteriana de los extractos etandlicos de
Chenopodium ambrosioide |. (paico) y el Pimpinella anisum [. (anis)
comparado con ciprofloxacino sobre cepa de Escherichia coli, estudio in

vitro.

1.7.2. Especificos:

Establecer la eficacia antibacteriana del extracto etandélico de Chenopodium
ambrosioides s |. (paico), comparado con el ciprofoxacino sobre cepa de
Escherichia coli.

Establecer la eficacia antibacteriana del extracto etandlico de Pimpinella
anisum |. (anis) comparado con el ciprofoxacino sobre cepa la Escherichia

coli.

Estimar la concentracibn minima inhibitoria del extracto etandlico de
Chenopodium ambrosioides |. (paico) como antibacteriano comparado con
el ciprofoxacino sobre cepa de Escherichia coli.

Estimar la concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de
Pimpinella anisum |. (anis) como antibacteriano comparado con el

ciprofoxacino sobre cepa de Escherichia coli.
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. METODO

2.1.Disefio De Investigacion:
2.1.1. Tipo de estudio. Experimental.

2.1.2. Disefio. Experimental puro tipo Solomon con estudio de varios grupos con

pre y post prueba.

RG1 O1 X1100 02

RG2 O3 X250 04

RG3 05 X325 06

RG4 O7 X45 08

RG5 09 Xs ciprofloxacino 0°0
GUPOS DE EXPOSICION | EFICACIA: ANTIMICROBIANA | GRUPO POR

SI NO ESTUDIO

RG1: DILUCION 100% A B CASO 1
RG2: DILUCION 50% C D CASO 2
RG3: DILUCION 25% E F CASO 3
RG4: DILUCION 5% G G CASO 4
RG5: CIPROFLOXACINO I J TESTIGO

Caso: Escherichia coli expuestas a diferentes diluciones de Chenopodium

ambrosioides s |. y Pimpinella anisum I.

Testigo: Escherichia coli expuestas a ciprofloxacino.

2.2.Variables, Operacionalizacion.

2.2.1. Variables.
V1. independiente: Tratamiento no farmacologico para E. coli: con extractos

etandlicos de Chenopodium ambrosioide |, Pimpinella anisum | y farmacoldgico con
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ciprofloxacino (cualitativa).

V2: dependiente: Accidon antibacteriana de Chenopodium ambrosioide |, Pimpinella

anisum | sobre cepa de E.coli (cualitativa).

2.2.2. Operacionalizacion de variables: Experimental.

DEFINICION DEFINICION ESCALA
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL INDICADORES PE .
MEDICION
VI: Tratamiento no Es la extraccion del | Se divide en 5 grupos:
farmacoldgico para principio activo de la| G1=100% G1 Cualitativo
E. coli: con extractos | planta con ayuda de| G2=50% G2 nominal
etanolicos de alcohol etilico.? G3=25% G3
Chenopodium G4=5% G4
ambrosioide |, G5= Ciprofloxacino: G5
Pimpinella anisum | 'y
farmacologico con
ciprofloxacino
(cualitativa).
VD: Eficacia | Capacidad de una
antibacteriana sustancia quimica Criterios de eficacia Eficaz 16-21 Cualitativo
gue actia contralos | Si el halo inhibitorio nominal
microorganismos es mayor de 20 mm | Medianamente
destruyéndolos o (ref.) eficaz 13-15
inhibiendo su Sensible: + 21
crecimiento.3 Intermedio: 16-20 No eficaz < 13
Resistente: -15

2.3.Poblacién y muestra.

Poblacién: conformada por el grupo de cepas cultivados en el laboratorio bajo

condiciones controladas con las respectivas diluciones de exposicion.

Muestra:

Unidad de analisis: Cada cepa cultivada en el laboratorio.

Unidad de muestreo: Cada placa de cultivo.

