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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Beautempsia avicennifolia
“vichayo” frente a cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli'y Klebsiella pneumoniae productoras de betalactamasas. Se
empled el método Kirby-Bauer para la formacion de halos de inhibicién. Se evidencié que B. avicennifolia inhibié a S. aureus resistente
a meticilina y a S. aureus ATCC 25923, mientras que las cepas de E. coli y K. pneumoniae no fueron inhibidas. EI promedio de halo
inhibitorio fue de 14,4 mm. El extracto etandlico de B. avicennifolia “vichayo” tiene actividad antibacteriana in vitro frente a las cepas de
S. aureus, siendo este efecto directamente proporcional a la concentracion de dicho extracto.
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IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ETHANOLIC
EXTRACT OF BEAUTEMPSIA AVICENNIFOLIA “VICHAYO™
AGAINST BETA-LACTAMASE-PRODUCING STRAINS OF
STAPHYLOCOCCUS AUREUS, ESCHERICAIA COLI AND
KLEBSIELLA PNEUMONIAE

ABSTRACT

The objective of the research was to determine the in vitro antibacterial activity of the ethanolic extract of Beautempsia avicennifolia
“vichayo” against beta-lactamase-producing strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae. The Kir-
by-Bauer method was used for the formation of inhibition halos. It was evidenced that B. avicennifolia inhibited methicillin-resistant S.
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aureus and S. aureus ATCC 25923, while E. coli and K. pneumoniae strains were not inhibited. The average inhibitory halo was 14.4
mm. The ethanolic extract of B. avicennifolia “vichayo” has antibacterial activity in vitro against S. aureus strains, this effect being directly

proportional to the concentration of said extract.

Keywords: Vichayo, Ethanolic extract, Beautempsia avicennifolia, Antibacterial activity.

INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana ha generado un incremento
de la morbilidad y mortalidad a nivel mundial, llegando a
cifras de 700 000 muertes anuales y se estima que para
el afio 2050 seran aproximadamente de 10 millones (1).
Este problema ha causado un gran impacto en la eco-
nomia de los paises debido al aumento en el costo del
tratamiento, ampliacion del tiempo de hospitalizacion,
consumo de material hospitalario y aumento del riesgo en
intervenciones quirdrgicas (2).

Entre las bacterias con mayor frecuencia de resistencia
a los antimicrobianos se encuentran Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae 'y Staphylococcus aureus (3), de la
misma manera, en Peru, frecuentemente se aislan dichas
cepas, las cuales poseen un elevado porcentaje de resis-
tencia a los antibiéticos betalactamicos (4). Ademas, en
una ciudad de Perd, Lambayeque, existen reportes que
demuestran el potencial de riesgo de infecciones intrahos-
pitalarias por estas cepas, asi se tiene que la frecuencia
de bacterias resistentes en personal de areas criticas de
un hospital de dicha ciudad fue de 33,7% para E. coli,
27,7% para K. pneumoniae y 8,2% para S. aureus (5).
Por otro lado, entre los afios 2008 y 2010, se registraron
aproximadamente 500 especies de plantas del norte de
Perl que son utilizadas por los pobladores en medicina
tradicional, atribuyéndoles diferentes usos y beneficios,
asimismo podrian ser fuente de nuevos antimicrobianos
(6). Una de ellas es Beautempsia avicennifolia “vichayo”,
especie que se encuentra distribuida a lo largo de la costa
norte de Peru (7). Tradicionalmente se usa como cata-
plasma o en infusiones para tratar infecciones respirato-
rias y renales (8,9).

Las hojas de vichayo contienen esteroles, taninos, flavo-
noides, lignanos, aminoacidos, alcaloides y lipidos totales
como metabolitos secundarios (10), ademas de que en
el extracto etandlico de dichas hojas se han identificado
metabolitos como, taninos, alcaloides, flavonoides, cate-
quinas, resinas, antocianidinas, aminoacidos y triterpenos
(9), que tendrian impacto al momento de inhibir el creci-
miento de microorganismos.

Por tal motivo, se realizd este estudio que tuvo como
objetivo determinar actividad antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de B. avicenniifolia “vichayo” frente a
cepas de S. aureus, E. coliy K. pneumoniae productoras
de betalactamasas.

-§

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio y disefio

Es un estudio de tipo experimental y el disefio de contras-
tacion de hipétesis aplicado fue el de estimulo creciente.
Alas cepas bacterianas de S. aureus, E. coliy K. pneumo-
niae productoras de betalactamasas se aplicé el extracto
etandlico de B. avicennifolia “vichayo”a diferentes concen-
traciones, que formaron parte del grupo experimental. Se
utilizaron cuatro cepas de S. aureus, E. coli'y K. pneumo-
niae, que fueron enfrentadas a cinco concentraciones de
extracto etandlico de B. avicennifolia “vichayo”, conside-
rando tres repeticiones por cada cepa, obteniendo un total
de 180 unidades experimentales.

