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RESUMEN

Las infecciones bacterianas son causantes de morbilidad y mortalidad. En la actualidad
las bacterias han creado resistencia a los antibacterianos, es por este motivo que es
necesario buscar nuevas alternativas de tratamiento en las plantas. Objetivos. Determinar
el efecto antibacteriano del extracto puro de Croton lechleri Miill. Arg frente a
Staphylococcus aureus ATCC 43300. Materiales y métodos. Por el método de la
macrodilucion se determind el efecto antibacteriano de la planta a diferentes
concentraciones del extracto (30%, 32%, 34%, 37%, 40%, 43%, 47%, 52%, 58%,
66%,77%, 91% y 100%), frente al Staphylococcus aureus, realizandose seis repeticiones
y sembrandose cada una en placas Petri para determinar el efecto bacterioestatico o
bactericida, y el porcentaje de efecto de inhibicion bacteriana. Tratamiento estadistico.
Las diferencias entre los tratamientos fueron fijados mediante ANOVA y Test de Fisher.
Resultados. El extracto puro de Croton lechleri Miill. Arg mostré efectos antibacterianos
frente al Staphylococcus aureus ATCC 43300 a concentraciones mayores del 77%.
Conclusion. El extracto puro de Croton lechleri Miill. Arg posee efecto bactericida frente
al Staphylococcus aureus ATCC 43300 que se pueden evidenciar con concentraciones

mayores a 77% y presenta un porcentaje de inhibicion total entre el 91% hasta el 100%.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, Croton lechleri, sangre de dragon, efecto

antibacteriano.



ABSTRACT

The bacterials infections are causing morbility and mortality, now a days the bacterias
have created resistance against antibacterials, this is the reason it is necessary to search
new alternatives of treatments in plants. Objectives. Determine the antibacterial effect of
the pure extract of Croton lechleri Miill. Arg against Staphylococcus aureus ATCC
43300. Materials and methods. By the macrodilution method has determined the
antibacterial effect of the plant with different extract’s concentrations (30%, 32%, 34%,
37%, 40%, 43%, 47%, 52%, 58%, 66%,77%, 91% and 100%), against Staphylococcus
aureus, making six repetitions and bresprent each one on petri plates to determinate the
bactericide or bacteriostatic effect, and the percentage of inhibition. Statistical
treatment. The differences between the treatments using ANOVA, Fisher's Test, Duncan
and Tukey. Results. The pure extract of Croton lechleri Miill. Arg showed antibacterials
effects against Staphylococcus aureus ATCC 43300 at concentrations higher than 77%.
Conclusions. The pure extract of Croton lechleri Miill. Arg possess bactericide effects
against Staphylococcus aureus ATCC 43300 witch concentrations higher than 77% and
has an total inhibition percentage between 91% to 100%.

Key words: Staphylococcus aureus, Croton lechleri, dragon’s blood, antibacterial effect.
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1. INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del problema

Las infecciones bacterianas pueden causar morbilidad y mortalidad a los animales de
compaiiia y los de abasto, ademads, de representar un riesgo zoondtico al poder contagiar
a las personas que estan a su alrededor que suelen ser los propietarios incluso los mismos

médicos veterinarios y médicos humanos tratantes (Rios et al., 2015).

El Staphylococcus aureus es una bacteria coagulasa positiva con capsula (mecanismo por
el cual evita la fagocitosis), pared celular y no esporulada. Esta bacteria forma parte de la
microbiota de la piel y mucosas nasales tanto de los humanos como de los animales
mamiferos y aves, causando infecciones oportunistas cuando hay algin proceso viral o
inmunodeficiente. Posee dos mecanismos de patogenicidad celular: por enzimas y por
toxinas. Pueden llegar a causar infecciones supurativas en la piel, infectar tejidos blandos,
tejido dseo, septicemias e intoxicaciones alimentarias (Gentilini, 2007; Rios et al., 2015;
Cervantes-Garcia, Garcia-Gonzalez, & Salazar-Schettino, 2014; Murray, Rosenthal, &

Pfaller, 2014; Brooks, Carroll, Butel, Morse, & Mietzner, 2014).

A lo largo de los afios por un mal uso de antimicrobianos ante infecciones producidas por
el Staphylococcus aureus, éste ha generado mecanismos de resistencia contra diferentes
grupos de antimicrobianos (aminoglucdsidos, macrolidos, betalactamicos, tetraciclinas y
quinolonas), de los cuales los mas conocidos son la inactivacion enzimatica,
modificaciones en el sitio blanco y alteraciones de la permeabilidad, con los cuales

pueden inhibir la accion de los antimicrobianos (Seija, 2006).