Tamafo muestral: En el presente estudio se aplicé la formula para estudios:
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(%"‘ (1 1+ 2 2)

(1= 2)?
«=1.96
2
=0.84 n= 32 numero de placas, 160 = numero de cultivos
P1=0.8
P=0.5
Q2=0.5

Método de muestreo: Por aleatorizacion.

Criterios de seleccion:
Criterios de inclusién: Cepas 0 muestra estandar.

Criterios de exclusion: Cepas o muestra contaminada.

2.4.Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos, validez y confiabilidad.
2.4.1. Latécnica Para la investigacion aplicada en el estudio es: Observacién

2.4.2. Procedimiento Para la recoleccion de la informaciéon se tomaron en cuenta
lo siguiente:
Muestras Bioldgicas:

Las plantas de Chenopodium ambrosioide | fueron recolectadas del jardin botéanico
de la municipalidad de Trujillo. Su verificacién fue realizada por un biélogo y luego

fue identificada en el Herbarium Truxillensis de la Universidad Nacional de Truijillo.

Las plantas de Pimpinella anisum | fueron recolectadas del distrito de Curahuasi,

provincia de Abancay, departamento de Apurimac, a 2600 m.s.n.m. Fueron
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verificadas por un bidlogo y luego identificada en el Herbarium Truxillensis de la

Universidad Nacional de Truijillo.

La bacteria fue suministrada por el laboratorio de bacteriologia de la Universidad

Nacional de Trujillo, se trabaj6 con la siguiente bacteria: Escherichia coli.33
Extracto etandlico:

Se eligio las hojas de Chenopodium ambrosioide I, y las de Pimpinella anisum I,
luego se seco en estufa a 37 °C, una vez secas se pulverizaron. El extracto se hizo
por maceracién a temperatura 36.5°C con alcohol de 95%, por 72 horas, después

la solucién fue evaporada en rota vapor a una temperatura de 40 °C. 33
Eficacia antibacteriana:

Se hizo a través de los discos de difusion en agar mediante el método de Kirby-
Bauer. El medio a utilizar fue el agar Muller Hinton (Merck). Para la utilizacion de la
prueba se necesité 25 ml del agar Muller Hinton fundido a 45° C al cual luego se le
agreg6 asépticamente la cepa bacteriana a trabajar (3 x 108 UFC/mL) segun el
Nefeldmetro de Mc Farland y vertidas en placas Petri estériles, usandose como
control el ciprofloxacino (5 pg/disco) para las bacterias. Se incubo las placas a 37°C
por 48 horas y luego se midi6 mediante un vernier los halos de inhibicion para
determinar la eficacia de la Chenopodium ambrosioides s |, Pimpinella anisum L.

de manera individual y luego de manera conjunta .33

Se realiz6 la técnica de la concentracion minima inhibitoria en placa de micro
titulacion, empleando diluciones de la Chenopodium ambrosioides s |, Pimpinella
anisum L. de manera individual y luego de manera conjunta a diferentes
concentraciones. El medio de disco de difusion fue: Mueller-Hinton agar (MHA), con
dilucion de agar: MHA. El in6culo fue por el método de crecimiento de colonias,
equivalente a un 0,5 McFarland estandar y una incubacion de 35 + 2°C; aire

ambiente con método de dilucién de 16 a 20 horas, para Escherichia coli34.
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2.4.3. Instrumentos: Se uso6 la ficha de recoleccion de datos con el fin de evaluar
el halo de inhibicién las 48 horas, después de haber realizado la siembra. (Ver

anexo01)3°

2.4.4. Validacion y confiabilidad del instrumento.

e La validacién de las fichas estuvo hecha por 3 expertos. (Ver anexo03) El
juicio de expertos es un método de validacién aceptado para corroborar la
veracidad de una investigacion cientifica la cual podemos definir como “la
opinidon informada de personas con trayectoria en el tema, que son
reconocidas por otros como expertos calificados en la materia y que pueden
dar informacion, evidencia, juicios y valoraciones”.3®

e En el antibiograma se utilizé el método de Kirby Bauer

2.5.Métodos de analisis de datos.
Los datos fueron tabulados en una ficha Excel, posteriormente fueron analizados
en el programa SPS. Version 20 que nos permitié preparar las tablas tetracoricas,

el estadistico de prueba va a ser el andlisis multivariado (ANOVA).