Material vegetal

El material recolectado para el estudio fueron hojas de
Beautempsia avicennifolia “vichayo” obtenidas en uno de
los fundos de la Universidad Nacional “Pedro Ruiz Gallo”
(UNPRG) - Lambayeque (Figura 1).

Figura 1. Beautempsia avicennifolia

Material microbioldgico

Las cepas bacterianas utilizadas para el estudio fueron
aisladas de muestras del tracto respiratorio y urinario pro-
venientes del Laboratorio de Bacteriologia del Hospital
Regional Lambayeque (HRL). Ademas se utilizé una cepa
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ATCC por cada especie bacteriana para asegurar la viabi-
lidad de la investigacion.

Obtencion del extracto etandlico

Se seleccionaron hojas sin rastros de afectacion por vi-
rus u hongos y que no estuvieran atacadas por insectos.
Se realizaron lavados con agua potable, para luego so-
meterlas a desinfestacion con hipoclorito de sodio al 5%,
eliminando el desinfectante con tres enjuagues con agua
destilada esterilizada (11,12). Después se elimind la
presencia de humedad proveniente del lavado utilizan-
do papel absorbente esterilizado, luego se extendieron
homogéneamente sobre papel secante bajo sombra a
temperatura ambiente por un tiempo aproximado de tres
semanas asegurando la eliminacion total del exceso de
agua (9). Una vez secas las hojas se procedio a triturar-
las para luego pesar 125 gr y después se colocaron den-
tro de un recipiente de vidrio de un litro de capacidad.
Las hojas secas trituradas se sometieron a maceracion
en medio litro de etanol al 70° por una semana evitando
contacto con luz solar. Pasado ese tiempo, se filtr6 uti-
lizando un embudo de vidrio y papel filtro. El filtrado se
depositd sobre placas de Petri de 20 cm de diametro,
y se colocd en estufa a 37 °C, para la evaporacion del
alcohol donde finalmente se calculé el peso del extracto
obtenido (13,14).

Preparacion de las diluciones del extracto etandlico
de Beautempsia avicennifolia “vichayo”

Se obtuvieron 20 gr de extracto, al cual se le agregé al-
cohol al 40% hasta enrasar los 20 ml en una probeta gra-
duada y asi se produjo una solucién stock de 1000 mg/ml.
Partiendo de esta, se logro obtener concentraciones de
200 mg/ml, 400 mg/ml, 600mg/ml, 800 mg/ml'y 1000 mg/
mly el control negativo fue alcohol al 40%.

Estandarizacion del indculo bacteriano

Las cepas refrigeradas fueron reactivadas en el medio
Brain Heart Infusion (BHI), luego se sembraron en Agar
sangre. Una a dos colonias se homogeneizaron en 3 ml
de solucién salina fisioldgica estéril, estandarizandose la
turbidez a la del tubo N° 0,5 del Nefelémetro de McFar-
land (15).

Preparacion de los sensidiscos

Se prepararon discos de papel filtro de 6 mm de diametro
y se colocaron en un matraz para ser autoclavados. Luego
se depositaron 20 ul de cada concentracién de extracto
de B. avicennifolia, obteniendo en ellos la concentracion
final de 4, 8, 12, 16 y 20 mg/disco. El control negativo fue
constituido por discos embebidos en alcohol al 40%.
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Prueba de sensibilidad bacteriana segun el método
de Kirby Bauer (16)

Para esta prueba se utilizaron placas Petri estériles a las
cuales se les colocaron 25 ml de agar Miller - Hinton,
realizando el respectivo control de esterilizacién. Trans-
currido ese tiempo, se procedié a sembrar los inoculos
bacterianos sobre el agar para luego colocar los discos
conteniendo extracto etandlico de B. avicennifolia “vicha-
yo”. Los medios de cultivo sembrados se sometieron a
incubacion a 35 °C por 18 horas. Finalmente, con ayuda
de una regla milimetrada se tomé la medida de los halos
de inhibicion de crecimiento.

