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.  INTRODUCCION

La infeccion del tracto urinario (ITU) es considerada generalmente como la
existencia de microorganismos patégenos en el tracto urinario con o sin
presencia de sintomas. Se ha determinado que las mujeres jovenes son las
mas afectadas, con una frecuencia de 0,5 a 0,7 % infecciones por afio. Del
total de las mujeres afectadas por una ITU, el 25% al 30% desarrollan
infecciones recurrentes; asi mismo es una de las infecciones mas
frecuentes de la infancia. A los 7 afios, aproximadamente, 8% de las nifias y
2% de los varones han tenido al menos un episodio de ITU. La prevalencia
en el anciano es de 10% a 50% y es moderadamente méas elevada en las

mujeres (Echevarria - Zarate et al., 2006).

Un estudio realizado en el Hospital Provincial Docente Belén de
Lambayeque sobre la incidencia de Escherichia coli productora de
Betalactamasas de espectro extendido (BLEE) como agente de ITU, reveld
gue Escherichia coli es el agente etiologico mas frecuente alcanzando un
porcentaje de 55.1%, de este el 3,67% correspondié a cepas productoras
de Betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Ademas se identificd a
otras especies tales como Staphylococcus coagulasa negativo,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris,

Enterobacter aerogenes y Citrobacter freundii (Huayra, 2008).

Ademas de lo mencionado se tiene referencia que Escherichia coli
causante de ITU presenta un incremento en su resistencia a diversos
antibidticos utilizados rutinariamente en el tratamiento, la misma que supera
el 50 % en pacientes ambulatorios y hospitalizados (Salas, 2006). Durante
los afios del 2010 al 2013, se ejecutd un estudio para determinar la
susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli uropatégena, se encontrd
resistencia a Cefalotina, Cefepime, Tetraciclina, Ciprofloxacino vy
Levofloxacino (p>0,05) y sensibilidad a Ampicilina, Amoxicilina/A.
Clavulanico, Gentamicina y Trimetropim/Sulfametoxazol (p<0,05) (Tucto-
Succhil et al., 2014).



Por otro lado, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido la
importancia de las medicinas tradicionales desde 1975 y se estima que un
80% de la poblacion mundial depende de las plantas para su atencion
primaria de la salud por la creciente insatisfaccion hacia la medicina
convencional, ya sea por la falta de efectividad, por los efectos colaterales
gue provocan el uso de ciertos medicamentos o por su elevado costo.
Debido a la importancia de las plantas medicinales en la salud se considera
su estudio, analisis y utilizacion con el fin de que los beneficios de éstas se

encuentren al alcance de la poblacion (OMS, 2007).

Tropaeolum majus “mastuerzo” perteneciente a la familia Tropaeolaceae,
es una planta medicinal muy utilizada antiguamente, por sus propiedades
antibidticas y balsamicas, las infusiones de las hojas, se utilizan para el
tratamiento en infecciones de las vias urinarias como cistitis y pielonefritis,
en las que actia como un verdadero antibiético bacteriostatico, que impide
la reproduccién de numerosos microorganismos patégenos entre ellos
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Ademas, productos obtenidos
del tallo y la flor se utilizan como aperitivo, digestivo, diurético y anti

fungico (Vasquez et al., 2010).

Experimentalmente se ha evaluado la actividad antimicrobiana de las
fracciones hexdanica, cloroférmica, de acetato de etilo y butandlico
obtenidas a partir de un extracto etandlico de hojas y tallos de Tropaeolum
majus, siendo las dos primeras las que presentaron mayor actividad
antibacteriana frente a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
setubal, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis (Zanetti et
al., 2003). Los mecanismos de resistencia de E. coli pueden presentarse
como alteracion del blanco antimicrobiano o disminucion de la
permeabilidad de la pared por poseer una pequefia capa de peptidoglicano,
la cual es mas sensible (Lizcano & Vergara, 2007). La membrana celular de
Escherichia  coli actta como una barrera para muchas sustancias

medioambientales y antibitticos (Murray et al., 2007).



Las infecciones del tracto urinario (ITUs) constituyen una de las patologias
infecciosas mas frecuentes tanto en la comunidad como en el ambito
hospitalario, siendo el agente causal mas recurrente de estas infecciones el
microorganismo Escherichia coli. En Lambayeque los indices de estas
infecciones bacterianas son altos, por lo que sigue siendo un problema en
la sociedad por causar ausentismo laboral y escolar y, gasto econémico
para su tratamiento. Asi mismo es importante mencionar que el agente
etiolégico mencionado presenta resistencia bacteriana a diversos
antibidticos por varios factores, sobre todo la automedicacion que ha
permitido el rapido desarrollo y dispersion de mecanismos de resistencia

haciendo que los antimicrobianos sean obsoletos o tengan uso limitado.