2.6. Aspectos éticos: Bioseguridad

Ambiente Seguro:

Limpieza: se hizo con el lavado de agua con detergente y luego sin éste. Durante
el proceso se restregaron las superficies con una escobilla buscando remover
cualquier posible resto o acumulo de bacterias. La limpieza se realizé antes de
todos los procedimientos de desinfeccion y esterilizacion de todas las areas.

La limpieza de las superficies se realizé con toallas humedas descartables y la del
suelo con escoba humeda con la intencién de prevenir levantar polvo donde se
encuentran los microorganismos del piso. Se inici0 desde las zonas mas altas, de

manera horizontal, hasta llegar a la zona mas inferior.

Desinfeccion: Se realizé utilizando principalmente agentes quimicos en estado

liquido, como el alcohol a 70%.

25



Descontaminacion: Se realizé aplicando un quimico a todos los instrumentos y
superficies en los cuales hubo contacto fisico con fluido corporal y/o sangre,
buscando impedir la activacion de los microorganismos en piel y demas tejidos

corporales.

Esterilizacion: Esterilizacion por vapor, esterilizacion por calor seco, esterilizacion

por inmersién en productos quimicos.3®
Proteccion Corporal

Se hizo uso de mandiles o batas, siendo ésta una prioridad multifactorial para el

ingreso a | area de trabajo, y en la realizacion de todos los procedimientos.
Recomendaciones:

e Se us6 mandil blanco dentro de las instalaciones de trabajo (laboratorio).
e Esta prenda de proteccion se retiraba antes abandonar el laboratorio.
e Fue transportada de manera adecuada a un lugar para posterior

descontaminacion y lavado®.
Proteccion Ocular Y Tapaboca

El uso de lentes y de mascarillas tiene como fin proteger las membranas de las
mucosas de boca, nariz y ojos durante los procedimientos que podrian producir

salpicaduras de fluidos, polvo o aerosoles.
Lentes de Seguridad:

% Permiten una adecuada vision.

% Tienen proteccion frontal y lateral, visor de policarbonato, sistema
antirrayaduras, antiempafantes y ventilacion indirecta,

% Permiten la utilizacion simultanea de lentes con medida.

% Son para uso individual.

% Fueron usados en todo momento durante los procesamientos con las

muestras y el fraccionamiento de las unidades de fluidos. Cualquier

excepcion a esta regla fue descrita en el programa de bioseguridad del

servicio.3®
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Tapaboca:

% Esta hecho de un material impenetrable contra polvos, micro particulas de
liquidos.

% Es tamafo proporcionado de tal forma que cubre la nariz y toda la boca.

% Fue utilizado por el equipo durante todo el tiempo manteniéndolo limpio y si
deformacion. Esto debido a su adecuado.®

Proteccion de los pies:

La proteccidon se realizé para evitar lesiones producto del contacto con material
toxico o corrosivo, descargas eléctricas, golpes con objetos pesados, como también

para prevenir caidas en pisos himedos.3®
No se llevd ninguno de estos calzados para transitar en el laboratorio:

«+ Sandalias
R/

++» Tacos altos
++» Calzados abiertos.

Se eligié un calzado de cuero que cubra el pie en su totalidad. Estos calzados

proporcionaron mayor seguridad.
Proteccion de las manos

Se utiliz6 guantes para prevenir y minimizar la posibilidad de contagio con los
gérmenes manipulados, como también evité la contaminacion de las muestras con
los microorganismos de la piel del investigador. Las manos fueron lavadas segun
técnica clinica con solucién a base de clorexidina y secadas antes del calzado de

los guantes los cuales fueron estériles .3
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lll.  RESULTADOS

Tabla 1. Medidas de los halos de inhibiciéon de los agentes antibacterianos, segun

concentracion.
AGENTE HALOS DE INHIBICION (mm)
ANTIBACTERIANO 25% 50% 75% 100% P
PAICO 10.79 11.81 12.50 14.26 12.34
ANIS 10.60 11.67 12.90 13.62 12.20
ANIS + PAICO 10.62 12.02 13.12 10.79 11.64
CIPROFLOXACINO -- -- -- 31.76 31.76

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.

