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RESUMEN

La presente investigacién se desarrollé en los Laboratorios de Bioquimica,
Farmacognosia y Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los meses de
setiembre a diciembre del 2013 y estuvo orientada a demostrar la actividad del
extracto hidroalcohélico de las hojas Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a las
cepas de Salmonella entérica subsp. entérica ATCC 14028, Proteus hauseri
ATCC 13315, Escherichia coli ATCC 23122, Shigella sonnei ATCC 25931. Las
muestras de Solanum nigrum L. “tomatillo” se recolectaron en la fase
reproductiva durante el mes de setiembre del 2013, en las riberas del rio
Huatatas, en la provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho; e
identificadas por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Al
extracto hidroalcohdlico se realizé el tamizaje fitoquimico mediante reacciones
de coloracion y precipitacion segun el procedimiento descrito por Miranda y
Cuéllar (2002) y la actividad antibacteriana se determiné por el método Kirby —
Bauer a las concentraciones de 50 mg/ml; 100 mg/ml; 150 mg/mi; 200 mg/ml y
300 mg/ml; asimismo la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y la
Concentracion Minima Bactericida por el método de dilucion en caldo. El
tamizaje fitoquimico reportd la presencia de lactonas, cumarinas, triterpenos,
esteroides, saponinas, fenoles, taninos, quinonas, flavonoides, cardenolidos,
catequinas, alcaloides y azucares reductores. A la concentraciéon de 300 mg/ml
se obtuvo halos de inhibicion de 11,3 mm, 11,6 mm, 16,2 mm 13,6 mm y los
porcentajes de inhibicion fueron 28.63 %, 25,42 %, 34,92 %, 29,96 % (p<0,05)
de Salmonella entérica subsp. entérica ATCC 14028, Escherichia coli ATCC
13122, Shigella sonnei ATCC 25931, Proteus hauseri ATCC 13315
respectivamente; mientras que el ciprofloxacino obtuvo 39,6 mm, 45,6 mm, 46,4
mm y 45,4 mm, en cada cepa. La CMI fue: 5,21 mg/ml, 16,67 mg/ml, 0,07 mg/mi
y 4,17 mg/ml; la CMB fue: 10,42 mg/ml, 33,33 mg/ml, 0,13 mg/ml y 8,33 mg/ml,

respectivamente.

Palabras clave. Solanum nigrum L., actividad antimicrobiana.



1. INTRODUCCION

Debido al uso indiscriminado de antibiéticos en la actualidad, se ha generado
resistencia de los microorganismos patégenos a dichos agentes. Esto ha
despertado el interés y la necesidad de buscar nuevas alternativas de

tratamiento de la medicina natural.

Existe la necesidad imprescindible de atender los diferentes problemas de salud
de la poblacién peruana, principalmente en las zonas rurales.” Dentro de la flora
peruana encontramos al Solanum nigrum L. conocida comunmente como
“tomatillo”, que pertenece a la familia Solanaceae y es frecuente el empleo de
sus hojas por el hombre andino con la finalidad de obtener efectos terapéuticos
contra afecciones digestivas. El extracto hidroalcohdlico contiene metabolitos
secundarios, con diferentes propiedades biolégicas, entre las que se encuentra
la de impedir el desarrollo, multiplicacion y la destruccion de los
microorganismos. Las metodologias validadas para ese fin figuran en la literatura
especializada, como es el método de Kirby — Bauer, disefiada para que los
metabolitos o sustancias quimicas en general difundan a través del agar y se valore
el efecto sobre el crecimiento microbiano, el mismo que se aplicé en el presente
estudio, evaluando a concentraciones crecientes el extracto hidroaicohdlico de

Solanum nigrum L. Para determinar las concentraciones a las cuales ejerce el efecto



inhibitorio y bactericida, el método de dilucion en caldo es el mas apropiado,
realizandose diluciones sucesivas hasta inhibir la formacién de turbidez que indica
crecimiento del microorganismo. Estos métodos fueron utilizados en la presente

investigacion.

En tal sentido se plantea evaluar la actividad del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Solanum nigrum L. “tomatillo”, frente a cepas de bacterias Gram

negativas, teniendo en cuenta los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

o Evaluar la actividad antibacteriana del extracto hidroalcéholico de las hojas
de Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a las cepas de Salmonella entérica
subsp. entérica ATCC 14028, Proteus hauseri ATCC 13315, Escherichia coli
ATCC 23122, Shigella sonnei ATCC 25931.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar cualitativamente los metabolitos secundarios del extracto
hidroalcéholico de las hojas de Solanum nigrum L. “tomatillo”.

¢ Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a las cepas
de Salmonella entérica subsp. entérica ATCC 14028, Proteus hauseri ATCC
13315, Escherichia coli ATCC 23122, Shigella sonnei ATCC 25931.

e Determinar la Concentracion Minima Bactericida (CBM), del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a las cepas
de Salmonella entérica subsp. entérica ATCC 14028, Proteus hauseri ATCC

13315, Escherichia coli ATCC 23122, Shigella sonnei ATCC 25931.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Hasta comienzos del siglo XX, los productos naturales ocuparon el principal
lugar en los tratamientos de la salud, pero fueron desplazados por el vertiginoso
desarrollo de drogas sintéticas, en particular por la produccion industrial de
antibioticos. Las especies vegetales son una fuente importante de nuevos
farmacos, los que tienen una creciente demanda en compuestos antimicrobianos
debido al aumento de la poblacién con inmunodepresion y a la creciente
resistencia a los antibiéticos, lo que constituye una amenaza mundial segun

sefiala la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).?

El Peri es campo abierto para la investigacion de su rica flora distribuida en la
regién costera, andina y amazénica; las cuales han sido desde la antigliedad un
recurso al alcance del ser humano para su alimentacién y curacién de sus
enfermedades; estas Ultimas, llamadas Plantas Medicinales, usadas en la
prevencion, diagnoéstico y eliminacion del desequilibrio fisico, mental o social.
Comprende préacticas basadas sobre la confianza de la experiencia practica y la
observacion de cientos de afos; antes del desarrollo y extension de la medicina

cientifica y que aun esta en uso hoy. Como su nombre lo indica, esta medicina



es parte de la tradicion de cada pais y el empleo de sus practicas se trasmiten

de generacién en generacién ya sea oral o por escrito.®

La Fitoterapia es una parte de la Terapéutica, cuyo desarrollo nos permite
disponer de medicamentos a base de plantas, para prevenir, atenuar o curar un
estado patolégico. De esta manera las plantas juegan un papel primordial en los
sistemas de salud publica de paises en desarrollo. Es mas, durante las ultimas
décadas, el interés del publico en las terapias naturales ha aumentado
enormemente en paises industrializados y se halla en expansiéon el uso de
plantas medicinales.*

Samanez en el 2006, evalud la sensibilidad de bacterias enteropatdégenas: frente
al extracto de Solanum radicans L. “fiuchku”, presentando actividad

antimicrobiana frente a las cepas de (Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella

paratyphi'y Shigella sonnei).®

Pardo en el 2010, determind y compararé el efecto in vitro del extracto de
Solanum sessiliflorum “cocona” sobre Helicobacter pylori frente a los antibiéticos:
amoxicilina, tetraciclina, claritromicina y amikacina. Los resultados confirmaron el
efecto inhibitorio in vitro del extracto de cocona sobre Helicobacter pylori, siendo

superior al de los antibiéticos usados.®

Yarleque y colaboradores en el 2010, realizaron estudios a Solanum nigrum,
encontrando la presencia de flavonoides, compuestos fendlicos libres, taninos,
esteroides, alcaloides, saponinas, azucares reductores, catequinas y aza-
esteroides. Y la actividad antibacteriana contra Streptococcus (alfa y beta

hemoliticos) y Staphylococcus.’



Chang y colaboradores en el 2013, determinaron la composicion fitoquimica de
los extractos etéreo, alcohdlico y acuoso de tallos y hojas de la especie Solanum

nigrum L8

Pérez y colaboradores en el 2010, evaluaron la toxicidad agudé oral por el
método de las clases de la decoccion de hojas y tallos Solanum torvum por via

oral en ratas Sprague .f.')ewmfey.9

Cruz y colaboradores en el 2010, Evaluaron la actividad antibacteriana del
extracto etanélico de Bidens pilosa, mostrando actividad contra Staphylococcus

aureus.'

Ruiz y Roque en el afio 2010, investigaron la actividad antimicrobiana in vitro de
los extractos metandlicos, etandlicos e hidroalcohdlicos de cuatro plantas del
nor-oriente peruano: Cassia reticulata (planta entera), llex guayusa Loes (hojas),
Piper lineatum (hojas), y Terminalia catappa (hojas). Los microorganismos
utilizados fueron las bacterias Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa,Bacillus subtilis y Escherichia coli; de
doce extractos investigados, ocho (67%) presentaron actividad antimicrobiana
significativa frente a Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis y uno
(8%) frente a Escherichia coli. Los extractos con la mejor actividad
actimicrobiana fueron los tres extractos del Piper lineatum; el extracto

hidroalcohdlico de Cassia reticulata y el hidroalcohélico de Terminalia catappa.”’

Falconi en el 2011, determind que el extracto etandlico de la corteza del tallo de
Histeria pallida EECTHp “chuchuhuasi” presenté actividad antibacteriana en
cepas nativas de Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes, aisladas de
pacientes con faringeoamigdalitis purulenta aguda (FAPA) que acudieron al
Consultorio Externo de Otorrinolaringologia del Hospital Regional de Ayacucho.

Al ser comparados los halos de inhibicion del estandar de ampicilina a 0.01



mg/ml con los halos obtenidos a partir del EECTHp “chuchuhuasi’ a 500mg/mi;
se obtuvo un porcentaje de inhibicibn de 104.05% y 106.33% en cepas de

Staphylococcus aureus y Strectoccus pyogenes respectivamente. '
2.2. Género Solanum

Constituyen una familia de plantas herbaceas arbustivas o arboreas; algunas
trepadoras. Todos los solanum tienen la corola enrodada o acampanada, cinco
estambres iguales y fértiles, con las anteras insertas en su base y con
dehiscencia porocida, fruto baya bicarpelar, siendo sin embargo, el tomate con
mas carpelos. En el género Solanum existen 1700 especies, muy escasas en
Europa y muy abundante en Sudamérica, de las cuales 138 habitan en el Perti y

tienen importancia alimenticia y farmacologica.™
2.2.1 Solanum nigrum L.

Planta herbacea anual, provista de un color fuerte y caracteristico, generalmente

se adapta a los suelos secos y pobres en sales y nutrientes.™

Solanum nigrum L. es una hierba ligeramente pubescente de hasta 50 cm de
altura, con hojas grandes, lanceoladas o romboidales, alternas y pecioladas,
limbo ovoide mas o menos sinuado, e inflorescencias compuestas por 3 a 6
flores hermafroditas de entre 5 y 7 milimetros; éstas se agrupan en cimas
pedunculadas, con pétalos blancos vellosos, mas o menos reflejos, de los que
sobresalen las anteras amarillas, agrupadas conicamente y muy destacadas. El
caliz, con vellosidad glabescente, tiene 5 sépalos. Las flores son lo
suficientemente pequefas para no resultar distintivas a simple vista. Los frutos
son bayas globulares centimétricas; verdes cuando inmaduros, se ponen negros,
brillantes y lisos al final de la madurez. Contienen grandes concentraciones de

solanina, lo que los vuelve muy toxicos.™



2.2.2. Clasificacion taxonémica

Divisién : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Asteridae

Orden : Solanales

Familia : Solanaceae
Género : Solunum

Especie : Solanum nigrum L.
Nombres vulgar . “tomatillo”, “Auchku”

Fuente: Certificado expedido por Herbarium Huamangensis de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

Ayacucho-2013. (ANEXO N°01)
2.2.3. Distribucion geografica

Es propia de zonas templadas y calidas, crece como maleza en los terrenos de
cultivo, en bordes de camino y lugares abandonados y terrenos pobres hasta los

3000 msnm.

El clima mas apropiado para la vida de esta familia, es el caliente y el templado,
asi que tiene su asiento principal en la zona limitada por los tropicos, y un
reducido numero de especies, pasa a las regiones templadas y frescas de uno y

otro hemisferio, sin que ninguna penetre en las zonas glaciales.'®
2.2.4. Propiedades y usos medicinales

Solanum nigrum L. cominmente conocido como ‘tomatillo”, es utilizado en
nuestra localidad, para el tratamiento de hemorroides, por su efecto inmediato,
ingestion de infusién para el tratamiento de diarreas por su efecto

antiinflamatorio inmediato.”



En medicina popular, las hojas o la infusion en frio de las mismas se emplean
como sedante, antiinflamatorias, antipiréticas y purgantes; la sobredosis, sin

embargo, puede ser fatal.!”