Estudios en los que se ha demostrado que existen diferentes plantas que
inhiben a diversos microorganismos, pero no se han encontrado estudios
gue demuestren que Tropaeolum majus “mastuerzo” tenga efecto inhibitorio
sobre microorganismos causantes de infecciones del tracto urinario, esto
como consecuencia de que se considera mas a Tropaeolum majus
“‘mastuerzo” como una planta que se cultiva como ornamental que como
planta medicinal para el tratamiento de diversas infecciones, entre ellas las
infecciones del tracto urinario frecuentemente causadas por Escherichia

coli.

Por tanto, el presente estudio demostré bajo condiciones controladas de
laboratorio, el efecto inhibitorio del extracto etandlico de Tropaeolum majus
“mastuerzo” a diferentes concentraciones sobre Escherichia coli aislada de
pacientes con ITUs, contribuyendo de esta manera con el conocimiento
cientifico de las propiedades antimicrobianas de dicha planta, se pretende
también incentivar la realizacion de nuevos estudios destinados a la
elaboracion de productos farmacéuticos con la planta, eficaces para el
tratamiento de infecciones urinarias y que sean productos accesibles a

personas de bajos recursos econémicos.



Finalmente valorar la planta como un recurso natural de la zona de
Lambayeque, cuyos resultados evidencian la capacidad del mastuerzo para
inhibir el crecimiento de una amplia gama de microorganismos. Por todo
ello se realizo el presente trabajo que tiene como objetivo general Conocer
el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de Tropaeolum majus
“mastuerzo” sobre Escherichia coli aislada de pacientes con infecciones del

tracto urinario y como objetivo especifico:

- Determinar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de
Tropaeolum majus “mastuerzo” a concentraciones de 30%, 40% y
50% sobre Escherichia coli aislada de pacientes con infecciones del

tracto urinario.



ll.  ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Las infecciones de las vias urinarias son un proceso ocasionado por la
colonizacion bacteriana del aparato urinario, la mayoria de ellas son causadas
por bacilos gramnegativos de la familia enterobacteriaceae, tales como
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter
cloacae (Garcia & Picazzo, 1996), todas generalmente provienen de la flora
colonica y Escherichia coli es el principal agente de la forma aguda no
complicada de ITU. Otras bacterias incluyen Estreptococos del grupo B y raras
veces Staphylococcus saprophyticus y Haemophilus influenzae (Durbin &
Meter, 1984). El espectro de los agentes etioldgicos de ITU depende en gran
parte, si la infeccion es de origen comunitario o nosocomial. Por otro lado,
existen diferentes factores por los cuales los microorganismos, principalmente
bacterias de la flora intestinal del mismo individuo, pueden llegar a colonizar y
provocar un cuadro inflamatorio en diferentes sitios anatomicos del tracto
urinario (Zamora & Ortiz, 2002).

Datos epidemiolégicos en el Pera revelaron que Escherichia coli aisladas de
muestras de orina de pacientes comunitarios, sospechosos de tener una ITU,
tuvieron una resistencia significativa a betalactdmicos como: ampicilina 72%,
cefalotina 25% y amoxicilina/acido clavulanico 35% y también a las quinolonas

como el 4cido nalidixico y la ciprofloxacina 30% (INS, 2007).

Asimismo se realiz6 una investigacion en el Hospital Regional Sanidad PNP-
Chiclayo, en la cual se analizaron 295 muestras de orina de pacientes
ambulatorios con diagndstico presuntivo de ITU, se identifico a Escherichia coli
66,02 % cuyo espectro antimicrobiano determind resistencia frente a
ciprofloxacino 55,88%, norfloxacino 54,41% vy trimetropin — sulfametoxazol
58,82% (Salas, 2006).



Tropaeolum majus “mastuerzo” es originaria del Peru, crece como planta
cultivada en los jardines de costa sierra y selva. Es una planta herbacea,
anual, postrada o trepadora, algo carnosa, con hojas orbiculares, con peciolos
largos y peltados; flores vistosas, solitarias, amarillas, anaranjadas o rojizas
(Font Quer, 1981). Desde la antigiedad empiricamente se han utilizado las
flores, hojas y frutos para el dolor de cabeza, afecciones de la piel,
expectorante, sedante, bronquitis, gripe e infecciones de las vias urinarias
(Arellano, 1992). El mastuerzo es una de las pocas plantas superiores capaces
de producir una sustancia con accion antibidtica que no destruye la flora
bacteriana propia, ni tampoco provoca reacciones alérgicas (Imafia et al.,
1996).