ANOVA de un factor

Sumade Media )
gl . F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 7009,345 3 2336,448 | 3604,438 | 0,000
DOSIS DE 25 +
"CIPRO Intra-grupos 51,857 | 80 | 648 | |
[ Total 7061,202 83
Inter-grupos 6256,438 3 2085,479 1 1929,829 ( 0,000
DOSIS 50 +
CIPRO Intra-grupos 86,452 80 1,081
Total 6342,890 83
Inter-grupos 5642,500 3 1880,833 | 2277,333| 0,000
DOSIS 75 +
CIPRO Intra-grupos 66,071 80 ,826
Total 5708,571 83
Inter-grupos 5753,679 3 1917,893 | 1617,500 | 0,000
DOSIS 100 +
CIPRO Intra-grupos 94,857 | 80 | 1,186 | |
Total 5848,536 | 83 | | |

Como la significancia es p < 0.05, por tanto, por lo menos dos grupos presentan

diferencias significativas.
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DHS de Tukey

Comparaciones multiples segun TURKEY
Variable dependiente: VALORES DE INHIBICION

Diferenci Intervalo de
(DTRATAMIENT | (J)TRATAMIENT | ade _ confianza 95%
O UTILIZADO | O UTILIZADO | medias | " tip- | Sie. Limite | Limite
(I-9) inferior | superior
ANIS 0,143 0,1477 | 0,768 | -0,239 0,525
PAICO MIXTO 0,702 0,1477 | 0,000 | 0,320 1,084
CIPROF -19,423" | 0,2336 | 0,000 | -20,027 | -18,819
PAICO -0,143 0,1477 | 0,768 | -0,525 0,239
ANIS MIXTO 0,560 0,1477 | 0,001 | 0,178 0,942
CIPROF -19,565" | 0,2336 | 0,000 | -20,169 | -18,962
PAICO -0,702" 0,1477 | 0,000 | -1,084 | -0,320
MIXTO ANIS -0,560" 0,1477 | 0,001 | -0,942 | -0,178
CIPROF -20,125" | 0,2336 | 0,000 | -20,729 | -19,521
PAICO 19,423" | 0,2336 | 0,000 | 18,819 | 20,027
CIPROF ANIS 19,565 | 0,2336 | 0,000 | 18,962 | 20,169
MIXTO 20,125" | 0,2336 | 0,000 | 19,521 | 20,729
Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadrética (Error) = 0,917.
*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
Subconjuntos homogéneos
VALORES DE INHIBICION
DHS de Tukey
CONCENTRACIONES Subconjunto
USADAS N 1 2 3 4
25 63 10,667
50 63 11,833
75 63 12,841
100 63 12,889
101 21 31,762
Sig. 1,000 1,000 0,999 1,000
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Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 0,917.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 45,000

b. Los tamafios de los grupos son distintos. Se empleara la media arménica de
los tamafios de los grupos. No se garantizan los niveles de error tipo |.

c. Alfa = 0.05.

Graficos de perfil:

Medias marginales estimadas de VALORES DE INHIBICION

15 0 TRATAMIENTO
' UTILIZADC
== PAICD
0 — AMIS
MIEXTO
30,0 — CIPROF

25,0

20,0

Medias marginales estimadas

15,07

10,0

T T T T T
23 a0 73 100 1M

CONCENTRACIONES USADAS

Las medias no estimables no se representan
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V.

DISCUSION.