El uso de plantas medicinales se remonta desde las antiguas civilizaciones, en donde se
hacian preparaciones con diferentes partes de la planta para la cura de diversas
enfermedades, entre ellas frente a infecciones bacterianas. Se ha descubierto que ciertas
plantas medicinales poseen propiedades antisépticas y antimicrobianas, y es asi como en
la actualidad se estan usando como alternativas terapéuticas en infecciones con bacterias

de cepas multiresistentes (Ferreira, 2010).



En Latinoamérica una de las plantas medicinales que actualmente se estd empezando a
usar para el tratamiento terapéutico de infecciones bacterianas con cepas multiresistentes
es la sangre de dragon (Croton lechleri Mull Arg), que ha demostrado poseer propiedades
antimicrobianas por la actividad en conjunto que tienen sus metabolitos secundarios tales
como los terpenoides, flavonoides, leptinas, entre otros; los cuales pueden llegar a
concentraciones adecuadas al sitio de accion y obtener asi buenos resultados (Ramirez,

2003).

1.2. Justificacion del problema

Actualmente la existencia de cepas resistentes de Staphylococcus aureus es un problema
de importancia mundial, pues afecta a animales de abasto, el cual tiene un gran impacto
econdmico sobre todo para el control de mastitis bovina, en donde cada vez es mas dificil

instaurar una terapia antimicrobiana para poder eliminar la infeccion (Pellegrino, et al.,

2011).

La salud humana puede estar también comprometida al haber Staphylococcus
(microorganismo resistente) en la carne de animales que se consumen y que estan
envenenadas con toxinas y enzimas extracelulares al haber estado enfermos con
infecciones supurativas como mastitis, artritis, infecciones urinarias, neumonia,
bacteremia nosocomial y heridas post operatorias; en estos casos los humanos pueden

llegar a contraer microorganismos resistentes a ciertos antimicrobianos (Lee, 2003).

En Sudamérica se estan haciendo estudios sobre el uso de las plantas medicinales como
tratamiento a enfermedades infecciosas, una de las plantas es la sangre de dragon (Croton
lechleri Mull Arg), la cual ha demostrado tener efectos antimicrobianos ante cepas
multiresistentes, por las propiedades que posee su latex: antibacteriano, antiviral y de
regeneracion tisular; esto se da mediante sus metabolitos secundarios pertenecientes a
diferentes grupos fenoles, terpenoides, alcaloides, leptinas, polipéptidos (5 -6), entre otros

(Corrales, Castillo, & Melo, 2013).

Se ha demostrado “in vitro™ que el Croton lechleri Mull Arg tiene efectos antimicrobianos

frente a bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas, pero tiene excelentes



resultados frente al Staphylococcus aureus, a concentraciéon minima inhibitoria con un

rango de 0.008 a 256 mg/mL (Bussmann et al., 2010).

Para el procedimiento experimental se usé la planta Croton lechleri (Sangre de Dragon),
cual crece en nuestra Amazonia peruana y solo se necesita cortar un trozo de la corteza
para extraer la resina que se usara como extracto puro para comprobar sus efectos como
antibacteriano.

Mediante este procedimiento experimental se determiné el efecto bactericida del Crofon
lechleri frente al Staphylococcus aureus ATCC 43300, permitiendo asi que haya mas

alternativas en la terapéutica antimicrobiana.

1.3.0bjetivo General

Evaluar el efecto antimicrobiano “in vitro™ del extracto puro de Croton lechleri Mull Arg

(Sangre de dragon) frente a Staphylococcus aureus ATCC 43300.

1.4.0Objetivos Especificos

Determinar el porcentaje de inhibicion del extracto puro de Croton lechleri Mull Arg

(Sangre de dragon) frente a Staphylococcus aureus ATCC 43300.

Determinar el efecto bactericida y bacteriostatico del extracto puro de Croton lechleri

Mull Arg (Sangre de dragdn) frente a Staphylococcus aureus ATCC 43300.