Se estudié la fitoquimica de Tropaeolum majus encontrdndose entre los
fitocontituyentes: flavonoides (Quercetrinalso y el aceite esencial), componente
azufrado (tropaeolina), compuesto sulfurado (thioglucésido de tropaeolina),
triterpenos (Cucurbitacina B, Cucurbitacina D y Cucurbitacina E), el
sesquiterpeno Xanthosina, taninos, alcaloides y saponinas (Benites &
Roubella, 1994). De ellos, Glucotropaeoldsido se descompone en isocianato
de bencilo o glucotropaeolina que posee propiedades antibidticas y
expectorantes. (Nanzi, 2010), los flavonoides tienen actividad antimicrobiana
debida a la formacién de complejos con las proteinas solubles y extracelulares
de los microorganismos (Domingo & Lépez, 2003); los taninos pueden prevenir
la expresion de las fimbrias de E. coli (Araujo & Salas, 2008).Por otro lado se
estudio la variabilidad de la biosintesis de benzil-glucosinolato en Tropaeolum
majus, encontrandose que dicha sintesis se incrementa durante el proceso de
floracion y de formacion de la semilla, decreciendo en la marchites (Lykkesfeldt
& Lindberg,1993).



Se estudio la accidn inhibitoria in vitro del extracto etandlico de Tropaeolum
majus, demostrandose que tanto las hojas, flores y frutos presentan
propiedades antibacterianas y antifingicas; asimismo se determiné que los
frutos tuvieron una mayor actividad inhibitoria significativamente mayor a la de
hojas y flores.Se determin6 que los extractos de frutos y flores de Tropaeolum
majus “mastuerzo” a una CMlio de 0,2 mg/ml inhibieron a Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae. Teniendo como referencia que la
CMli00 del extracto de ajo (Allium sativum) para Escherichia coli es de 10
mg/ml, se dedujo que el extracto de Tropaeolum majus “mastuerzo” fue mas

efectivo para las especies bacterianas. (Arrascue & Zuta, 1996).



Il. MATERIALES Y METODOS

1. POBLACION Y MUESTRA
El tamafio de la muestra fue 15, determinado por 5 cepas de Escherichia
coli sometidas a 3 concentraciones (30%, 40%, 50%) del extracto etanolico
de Tropaeolum majus “mastuerzo” y 9 repeticiones por cada interaccion, el

numero total de observaciones fue de 135 unidades experimentales.

2. MATERIAL BIOLOGICO
2.1.Material botanico
v/ Extracto etandlico de Tropaeolum majus “mastuerzo”.
2.2. Material biolégico
v' Cinco cepas de Escherichia coli aisladas de pacientes con infecciones
del tracto urinario identificadas como: E. coli c1, E. coli c2, E. coli c3,

E. colicd y E. coli c5.

3. METODOS
3.1Lugar de muestreo
Las ramas de Tropaeolum majus “mastuerzo” procedentes de Chota, se
adquirieron en el mercado modelo de Chiclayo. De las ramas se
obtuvieron las hojas para dicho estudio (Fig. 1).

Figura 1: Tropaeolum majus "‘mastuerzo”



3.2 Aislamiento e identificacién de Escherichia coli en infecciones
del tracto urinario.
A. Aislamiento de Escherichia coli en infecciones del tracto

urinario (Sacsaquispe & Ventura, 2001).

v" En un envase de plastico (200 cc.) nuevo, limpio, de boca ancha y tapa
rosca; se obtuvieron las muestras de orina por el método de chorro
medio, previa entrevista con aquellos pacientes que presentaron
sintomatologia como frecuencia de orinar, ardor y dolor al orinar fiebre
escalofrio, etc.

v’ Las muestras se sembraron con un asa bacterioldgica calibrada
esterilizada, mediante el método de agotamiento y estria sobre placas
con agar MacConkey, y se incubaron a una temperatura de 37°C por 24
horas (Fig. 2).

Figura 2: Cultivo de Escherichia coli en Agar MacConkey a las

24 horas de incubacion.

B. Identificacién de Escherichia coli en infecciones del tracto
urinario (Sacsaquispe & Ventura, 2001).

v' Se identificaron las colonias sospechosas de Escherichia coli (lactosa
positiva) para proceder a la siembra por estria en los medios
diferenciales (TSI, LIA, citrato, SIM, Rojo de metilo, Voges Proskawer )
los cuales se incubaron a una temperatura de 37°C por 24 horas.

v' Transcurrido el tiempo se procedi6 a la lectura de los medios

diferenciales.



3.3Determinacion del efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico
de Tropaeolum majus “mastuerzo” a concentraciones de 30%,
40% y 50% sobre Escherichia coli aislada de pacientes con
infecciones del tracto urinario.
A. Tratamiento y obtencion del extracto etandlico de

Tropaeolum majus “mastuerzo”.

a. Tratamiento (Cobefias & Ramos, 1998).