Con el deseo de identificar la eficacia antibacteriana de los extractos etandlicos de
Chenopodium ambrosioide 1. (paico) y el Pimpinella anisum I. (anis) comparado con
ciprofloxacino sobre cepa de Escherichia coli, se realiz6 un estudio in vitro; donde
se observo 32 placas con un total de 160 cultivos. En cada placa petric se colocaron
un total de 5 discos de los cuales 4 de ellos presentaban los extractos etandlicos de
Chenopodium ambrosioide |. (paico), el Pimpinella anisum |[|. a distintas
concentraciones (25%,50%,75% 100%) y 1 disco de ciprofloxacino como grupo

control (Tratamiento estandar).

Con relacion a la eficacia antibacteriana del extracto etandlico de Chenopodium
ambrosioide |. (paico) se observo que a una concentracion de 25% presentd un halo
de inhibicion media de 10.79; al 50%, un halo de inhibicion media de 11.81; al 75%,
un halo de inhibicion media de 12.50 y al 100%, un halo de inhibicion de 14,26, y el

halo del grupo control ciprofloxacino, un halo promedio de 31.76.

Con relacion a la eficacia antibacteriana del extracto etandlico de Pimpinella anisum
l. (anis) se observo que a una concentracion de 25% present6 un halo de inhibicion
media de 10.59; al 50%, un halo de inhibicion media de 11.66; al 75%, un halo de
inhibicion media de 12.90 y al 100%, un halo de inhibicién de 13,62 y el halo del

grupo control ciprofloxacino, un halo promedio de 31.76.

Con relacion a la eficacia antibacteriana del extracto etandlico combinado del
Chenopodium ambrosioide |. (paico) con Pimpinella anisum |. (anis) se observé que
a una concentracion de 25% presento un halo de inhibicion media de 10.61, al 50%
un halo de inhibicién media de 12.02, al 75% un halo de inhibicion media de 13.11
y al 100% un halo de inhibicion de 10,63 y el halo del grupo control ciprofloxacino
un halo de promedio de 31.76 al comparar los resultados de los extractos etandlicos
y el grupo control sobre las cepas de Escherichia coli presentaron una diferencia
altamente significativa similares resultados se hallaron al comparar cada par de

sustancias, segun Turkey las diferencias fueron también bastante significativas.

Segun los patrones estandar del halo de inhibicién para cepas de Escherichia coli
empleados en el control de calidad se utilizaron los siguientes parametros para

clasificar la sensibilidad del ciprofloxacino <15mm (resistente), 16-20mm
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(intermedio), 221mm (sensible)®® En el presente estudio utilizamos estos valores de
referencia para medir la eficacia antibacteriana de los tratamientos para Escherichia
coli, observando que de todos los extractos etandlicos vistos en este estudio con
sus distintas concentraciones, el extracto etandlico de Chenopodium ambrosioide I.
(paico ) a una concentracion del 100%, tuvo un halo de inhibicion promedio de 14.26
mm siendo el que mas se acercé al rango de sensibilidad intermedia (16-20 mm)
propuesto por los patrones estandar de halo de inhibicion para cepas de Escherichia
coli.

Los resultados encontrados en nuestra investigacion guardan cierto grado de
similitud con los resultados de Hameed S’ (Pakistan, 2014) quien en su investigacion
reportd que el extracto etandlico de los tallos de Chenopodium ambrosioide I. (paico)
mostraron un halo de inhibicibn de 10mm para cepas de Escherichia coli. Que

estaria dentro del rango de resistencia.

Pero también los resultados de nuestra investigacion difieren de los resultados de
Singh K. et al® (India, 2011) quien reporto que el extracto etandlico de las hojas de
Chenopodium ambrosioide |. (paico) mostro un halo de inhibicion de 21 mm para
Escherichia coli. El cual segun nuestros estandares estaria clasificado en el rango

de sensible.