Las bayas y las hojas se utilizan principalmente para fines medicinales, ademas
de las otras partes de la planta entera. Las hojas se utilizan como cataplasma
para las articulaciones reumaticas y gotosa (causantes de enfermedades de las
articulaciones que se hinchan y se vuelven dolorosos), enfermedades de la
piel. Las hojas también se utilizan en los trastornos de la hidropesia, nauseas y
nervioso. La decoccién de las bayas y las flores son utiles para la tos, la erisipela
(enfermedad especifica, aguda, inflamatoria cutdnea causada por un
estreptococo hemolitico y se caracterizan por redhot). Estos son remedio para
tuberculosis pulmonar y bronquitis, diurético. El jugo de las bayas se utiliza como
antidiarreico, oftalmopatia. También se utiliza en anasarca y enfermedades del
corazén. Las bayas se utilizan como ténico diurético y propiedades
catarticas. Las semillas son utiles en vértigo y dipsia. También son utiles en las
inflamaciones y enfermedades de la piel. Las raices son Utiles en otopatia,
oftalmopatia, rhinopatia y hepatitis. Toda la planta se utiliza como antiséptico,
antiinflamatorio, expectorante, cardiotonico, digestivo, diurético, laxante,
diaforético, sedante, inflamacién, tos, asma. La planta también es eficaz en la
curacion de cardiopatia, la lepra, hemorroides, nefropatia, oftalmopatia,
hidropesia y generales debilidad. Decoccién de la planta deprime el sistema

nervioso central y los reflejos de la médula espinal.™

2.2.5. Composicion quimica

Investigacion fitoquimica de toda la planta informé de que contienen alcaloides,
flavonoides, taninos, saponinas, glucésidos, proteinas, carbohidratos, cumarinas

y fitoesteroles. Se ha encontrado que Solanum nigrum contiene las sustancias,



como: alcaloide esteroide, saponinas esteroides y glicoproteina, que muestra
actividad anti-tumoral. Los investigadores estudiaron la caracterizacién quimica
de osmotina - proteinas como la de esta planta. Se ha aislado de esta planta una
nueva glicoproteina cuyo contenido de hidratos de carbono (69,74%) y el
contenido de proteina (30,26%), contienen mas de 50% de aminoacidos
hidréfobos tales como glicina y prolina. Pequefios frutos inmaduros de Solanum
nigrum tenian una alta concentracion de solasodina, pero tanto la concentracién
y la cantidad absoluta por fruto disminuye con la maduraciéon de la fruta. Las
bayas de Solanum nigrum de Nueva Zelanda se han estudiado y encontrado que
contienen 4 glicésidos alcaloides esteroideos, solamargina, solasonina, a y b-
solanigrine recientemente. Se han encontrado Las bayas de Solanum nigrum
para contener un Genin esteroideo saturado, que ha sido identificado como
tigogenina por el punto de fusion mixto y esp.ectroscopia de IR. Un glicésido
spirosestanol y dos glucosidos furostanol se han aislado a partir de un extracto
de metanol de los tallos y raices de Solanum nigrum. Algunos investigadores
encontraron la presencia de acido ascérbico en los frutos de Solanum nigrumy la
concentracién de acido ascorbico es mas en la fruta. Seis nuevas saponinas
esteroides, solanigrosides CH, y una saponina conocida, degalactotigonin, se
aislaron a partir de toda la planta de Solanum nigrum. Algunos investigadores
aislaron dos nuevas saponinas esteroides, nombrados nigrumnins | y Il, junto
con dos saponinas conocidos se obtuvieron a partir toda la planta de Solanum
nigrum. Recientemente analisis fitoquimico de Solanum nigrum ha resultado en
el aislamiento de dos nuevos disacaridos. Sus estructuras se determinaron como
acetato de b - D-thevetopyranosyi-(1-4) - b-D-oleandropyranoside y acetato de b-
D-thevetopyranosyl-(1-4) - a - D-oleandropyranoside, respectivamente, por
métodos quimicos y espectroscépicos. Solanum nigrum semillas tienen un alto

contenido de lipidos. Su contenido de proteinas y elementos minerales (Mg



siendo prominente) son considerables yaceite de Solanum nigrum esuna

importante fuente de acido linoleico. '

Las hojas de la Sofanum nigrum L, contiene flavonoides, compuestos fendlicos
libres, tanincs, esteroides, alcaloides, saponinas, azucares reductores,

catequinas y aza-esteroides.’
2.3. Metabolitos secundarios

Las plantas medicinales tipicamente contienen una mezcla de diferentes
compuestos quimicos que pueden actuar individualmente, aditivamente o
sinérgicamente para mejorar la salud. Una sola planta puede contener,

sustancias tanicas que pueden actuar como antibiéticos naturales.'®
2.4, Las bacterias

Las bacterias, las células de menor tamaio, son visibles tan solo con la ayuda
de un microscopio. Mientras que las bacterias mas pequenas (Chlamydia y
Rickettsia) miden tan solo 0,1 - 0,2 um de diametro, las mas grandes pueden
tener una longitud de muchas micras. Recientemente se ha descrito una especie
bacteriana con un tamafio cien veces mayor que la célula bacteriana media v,
ademas, es visible incluso sin ayuda del microscopio. Sin embargo la mayor
parte de las especies bacterianas miden aproximadamente 1 ym de diametro,
por lo que solamente son visibles al microscopio 6ptico (que tiene poder de
resolucion de 0.2 um). En comparacion, las células de los animales y plantas son
mucho mas grandes, desde 7 pm (diametro de un hematie) hasta incluso varios
decimetros (longitud de ciertas células nerviosas). Cada célula contiene las
bases genéticas para la reproduccion en su genoma (ADN), el material
bioquimico necesario para la transcripcion de la informacion genética al ARN

mensajero (ARNm) y su traduccién a proteinas, y la maquinaria necesaria para
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la produccion de energia y la biosintesis (todo ello recubierto por una
membrana). Ademas, cada célula se replica por division celular. Aunque los
mecanismos y el equipo necesario para llevar a cabo estas funciones son
similares en esencia, sus caracteristicas especificas pueden ser diferentes para
las bacterias y los organismos pertenecientes a 6rdenes superiores. Estas
diferencias estan influenciadas por la estructura de la célula, el ambiente en el
que vive, la fuente y medio de produccion de energia, y la naturaleza y

necesidad de una interaccion celular(o su carencia).?

Las bacterias son organismos unicelulares muy pequefios y relativamente
sencillos, cuyo material genético no esta rodeado por una membrana nuclear

especial, por ello se llaman procariotas.

Las bacterias, como se ha definido anteriormente, son seres unicelulares

procariotas. Estructuralmente estan constituidos por:

e Elementos obligados: estan presentes en todas las bacterias y son
indispensables para la vida de la propia bacteria. Son la pared celular, la
membrana plasmatica, citoplasma, ribosomas y la regién nuclear.

» Elementos facultativos: pueden estar o no presentes en las bacterias y son,
capsulas, flagelos, pelos, endosporas e inclusiones citoplasmicas.

Aunque la pared celular que rodea a las bacterias es bastante compleja, existen
dos formas basicas; una pared celular grampositiva (con una capa de
peptidoglicanos gruesa) y una pared celular gremnegativa (con una capa de

peptidoglicanos delgada).?’
2.4.1. Bacterias Gram negativas

Se denominan bacterias Gram negativas a aquellas bacterias que no se tifien de

azul oscuro o violeta por la tincion de Gram, y lo hacen de un color rojo o rosado
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tenue: de ahi el nombre de Gram negativas. *’Esta caracteristica esta
intimamente ligada a los constituyentes de la pared celular; ya que las Gram
negativas contienen pequefias cantidades de un mucopéptido, ademas de capas
de lipoproteinas y lipopolisacaridos. Lipopolisacaridos que se localiza bajo la
capa externa de lipoproteinas esta compuesto por un lipido complejo A al que se
le une un polisacarido. El lipido A consiste en una serie de unidades de
disacaridos de glucosamina conectadas por medio de uniones de pirofosfato a
las que se les unen cierto numero de Aacidos grasos de cadena larga. El
lipopolisacarido A se ha descrito como una endotoxina de las bacterias
Gramnegativas que se halla fuertemente unido a la superficie celular y que se
libera por lisis bacteriana. EI componente lipidico A esta asociado a la toxicidad
en tanto el componente polisacarido representa un antigeno somatico mayor, el

antigeno 0.7
2.4.2. Enterobacterias

Las Enterobacterias corresponden a una gran familia de bacilos o cocobacilos
aerobios y/o anaerobios facultativos, moviles (con flagelaciéon peritrica) o
inmoviles, que la ultima edicion del Manual de Bergey's clasifica, junto a la
familia Vibrionaceae, dentro de la Seccién VIII. Las Enterobacterias se
caracterizan por ser fermentadoras de glucosa con o sin produccion de gas
(metabolitos oxidativos-fermentativo) suele ser huéspedes habituales del tracto
gastrointestinal del hombre y de los animales, produciendo en muchas ocasiones
efectos patégenos de gravedad variable, en otros casos pueden actuar como
saprofitos formando parte de la flora gastrointestinal, aunque también como
consecuencia de esto se puede encontrar en el agua y en el suelo. Van a ser
bastante resistente a los agentes externos; de ahi su amplia distribucion. En

muchos casos, las Enterobacterias se pueden comportar como potencialmente
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patogenos, es decir, cuando las condiciones del huésped se lo permitir (bajas

defensas) originando numerosas infecciones de tipo oportunistas.?'

A. Género Escherichia

Nos encontraremos fundamentalmente con dos especies: E coli y E.battae. La
mas importante para el hombre es la primera, y dentro de esta existe multitud de
cepas distintas, segun la presencia o no de antigenos (antigenos somaticos O,

capsular K y flagelar H), fermentos y toxinas (endotoxinas).?’

El Género Escherichia se encuentra dentro de la familia Enterobacteriaceae
situado en la seccién VI, de acuerdo con la dltima edicion del Manual de
Bergey’s. El Género Escherichia esta constituido, por bacterias con morfologia
bacilar, aunque las formas jovenes son de tipo cocobacilar, fermentadores
glucosa, moéviles, Gram negativo, fermentadores de lactosa con produccion de
acidos y gas, aguantan temperaturas altas, lo que les permite diferenciarlos de
otros coliformes. Resiste muy bien los agentes externos y es facil encontrarla en
el agua, alimentos, etc. Es saprofito de la flora aerobia y anaerobia facultativa del
tubo digestivo y, en general, la presencia de éste en aguas y alimentos es
indicativa de contaminacion fecal reciente. A veces puede crear trastornos
gastrointestinales tipo diarreas debido a la accién de ciertos antigenos,
infecciones urinarias, meningitis en neonatos y, en casos mas excepcionales, y

graves bacterémias.?’

Escherichia coli es la especie predominante de la flora normal aerobia y
anaerobia facultativa del tubo digestivo en la mayor parte de los mamiferos, y se
elimina por las heces al exterior. Se puede encontrar en el medio ambiente ya
que es capaz de sobrevivir durante cierto tiempo en el agua y en los alimentos,
de manera que su aislamiento es un indicador de contaminacion fecal reciente.

Algunas cepas de Escherichia coli son patbégenas y pueden producir infecciones
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estéricas (diarreas, disenterias, colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico
(SHU) y enfermedad de los edemas) o extraintestinales (infecciones del tracto
urinario, bacteremias o septicemias, meningitis, peritonitis, mastitis, e infecciones
pulmonares y de heridas). E.coli provoca en seres humanos alrededor de 630
millones de casos de diarrea en el mundo y aproximadamente 775.000 muertes
al ano, afectante fundamentalmente a la poblacién infantil del tercer mundo.
Ademas es el patdgeno oportunista mas frecuente asociado con infecciones

urinarias y septicemias en seres humanos.?

a. Accion patogénica e interés clinico

Algunas cepas de E. coli. son capaces de formar antigeno O y K, confiriéndoles
propiedades antifagocitarias y de resistencia frente a sustancias bactericidas,
proporcionandole con ello un alto poder invasivo. Existen otras cepas de E. coli.
capaces de originar distintos tipos de toxinas como, por ejemplo, algunas cepas
que forman endotoxinas responsables de cuadros febriles y diarreicos. Otras
cepas tienen una gran invasividad y un mecanismo de acciéon analoga al de
Shigella, aunque bastante menos grave. En otras ocasiones, las enterotoxinas
que producen es parecida a la de Vibrio cholereae, 1o que da lugar a una pérdida
masiva de agua y electrolitos. Asi pues, los cuadros clinicos que pueden originar
las cepas patdogenas para el hombre de E. colison mas o menos variables

segun el tipo de toxina que origina. De acuerdo con eso tenemos:

» Sila cepa de E.coli. forma una enterotoxina citotoxica parecida a Shigella se
produciran cuadros diarreicos en brotes epidémicos que afectan especialmente
a nifios y lactantes y que responde a E.coli. enteropatogena.

e Sila cepa de E.colii forma una enterotoxina semejante a Vibrio cholerae

tenemos proceso diarreicos que afectan tanto a nifios como a adultos
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originandose en casos esporadicos o en brotes epidémicos (diarreas del viajero)
y responde a E. coli. enteroxigénica.