- Las hojas frescas de Tropaeolum majus “mastuerzo” se
procesaron usando guantes esterilizados y se colocaron en un
recipiente limpio para ser lavados con abundante agua.

- Después se procedio a la desinfeccion con bicloruro de
mercurio al 1% por un minuto, luego se elimind el exceso de
desinfectante lavando las hojas con abundante agua destilada
estéril (Fig. 3).

Figura 3: Lavado y desinfeccion de las hojas de
Tropaeolum majus "mastuerzo”
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b. Obtencion del extracto puro (Arellano, 1992).

- Después del tratamiento las hojas de Tropaeolum majus
‘mastuerzo” fueron  trituradas en un mortero estéril, se
exprimieron en una gasa fina esterilizada, el producto obtenido

fue el extracto puro de Tropaeolum majus “mastuerzo” (Fig. 4).

Figura 4: Obtencién del extracto puro de Tropaeolum majus
“mastuerzo”.

B. Preparacion de Soluciéon Madre del extracto etandlico de
Tropaeolum majus “mastuerzo” (Cobefias & Ramos,
1998).

- En un recipiente esterilizado se coloc6 50 mL de extracto puro
de Tropaeolum majus “mastuerzo” al cual se le adicion6 50 mL
de alcohol al 75%.

- De esta manera se obtuvo una solucién madre que contiene
50% v/v y a partir de ella se obtuvieron diluciones a diferentes

concentraciones.
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Figura 5: Flujograma para la obtencion del extracto etandlico de
Tropaeolum majus "Mastuerzo™.
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C. Obtencibn de las concentraciones del extracto
etandlico de Tropaeolum majus “mastuerzo” (Cobenas &
Ramos, 1998).

- Partiendo del hecho de que la solucion madre contiene 50% vi/v,
se procedid a realizar diluciones obteniendo concentraciones de
30, 40, 50% v/v. Tomando un volumen de la solucion stock y
completando con agua destilada estéril, como se aprecia mas
adelante en el cuadro de concentraciones de extracto puro de
Tropaeolum majus “mastuerzo” obtenidos a partir de la solucién
Stock y el diluyente (Figura 6).

Figura 6: Obtencion de las concentraciones 30%, 40% y 50% del

extracto etandlico de Tropaeolum majus “mastuerzo”.

- Concentraciones de extracto puro de Tropaeolum majus

“mastuerzo” obtenidos a partir de la solucién Stock y el diluyente.

Soluc. Stock Diluyente Concentracion
(mL) (mL) (%v/v)
6 4 30
8 2 40
10 0 50
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D. Efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de

Tropaeolum majus “mastuerzo.”

e Preparacion y estandarizacion de la suspension
bacteriana.

- Las cepas de Escherichia coli se sembraron en caldo nutritivo y
se incubaron a una temperatura de 37°C por 24 horas.

- La estandarizacion de la suspension bacteriana se realizo
segun el método descrito por la Sociedad Espafola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica y la densidad
poblacional es igual al tubo N° 0.5 del Nefelometro de Mac
Farland (1.5 x 108 bacterias/mL), para lo cual se emple6 como
control el método cuantitativo en placa (DIFCO, 1987).Fig. 7

Tubo
N° 0.5

Cepa
E.coli

Figura 7: Densidad poblacional de la cepa de Escherichia coli igual al tubo
N° 0.5 del Nefelémetro de Mac Farland (1.5 x 102 bacterias/mL), por el
método cuantitativo en placa.
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e Preparacion de discos de susceptibilidad

Se utilizé papel Whatman N°01 del cual se obtuvieron discos de
5 mm de diametro con ayuda de un perforador.

Los discos se colocaron dentro de tubos de ensayo y fueron
esterilizados en autoclave (15 Lb. de presion a 121°C por 15
minutos).

Se dejaron secar en horno a 60°C por 24 horas.

Posteriormente los discos se embebieron con cada una de las
concentraciones del extracto etandlico de Tropaeolum majus
“‘mastuerzo” a 30, 40 y 50% vl/v, se dejaron en reposo por 5

minutos para luego realizar la prueba de susceptibilidad.

e Prueba de susceptibilidad bacteriana segun el método
modificado de difusiéon de Kirby Bauer (Kinsbruy
et al., 1991).

- En placas petri previamente esterilizadas se sirvi6 10 mL. de
agar Muller Hinton, se dejo solidificar y se realizé el control de
esterilizacion llevandolas a incubacion a 37 °C por 24 horas.

- Se introdujo el hisopo esterilizado dentro del indculo
estandarizado, eliminando el exceso por rotacion firme contra
la pared interna del tubo.