Asimismo, los resultados obtenidos por nuestra investigacion difieren con los
resultados de Sooad A.et al'® (Arabia Saudita, 2012) quien observé menor actividad
con extracto acuoso de Pimpinella anisum contra E. coli (7 mm) y (8mm) con el
extracto metandlico. Mientras que nuestros resultado del extracto etandlico de

Pimpinella anisum al 100% muestran un halo inhibitorio promedio de 13.62 mm

Los resultados obtenidos en nuestra investigacion guardan similitud con los
resultados de Khalaf J. et al14 (Baghdad, 2011,) quienes evaluaron la actividad
antibacteriana de los extractos alcohdlico del fruto de Pimpinella anisum los cuales
fueron preparados a diferentes concentraciones (10, 25, 50, 100, 200) mg/ml. Los
resultados del extracto alcoholico a la concentracion de 200 mg/ml mostraron zonas
e inhibicion, Escherichia coli 13 mm, a concentraciones de 100 mg/ml y 50 mg/ml

mostraron halos de inhibicion de 10mm. Por lo cual, tendria mucha similitud con
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nuestros resultados a las distintas concentraciones 100%, 75% 50% mostrando

halos de inhibicion de 13.62 mm, 12.90mm, 11.67mm respectivamente.

En relacion a los resultados obtenidos en la combinacion de los dos extractos,
(Pimpinella anisum y Chenopodium ambrosioide 1.) a las distintas concentraciones,
no mostraron sinergia entre sus componentes obteniendo inclusive con su

combinacion la disminucion de la capacidad inhibitoria frente a Escherichia coli.
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V.

CONCLUSIONES.

El extracto etanolico de Chenopodium ambrosioides |. (paico) al 100%
presenta una mediana eficacia antibacteriana en el rango de resistente (<15
mm) con el mayor halo de inhibicién en promedio (14.26 mm) en relacion
con los extractos en estudio sobre cepa de Escherichia coli.

El extracto etandlico de Pimpinella anisum I. (anis) al 100% presenta una
eficacia mediana antibacteriana en el rango de resistente (€15 mm) con un
halo de inhibicion en promedio de (13.62 mm), sobre cepa la Escherichia

coli.

Al combinar los extractos etandlicos de Chenopodium ambrosioide |. (paico)
y el Pimpinella anisum |. (anis) se observo que la eficacia antibacteriana

disminuyod.

Los extractos etandlicos de Chenopodium ambrosioide |. (paico) y el
Pimpinella anisum I. (anis) presentan efecto antibacteriano sobre las cepas

de Escherichia coli, en estudio in vitro.
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VI.

RECOMENDACIONES.

Continuar con los estudios de investigacion comparando el efecto

antibacteriano de otros extractos etanolicos.

Continuar con los estudios de investigacion comparando su efecto

antibacteriano de los extractos etandlicos en otras cepas bacterianas.

Realizar trabajos similares orientados a incentivar a futuras investigaciones,
sobre las demas cualidades de los extractos etandlicos de Chenopodium

ambrosioide I. (paico) y el Pimpinella anisum I. (anis).

Seguir realizando la extraccion de los extractos etandlicos de Chenopodium
ambrosioide I. (paico) y el Pimpinella anisum I. (anis). Que sean de diferentes
localidades para evidenciar si existe alguna variacion del efecto antibacteriano

de acuerdo al tipo de suelo de cada localidad.
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ANEXO N° 01

FOTO EN LABORATORIO




ANEXO N° 02

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Los datos obtenidos seran registrados en las siguientes fichas:

Método empleado: Kirby Bauer3?

Cepa empleada: Escherichia coli

Extracto etandlico de hojas y tallo de (Chenopodium ambrosioides s |)

NUamero de

Repeticiones

Diametro del Halo de Inhibicion(mm)

Observacion

100%

50% | 25% 5% Ciprofloxacino

Fecha

10

11

12

36

PROMEDIO




FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Los datos obtenidos seran registrados en las siguientes fichas:

Método empleado: Kirby Bauer3?

Cepa empleada: Escherichia coli

Extracto etandlico de hojas y tallo de (Pimpinella anisum .1)

NUmero de

Repeticiones

Diametro del Halo de Inhibicién (mm)

Observacion

100% | 50% | 25% 5% | Ciprofloxacino

Fecha

10

36

Promedio