Analisis estadistico de los datos

Los datos se procesaron en Microsoft Excel 2019 y anali-
zaron en el software estadistico INFOSTAT v2019. Afin de
establecer si la actividad antibacteriana del extracto eta-
nolico de vichayo es igual en todas las cepas bacterianas
y a todas las concentraciones, se realizd el anélisis de
varianza (ANOVA).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos demostraron que el extracto eta-
nolico de B. avicennifolia “vichayo” no tuvo efecto sobre
las cepas de Gram negativas en estudio, pero si inhibi6 el
crecimiento y desarrollo de las cepas de S. aureus resis-
tentes a meticilina (SARM) aisladas de muestras clinicas.
En este caso, la actividad antibacteriana fue directamen-
te proporcional a la concentracion del producto, siendo
el promedio de halo de inhibicion de 14,4 mm (Tabla 1).
Ademas, el ANOVA demostré que existen diferencias
estadisticas significativas en la actividad antibacteriana
del extracto etandlico segun las cepas de S. aureus, las
concentraciones del producto y la interaccion entre ambos
(Tabla 2). De tal manera que los resultados permitieron
observar que las variables tipo de cepa y concentracion
influyeron significativamente en la efectividad del extracto
etandlico de B. avicennifolia “vichayo” sobre la susceptibi-
lidad de S. aureus.

DISCUSION

En el presente estudio se determind que el extracto etano-
lico de Beautempsia avicennifolia “vichayo” tuvo actividad
antibacteriana sobre las bacterias Gram positivas pero
no sobre Gram negativas, esto coincide con lo informado
por Carridn-Zavaleta et al., (2018), quienes utilizaron ex-
tractos etandlicos de hojas de vichayo y bacterias Gram
positivas y Gram negativas. En dicha investigacion, el
producto solamente tuvo efecto sobre bacterias Gram po-
sitivas (17). Esto sugiere que un factor determinante de la
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Tabla 1. Promedios de halos de inhibicién de las cepas de S. aureus por efecto del extracto etanélico de B. avicennifolia “vichayo”

Concentracion de extracto

Halos de inhibicion en las cepas de S. aureus (mm)

(mg/disco) SA1 SA2 SA3 ATCC 25923 Promedio
4 10 9,33 10,33 9,67 9,83
8 13 12,33 13,67 12,33 12,83
12 16,67 14,33 15,67 14,33 15,25
16 18,33 15,33 17,67 15,33 16,67
20 19 16,67 18,33 15,67 17,42

Tabla 2. Analisis de Varianza (ANOVA) de los halos de inhibicion (mm) generados en las cepas de S. aureus por efecto del
extracto etandlico de B. avicennifolia a diferentes concentraciones

FV SC GL CM F p-valor
Modelo 513,25 19 27,01 70,47 <0,0001
Tipo de Cepa 40,85 13,62 35,52 <0,0001
Concentracion 456,17 4 114,04 297,50 <0,0001
Tipo de Cepa*Concentracion 16,23 12 1,35 3,53 <0,0001
Error (5988 40 0,38
Total 528,58 59

SC: Suma de Cuadrados, GL: Grados de Libertad, CM: Cuadrado Medio, F: Test, P: Probabilidad

sensibilidad de las bacterias a los extractos etanélicos es
la naturaleza quimica de su pared celular, que en el caso
de las bacterias Gram positivas consta principalmente de
peptidoglucano y &cidos teicoicos que le confieren el ca-
racter hidrosoluble a la estructura, facilitando la difusion
de los metabolitos, a diferencia de las bacterias Gram
negativas cuya pared celular posee membrana externa
fosfolipidica y proteica que limita el transporte de diversas
sustancias. Esto se evidencia en otros estudios en los que
trabajaron con raices de Capparis zeylanica donde no in-
hibié crecimiento de E. coli (18). Se valoram también los
principios activos que posee el extracto ya que en un es-
tudio realizado por Vidaurre et al., (2007), mencionan que
el extracto etandlico de hojas de vichayo contiene taninos,
alcaloides, resinas, flavonoides, triterpenos, catequinas y
antocianidinas cuyos efectos en las bacterias pueden ser
leves o letales (9).

Otro compuesto con actividad antimicrobiana obtenido de
vichayo es el aceite esencial; los resultados no son coin-
cidentes con lo reportado por Camacho, (2012); debido a
que el extracto etandlico de vichayo contiene una serie de
compuestos con determinada actividad biologica que no
inhiben el crecimiento de las bacterias Gram negativas,
mientras que el aceite esencial obtenido por dicho autor
posee mentol en mas de la mitad de su composicion, y,

-§

como se sabe, este metabolito contiene compuestos vola-
tiles que difunden con mayor facilidad a través de los fos-
folipidos de las membranas celulares y otros elementos a
los cuales desnaturalizan, siendo esto letal para las bacte-
rias (8). Cabe destacar que en otro estudio donde utiliza-
ron las partes aéreas de C. spinosa para la extraccion de
aceite esencial, no identificaron mentol en su composicion
(19), lo cual sugiere que los extractos y los aceites esen-
ciales de vichayo poseen una calidad dptima de metabo-
litos, comparado con otras especies de su misma familia.

CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Beautempsia avicennifolia “vi-
chayo” tiene actividad antibacteriana in vitro frente a Sta-
phylococcus aureus pero no frente a Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae.
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