- El in6culo se sembrd superficialmente por estria en tres
direcciones diferentes, con el fin de cubrir toda la superficie
del agar, luego se dejé secar durante cinco minutos y se
colocaron los discos impregnados con el extracto etandlico de
Tropaeolum majus “mastuerzo”a una distancia de 15 -20mm.

- Posteriormente se llevaron las placas a incubacion a 37°C/24
horas. Transcurrido el tiempo se midieron los halos de
inhibicion (mm), registrando la medida para cada una de las

cepas.
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4. Analisis Estadistico de los Datos

Contrastacion de hipétesis del presente estudio Efecto inhibitorio in
vitro del extracto etandlico de Tropaeolum majus “mastuerzo” sobre
Escherichia coli aislada de pacientes con infecciones del tracto

urinario fue el estimulo creciente (Alvitres, 2000).

Para el andlisis estadistico de los datos se aplicé el Andlisis de
Varianza (ANAVA) con arreglo factorial 3 x 5 x 9 siendo el primer
factor las concentraciones del extracto etandlico de Tropaeolum majus
“mastuerzo” (30, 40, 50 %), el segundo factor las cepas bacterianas
(Escherichia coli), y el tercer factor el nUmero de repeticiones. Este
analisis se complementd con la prueba de significancia de Tukey con
un nivel de significacion p<0,05.Para todo ello se utilizé el software

estadistico: Estadistica version 5y Ms Excel 2007 (Fig. 8).

o
Bl = =5 = =
f_H{ A N ¥ A ¥
HEE BEEN EEE m
EEE BB EEE N
. BHAE RER REE B

Figura 8: Disefio experimental para la determinacion del efecto inhibitorio in
vitro del extracto etandlico de Tropaeolum majus “mastuerzo” sobre

Escherichia coli aislada de ITU.
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V. RESULTADOS

4.1. Efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de Tropaeolum majus
“mastuerzo” sobre Escherichia coli aislada de pacientes con Infecciones
del Tracto Urinario.

El extracto etandlico de Tropaeolum majus causo inhibicidén del crecimiento de
Escherichia coli, la medida de los diametros de los halos de inhibicion

aumentaron conforme las concentraciones del producto se incrementaron.

En la tabla 1 y figura 9 se observa el tamafio promedio de los diametros de los
halos de inhibicion producidos por las concentraciones de Tropaeolum majus
sobre la cepa, a la mayor concentracion del extracto (50%) se obtuvo un halo

promedio de 26.55 mm.

Tabla 1: Promedio del halo de inhibicion (mm) de Escherichia coli por el efecto del
extracto etandlico de Tropaeolum majus “mastuerzo”.

Concentracion de la solucion Halos de inhibicion (mm)
(%v/iv)
Escherichia coli
30 20.11
40 23.57
50 26.55

control ‘

Figura 9: Halos de inhibicién del crecimiento de E. coli aislada de ITU por efecto del
extracto etandlico de Tropaeolum majus “mastuerzo” a diferentes
concentraciones.
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El analisis de varianza (ANAVA), mostré que existen diferencias estadisticas
significativas entre los halos de inhibicibn (mm) obtenidos segun cepa y
concentracion para la interaccion entre dichos factores (CxK) existen diferencias

significativas (Tabla 2).

Tabla 2: Analisis de Varianza de los promedios de los halos de inhibicion (mm) de
Escherichia coli por el efecto del extracto etandlico de Tropaeolum majus

“mastuerzo”.

Hipotesis:
Cepas: Ho:
E.colil=E. coli2 =E. coli3=E. coli4 =E. coli 5
Concentraciones:
Ho: = K30 = K40 = K50
Interacciones:

Ho: Hay efecto de interacciones entre CxK.

Fuente de SC GL CM F P Ft Decision
Variacion 0.05
Cepas (C) 88.75 4 22.08 21.07 0.000000 2.447 Rechaza Ho
Concentracion(K) 936.24 2 468.12 446.61 0.000000 3.072 Rechaza Ho
CxK 42.43 8 5.30 5.06 0.000020 2.016 Rechaza Ho
Error 125.78 120 1.05
Total
SC=Suma de cuadrados CM= Cuadrados medios
GL= Grados de libertad P= Probabilidad

La prueba de significancia de Tukey para los promedios de los halos de inhibicion
de Escherichia coli obtenidos después de la prueba de sensibilidad bacteriana
demostré el efecto inhibitorio del extracto etandlico de Tropaeolum majus
“mastuerzo’sobre cada especie. Se observa que el promedio de halo de inhibicion
mas alto y mas bajo pertenecio a las cepas de E.coli 3 (24.07470mm) y E. coli 5
(21.85185mm) respectivamente, mientras la cepas E. coli 2 (23.77778), E.coli 1
(23.44444) y E.coli 4 (23.92593) presentaron un promedio de halo similar. (Tabla
3)
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Tabla 3: Prueba de significancia de Tukey (0.05) del promedio de halo de
inhibicion de las cepas Escherichia coli por el efecto del extracto

etandlico de Tropaeolum majus “mastuerzo”.