¢ Si forma una enterotoxina citotoxica similar a Shigella dysenteriae se
producen procesos diarreicos graves de tipo hemorragico, que se dan en casos
esporadicos o en brotes. Va a responder a E.coli. enterohemorragico.

e Si presenta ciertos plasmidos que incrementan su capacidad de invasion se
producen cuadros diarreicos graves que afectan a nifios y adultos originados en
brotes epidémicos o en casos aislados. Va a responder a E.coli. enteroinvasiva.
También podrian originar ofro tipo de infecciones como, por ejemplo, urinarias
(cistitis, pielonefritis, etc.), infeciones biliares, infecciones de heridas, infecciones

en meninges (meningitis especialmente en neonatos), etc.”'

B. Género Salmonella

El Género Salmonella se incluye en la familia Enterobacteriaceae integrada por
bacilos Gram negativos anaerobios facultativos. Poseen, por lo tanto, las
caracteristicas generales de las enterobacterias: son fermentadores de glucosa,
catalasa positivos, oxidasas negativos y suelen ser mdviles; representa una

excepcion Salmonella gallinaarum, siempre inmoviles.

La nomenclatura de Salmonella es completa. Se ha usado diferentes sistemas
para referir a este género. Teniendo en cuenta que estas bacterias tiene una
muy importante homologia general de su ADN, deberian ser caracterizadas
como dos Unicas especies. Esta propuesta, formulada LeMinor y Popoff en la
década de los ochenta, no ha sido completamente aceptada. No obstante, y
teniendo en cuenta la necesidad de uniformizar la comunicacion entre los
distintos actores (médicos, veterinarios, quimicos, etc.), la mayoria ha optado por
seguir una antigua propuesta de Kaufmann, con las mas recientes

modificaciones (formuladas desde el Centro de Referencia colaborador de la
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OMS, en el Instituto Pasteur); asi, se divide el género en dos especies:
Salmonella entérica y Salmonella bongori diferenciables entre si con
caracteristicas metabdlicas tales como la hidrolisis del ONPG, el crecimiento en

presencia de KCN y otras.

a. Clasificacion
Desde el punto de vista epidemioldgico las Salmonellas se pueden clasificar en

tres grupos.

e [as que no tiene preferencia por algin huésped en especial, por lo que
infectan tanto al hombre como a los animales. En este grupo se encuentran la
mayoria de las serovariedades responsables de las salmonelosis.

e Las que infectan solamente al hombre; Salmenella typhi ,Salmonella
enteritidis, Salmenella paratyphi A, Salmonella paratyphi B, Salmonella paratyphi
C, y que se transmiten en forma directa o indirecta de una persona a otra.

e las que estan adaptadas a un huésped en especies animales: Salmonella
abortusequi a los equinos y Salmonella gallinarum a las aves.”

b. Accion patégena e interés clinica

Su interés clinico estriba en su efecto patdégeno, que va a ser dependiente de la
presencia de antigenos estructurales asi como de la formacién de sustancias
téxicas; asi pues , con respecto a su estructura antigena es caracteristico en el
género Salmonella el antigeno de pared celular o antigeno O, el antigeno H o
flagelar y el antigeno VI, que es un antigeno capsular termolabil que se presenta
especialmente en las especies de Salmonella typhi y Salmonella paratyphi y le
confiere un poder protector frente a los acidos, ademas de propiedades de
resistencia en general y antifagociotarias. Con respecto a las sustancias toxicas
es caracteristicas la presencia de una endotoxina y enterotoxina responsables

de un efecto irritante y en ocasiones citotoxicos sobre el tracto intestinal las
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especies del género Salmonella actian en su mayoria originando efectos
patégenos al hombre (Salmonella typhi, Salmonella paratyohi A y B, y
Salmonella enteritis } y a animales (Salmonella gallinarum, Salmonella abortus,
Salmonella typhi-suis, etc).en general los cuadros clinicos van a ser de dos

tipos, segun la especie responsable; de acuerdo con esto tenemos:

¢ Infecciones con caracter entérico, tipo fiebres tifoideas o paratifoideas que
pueden originar en casos mas graves septicemias y localizacién en viseras.

* Infecciones gastrointestinales, tipo gastroenteritis o enterocolitis.

Con respecto a las infecciones tipo fiebres tifoideas y paratifoideas, se sabe que
el agente etiolégico es Salmonella typhi (fiebres tifoideas) y Sa/monella paratyphi
A, B o C (fiebres paratifoideas). Todas ellas presentaran el antigeno somatico O
y H. Salmonella typhi edemas el VI, que le protegera de la accién acida gastrica.
Las fiebres tifoideas son transmitidas al hombre via oral (alimentos crudos asi
como las aguas que contengan Salmonella typhi). Esta llega al estémago resiste
la acidez gastrica y pasa al intestino delgado, concretamente al ileon y penetra
por endocitosis destruyendo parte de las células de la mucosa intestinal; una vez
dentro, las Salmonelas son fagocitas por los macrofagos, que las transportan por
diferentes vias hasta originar una primera bacteremia. Todo esto sucedera en el
periodo de incubacion, que comprende de 8 a 15 dias. A partir de aqui hay un
comienzo brusco de los signos y sintomas de la enfermedad. Las Salmonellas
en la sangre son de nuevo captadas por nuevas células mononucleares y de
aqui pasan al bazo, higado y médula 6sea, produciendo la multiplicacion de
nuevas salmonellas , volviendo de nuevo al intestino donde se generan placas
ulcerosas que terminan, en ciertos casos, con necrosacion (placas de Peyer), en

casos mas graves puede originar perforacién y hemorragias.
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Las fiebres paratifoideas son una enfermedad mas leve con un periodo de
incubacion de entre 7 y 10 dias donde no existe bacteremia, aunque el estado
febril (38-40 °C) puede durar varias semanas. No hay perforaciones intestinales
no hemorragias ni invasion de Salmonellas a otros o6rganos, aunque son
caracteristicos los dolores cabeza, fiebres altas (no siempre), anorexia,
abstemia, etc. Con el tratamiento preciso dura de 9 a 10 dias.

Infecciones gastrointestinales y enterocolitis. El agente etiolégico corresponde a
S. enteritidis (la méas frecuente), S.choleraesuis, S. typhimurium y algunas otras
especies. Estas infecciones con un periodo de incubacion de entre 12 y 36
horas, se produce generalmente por consumir alimentos contaminados,
necesitando para ello una concentraciéon de Salmonellas por mililitro de 106 109,
dependiendo en su virulencia del tipo de cepa de Salmonella invasora. En
general, los mismos alimentos ejercen un efecto protector sobre las bacterias,
ya que cuando llegan al estomago les permite pasar con cierta facilidad al
intestino delgado colonizando fundamentalmente las zonas del ileon y ciego; en
estas localizaciones penetran por fagocitosis al epitelio donde se multiplican
originando una inflamacion que genera pérdidas de electrolitos y agua dando
lugar a cuadros diarreicos con dolo abdominal, fiebres mas o menos altas,
nauseas, vomitos, etc. Se requiere un tratamiento y suele durar en torno a 6
dias.”’

C. Género Shigella

Es un bacilo Gram negativo, inmévil, no fermentador de lactosa, aunque existen
algunas excepciones (S. sonnei) y en general no produce desaminasas. Utiliza la
glucosa como fuente de energia pero no produce ni gas ni SH,. Todas las
especies del Género Shigella son patégenas para el hombre, produciendo
afecciones graves y muy contagiosas sobre el tracto gastrointestinal (disenteria

bacilar), especialmente en ambientes de salubridad baja.
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a. Clasificacion

Con respecto a su clasificacion, el Género Shigella se va encontrar encuadrado
dentro de la familia Enterobacteriaceae y, de acuerdo con la Gltima edicion del
Manual de Bergey’'s, dicho género constara de 4 especies fundamentales,
atendiendo a sus pruebas bioquimicas y que, a su vez, se dividiran en serotipos
segun se estructura antigénica (antigeno O y K). Bioquimicamente en el Género
shigella esta muy proximo a Salmonella aunque el primero es inmévil y no

produce ni gas ni SH..

b. Accion patégena e interés Clinico

El efecto de las distintas especies del Género Shigella se debe a muchos
factores, tales como la produccion de sustancias toxicas, factores antigénicos
(antigenos O y K), plasmidos que facilitan la invasion de Shigella y ciertos
componentes como adhesinas que facilitan la adherencia a las células que
invaden. Aunque parece ser que es la presencia de exotoxina el principal agente
causal dela gravedad de los cuadros clinicos que se presentan, debido a que
dicha exotoxina presente propiedades citotdxicas, neurotdxicas y
enteroinvasivas. Esta estd compuesta por dos subunidades; una de ella llamada
B que actua adhiriéndose a las células del epitelio gastrointestinal al invadir
(efecto enteroinvasivo) y la otra, llamada A, cuyo mecanismo de accion consiste
en bloquear la sintesis proteica (efecto citotéxico) que originara un estado de
necrosis celular con la consiguiente formacion de Ulceras, hemorragias y
perforacion, muy grave caracteristico de los cuadros clinicos que se presentan.
De esta forma una especie de Shigella sera tanto o mas grave cuanto mayor sea
su poder invasivo; de hecho sea comprobado que aquellas Shigellas que han
perdido du efecto invasor producen cuadros clinicos muy leves sin efectos

citotoxicos. Cualquier especie del género Shigella al llegar al intestino del
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hombre via oral comienza a ejercer su accion toxica para pasar poco después al
colon complicando el proceso, lo que origina necrosis y, en general los signos y
sintomas, anteriormente descritos. Salvo excepciones (Shigella disenteriae),
dichas toxinas no suelen pasar a la sangre. Los cuadros diarreicos van
acompanados de dolor tipo célico, nauseas y vomitos, malestar general y fiebres

muy altas con deposiciones cada vez mas sanguinolentas con moco y pus.?'

D. Género Proteus

Los estudios relacionados del DNA han aclarado la clasificacion de los
microorganismos dentro de Proleeae. En la actualidad, el género proteus
comprende cinco especies con nombre: P.vulgaris, P.mirabilis, P.myxofaciens,
P.penneri y P.hauseri, y tres especies genémicas sin nombre que antes eran
identificadas como miembros del biogrupo 3 de P.vulgaris. Las cepas de P.

vulgaris han sido colocadas tradicionalmente en los tres biogrupos siguientes:

* Proteus biogrupo 1: prueba de indol negativa, salicilina negativa; resistente al
cloranfenicol.

» Proteus biogrupo 2: indol positiva, salicilina negativa y esculina negativa.

e Profeus biogrupo 3: indol positiva y esculina negativa.

Proteus biogrupo 1 es una especie genética Unica conocida en la actualidad
como P. penneri. Proteus biogrupo 2 es una especie genética unica y mantendra
el hombre de P vulgaris. Proteus biogrupo 3 consiste en cuatro especies
genéticas separadas que son designadas grupos DNA (variables genémicas) 3,
4, 5y 6. El grupo de DNA 3 puede ser distinguido de Proteus grupo DNA 4,5y 6
porque muestra pruebas negativas de tartrato de Jordan, lipasa y DNasa. Como
el grupo DNA 3 puede ser separado fenotipicamente de las otras especies
gendémicas de Proteus, se lo denomino oficialmente Proteus hauseri en honor a

Gustav Huaser, el microbiélogo aleman, quien propuso el género Proteus en
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1885. Proteus de especie gendmicas 4, 5 y 6 se mantienen sin nombre hasta

que se logre una mejor diferenciacion fenotipica.

El género proteus se encuentra en el suelo, el agua y los materiales con
contaminacion fecal. Las especies de Proteus muestran el rasgo caracteristico
de la motilidad ascendente, que se observa en agar no inhibidor (p.€j., placa de
agar sangre) como una propagacion ondulante del microorganismo a través de la
totalidad de la superficie del agar. Siempre que se observa este movimiento, se
deben sospechar especies de Proteus. mirabilis,es la especie aislada con mayor
recurrencia en los seres humanos, sobre todo como agente causal tanto de
infecciones urinarias como de heridas. P. vulgaris se recupera mas cominmente
de sitios infectados en huéspedes inmunosuprimidos, sobre todo los que reciben
régimen prolongado de antibiéticos. P. vulgaris da una prueba de indol positiva,
mientras que P. mirabilis da una prueba de indol negativa. Por lo tanto la
realizaciéon de una prueba de indol rapida en una colonia con movimiento
caracteristico, puede dar una identificacion presuntiva rapida de P. mirabilis o P.
vulgaris. Las nuevas especies P. penner y P. myxofaciens también son indol
negativas pero pocas veces se encuentran en laboratorios clinicos (el ultimo es
un patégeno de las larvas de los lagartos y no han sido aislados en muestras
humanas). Por lo tanto, a los fines practicos el aislamiento de una especie de
Proteus indol negativa puede identificarse presuntivamente como P. mirabilis.
Casi todas las cepas de P. mirabilis son sensibles a ampicilina y cefalosporina,
mientras que P. vulgaris es resistente; por consiguiente, la mayoria de los
pacientes con infecciones clinicas, de los cuales se aisla una especie de
Proteus indol negativa, pueden ser tratados con una de las penicilinas o

cefalosporinas de amplio espectro.