2. MARCO TEORICO

2.1.Microbiologia

2.1.1. Reseiia historica de los cocos: Staphylococcus aureus

Fue en 1880 en Escocia, donde el médico cirujano Sir Alexander Ogston observo que los
cocos en forma de racimo se encuentran en material purulento en los abscesos, dos afios
después los nombrd como Staphylococcus para diferenciarlo de los Streptococcos por su
morfologia. Ademas, demostr6 que, si se exponian al calor el material purulento
producido por la infeccion para luego ser inoculado en ratones y ser tratado con fenol,
podia prevenir la enfermedad. En 1940 se descubrié que tiene una gran capacidad de
adaptacion y para desarrollar resistencia convirtiéndose en una bacteria preocupante hasta

la actualidad (Gentilini, 2007; Seija, 2006; Cervantes-Garcia et al., 2014).

2.1.2. Taxonomia

Pertenece a la familia de Micrococcaceae, son bacterias Gram positivas, es aerobio o
anaerobio facultativo, puede fermentar la glucosa en anaerobiosis, posee en su pared
celular acidos teitoicos y es sensible a la enzima lisostafina. Sus células son de forma de
esferay poseen un didmetro de 0.5 — 1.5 micras, no forman esporas, no presentan flagelos
y no tienen movimiento, se forman como racimo de uvas (Chans, 2015; Gentilini, 2007,
Granados & Villaverde, 2003; 1. Rojas, 2014; Arias, 2014; Cervantes-Garcia et al., 2014;
Murray et al., 2014; Brooks et al., 2014).

En el género Staphylococcus se conocen cerca de 45 especies y 24 subespecies, dentro de
las cuales el Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus
saprophyticus son las mas reconocidas que actuan como patogenos bajo ciertas
circunstancias en la actualidad. Las especies de estafilococo coagulasa positiva son:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus schleiferi 'y
Staphylococcus hyicus el cual es variable. El resto esta dentro del grupo de estafilococo
coagulasa negativo, los cuales son los de mas importancia en medicina veterinaria por su
resistencia a los antimicrobianos (Gentilini, 2007; Quinn, Markey, Carter, Donnelly, &

Leonard, 2008; Murray et al., 2014).



2.1.3. Habitat

Se encuentra en la nasofaringe y en las zonas humedas como pliegues inguinales y axilas
y también en mucosa nasofaringea. Algunos estafilococos forman parte de la microbiota
de la piel y mucosas, en humanos y animales mamiferos y aves. Asi como otras especies
que causan infecciones Oseas, genitourinarias, procesos supurativos en la piel y en tejidos
blandos, pueden llegar a producir infecciones oportunistas, septicemias e intoxicaciones
alimentarias (Gentilini, 2007; Seija, 2006; Pottumarthy et al., 2004; 1. Rojas, 2014; Quinn
et al., 2008; Granados & Villaverde, 2003; Arias, 2014; Murray et al., 2014; Rios et al.,
2015).

2.1.4. Caracteristicas Estructurales

La capsula formada por polisacaridos unidos a la pared celular, se encarga de la
proteccion ante la fagocitosis de los leucocitos y esto también facilita la adherencia a los
catéteres, sondas protesis u otros materiales sintéticos; en los estafilococos coagulasa
negativo, ésta es la que indica la patogenicidad. La composicion de la pared celular es
una gruesa capa de peptidoglicano, un polimero polisacarido y estd compuesto por
cadenas de uniones de tipo beta sin ramificaciones y contienen subunidades de 4cido n
acetil muramico y n acetil glucosamina los cuales se encuentran alternandose (Gentilini,

2007; Seija, 2006; Murray et al., 2014).

Posee cadenas laterales de pentapéptidos que estan conectadas con el residuo de acido n
— acetil muramico y poseen una union cruzada por un puente de pentaglicina adherido a
la L-lisina de una cadena y a otra cadena esta adherido la D-alanina, la cual es especifica
para este tipo de estafilococo. Su funcion es la de mantener rigida a la pared bacteriana y
dar resistencia osmotica. En la patogenia esto ayuda a provocar la inflamacion activando
el complemento, atrae leucocitos y estimula a la produccion de inmunoglobulinas
opsonizantes. Este mecanismo se debe a que la pared estd cubierta con la proteina A, la
cual se une con el fragmento Fc de la inmunoglobulina G, evadiendo a las células
polimorfo nucleares, monocitos y activando el complemento y promoviendo a respuestas
de hipersensibilidad inmediata y tardia de tipo I y IV (Gentilini, 2007; Seija, 2006;
Cervantes-Garcia et al,, 2014; Murray et al., 2014; Espinoza & Serna, 2018).