CEPAS Promedio de halo de Significancia
inhibicion (mm)

E.coliC5 21.85185 a

E.coliC1 23.44444 b
E.coliC2 23.77778 b
E.coliC4 23.92593 b
E.coliC3 24.07407 b

Letras diferentes # diferencia significativa Letras iguales = no hay diferencias significativas

Estadisticamente se demostrd, a través de la prueba de Tukey que el promedio de
los halos de inhibiciébn de Escherichia coli aislada de infecciones del tracto urinario
expuestos a las diferentes concentraciones del extracto etanélico de Tropaeolum
majus “mastuerzo” (30, 40 y 50 % v/v), aumentd a medida que se incremento las
concentraciones, asi a las concentracion de 30% v/v y 50 % v/v se observo un
halo de inhibicion de 20.1111 y 26.55556 mm respectivamente (Tabla 4).

Tabla 4: Prueba de significancia de Tukey (0.05) de Escherichia coli por el efecto
del extracto etandlico de Tropaeolum majus “mastuerzo” segun
concentraciones del extracto.

Concentraciones | Promedio del halo Significancia
(mm)
HA-30 20.11111 a
HA-40 23.57778 b
HA-50 26.55556 c

HA: Extracto etandlico. Letras diferentes = diferencia significativa

19



Los promedios de halo de inhibicion demuestran que la cepa mas resistente
fue E. coli C5 presentando halos de inhibicion de 18.77 vy la cepa mas
sensible fue E. coli C2 con un promedio de halo de inhibicion de 27.33mm. A

las concentraciones de 30 y 50% v/v respectivamente. (Tabla 5).

Tabla 5: Prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de halos de
inhibicibn de Escherichia coli por el efecto del extracto etandlico de
Tropaeolum majus “mastuerzo” segun interaccion concentraciones del
extracto y cepas.

CEPA CcC HALO 1 2 3 4 5 6 7 8
C5 30 18.77778 a
C2 30 19.44444 a b
C1l 30 20.22222 a b c
C4 30 20.88889 b ¢
C3 30 21.22222 c
C5 40 21.33333 c
C1l 40 23.11111 d
C4 40 24.00000 d e
Cc2 40 24.55556 d e f
C3 40 24.88889 e f
C5 50 25.44444 e f ¢
C3 50 26.11111 f g h
C4 50 26.88889 g h
C1l 50 27.00000 g h
Cc2 50 27.33333 h
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V. DISCUSION

La presente investigacion constituye la primera en el departamento de
Lambayeque en estudiar el efecto inhibitorio in vitro de Tropaeolum majus
“mastuerzo” en extracto etandlico a concentraciones de 30, 40 y 50% v/v sobre
Escherichia coli aislada de pacientes con infecciones del tracto urinario. Dicha
bacteria es una de las aisladas frecuentemente de ITUs (Zamora & Ortiz, 2002;
Huayra, 2008) debido a la predisposicion de los pacientes a la infeccion, ya sea
por razones anatomicas como ocurre en las mujeres en las que el tracto
urinario esta mas cercano al tracto entérico o por hébitos higiénicos como
sucede con los nifios principalmente. La etiologia de la ITUs por E. coli se
complica con la elevada y cada vez mas creciente resistencia de la bacteria a
los principales antimicrobianos utilizados en el tratamiento de la infeccion
(Salas, 2006; INS, 2007; Tucto-Succhil et al., 2014).

A pesar de las aplicaciones de Tropaeolum majus “mastuerzo”, son pocos los
estudios realizados al respecto (Vasquez et al., 2010). Los resultados de este
trabajo demostraron que el extracto etandlico de hojas de “mastuerzo” tiene
actividad antimicrobiana contra E. coli debido al contenido de flavonoides,
compuestos azufrados, terpenos, taninos, alcaloides y saponinas en dichas
plantas (Benites & Roubella, 1994; Nanzi, 2010; Vasquez et al., 2010), los
tres Ultimos por sus propiedades astringentes y de alteracion de la tensiéon
superficial de los fosfolipidos presentes en gran cantidad en las membranas
celulares bacterianas y, en mayor concentracion, en E. coli que por ser Gram
negativa tiene una capa adicional de fosfolipidos en la membrana externa de

su pared celular.
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Los taninos pueden prevenir la expresion de las fimbrias de E. coli segun
Araujo & Salas, 2008, por lo que para esta bacteria representaria una
limitacion al su poder infectivo ya que no podria adherirse a superficies como a
las mucosas del tracto genitourinario en consecuencia no de desarrollaria la
colonizacion. Los flavonoides por su parte, poseen actividad antimicrobiana
debida a la formacion de complejos con las proteinas solubles y extracelulares
de los microorganismos (Domingo & Lopez, 2003), esto en E. coli
representaria la formacion de complejos insolubles con proteinas
transportadoras o con los sideroforos de fierro, por tanto se limita la nutricion y

el metabolismo respiratorio.