21



P. penneri se asemeja estrechamente a P. vulgaris pero difiere de él por las
pruebas de indol negativas, salicilina negativa y esculina negativa y por no
producir sulfuro de hidrégeno en TSI. Cuando se sospecha P. penneri, se debe
realizar una prueba de sensibilidad al cloranfenicol para los fines de la
identificacién. P. penneri es resistente al cloranfenicol mientras que otras
especies de Proteus indol negativas son sensibles. Las infecciones humanas
por P. penneri documentadas han estado limitadas principalmente a las vias

urinarias y a las heridas de abdomen, ingle, cuello, y tobillo.?*
2.4.3. Crecimiento de las bacterias en los medios de cultivo

Las bacterias se desarrollan en los medios de cultivo formando agregados de
millones de células o poblaciones bacterianas. Siguen un ciclo vital con cuatro
fases, en relacién con el tiempo de cultivo: fase de latencia o adaptaciéon al
medio, fase de desarrollo exponencial o crecimiento logaritmico, fase
estacionaria en la que la concentracion bacteriana se mantiene estable y fase de
declive o muerte. La velocidad de una poblacion en alcanzar la fase estacionaria
de crecimiento depende de la concentracion del inoculo inicial y de la calidad y

cantidad de nutrientes.?

Para que un microorganismo crezca en un medio de cultivo es necesario, una
composicion de nutrientes adecuadas a las necesidades de ese microorganismo,
unas condiciones fisico-quimicas apropiadas de acuerdo con ello habria que
considerar: una temperatura optima, grado de humedad, pH, presién osmotica,

presencia o ausencia de oxigeno.?

2.5. Antimicrobiano
Los antimicrobianos se definen, como medicamentos que destruyen los

microorganismos o impiden su multiplicacién o desarrollo. %
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Los antimicrobianos son medicamentos utilizados en el tratamiento de las
infecciones, sean causadas por bacterias, hongos, parasitos o virus. Estos
compuestos difieren marcadamente en sus propiedades fisicas, quimicas y
farmacoldgicas, asi como en su mecanismo de accién y espectro
antimicrobiano.?®

2.5.1. Antibidtico

Un antibiético es una sustancia organica producida por microorganismos que es
capaz de actuar sobre otros microorganismos inhibiendo su crecimiento o

destruyéndolos con las siguientes condiciones:

e Especificidad: el espectro de accién de un antibidtico consiste en su actuacion
frente a un grupo determinado y limitado de microorganismos, ya que el
antibidtico actia en un lugar determinado de la bacteria que es especifico de
cada antibidtico.

¢ Elevada potencia biologica: que sea activo a pequefias concentraciones, se
expresa como CMI, concentracién minima inhibitoria (concentracion minima de
antibiético capaz de inhibir el crecimiento bacteriano).

¢ Toxicidad selectiva : la toxicidad del antibiético en las células del organismo
tiene que ser minima, pero deben destruir las bacterias patdogenas aunque estén
dentro del organismo (a diferencia delos desinfectantes y antisépticos).”’

El termino antibiotico en si, deriva del hecho de que algunos microorganismos
impiden el desarrollo o la vida de otros microorganismos. Efectivamente, cuando
distintos microorganismos conviven pueden estar sometidos a dos tipos de
relaciones entre ellos. Si esta relacion es favorable hablamos de simbiosis.
Cuando las relaciones entre los dos gérmenes son desfavorables, de forma que
uno de ellos es capaz de destruir al otro, hablamos de antibiosis. En este ultimo

caso la sustancia producida por el germen agresor se denomina antibidtico. De
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esta forma hemos acufiado de forma indirecta el concepto de antibiético como
“sustancia quimica producida por un microorganismo, y por tanto de origen
natural, que suprime el crecimiento de ofros microorganismos que puede
finalmente destruirlos, mostrandose por tanto efectiva para el tratamiento de las

infecciones internas del organismo ocasionadas por dichos gérmenes.
2.5.1.1. Ciprofloxacino.

Cubre el mismo espectro que la norfloxacina y enoxacina, pero su potencia
antimicrobiana es mayor. Posee buena actividad contra enterobacterias como E.
coli, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter y Proteus, pero es menos activa contra

Serratia, Providencia y Acinetobacter.

Las bacterias causantes de enteritis: Saimonella, Shigella,
Yersinia,Campylobacter y Vibrio son muy sensibles. Otros gran negativos, como
Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Branhamella catarrhalis,
Haemophilus influenzae, Hemophilus ducreyi también son sensibles. Muchas
cepas de Pseudomonas aeruginosa han mostrado sensibilidad, pero Ps. cepacia

y Ps. maltophilia son resistentes.

Entre los Gram negativos, se destaca la acciéon contra  Staphylococus aureus
(incluso cepas meticilino-resistentes), S. epidermidis y S. saprophyticus. En
cambio, Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae y estreptococos
grupo B son poco sensibles. Su eficacia contra cocos Gram positivos es menor

que la de los betalactamicos y macrélidos.

Los anaerobios Bacteroides fragilis, Clostridium, Peptococcus Yy

Peptostreptococcus son todos resistentes.
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Las bacterias con ubicacion intracelular como Brucella, Legionella, Chlamydia y
Mycoplasma hominis y Mycobacterium tuberculosis han demostrado sensibilidad

tanto in vitro como in vivo.?®

Es la mas potente de las fluroquinolonas de primera generacion, activa contra un
amplio espectro de bacterias, las mas susceptibles de las cuales son bacilos
aerobios gramnegativos, especialmente enterobacterias y Neisseria. La
concentracion inhibitoria minima del ciprofloxacino contra ellos es en general
menor de 0.1mg/ml, mientras que las bacterias gram positivas son inhibidas en
concentraciones relativamente mas altas. El espectro de accion se resume a
continuacion: muy susceptibles, E. coli, K. pneumoniae, Salmonella typhi,
Shigella, Proteus, Neisseria gonorrhoeae, N. meningitidis, H. influenzae, H.
ducreyi, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae.
Moderadamente suceptibles, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus (incluidos los
meticilinorresistentes), S. epidermidis, Branhamella catarrhalis, Legionella

brunensis, Bacillus anthracis, M. tuberculosis.*

El ciprofloxacino es efectivo en una amplia gama de infecciones, entre ellas
algunas muy dificiles de tratar. Dado su amplio espectro bactericida, la eficacia
oral y la buena tolerancia se usa mucho en el tratamiento empirico de cualquier
infeccion, pero no deberian usarse para casos menores o en los que los
gérmenes causantes son Gram positivos o anaerobios, por lo tanto, no es
adecuado para la mayoria de las infecciones orodentales. La Unica indicacién
especifica es una infeccion causada por Pseudomonas susceptibles, que es rara
en la practica odontolégica. Como el ofloxacino, el gatifloxacino y el
moxifloxacino son mas activos contra bacterias Gram positivas y anaerobios,
tiene mas utilidad en odontologia. El ciprofloxacino se utiliza con frecuencia en

muchas infecciones sistémicas: infecciones urinarias, gastroenteritis bacterianas,
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fiebre tifoidea y portadores sanos de salmonellas, gonorrea causada por
géermenes productores y no productores de penicilinasas, chancroides,
infecciones de la piel y partes blandas, infecciones ginecologicas y de las
heridas, infecciones éseas, etc. No es un agente de primera eleccion para
infecciones del aparato respiratorio, pero puede usarse si la bacteria causante es
susceptible al agente. El ciprofloxacino se ha usado en combinacién con otros
antibioticos para infecciones graves como septicemias por gramnegativos,
meningitis, etc. es un componente frecuente de la quimioterapia combinada para

la tuberculosis resistente a multiples farmacos.*
A. Farmacoquimica.

Se obtienen por sintesis y se caracterizan por poseer una estructura basica
formada por dos anillos, con un nitrégeno en posicién 1, un grupo carbonilo en
posicién 4 y un grupo carboxilo en posicion 3.Las fluroquinolonas se distinguen
de sus predecesores porque poseen uno o mas atomos de fluor en posicién 6, lo
que aumenta su potencia y espectro antimicrobiano pues favorece la penetracion
al interior de la célula y su afinidad por su sitio blanco. Las distintas
ﬂuordquinolonas se diferencian entre si por los cambios hechos en las
posiciones 1, 5, 7 y 8. Ello explica la diferente actividad, vida media y toxicidad
de los distintos componentes de la familia y ha llevado a clasificar las quinolonas
en primera, segunda, tercera y cuarta generacion; frente a bacterias gram
negativas también aumenta la potencia si en la posicion 7 hay un grupo

piperacinico (ciprofloxacino, norfloxacino).?®

Durante los afios ochenta, se introdujo un atomo de fltor en la posicion 6 y un
anillo de piperazina en el carbono 7, originandose nuevas estructuras
(ciprofloxacina, ofloxacina, norfloxacina, etc), las cuales presentaron mejoras

tanto en actividad biolégica como en propiedades farmacocinéticas (buena
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absorcion oral y amplia distribucién tisular); convirtiendo a esta generacion de
quinolonas en farmacos de primera linea frente a numerosas infecciones y
constituyen un nuevo grupo de agentes antimicrobianos llamados piperazinil

fluroguinolonas o simplemente fluroquinolonas.*'

COOH

HN

Figura 1.Estructura quimica de la ciprofloxacino™
B. Mecanismo de acciéon

Las quinolonas son agentes bactericidas, que actian a nivel intracelular
inhibiendo en forma selectiva la sintesis de ADN en la bacteria a través de la
inhibicion de las topoisomerasas bacterianas. Las topoisomerasas son enzimas
esenciales que participan en el proceso de sintesis del ADN de la bacteria, por
mecanismos de desenrollamiento y enrollamientos del ADN cromosémico

participan en el proceso de replicacién, reparacién y transcripcion del ADN.

¢ En las bacterias gram negativos las quinolonas actaan uniéndose e inhibiendo
principalmente a la topoisomerasa Il o ADN-girasa, que tiene una subunidad B.
La funcion mas importante de la ADN-girasa es mantener un nivel de

enrollamiento del ADN que facilite el movimiento hacia los complejos que se
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forman en la replicacion y la transcripcion. También libera enrollamiento
negativos en un proceso dependiente de ATP, las quinolonas interactian a nivel
del ADN-girasa con los aminoacidos de las alfa helice cercana a la tirosina del
centro activo, que esta implicado en la rotura del ADN.

e En los gram positivos las quinolonas inhiben principalmente a la
topoisomerasa |V, que tiene dos subunidades, ParC y ParE. La topoisomeras IV
separa las hebras de ADN tras cada replicacién también tiene una actividad
relajante sobre la cadena de ADN.

Un paso importante en el mecanismo de accién de las quinolonas es la
formacion de un complejo quinolona-enzima-ADN que contine ADN roto. La
unién de una quinolona a la ADN-girasa provoca un cambio conformacional en el
complejo girasa-ADN responsable de Ila inhibicion de la enzima. La
topoisomerasa IV formaria complejos similares a los que se forman con la girasa.
Su accion sobre las topoisomeras, aunque necesaria, no explica por si sola su
accion bactericida, deben tener lugar acontecimientos posteriores pero su
mecanismo intimo se desconoce. |

La compleja interaccion de las quinolona con las topoisomerasas es la base del
diferente espectro antibacteriano de las quinolonas y también de la seleccion de

cepas resistentes.?
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion
El presente trabajo de investigacion se realiz6 en los Laboratorios de Bioquimica,
Farmacognosia y Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga durante los meses de
setiembre a diciembre del 2013.
3.2. Materiales
3.2.1. Poblacion
Solanum nigrum L. “tomatillo”, que crece en las riberas del rio Huatatas, en la
provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho ubicado a 2 725 m.s.n.m.
3.2.2. Muestra
La muestra que se utilizé6 fue dos kg de hojas secas de Solanum nigrum L.
“tomatillo”; recolectadas en las riberas de rio Huatatas en la provincia de
Huamanga, departamento de Ayacucho, el sistema de muestreo fue por
conveniencia. La identificacion taxonémica de la especie fue emitida por
Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la

Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga (Anexo 1).