En la superficie externa posee una proteina de factor de agregacion, la cual se una al
fibrindgeno por una reaccion no enzimatica y se convierte en una fibrina insoluble lo cual
se encarga de agrupar a los estafilococos, esto es lo se denomina como “cumpling” factor.
El método por el cual invaden al hospedero se debe a factores de virulencia que esta
compuesto por un sistema de célula — célula comunicadas y se denomina como quorum
sensing (QS), el cual estd constituido por proteinas de bajo peso molecular producidas
por la misma bacteria, éstas son llamadas autoinductoras y de acuerdo a factores del
ambiente pueden llegar a activar muchos genes que producen los factores de virulencia.
El QS mas conocido es el regulador de genes accesorios (agr), otros son sae RS, srrAB,
arlSR y IytRS (Gentilini, 2007; Seija, 2006; (Cervantes-Garcia et al., 2014; Murray et al.,
2014; Brooks et al., 2014; Espinoza & Serna, 2018).

2.1.5. Productos celulares determinantes de la patogenicidad

2.1.5.1. Enzimas (Gentilini, 2007; Quinn et al., 2008; Murray et al., 2014;
Brooks et al., 2014; Espinoza & Serna, 2018)

Catalasa: evade la fagocitosis por los polimorfos nucleares y ademas convierte el
perdxido de hidrogeno toxico en agua y oxigeno, lo cual se acumula durante el
metabolismo de la bacteria.

Coagulasas: la coagulasa libre cubre a la célula con fibrina lo cual altera la
capacidad fagocitica de los macrofagos.

Estafiloquinasas o Fibrinolisina: causan la degradacion de la fibrina y ayuda a la
colonizacion de tejidos adyacentes.

Hialurodinasa: se encarga de hidrolizar al acido hialurénico, lo cual provoca que
la diseminacion de la infeccion sea mas rapida.

Lipasas: se encarga de la hidrolizacion de lipidos, lo cual hace que la diseminacion
sea en tejidos sebaceos.

Fosfolipasa C: afecta a los tejidos durante la sepsis causando que sean mas
susceptibles al dafio y destruccion que provoca el complemento.

Nucleasa: la termonucleasa o DNAsa ayuda a la invasion del estafilococo.

Beta lactamasa: las cuales son producidas para la resistencia frente a los

antimicrobianos betalactdmicos como la penicilina, ampicilina y otros, siendo



codificadas por plasmidos transmisibles por mecanismos de traduccion y de

conjugacion.

2.1.5.2. Las toxinas (Gentilini, 2007; Quinn et al., 2008); Granados &
Villaverde, 2003; Cervantes-Garcia et al., 2014; Murray et al., 2014;
Brooks et al., 2014).

Las exotoxinas se dividen en dos: Una actua sobre las membranas (Hemolisinas) y otra
sobre la actividad de superantigenos como: leucocidina, exfoliatinas, toxinas causantes
de shock toxico y enterotoxinas.
Hemolisinas: son toxinas que dafian la membrana celular causando la lisis y
muerte de las células; pueden presentarse solas, en combinacion o en algunas
ocasiones no se presentan.
Toxina — alfa: Actua sobre: eritrocitos, leucocitos, monocitos, plaquetas,
fibroblastos y células Hela y endoteliales, es citotoxica y forma poros. Es
dermonecrotica y neurotoxica.
Toxina — beta: Es una esfingomielinasa C la cual se encarga de la lisis caliente —
fria en la membrana de los eritrocitos. Tiene especificidad para la esfingomielina
y lisofosfatidilcolina, aunque no se sabe con exactitud su funcion, se piensa que
le proporciona selectividad a la bacteria.
Toxina — delta: Es una toxina tensoactiva y termoestable. Causa lisis en eritrocitos,
macrofagos, linfocitos, neutrofilos, plaquetas y membranas celulares de
esferoplastos y protoplastos.
Toxina — gamma y leucocidina de Panton Valentine: Son toxinas polipéptidas
conformadas por 2 componentes el S (proteinas de elucion lenta) y F (proteinas
de elucion rapida) las cuales hacen sinergismo y afectan la membrana celular
formando poros, siendo regulada por el gen agr. (regulador de genes accesorios)
Posee un fago movil (fi — SLT) transfiriendo asi esta toxina a otras cepas. La
toxina — gamma actila mayormente en los eritrocitos y la leucocidina actian sobre
los neutréfilos y macroéfagos, lo cual promoveria la inflamacion.
Toxinas con actividad de superantigenos: estan formadas por: las enterotoxinas,
toxinas exfoliativas y toxinas de choque toxico, las cuales se unen como moléculas

enteras al complejo mayor de histocompatibilidad del tipo II e inducen a la



activacion de los macrofagos y linfocitos T3, liberando citoquinas y aumentando
la susceptibilidad de los lipopolisacaridos de las bacterias.