Uno de los principales mecanismos propuesto por los terpenoides consiste en
la destruccion de la membrana celular bacteriana mediante tres posibles vias:
aumentando la permeabilidad de la membrana a iones pequefios, afectando la
estabilidad estructural de la membrana y desestabilizando el empaquetamiento
de la bicapa lipidica, cualquiera de estos tres efectos produce la muerte celular
bacteriana. Asi mismo, los polifenoles (flavonoides, triterpenos,
sesquiterpeno) ademas de lo expresado anteriormente, tienen mecanismos
de accion contra los microorganismos, como la inhibicion de la produccién de
acidos y de la enzima glucosiltransferasa, lo que podria explicar su accion
contra Escherichia coli, debido a que es ésta enzima producida por la bacteria
es la responsable de las interacciones adhesivas y expresion de la virulencia.
Por tanto, sus efectos y consecuencias para E. coli seran las descritas

anteriormente.
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En el presente estudio se determind estadisticamente que el efecto inhibitorio
de “mastuerzo” es dependiente de la cepa de Escherichia coli, lo que
concuerda con los resultados de Arrascue & Zuta (1996). Tropaeolum majus
“mastuerzo”, como ya se ha afirmado influye en el crecimiento de la bacteria,
explicado esto en el grado de solubilidad del extracto etandlico en la bicapa
fosfolipidica de la membrana celular, afectando no solo dicha estructura sino
también las proteinas solubles y extracelulares bacterianas; sin embargo tal
efecto depende de la cantidad de producto que atraviese la capa de
lipopolisacérido (LPS) indirectamente por el crecimiento en la superficie
bacteriana, la misma que puede variar segun la virulencia de la cepa de
Escherichia coli, asi a mayor cantidad de LPS mayor virulencia y mayor
resistencia de la bacteria al producto, el mismo que no puede atravesar la

pared celular ni llegar a la membrana celular (Domingo & Lopez, 2003).

También se encontr6 dependencia estadisticamente significativa entre el
efecto inhibitorio y la concentracion del producto, explicado en la relacion
directamente proporcional entre cantidad de producto y cantidad de principio
activo, a mayor cantidad de extracto etandlico de mastuerzo, mayor cantidad
de polifenoles (flavonoides, triterpenos, sesquiterpeno) y otros principios
activos que dafian a la bacteria. Todo esto sumado a lo anteriormente
mencionado permiten afirmar que la estructura celular de las cepas
bacterianas en estudio, los mecanismos en el proceso de difusion de los
compuestos quimicos y la composicion quimica del extracto etandlico,
determinan el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de Tropaeolum

majus “mastuerzo” sobre Escherichia coli.
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Existe concordancia entre los resultados del presente estudio con los
obtenidos por Arrascue & Zuta (1996), que demostré el efecto inhibitorio del
extracto etandlico de T. majus, sobre E. coli, Proteus vulgaris y Klebsiella
pneumoniae y con Zanetti et al. (2003), quienes evaluaron la actividad
antimicrobiana de diferentes extractos de T. majus frente a E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella setubal, S. aureus y S. epidermidis; sin embargo el
efecto fue mayor que el obtenido en ésta investigacion; al respecto es posible
gue la diferencia se deba a la parte de la planta y a los solventes utilizados,
mientras que en éste estudio se usé alcohol y hojas de “mastuerzo”, los
primeros autores emplearon hojas, flores y frutos y los segundos usaron
hexano, cloroformo, acetato de etilo y butandlico y hojas y tallos de la planta.
Como es sabido, los diversos solventes extraen diferentes principios y en
cantidades diferentes que repercute en el efecto del producto, lo mismo ocurre
con las diferentes partes de la planta; a esto debe adicionarsele la etapa vital
de la planta ya que la sintesis de principios activos se incrementa durante el
proceso de floracion y de formacién de la semilla, decreciendo en la marchites
(Lykkesfeldt & Lindberg, 1993).