3.2.3. Microorganismos de ensayo

Escherichia coli ATCC 23122, Salmonella entérica subsp. entérica ATCC 14028,
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Proteus hauseri ATCC 13315 y Shigella sonnie ATCC 25931 proporcionados
por del Laboratorio de Bacteriologia del Area Académica de Microbiologia del
Departamento Académico de Ciencias Biolégicas de la UNSCH.

3.3. Diseno metodolégico para la recoleccion de datos

3.3.1. Recoleccién y procesamiento de la muestra

Se recolectaron dos kg de las hojas de Solanum nigrum L. “tomatillo” en horas
de la mafana, seleccionando las hojas segun Villar del Fresno.* Las hojas se
lavaron con abundante agua y se desinfectaron lavando con una solucién de
hipoclorito de sodio (una gota de hipoclorito de sodio). El secado se realizé sobre
papel Kraft durante una semana a temperatura ambiente, bajo ventilacién y
sombra, para mantener sus propiedades quimicas y farmacolégicas. Finalmente
se procedié a la molienda utilizando un molino de martillo, hasta obtener un
polvo fino.

3.3.2. Preparacién del extracto hidroalcohélico.

Se maceré 800 gr de muestra seca y molida, en un frasco de color ambar
durante una semana en alcohol a 80°, cubriendo a la muestra por encima de 4
cm, durante el proceso se agité el frasco peridédicamente. Se procedié al filtrado
con un sistema al vacio, luego se concentré en bafio maria y finalmente se dejé
en la estufa a 40°C, hasta obtener un extracto seco.*

3.3.3. Preparacion de las concentraciones de la muestra

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana se pesé 3 g de la muestra
del extracto hidroalcohélico y se vertié en una fiola de 10 ml, se enrasé con agua
destilada estérii y se agitd hasta observar una solucibn homogénea,
obteniéndose una concentracion de 300 mg/ml. De esta solucién se realizaron
las diluciones correspondientes para obtener las concentraciones de 50 mg/ml,

100 mg/ml, 150 mg/ml, 200 mg/ml y 300 mg/ml.
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3.3.4. Tamizaje fitoquimico

Las reacciones de identificacion de los diferentes metabolitos secundarios del
extracto hidroalcohdlico se realizé siguiendo los procedimientos propuestos por
Miranda y Cuellar.** (Cuadro 1y Anexo 1)

3.3.5. Determinacion de la actividad antimicrobiana

Segun la metodologia de Kirby -Bauer, difusién por disco, para la determinacion
de los halos de inhibicién y para determinar la Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI) y Concentracion Minima Bactericida (CMB) por el método de diluciones
sucesivas en tubos modificadas en el laboratorio.?**%

A. Activacion de las bacterias

Para activar las cepas de Salmonella entérica subspe.entérica ATCC 14028,
Proteus Hauseri ATCC 13315, Escherichia coli ATCC 25122, Shigella ATCC, se
procedié a inocular en tubos con 10 ml Caldo Nutritivo e incubar a temperatura
de 37°C por 18 horas. Para utilizar la cepa se procedié a repicar en Agar
Nutritivo contenido en tres viales para cada bacteria, y se dejé incubar a

temperatura de 37°C por 18 horas.

B. Preparacion del inéculo de las bacterias

Se procedié a seleccionar las colonias de los viales, se toco la colonia con un
asa de Kolle y éste se transfirié a tubos que con 4 a 5 ml de solucién de suero
fisioldgico estéril al 0.85% hasta obtener una turbidez opticamente similar al
estandar de 0.5 de la escala de McFarland (Se repitié el mismo procedimiento

para cada bacteria).
3.3.6. Determinacion del halo de inhibicion

e En cada placa Petri de 10 x 100 mm. se dispensé 4 mm de profundidad de

Agar Mueller Hinton.
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¢ Se introdujo un hisopo estéril en el in6culo de la bacteria, exprimiendo el
exceso de caldo sobre la pared del tubo, luego se sembré la placa en cuatro
direcciones: horizontal, vertical, diagonal, y en forma circular alrededor del
perimetro del medio de cultivo.

e Se impregnaron los discos de papel Whatman, de 6 mm de diametro, con las
diferentes concentraciones del extracto a 50 mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200
mg/ml, 300 mg/ml y un disco de ciprofloxacino a 5 ug como control positivo.

e Posteriormente se depositaron los discos de las concentraciones como
también la del control positivo ciprofloxacino (5 pg/ disco) sobre el agar.

e Seincubd a 37°C y se observaron los halos de inhibicién a las 18 horas.

¢ Finalmente se midié el diametro de los halos producto de la inhibicién de las
diferentes concentraciones de la muestra y el control positivo con una regla
26,34.35(

milimétrica. Anexo 7)

Para el célculo del porcentaje de inhibiciéon se usé la siguiente férmula:

i Al Diametro del halo de inhibicidn de la muestra % 100
ion =
QElEAREI0 Diametro del halo de inhibicion del control

3.3.7. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se define como la menor concentracién de principio activo que inhibe el

crecimiento in vitro de las bacterias ensayadas. %*

Para hallar la CMI se prepararon 15 tubos previamente esterilizados y rotulado

del nimero 1 al 15:

o A partir del tubo N° 1 hasta el tubo N° 15, se agregd 1ml del Caldo Nutritivo.

¢ Posteriormente se agregaron 1ml de las concentraciones de los extractos al
tubo N° 1, a partir del cual se traspasé 1ml al tubo N° 2 y asi sucesivamente
hasta el tubo N° 14, del tubo N° 14 extraer 1ml y descartar. El tubo N° 15 no

recibié extracto, siendo este el control.
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¢ Luego se agregaron 1ml del in6culo de bacteria a todos los tubos y se llevd a

incubacién a 37°C por 24 horas® (Anexo 8 y anexo 9)

Tabla 1.Concentracion decreciente del extracto hidroalcohdlico.

Tubos Extracto de Solanum nigrum L.“tomatillo” (mg/mil)

50 100 150 200 300
mg/ml  mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

1 50,000 25,000 75,000 100,000 150,000

2 25,000 12,500 37,500 50,000 75,000
3 12,600 6,250 18,750 25,000 37,500
4 6,250 3,125 9,375 12,500 18,750
5 3,125 1,563 4,688 6,250 9,375
6 1,563 0,781 2,344 3,125 4,688
7 0,781 0,391 1,172 1,563 2,344
8 0,391 0,195 0,586 0,781 1.172
9 0,195 0,098 0,293 0,391 0,586
10 0,098 0,049 0,146 0,195 0,293
11 0,049 0,024 0,073 0,098 0,146
12 0,024 0,012 0,037 0,049 0,073
13 0,012 0,006 0,018 0,024 0,037
14 0,006 0,003 0,009 0,012 0,018

3.3.8. Determinacién de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Es la concentracién mas baja de un farmaco que produce la muerte del 99,9%
del microorganismo probado y solo permite la supervivencia del 0.1% de los

microorganismo en cultivo.?*
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Para determinar la Concentracion Minima Bactericida (CMB) se determind a
partir de la Concentracion Minima Inhibitoria, de la siguiente manera:

e Una vez observado la turbidez a simple vista, al determinar la CMI; se
procedié a sembrar con la ayuda del asa, los caldos no turbios en las placas con
agar Nutritivo.

e Posteriormente se incubé a 37°C por 24 horas.

Se determiné la CMB verificando si el crecimiento corresponde menos del 0.1%

del indculo original.*® (Anexo 8)
3.4. Analisis Estadistico

Los resultados se procesaron en cuadros y graficos en forma de barras. Las
diferencias estadisticas entre los diferentes tratamientos fueron evidenciados
mediante el andlisis de varianza (ANOVA) y comparaciones multiples de las
medias de los halos de inhibicién con la prueba de t de Dunnett, estos analisis se

realizo con el programa SPSS version 21.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 2.Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcoholico de las hojas de
Solanum nigrum L. "tomatillo”. Ayacucho-2013.

METABOLITOS

SECUMDARIOS ENSAYO RESULTADOS OBSERVACIONES

Lacionas wa Baljet ++ Precipitado rojo

cumarinas ) B !

Triterpenos y/o Libermann- ke Coloracion verde

esteroides Burchard oscura

Saponinas Espuma +++ Formacion de
espuma

Fenoles y/o taninos  Cloruro férrico ++ Calaracion veris
intenso

Quinonas Borntrager +++ Coloracion roja

Flavonoides Shinoda ++ Fase drit ilica dles color
carmelita

Cardenolidos Kedde + Coloracion violaceo

; . Mancha verde
Catequinas Catequinas + upyoaedifrveoityacs [
Dragendorff +++ Precipitado
Alcaloides Mayer ++ Turbidez definida
Wagner +++ Precipitado

Azucares Fehling ++ Coloracién roja

reductores

Flavonoides Resferslaniidiness + La fase amilica de

(secuencia cg-C3-Cg)

color marrén

LEYENDA:

(+) : Escasa
(++) : Regular
(+++) : Abundante
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Figura 2Promedio del diametro de los halos de inhibicion {(mm) del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a cepas de
Salmonella entérica subsp.entérica ATCC 14028. Ayacucho-2013.
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Figura 3.Porcentaje de inhibicion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum

nigrum L. “tomatillo” frente a cepas de Salmonella entérica subsp. entérica ATCC 14028.
Ayacucho-2013.
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Tabla 3.Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion
Minima Bactericida (CMB) de los extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum
nigrum L. “tomatillo” frente a cepa de Salmonella entérica subsp. entérica ATCC 14028.

Ayacucho-2013.

Extracto hidroalcoholico de las hojas de Solanum nigrum L. “tomatillo”

Tu :: (mg/ml)
150mg/ml 200mg/ml 300mg/mi
1 75 S 100 - 150 *
2 37,5 S 50 = 75 5
3 18,75 s 25 = 375 S
4 9375 S (CMB) 125 S (CMB) 1875 S
5 4688 R (CMI) 6,25 R (CMl) 9375 S (CMB)
6 2,344 R 3,125 R 4688 R (CMI)
7 1,172 R 1,563 s 2,344 B
8 0,586 ” 0,781 R 1172 A
9 0,293 R 0,391 R 0,586 R
10 0,146 R 0,195 R 0,293 R
11 0,073 R 0,008 R 0,146 R
12 0,037 " 0,049 i 0,073 o
13 0,018 R 0,024 R 0,037 R
14 0,009 i 0,012 i 0,018 R

e CMI =5,21 mg/ml
e CMB = 10,42 mg/ml
LEYENDA:

(S) : Sensible

(R) : Resistente

CMI : Concentracion Minima Inhibitoria
CMB : Concentracién Minima Bactericida.
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Figura 4.Promedio del diametro de los halos de inhibicion (mm) del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 23122. Ayacucho-2013.
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Ayacucho-2013.
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Tabla 4. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién
Minima Bactericida (CMB) de los extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum
nigrum L. “tomatillo” frente a cepa de Escherichia coli ATCC 23122. Ayacucho-2013.

Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum nigrum L.
“tomatillo” (mg/ml)

N-de 150mg/ml 200mg/ml 300mg/ml
tubo
1 75 s 100 C 150 S
2 375 S (CMB) 50 5 75 S
3 1875 R (CMI) 25 S (CMB) 375 S (CMB)
4 9,375 B 12,5 R (CM) 1875 R (CMI)
5 4,688 R 6,25 R 9,375 R
6 2,344 & 3,125 it 4,688 B
7 1,172 B 1,563 i 2,344 i
8 0,586 R 0,781 R 1,172 &
9 0,293 L 0,391 B 0,586 R
10 0,146 i 0,195 i 0,293 i
11 0,073 R 0,098 R 0,146 R
12 0,037 R 0,049 b 0,073 R
13 0,018 & 0,024 R 0,037 B
14 0,009 R 0,012 R 0,018 R

e CMI = 16,67 mg/ml

e CMB = 33,33 mg/mi

LEYENDA:

(S) : Sensible

(R) : Resistente

CMI : Concentracion Minima Inhibitoria

CMB : Concentraciéon Minima Bactericida.
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Figura 6. Promedio del diametro de los halos de inhibicion (mm) del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a cepas de

Shigella sonnei ATCC 25931. Ayacucho-2013.
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a cepas de Shigelfla sonnei ATCC 25931.
Ayacucho-2013.
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Tabla 5. Determinacion de la Concentracidn Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion
Minima Bactericida (CMB) de los extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum
nigrum L. “tomatillo” frente a cepa de Shigella sonnei ATCC 25931. Ayacucho-2013.

Extracto hidroalcoholico de las hojas de Solanum nigrum L.