Enterotoxinas: son raras en cepas de origen animal, existen 15 tipos (A, B, C, D,
E,F, G, H, L J, K, L, M, N, O). Causan las intoxicaciones alimentarias, son
termoestables y resistentes a la hidrolisis de las enzimas gastricas y duodenales.
Toxinas exfoliativas o epidermolitica A y B: (ETA y ETB) causan la formacion
de ampollas y exfoliacion mediante la actividad que posee en la proteasa serina.
Se han encontrado en lesiones de estrato granuloso de la epidermis, por medio de
la destruccion de los desmomas sin causar citdlisis ni inflamacion, es por este
motivo que en la epidermis no se hallan leucocitos ni estafilococos. El serotipo A
es termoestable y es codificada mediante un fago y el serotipo B es termolabil y
codificada mediante plasmidos.

Toxina — 1 del sindrome del choque téxico: es termoestable y se sintetiza por
genes cromosomicos. Causa la liberacion de citosinas por macréfagos y linfocitos
T, puede producir la extravasacion de células endoteliales en bajas
concentraciones, mientras que en altas concentraciones produce citotoxicidad, es
resistente a la lisis proteica y determinadas cepas de la bacteria producen
bacteriocinas las cuales son de origen peptidico, inhibiendo asi que otras bacterias

proliferen.

2.1.6. Patogenia

Se puede dar de dos formas:

1.

De forma directa, la cual es por invasion y destruccion tisular local posteriormente
(supuracion), que puede ser superficial (piodermas, forunculos, celulitis,
linfadenitis) o profunda (artritis séptica, osteomielitis, piomitosis) y después de
diseminarse por via sanguinea (bacteremia asociadas a contaminacion de catéter,
infecciones en valvulas derivativas ventriculo — atriales o ventriculo —
peritoneales, endocarditis de valvulas protésicas y nativas, infecciones
oftalmoldgicas post quirurgicas, bacteriamias con o sin shok o falla multiorganica,
formacion de abscesos metastasicos que pueden ser en cerebro, pulmoén, higado,

bazo, retro peritoneo, rifion, tracto genital) (Gentilini, 2007; Seija, 2006;



Pottumarthy et al., 2004; Arias, 2014; 1. Rojas, 2014; Cervantes-Garcia et al.,
2014; Murray et al., 2014; Brooks et al., 2014).

Por efectos de las toxinas: sindrome de piel escaldada, intoxicacion alimentaria y
sindrome de shok toxico (Seija, 2006; Cervantes-Garcia et al., 2014; Murray et
al., 2014; Brooks et al., 2014).

Tabla 1. Infecciones producidas por S. aureus

Invasion directa

Superficial

+ Piodemas, incluyendo impétigo y paroniquia

« Infecciones de piel y tejidos blandos, forinculos, celulitis, linfangitis, linfadenitis, etc.
Profunda

+ Artritis séptica

+ Osteomielitis

« Piomiositis

Diseminacion por via sanguinea

* Bacteriemia con o sin shock o falla multiorganica

» Formacién de abscesos metastasicos (cerebro, pulmén, higado, bazo, retroperitoneo,
rindn, tracto genital, etc.)

Enfermedades mediadas por toxinas
» Sindrome de piel escaldada

* Intoxicacién alimentaria

» Sindrome del shock téxico

Fuentes: (Seija, 2006)

Tabla 2. Secuencia de eventos patogénicos e infecciones serias causadas por S.

aureus

Colonizacién, portador, produccién de toxina
Rotura de barrera cutaneomucosa

Invasién

. Celulitis, linfangitis

. Formacién de absceso

. Eventual invasién de la sangre
Bacteriemia

Sindrome de sepsis

. Componentes de la pared

. Toxina del shock téxico

. Rol de los mediadores disparados
Complicaciones

. Abscesos supurados metastasicos, endocarditis, etc.
. Shock séptico o falla multiorganica
Muerte