Finalmente el extracto etandlico de Tropaeolum majus “mastuerzo” utilizado a
diferentes concentraciones actu6 directamente sobre las cepas de Escherichia
coli evidenciandose esto en la obtencion de los halos definidos que facilitaron
la lectura de los didmetros. Asi mismo el efecto es dependiente de la
composicién quimica presente en el extracto etandlico, la estructura celular de
las cepas bacterianas en estudio y los mecanismo en el proceso de difusion de
los compuestos quimicos hacia la célula bacteriana. Con este resultado se
puede valorar la planta como un recurso medicinal accesible a personas de

bajos recursos econdémicos eficaz para el tratamiento de infecciones urinarias.
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VI. CONCLUSIONES

» El extracto etandlico de Tropaeolum majus “mastuerzo” tiene efecto
inhibitorio in vitro sobre Escherichia coli, el cual es estadisticamente

dependiente de la cepa de E. coliy de las concentraciones del extracto.

> El extracto etandlico de Tropaeolum majus “mastuerzo” a
concentraciones de 30% v/v inhibi6 a Escherichia coli, con halos de
inhibicién de 20.11 mm, a 40% v/v con halos de 23.47 mmy a 50 % v/v

26.55 mm. halos de inhibicion.
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VIl.  RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto inhibitorio in
vitro del extracto etanolico de Tropaeolum majus “mastuerzo” a
concentraciones de 30%, 40% y 50% sobre Escherichia coli aislada de
pacientes con infecciones del tracto urinario. Se trabajé con 5 cepas de
Escherichia coli, 3 concentraciones (30%, 40%, 50%) del extracto etandlico
y 9 repeticiones por cada interaccion, el numero total de observaciones fue
de 135 unidades experimentales. La identificacion de E. coli se re realizd
segun la metodologia de Sacsaquispe y Ventura, 2001 y para la
determinacion del efecto inhibitorio se utilizd el método modificado de
difusién de Kirby Bauer (Kinsbruy et al., 1991). El extracto etandlico de
Tropaeolum majus “mastuerzo” a concentraciones de 30%, 40% y 50%
produjo halos de inhibicion promedios de 20.11, 23.57 y 26.55 mm en las
cepas de Escherichia coli. Se concluye que el extracto etandlico de
Tropaeolum majus “mastuerzo” tiene efecto inhibitorio in vitro sobre
Escherichia coli, el cual es estadisticamente dependiente de la cepa de E.

coli y de las concentraciones del extracto.
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VIll.  RECOMENDACIONES

Realizar estudios de sensibilidad de diferentes extractos (acuosos,
cloroférmicos, metandlicos, etc) de mastuerzo con otros microorganismos

de importancia clinica, tanto Gram positivos como Gram negativos.

Investigar diferentes plantas medicinales con propiedades antibacterianas
incluido el mastuerzo para evaluar su toxicidad para asi ampliar el
conocimiento de la fitoterapia y a la vez brindar una alternativa econémica

para los problemas de salud.
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X.  ANEXOS.

Anexo 1: Clasificacién taxondmica de Tropaeolum majus “mastuerzo”

v' Reino:  Plantae

v Divisién: Magnoliophyta
v' Clase: Magnoliopsida
v' Orden: Brassicales

v' Familia: Tropaeolaceae

v' Genero: Tropaeolum

v' Especie: Tropaeolum majus L.

Anexo 2: Promedio de halo de inhibicién de Escherichia coli por el efecto del
extracto etandlico de Tropaeolum majus “mastuerzo
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Anexo 3: Promedio de halos de Escherichia coli segun las concentraciones

del extracto etandlico de Tropaeolum majus “mastuerzo”.
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Anexo 4: Efecto inhibitorio in vitro del extracto etanolico de Tropaeolum
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Anexo 5: Efecto inhibitorio in vitro del extracto etanolico de Tropaeolum

majus “mastuerzo” sobre Escherichia coli.
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Anexo 6: Entrevista a los pacientes con sintomatologia de infeccion
urinaria.

Efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de Tropaeolum majus
“mastuerzo” sobre Escherichia coli aislada de pacientes con Infecciones del
Tracto Urinario.

ENTREVISTA DE PACIENTES

NOMBRE: EDAD: FECHA: 09/11/15

1. ¢Tiene mas de 5 dias con sintomas de dolor al miccionar?

Si No

2. ¢Dolor de espalda?

Si No

3. ¢Siente ardor al orinar?

Si No

4. ¢ Fiebre baja? (en algunas personas)

Si No

5. ¢sintomas mayores a 10 dias?

Si No

o

¢,Dolor abdominal muy fuerte? (algunas veces)

Si No
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7. ¢Primera Muestra recogida de la mafiana? 6: 00 am. (aprox.)

Si No

8. ¢Ha sido diagnosticado con ITU?

Si No

9. ¢Alguna vez ha tomado un remedio casero preparado con plantas? ¢qué

planta(s)?

“"SI” NOMBRE DE LA PLANTA(S)

“NO” >

RESPONSABLES DE LA ENCUESTA!

e ESTRADA ROMERO JEAN ANTONY
e TENORIO PIZARRO ANTHONY EDDIE
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