N° de “tomatillo” (mg/ml)
tubo
150mg/ml 200mg/ml 300mg/ml
1 75 3 100 S 150 .
2 37,5 o 50 8 75 <
3 18,75 = 25 S 37,5 8
4 9,375 S 12,5 S 18,75 S
5 4,688 L 6,25 ® 9,375 =
6 2,344 5 3,125 5 4,688 =
7 1172 8 1,563 S 2,344 S
8 0,586 S 0,781 S 1,172 S
9 0,293 s 0,391 2 0,586 =
10 0,146  S(CMB) 0,195 ® 0,293 G
11 0073  R(CM) 0098 S(CMB) 0,146 S (CMB)
12 0,037 R 0049  R(CM) 0073 R(CMI)
13 0,018 R 0,024 R 0,037 i
14 0,009 3 0,012 R 0,018 R
e CMI =0,07 mg/ml

¢ CMB = 0,13 mg/ml

LEYENDA:

(S) : Sensible
(R) : Resistente
CMmi

CMB

: Concentracion Minima Inhibitoria
: Concentracion Minima Bactericida
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hidroalcohdlico de las hojas de Sofanum nigrum L. “tomatillo” frente a cepas de
Proteus hauseri ATCC 13315. Ayacucho-2013.
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Tabla 6. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion
Minima Bactericida (CMB) de los extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum
nigrum L. “tomatillo” frente a cepa de Proteus hauseri ATCC 13315, Ayacucho-2013.

Extracto hidroalcohélico de las hojas de Solanum nigrum L.
“tomatillo” (mg/ml)

N° de 150mg/ml 200mg/ml 300mg/ml
tubo 9 9 g
1 75 S 100 S 150 S
2 375 S 50 S 75 S
3 18,75 S 25 S 375 S
S s

4 9375  S(CMB) 125 18,75
5 4,688 R (CMI) 625  S(CMB) 9,375 S(CMB)
6 2,344 R 3125 R(CMl) 4688 R (CMI)
7 1172 R 1,563 R 2,344 R
8 0,586 2 0,781 R 1172 R
9 0,293 R 0,391 R 0,586 R
10 0,146 " 0,195 R 0,293 R
11 0,073 R 0,098 R 0,146 R
12 0,037 R 0,049 R 0,073 R
13 0,018 R 0,024 R 0,037 R
14 0,009 R 0,012 & 0,018 =

e CMI = 4,17 mg/ml

e CMB = 8,33 mg/ml

LEYENDA:

(S) : Sensible

(R) : Resistente

CMI : Concentracion Minima Inhibitoria

CMB : Concentracidon Minima Bactericida
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V. DISCUSION
El presente trabajo de investigacion es un contribucién a la medicina en el
tratamiento de patologias causadas por Salmonella entérica subsp.entérica
ATCC 14028, Proteus hauseri ATCC 13315, Escherichia coli ATCC 23122,
Shigella sonnei ATCC 25931, que producen infecciones en el tracto digestivo,
con la ayuda de un recurso natural nativo de nuestro pais como es la Solanum

nigrum L. “tomatillo”.

Sin duda alguna el reino vegetal es el que ofrece mayor variedad de sustancias
potenciales Utiles aplicables a las enfermedades humanas, en concreto a

aquellas producidas por microorganismos.*®

Los compuestos derivados de plantas son de interés en este contexto porque
ellos comprenden sustitufos mas seguros o mas eficaces que los agentes
antimicrobianos producidos sintéticamente, *los cuales podrian servir como
buenos candidatos para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos que
aporten ventajas apreciables respecto a los actuales farmacos; debido a que
globalmente las plantas producen mas de 100 000 productos naturales de bajo
peso molecular, también conocidos como metabolitos secundarios. *

Al analizar los resultados del tamizaje fitoquimico, se observan los diferentes

metabolitos secundarios presentes en el extracto de Solanum nigrum L.
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“tomatillo” (Tabla 2). Este estudio comprendié un conjunto de ensayos y técnicas
sencillas, que aunque no brindan un resultado concluyente, debido a diversos
factores influyentes, si nos dan una idea general sobre la composiciéon quimica
de la planta. Destacando la presencia de: lactonas, cumarinas, triterpenos,
esteroides, saponinas, fenoles, taninos, quinonas, flavonoides, cardenolidos,
catequinas, alcaloides y azucares reductores; corroborados por Chang vy
colaboradores en el 2013. Resultados que nos hacen suponer que estos
metabolitos secundarios ya sean de manera independiente o posiblemente al
efecto sinérgico entre ellos, son los responsables de la actividad antibacteriana a

través de diferentes mecanismos.®

Para demostrar la actividad antibacteriana se trabajoé con concentraciones de 50,
100, 150, 200, y 300 mg/ml de extracto hidroalcohdlico, los mismos que se
enfrentaron a Salmonella entérica subsp.entérica ATCC 14028, Proteus hauseri

ATCC 13315, Escherichia coli ATCC 23122, Shigella sonnei ATCC 25931

En la Figura 2 y 3 se observo halos de inhibicién (mm) y porcentaje de inhibicion
de promedio de 5,7 mm (14,41%); 6,4 mm (16,16%); 7,5 mm (18,97%); 8,8 mm
(22,27%) y 13,3 mm (28,63%) de diametro frente a Salmonella entérica
subsp.entérica ATCC 14028 a la concentracién de 50 mg/ml, 100 mg/ml, 150
mg/ml, 200 mg/ml, 300 mg/ml respectivamente. Frente a un halo de inhibicion de
39,6 mm producido por el ciprofloxacino 5ug. (Anexo 11 y 12), Al realizar el
andlisis de Varianza (ANOVA) presenta un valor estadisticamente significativa
(p<0,05) entre los tratamientos a un nivel de confianza de 95% (Anexo 23). Se
realizd las comparaciones multiples de las medias de los halos de inhibicion con
la pruebas de t de Dunnett (anexo 24), Presentado diferencia significativa entre
los grupos de tratamientos: 50 mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200 mg/mi,

300mg/ml y ciprofloxacino 5ug.
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La concentracion Minima Bactericida (CMB) y la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) del extracto hidroalcohélico de Solanum nigrum L. fue
demostrada a concentraciones de 150 mg/ml, 200 mg/ml y 300 mg/ml frente a a
Salmonella entérica subsp.entérica ATCC 14028 siendo estas: 9,375 mg/ml y
4688 mg/ml; 12,5 mg/ml y 6,25 mg/ml; 9,375 mg/ml y 4,688 mg/ml

respectivamente (Tabla 3).

En la figura 4 y 5 se observa halos de inhibicion (mm) y porcentaje de inhibicién
de promedio de 8,2 mm (17,97%); 9,1 mm (19,95%); 10,2 mm (22,36%); 10,4
mm (22,81%) y 11,6 mm (25,42%) de diametro frente a Escherichia coli ATCC
23122 a la concentracion de 50 mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200 mg/ml, 300
mg/ml respectivamente. Frente a un halo de inhibicién de 45,6 mm producido por
el ciprofloxacino 5ug. (Anexo 13 y 14). Al realizar el analisis de Varianza
(ANOVA) presenta un valor estadisticamente significativa (p<0,05) entre los
tratamientos (Anexo 19) asimismo se realiz6 la prueba de t de Dunnett (Anexo
20). Presentado diferencia significativa entre los grupos de tratamientos: 50
mg/mi, 100 mg/ml; 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200 mg/ml; 150 mg/ml, 200 mg/ml,

300mg/ml y ciprofloxacino 5ug.

La concentracion Minima Bactericida (CMB) y la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) del extracto hidroalcohdlico de Solanum nigrum L. fue
demostrada a concentraciones de 150 mg/ml, 200 mg/ml y 300 mg/ml frente a
Escherichia coli ATCC 23122 siendo estas: 37,5 mg/mly 18,75mg/ml; 25mg/l y

12,5mg/ml; 37,5mg/mly 18,75mg/ml respectivamente (Tabla 4).

En la figura 6 y 7 se observa halos de inhibicion (mm) y porcentaje de inhibicién
de promedio de 9,8 mm (21,11%); 11 mm (23,7%); 12,6 mm (27,14%); 14,2 mm
(30,62%) y 16,2 mm (34,92%) de diametro frente a Shigella sonnei ATCC 25931

a la concentracion de 50 mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200 mg/ml, 300 mg/ml
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respectivamente. Frente a un halo de inhibicion de 46,4 mm producido por el
ciprofloxacino 5ug. (Anexo 15 y 16), habiendo diferencias entre los tratamiento
ensayados (p<0,05) a un nivel de confianza de 95% (Anexo 25). Se realizo la
comparaciones multiples de las medias de los halos de inhibicién con la pruebas
de t de Dunnett (Anexo 26). Presentado diferencia significativa entre los grupos
de tratamientos: 50 mg/ml, 100 mg/ml; 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200 mg/ml; 150

mg/ml, 200 mg/ml, 300mg/ml y ciprofloxacino 5ug.

La concentracion Minima Bactericida (CMB) y la Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI) del extracto hidroalcohdlico de Solanum nigrum L. fue
demostrada a concentraciones de 150 mg/ml, 200 mg/ml y 300 mg/ml frente a
Shigella sonnei ATCC 25931 siendo estas: 0,146 mg/ml y 0,073 mg/ml; 0,098

mg/ml y 0,049 mg/ml; 0,146 mg/ml y 0,073 mg/ml respectivamente. (Tabla 5)

En la figura 8 y 9 se observé halos de inhibicion (mm) y porcentaje de inhibicion
de promedio de 8,4 mm (18,5%); 10 mm (22,01%); 11 mm (24,21%); 12,3 mm
(27,09%) y 13,6 mm (29,96%) de diametro frente a Proteus hauseri ATCC 13315
a la concentracion de 50 mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200 mg/ml, 300 mg/mi
respectivamente. Frente a un halo de inhibicién de 45,4 mm producido por el
ciprofloxacino 5pug. (Anexo 17 y 18), habiendo diferencias entre los tratamiento
ensayados (p<0,05) a un nivel de confianza de 95% (Anexo 21). Se realizo la
comparaciones multiples de las medias de los halos de inhibicion con la pruebas
de t de Dunnett (Anexo 22), Presentado diferencia significativa entre los grupos
de tratamientos: 50 mg/ml; 100 mg/ml, 150 mg/ml; 150 mg/ml, 200mg/ml; 200

mg/ml, 300 mg/ml y ciprofloxacino 5ug.

La concentracion Minima Bactericida (CMB) y la Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI) del extracto hidroalcohdlico de Solanum nigrum L. fue

demostrada a concentraciones de 150 mg/ml, 200 mg/ml y 300 mg/mi frente a
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Proteus hauseri ATCC 13315 siendo estas: 9,375 mg/ml y 4,688 mg/ml; 6,25

mg/mly 3,125 mg/ml; 9,375 mg/ml y 4,688 mg/ml respectivamente. (Tabla 6)

Estos resultados confirman las afirmaciones tradicionales y proporcionan
informacion de base prometedora para el uso potencial de los vehiculos
probados en la lucha contra las infecciones bacterianas que involucran fenotipos
resistentes a multiples farmacos.

Los resultados obtenidos con los distintos tratamientos con las cuatro cepas
mostro una accidon antibacteriana, actividad que son corroborados por
investigaciones, por citar algunos tenemos el de Kaushik y colaboradores en el
2009, quienes al evaluar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
Solanum nigrum en bacterias como Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa
mostraron un halo de inhibicion de (18,6mm} y (13,6mm) demostrando poseer
actividad biolégica.’® Karmakar y colaboradores en el 2010,quienes mencionan
que el extracto etandlico de Solanum nigrum L.posee una actividad
antibacteriana debido a que mostro actividad contra Enterococcus faecalis (6
mm), Streptococcus agalactiae (10 mm) y Pseudomonas aeruginosa (7 mm).*
Asimismo Zubair y colaboradores en el 2011, al evaluar la actividad
antibacteriana del extracto metandélico y diferentes fracciones (n-butanol, acetato
de etilo, cloroformo y n-hexano) de las hoja de S. nigrum frente a cuatro cepas
bacteriana P. multocida, E. coli, B. subtilis y S. aureus mostroron actuar como
agente antibacteriano.*!

De la misma manera se realizaron investigaciones en otras especies del género
Solanum de las que podemos citar a Samanez en el 2006, quién evalud la

sensibilidad de bacterias enteropatdégenas frente al extracto de Solanum

radicans L. presentando actividad antimicrobiana.’
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Palomino en el 2000, Senala que la existencia de un halo de inhibicién aunque
sea pequefio cuando se trabaja con material vegetal determina cierta actividad
antibacteriana que puede ser mejorada con el uso de nuevas técnicas de
extraccion a fin de conseguir mayor concentracion de principios activos y obtener

mejores resultados.*?

Los compuestos fenolicos explicarian probablemente el efecto del extracto de
Solanum nigrum L., al ser rico en estos metabolitos secundarios, como lo
evidencia lo hallado en la presente investigacion; posiblemente debido al lugar y
el nimero de grupos hidroxilo (OH) en el anillo de los compuestos fendlicos,
estan relacionados directamente con la toxicidad frente los microorganismos, de
forma que un aumento en la hidroxilaciéon estéd ligado a una mayor toxicidad.
También parece estar relacionado con la inhibicion enzimatica de los
compuestos oxidados, posiblemente mediante la accion sobre los grupos
sulfihidrilo de los aminoacidos o por interacciones no especificas con proteinas.*®
Las dos acciones mas importantes de los acidos fendlicos son la actividad
antimicrobiana, preferentemente frente a bacterias Gram positiva, utilizandose

como antiséptico, desinfectante, antiinflamatoria, analgésica y antipirética.®

La accion de los taninos es ser astringente, pues los taninos se combinan con
las proteinas de la piel y de la mucosa formando compuestos insolubles.
Eliminan por tanto la base del cultivo a las bacterias que intentan colonizar la piel
y las mucosas*; por otro lado estos forman complejos con los aminoacidos
nucleofilicos, lo que conduce a su inactivaciéon y por tanto a la inhibicion de la
sintesis de proteinas, que son la base de su actividad bactericida y

bacteriostatica.*®

Las aplicaciones de las drogas con taninos son limitadas y derivan de sus

propiedades astringentes. Al precipitar las proteinas, los taninos originan un
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efecto antimicrobiano y antifungico. Ademas los taninos son hemostaticos vy,
como precipitan los alcaloides, pueden servir de antidoto en caso de

intoxicacion.*®

Paula y Martinez en el 2000, refieren que los flavonoides son los responsables
de la actividad antibacteriana la cual actia uniéndose a un heterésido (genina)
que es la parte azucarada que modula su actividad (facilita la absorcion,
distribucién, metabolismo y excrecion); de igual manera.*” Lock en 1994 refiere
que los flavonoides poseen mayor actividad antimicrobiana contra bacterias
Gram-positivas que con las Gram negativas. Los flavonoides presentan actividad
antibacteriana por la presencia de hidroxilos en los anillos, inhibiendo la sintesis
de ADN." Ademas Lezcano en el 2008, menciona que su actividad frente a los
microorganismos probablemente se deba a que forman complejos con las
proteinas solubles y extracelulares y con las células de la pared bacteriana, de

forma similar a las quinonas.*

Las quinonas forman complejos irreversibles con los aminoacidos hidréfilos de
las proteinas y se unen con las enzimas de las membranas, por lo tanto inactivan
y anulan sus fuciones.” Estas también han mostrado actividad bacteriostatica
frente a Staphyloccus aureus por interferir en la sintesis del ARN dependiente
del ADN."®Los derivados terpénicos oxidados, destacan por su actividad
antimicrobiana, representado en primer lugar por los derivados fendlicos, timol y
carvacrol, los cuales se unen a los grupos amino e hidroxilamino de las proteinas
de la membrana bacteriana lo que conduce a la modificacion de su

permeabilidad y origina la muerte de la bacteria. ™
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Las saponinas también son un grupo de metabolitos secundarios que han

mostrado efectos antimicrobianos. %%

Sepulveda y colaboradores en el 2004, los efectos inhibitorios del crecimiento de
microorganismos patégenos, de los alcaloides, estan dados por su capacidad de
intercalarse con el DNA, de detener la sintesis de proteinas, inducir la apoptosis

e inhibir las enzimas de metabolismos de carbohidratos.*®
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VI. CONCLUSIONES
El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum nigrum L.
“tomatillo”, presentdé actividad antibacteriana frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 13122, Salmonella entérica subsp.entérica ATCC
14028, Proteus Hauseri ATCC 13315 y Shigella sonnei ATCC 25931;
con porcentajes de inhibicion de: 25,42%, 28,63%, 29,96% y 34,92%
respecto al ciprofloxacino (control positivo).
El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum nigrum L.
“tomatillo”, presentdé metabolitos secundarios como lactonas, cumarinas,
triterpenos, esteroides, saponinas, fenoles, taninos, quinonas,
flavonoides, cardendlidos, catequinas, alcaloides y azucares reductores.
La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) fue: 5,21 mg/mi, 16,67
mg/ml, 0,07 mg/ml y 4,17 mg/ml; la Concentracién Minima Bactericida
(CMB) fue: 10,42 mg/ml, 33,33 mg/ml, 0,13 mg/ml y 8,33 mg/ml; en
cepas de Salmonella entérica subsp.entérica ATCC 14028, Escherichia
coli ATCC 13122, Shigella sonnei ATCC 25931 y Proteus hauseri

ATCC 13315, respectivamente.
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Vil. RECOMENDACIONES
Determinar la toxicidad de esta especie vegetal, a fin de proponer su
adecuado uso a nivel posolagico y fitoterapéutico.
Profundizar estudios microbiolégicos y farmacolégicos en el extracto
hidroalcohdlico para una futura obtencién de una férmula farmacéutica.
Continuar el trabajo de investigacion de Solanum nigrum L. “tomatillo”, con la

finalidad de determinar su efecto en otras cepas bacterianas.
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ANEXO 1
Tabla 7. Certificado de identificacion taxonomica de Solanum nigrum
L. “tomatillo” .Ayacucho-2013.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, el Bach. en Farmacia y Bioquimica, Sr. William, GUZMAN FLORES, ha
solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segtn el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE - ASTERIDAE

ORDEN ¢ SOLANALES

FAMILIA : SOLANACEAE
GENERO ; Solanum

ESPECIE : Solanum nigrum L.
N.V. ; “tomatillo”, “fiuchku”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del interesado para
los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 25 Octubre del 2013
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ANEXO 2

Tabla 8.Certificado de cepas bacterianas emitida por el laboratorio de
Bacteriologia del Area Académica de Microbiologia del Departamento
Académico de Ciencias Biolégicas. Ayacucho-2013.

» HUAMANGA
VERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE
N FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA DE FORMACION PROFESIONAL DE BIOLOGIA
AREA ACADEMICA DE MICROBIOLOGIA

LABORATORIO DE aAcrsniOLpG_iA
Av. Independencia S/N Ciudad Universitaria-Ayacucho

Lacia la acvedilacion anivendilarnia

CERTIFICACION

El que suscribe Mg. Victor Luis Cérdenas Lopez, jefe del Laboratorio de
Bacteriologia del Area Académica de Microbiologia del Departamento
Académico de Ciencias Biologicas certifica que se estan proporcionando las
cepas de Escherichia coli ATCC 23122, Salmonella entérica subsp. entérica
ATCC 14028, Shigella sonnei ATCC 25931 y Proteus hauseri ATCC 13315
al Sr. William GUZMAN FLORES, egresado de la Escuela de Formacion
Profesional de Farmacia y Bioquimica quien desarrollara la investigacion
titulada: Actividad del extracto hidroalcohédlico de las hojas de Solanum
nigrum L. “tomatillo” frente a cepas de bacterias Gram negativas. Ayacucho,
2013.

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines que

crea conveniente,

Ayacucho, 14 de setiembre de 2013

M.S

MICROBIOLOGO
ngap. 1866
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Anexo 3

Figura 10.Sofanum nigrum L. “tomatillo”®, de las riberas del rio Huatatas. Ayacucho-
2013.
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Anexo 4

l Ubicacion - Recoleccion l

Seleccién de las hojas

Lavado - Secado

Molienda

Maceracién por 14 dias

Concentracion del
macerado en bafio maria

! /—
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Figura 11.Flujograma de la preparacion del extracto hidroalcohdlico de las hoja
Solanum nigrum L “tomatillo”. Ayacucho-2013.
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Anexo 5
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Figura 12.Tubos de ensayo conteniendo los resultados del tamizaje fitoquimico del
extracto hidroalcohdlico de las hojas Solanum nigrum L. “tomatillo”. Ayacucho-2013.
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Anexo 6

Cepa de bacterias Cultivo de bacterias 0.5 Mc Farland
gramnegativas gramnegativas

I

/ N

Colocar 20ml de Inocular bacterias
agar Mueller Hinton gramnegativas

CSES 4

Depositar los discos
impregnados con los
tratamientos, sobre el agar

Incubar a 37°C
8 (030) i %
4e——
0 ==
Medicién de los halos inhibidos

Figura 13.Flujograma del método de Difusion por Disco para la obtencion de los
halos de inhibicion del extracto hidroalcohdlico de las hoja Solanum nigrum L
“tomatillo” .Ayacucho-2013.
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Anexo 7
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Figura 14.Halos de inhibicion a las concentraciones de 50mg/ml, 100mg/ml, 150mg/ml,
200mg/ml y 300mg/ml, del extracto hidroalcohdlico de las hojas Solanum nigrum L.
“tomatillo” .Ayacucho-2013.
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Anexo 8

Extracto 1 1ml de caldo Mueller
Hintondel tubo N° 1 al 15
/'_ ™
1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 Desechar
mmmmmmmmmmmmm
Control

Estandariza

Cultivo de bacterias 0.5 Mc Farland
gramnegativas

!

1mi del indculo

-
% Controt
z 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 15
7

Incubar 'ji 24 horas .
e N
Control | El tubo N°7
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alaCMmi
1
!

10 11 12 13
No tibios Se observa turbidez

a simple vista Control

Se subcultivan en
agar Mueller Hinton

. SIS

Incubar por 24 horas
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@ alaCMB

Figura 15. Esquema del proceso de la determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria y de la Concentracion Minima Bactericida siguiendo la metodologia de
diluciones sucesivas. Ayacucho-2013.
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ANEXO 9
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Figura 16.Tubos de ensayo con concentracion decreciente del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Solanum nigrum L. “tomatillo” para determinar la concentracion Minima
Inhibitoria y Bactericida. Ayacucho-2013.
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ANEXO 10
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Figura 17. Discos de sensibilidad de Ciprofloxacino 5ug.
(GenLab del Peru)
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Anexo 11

Tabla 9.Diametro de halos de inhibicion (mm) de los extractos hidroalcohdlicos de las
hojas de Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a cepas de Salmonella entérica subsp.
enterica ATCC 14028. Ayacucho-2013.

- ncentracion
Repeticiones Concentraciones

50 100 150 200 300 . p%‘;l';‘;:f:ino
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml  mg/ml 5 ug mm
Diametro de ios Halos {mm)
1 55 6 7 9 12 38
2 5,5 7 8 9 12 40
3 6 6,5 7,5 8,5 10 41
4 5,5 6,5 7 8,5 10,5 41
5 6 6 8 9 12 38
Promedio 5,7 6,4 7.5 8,8 1,3 39,6
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Anexo 12

Tabla 10. Porcentaje de inhibicion del extracto hidroalcohdlicos de las hojas de
Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a cepas de Salmonella entérica subsp. entérica
ATCC 14028. Ayacucho-2013.

. Concentraciones
Repeticiones

50 150 200 300
mg/ml 100 mg/mi mg/ml mg/ml mg/ml

Diametro de los Halos (mm)

1 14,47 15,79 18,42 23,68 31,58
2 13,75 17,50 20,00 22,50 30,00
3 14,63 15,85 18,29 20,73 24,39
4 13,41 15,85 17,07 20,73 25,61
5 15,79 15,79 21,05 23,68 31,58
Promedio 14,41 16,16 18,97 22,27 28,63
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Anexo 13

Tabla 11. Diametro de halos de inhibicién (mm) de los extractos hidroalcoholicos de
las hojas de Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a cepas de Escherichia coli ATCC
23122. Ayacucho-2013.

Repeticiones Concentraciones

50 100 150 200 300 Cirp%‘;’l’:;géin o
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/mi 5 ug mm
Diametro de los Halos (mm)
1 9 10,5 11 11 13 47
2 8 9 10 1 12 45
3 8 8 10 10 12 46
4 7 9 10 10 11 45
5 9 9 10 10 10 45
promedio 8,2 9.1 10,2 10,4 11,6 45,6
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Anexo 14

Tabla 12. Porcentaje de inhibicion del extracto hidroalcohélicos de las hojas de
Sofanum nigrum L. “tomatillo” frente a cepas de Escherichia coli ATCC 23122.
Ayacucho-2013.

g5 Concentracion
Repeticiones ones

50 150 200 300
mg/mi 1a0-mg/mi mg/ml mg/ml mg/ml

Diametro de los Halos (mm)

1 19,15 22,34 23,40 23,40 27,66
2 17,78 20,00 22,22 24 44 26,67
3 17,39 17,39 21,74 21,74 26,09
4 15,56 20,00 22,22 22,22 24,44
5 20,00 20,00 22,22 22,22 2222
promedio 17,97 19,95 22 36 22,81 25,42
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Anexo 15

Tabla 13.Diametro de halos de inhibicion de los extractos hidroalcohdlicos de las
hojas de Sofanum nigrum L. “tomatillo” frente a cepas de Shigella sonnei ATCC
25931. Ayacucho-2013.

Repeticiones Concentraciones

50 100 150 200 300 Cirp%?::)t;:::ino
mg/mi mg/ml mg/mli mg/ml  mg/ml § ug mm
Diametro de los Halos (mm)
1 10 11 13 14 16 47
2 10 12 13 15 16 46
3 9 10 11 14 16 45
4 10 1 13 14 16 47
5 10 " 13 14 17 47
promedio 9,8 11 12,6 14,2 16,2 46,4
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Anexo 16

Tabla 14. Porcentaje de inhibicion del extracto hidroalcohdlicos de las hojas de
Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a cepas de Shigella sonnei ATCC 25931.
Ayacucho-2013.

o Concentraciones
Repeticiones

m;?ml 100 mghml m1gr;?'nl ng(:’?nl m‘?‘g(?f:‘ll
Diametro de los Halos (mm)

1 21,28 23,40 27,66 29,79 34,04

2 21,74 26,09 28,26 32,61 34,78

3 20,00 22,22 24,44 31,1 35,56

4 21,28 23,40 27,66 29,79 34,04

5 21,28 23,40 27,66 29,79 36,17
promedio 21,11 23,70 27,14 30,62 34,92
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Anexo 17

Tabla 15.Diametro de halos de inhibicion de los extractos hidroalcohodlicos de las
hojas de Sofanum nigrum L. “tomatillo” frente a cepas de Proteus hauseri ATCC
13315. Ayacucho-2013.

" Concentraciones
Repeticiones

50 100 150 200 300 Cirp%‘f’l";;:lino
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml  mg/ml 5 ug mm
Diametro de los Halos (mm)
1 8 10 11 12 14 45
2 9 10 11 12,5 14 45
3 8 9 10 12 13 44
4 9 11 12 13 14 47
5 8 10 11 12 13 46
promedio 8,4 10 1 12,3 13,6 454
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Anexo 18

Tabla 16. Porcentaje de inhibicion del extracto hidroalcohédlicos de las hojas de
Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a cepas de Proteus hauseri ATCC 13315.
Ayacucho-2013.

i Concentracione
Repeticiones S

mg?ml Hiiogeml m1gslg1l nggg‘ll mi’ﬂ?nl
Diametro de los Halos (mm)

1 17,78 22,22 24,44 26,67 31,11

2 20,00 22,22 24,44 27,78 31,11

3 18,18 20,45 22,73 27,27 29,55

4 19,15 23,40 25,53 27,66 29,79

5 17,39 21,74 23,91 26,09 28,26
promedio 18,50 22,01 24,21 27,09 29,96
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Anexo 19

Tabla 17. Andlisis de varianza de la medida de los halos de inhibicion del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Solanum nigrum L. "tomatillc” frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 23122 Ayacucho-2013.

ANOVA de un factor
Halo de inhibicién (mm)
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 4342 843 5 868,569 1432,049 ,000
Intra-grupos
13,950 23 ,607
Total
4356,793 28

Si: Sig.> 0.05: todos los tratamientos son estadisticamente similares.

Si: Sig. < 0.05: Por lo menos uno de los tratamientos es diferente del resto.
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Anexo 20

Tabla 18. Analisis de comparaciones muiltiples de t de Dunnett de los halos de
inhibicién del extracto hidroalcoholico de las hojas de Solanum nigrum L. “tomatillo”
frente a cepas de Escherichia coli ATCC 23122.Ayacucho-2013.

Variable dependiente: Halo de inhibiciA®n (mm)

t de Dunnett (bilateral)

) (J) Diferencia Error Sig. Intervalo de
Tratamient  Tratamiento de medias tipico confianza al 95%
0 (-J)
Limite Limite
superior  inferior
50mg/ml  Ciprofloxacino  .37.0500(*) 0,5224 0,000 -38452 -35648
100mg/ml  Ciprofloxacino .36 1500(*) 0,5224 0,000 -37,552 -34,748
150mg/mi Ciprofloxacino .35 0500(*) 0,5224 0,000 -36,452 -33,648
200mg/ml  Ciprofloxacino .34 8500(*) 0,5224 0,000 -36,252 -33,448
300mg/ml  Ciprofloxacino 33 6500(*)  0,5224 0,000 -35052 -32,248

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos los

demas grupos.
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Anexo 21
Tabla 19. Analisis de varianza de la medida de los halos de inhibiciébn del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Solanum nigrum L. "tomatillo” frente a cepas de Proteus
hauseri ATCC 13315.Ayacucho-2013.

ANOVA de un factor

Halo de inhibicién (mm)

Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.

Inter-grupos

4171,007 5 834,201 1572,675 ,000
Intra-grupos

12,200 23 ,530

Total

4183,207 28

Si: Sig.> 0.05: todos los tratamientos son estadisticamente similares.

Si: Sig. < 0.05: Por lo menos uno de los tratamientos es diferente del resto.
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Anexo 22

Tabla 20. Andlisis de comparaciones multiples de t de Dunnett de los halos de inhibicién
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum nigrum L. "tomatillo” frente a cepas
de inhibicion Proteus hauseri ATCC 13315.Ayacucho-2013.

Variable dependiente: Halo de inhibiciA*n (mm)

t de Dunnett (bilateral)

N (J) Diferencia Error Sig. Intervalo de
Tratamient  Tratamiento de medias tipico confianza al 95%
0 (I-J)
Limite Limite
superior  inferior
somg/mi  CiProfloxacino a7 4000(+) 04886 0,000 -38411 -35,789
100mg/mi  CiProfloxacino a5 56004 04886 0,000  -36811  -34,189
150mg/mi CProfloxacino 44 so00¢y 04886 0,000 -35811 -33,189
200mg/mi  CiProfloxacino 33 56000+) 04886 0,000 -34511 -31,889
300mg/mi CPOfloXacine 44 0000(y 04886 0,000  -33211  -30,589

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos los

demas grupos.
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Anexo 23

Tabla 21.Andlisis de varianza de la medida de los halos de inhibicion del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Solanum nigrum L. "tomatillo” frente a cepas de
Salmonella entérica subsp. entérica ATCC 14028.Ayacucho-2013.

ANOVA de un factor
Halo de inhibicion (mm)
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos  1882,019 5 376,404 172,159 ,000
Intra-grupos 52,473 24 2,186
Total 1934,492 29

Si: Sig.> 0.05: todos los tratamientos son estadisticamente similares.

Si: Sig. < 0.05: Por lo menos uno de los tratamientos es diferente del resto.
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Anexo 24

Tabla 22.Analisis de comparaciones multiples de t de Dunnett de los halos de inhibicion
del extracto hidroalcoholico de las hojas de Sofanum nigrum L. "tomatillo” frente a cepas
de de Salmonella entérica subsp. entérica ATCC 14028.Ayacucho-2013.

Variable dependiente: Halo de inhibiciA®n (mm)

t de Dunnett (bilateral)

) (J) Diferencia Error Sig. Intervalo de
Tratamient  Tratamiento de medias tipico confianza al 95%
0 (I-d)
Limite Limite
superior  inferior
somg/mi  Ciprofloxacino 55 g31g(+y 00352 0,000 -25452 -20,411
100mg/mi CiProfloxacino 55 9348 09352 0,000 -24,752 -19,711
150mg/m|  CiProfloxacino 54 4318+) 00352 0,000 23652 -18,611
200mg/m|  Ciprofloxacino 19 831g*) 09352 0,000 -22,352 -17,311
300mg/mi ~ CProfloxacino 47 3348+ 09352 0,000 -19.852 -14.811

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos los

demas grupos.
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Anexo 25

Tabla 23.Anélisis de varianza de la medida de los halos de inhibicion del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Solanum nigrum L. “tomatilio” frente a cepas de Shigella
sonnei ATCC 25931. Ayacucho-2013.

ANOVA de un factor
Halo de inhibicion (mm)
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos  4844,167 5 968,833 2152,963 ,000
Intra-grupos 10,800 24 ,450
Total 4854,967 29

Si: Sig.> 0.05: todos los tratamientos son estadisticamente similares.

Si: Sig. < 0.05: Por lo menos uno de los tratamientos es diferente del resto.
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Anexo 26

Tabla 24. Analisis de comparaciones multiples de t de Dunnett de los halos de inhibicion
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a cepas
de Shigella sonnei ATCC 25931. Ayacucho-2013.

Variable dependiente: Halo de inhibiciA®n (mm)

t de Dunnett (bilateral)

i (J) Diferencia Error Sig. Intervalo de
Tratamient  Tratamiento de medias tipico confianza al 95%
0 (1-J)
Limite Limite
superior  inferior
Ciprofloxacino * -
50mg/mi -36.60000(*) 0,42426 0,000 -37,7435 35,4565
Ciprofloxacino * -
100mg/ml -35.40000(*) 0,42426 0,000 -36,5435 34,2565
Ciprofloxacino 5 -
150mg/ml -33.80000(*) 0,42426 0,000 -34,9435 32,6565
200mg/mi ~ CIPTOfloxaciN0 35 20000(*) 042426 0,000 33,3435 4. e
Ciprofloxacino * -
300mg/ml -30.20000(*) 0,42426 0,000 -31,3435 20,0565

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos los

demas grupos.
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MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS T!SRR?(?O HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Actividad Objetivo General Variable Tipo de Investigacion
¢ Tendra Evaluar la actividad antibacteriana del extracto independiente -
gel actividad el hidroalcohélico de las hojas de Solanum nigrum L. 1.Antecedentes E.l extracto Extracto Descriptivo
extracto extracto “tomatillo” frente a las cepas de Salmonella entérica 2. Solanum h'dmf::‘mh?l' hidroalcohdlico de Muestra biolégica
hidroalco hidroalcéholi  subsp. entérica ATCC 14028, Proteus hauseri mgrum L. ﬁo. = 35 las hojas . . )
co de las ATCC 13315, Escherichia coli ATCC 23122, o - ©  Soanum miorum L. 2 kg de hojas Solanum nigrum L.
holico de  hojas  de  Shigella sonnei ATCC 25931.Ayacucho, 20137 » Clasificacien  Solanum 22 70, MMM = “tomatillo” " recolectadas durante
i Solanum taxonémica nigrum . el mes de setiembre del 2013,
las hojas nigrum L _ “tomatillo” Indicadores en las riberas del rio Huatatas,
de “tomatille” « Desdlipeidn tiene en la provincia de Huamanga,
Solanum _frente a las Objetivos especificos botanica actividad Concentraciones: departamento de Ayacucho
, ) cepas  de o Determinar cualitativamente la composicion * Distribucion g::;z 2 Ig: ) ?gomr?\,gTrLl ubicado a 2 725 m.s.n.m.
mgrunT : jﬁfgggeﬂa fitoquimica del extracto hidroalcsholico de las geografica Saimonela - 150 mg/ml Microorganismo de ensayo
“tomatillo hojas de Solanum nigrum L. “tomatillo”. « Propiedades y entérica - 200 mg/ml ' .
subsp. Cepas de: Salmonella entérica,
"frente a  entérica » Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria ~ USOS subsp. - 300 mg/ml subsp. paTEas ATCC
cepas de ATCC (CMI), del OXIrIcio hidroanlcohél.ncon de las hojas medicinales. zr_lrtggc?mze Variable 14028.Proteus hauseri ATCC
14028, de Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a 1as 4 paoiabolitos P . dependiente 13315.Escherichia coli ATCC
bacterias  Proteus cepas de Salmonella entérica subsp. entérica ™ o oaon o roteus 23122.Shigella sonnei ATCC
hauseri ATCC 14028, Proteus hauseri ATCC 13315, hauseri Actividad del 25931,
Gram ATCC Escherichia coli ATCC 23122, Shigella sonnei 4.Bacterias ATCC 1_33.15' extracto
negativa 13315, ATCC 25931. Escherichia  hidroalcohdlico de e Determinacién de la actividad
Escherichia Salr'ngneﬂa coli  ATCC |as hojas de antibacteriana: La metodologia
5. coli ATCC * Determinar la Concentracion Minima Bactericida €ntérica, . 23!22' Solanum nigrum L. empleada para la determinacion
Ayacuch 23122, (CBM), del extracto hidroalcohdlico de las hojas ~Subsp-entérica, Shigella “tomatillo” de la actividad antibacteriana se
Shigella de Solanum nigrum L. “tomatillo” frente a las P roteus h?us‘?”f: sonnei ATCC basé en el Método de Difusién
0, 2013. oo cepas de Salmonella entérica subsp. entérica EScherichia coli,  25931.Ayacu Indicadores por disco.
ATCC ATCC 14028, Proteus hauseri ATCC 13315, Shigella sonnei.  cho, 2013. « Halos de , Analisis Estadistico:
25931.Ayacu Escherichia coli ATCC 23122, Shigella sonnei 5. Antimicrobian inhibicién .
cho, 20137 ATCC 25931. 0. « Concentracion

6. Antibiotico.

7.Ciprofloxaino

Minima Inhibitoria

* Concentracion
Bactericida
Minima

Los resultados se procesaran en
cuadros mediante el andlisis de

varianza (ANOVA) y
comparaciones multiples de t de
Dunnett con wun nivel de
significancia de 0.05.
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