Fuentes: (Seija, 20006)

2.1.7. Epidemiologia

Es una bacteria oportunista que se encuentra a nivel mundial, pues forma parte de la
microbiota, la cual se desarrolla poco después del nacimiento y la bacteria crea colonias
en el neonato en ciertas zonas como: el muiidon del cordon umbilical, la piel y el tracto
gastrointestinal. En donde mayormente coloniza es en la mucosa nasal y el ser enfermo
se convierte en el principal reservorio. Las infecciones pueden ser endogenas o exdgenas.
Se puede transmitir por inhalacion, por contacto o ingestion (Gentilini, 2007; Farifa et

al., 2013; Cervantes-Garcia et al., 2014; Arias, 2014; Murray et al., 2014).

A través de los afios las infecciones por Staphylococcus aureus han sido de gran
importancia en la salud publica, pues esta bacteria ha ido tomando resistencia a frente a
los antimicrobianos con los que los enfermos eran medicados y en los ultimos afios la
cantidad de brotes epidémicos han ido en aumento a nivel mundial (Cervantes-Garcia, et

al., 2014; Rios et al., 2015).

Tiene como importancia epidemioldgica el estudio de la clasificacion serologica, que
sirve para la tipificacion de los antigenos presentes en su pared celular y capsular, ademas
puede presentar bacteridéfagos para tipificar de acuerdo a su sensibilidad a ser lisado. Con
esta tipificacion se puede determinar si el origen de la cepa de Staphylococcus aureus es

de humano, bovino o aviar (Gentilini, 2007; Quinn et al., 2008).

2.1.8. Resistencia bacteriana

En la década del 40 se reportaron altas tasas de mortalidad causadas por infecciones por
estafilococos, para mediados de la década de los 50 se hicieron hemocultivos de esta
bacteria resistente a la penicilina, este mecanismo es a través de la obtencion de un
plasmido que es capaz de degradar el antibacteriano antes de que pueda llegar a la célula
diana. Estos plasmidos pueden ser mutados al azar al igual que los genes en los
cromosomas, los cuales son microevoluciones; mientras que las macroevoluciones se dan

con procesos como inversiones, duplicaciones, inserciones, deleciones y transposiciones.
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Esto quiere decir que pueden haber mutaciones en los genes ya existentes como en genes

que se obtienen (Sanabria, 2014).

Esta bacteria soporta la desecacion en los exudados por semanas, se mantienen vivas a —
30°C en medios liquidos y a 60°C durante 30 minutos, pueden tolerar los cambios de pH
entre 4 y 9 y concentraciones de sal del 7.5%, el cual es el medio de aislamiento. Los
estafilococos pueden ser inhibidos por las sales biliares, colorantes bacteriostaticos

(cristal violeta) y desinfectantes (clorhexidina) (Gentilini, 2007; Brooks et al., 2014).

Son los recientes cambios en la taxonomia los cuales esta causando que se desarrollen
cepas resistentes del estafilococo, las cuales llegan a ser un riesgo zoonotico, esto quiere
decir que ademas de haber contagio entre animales también afecta a las personas en
relacion con sus animales de compaiiia, al igual con los animales de abasto, y por ende
llegar a ser un riesgo sanitario para los médicos veterinarios y médicos humanos (Rios et

al., 2015).

Esta resistencia se ha generado por el uso indiscriminado de antimicrobianos y ademas
por el lazo estrecho entre las personas y las mascotas, es por eso que se estan efectuando
medidas de bioseguridad ambiental y la utilizacion consciente de los antimicrobianos.

(Rios et al., 2015).

Existen dos tipos de resistencia: natural, la cual es propia de cada familia, especie o grupo
bacteriano y la adquirida, la cual se da cuando hay un fracaso en la terapéutica, es decir
cuando se utiliza un determinado antimicrobiano que funciona frente a una bacteria (Rios

etal., 2015; I. Rojas, 2014).

El Staphylococcus aureus empezd a mostrar resistencia a la meticilina en el afio 1951,
dos afios después de que este antibacteriano fuera introducido como tratamiento frente a
este tipo de infecciones y en 1972 se report6 el primer caso en animales en Inglaterra,

dado en vacas con mastitis (Guzman & Lozada, 2007).

El género Staphylococcus ha desarrollado mecanismos para la evasion de los efectos de

los antimicrobianos como: produccion de betalactamasas, inactivacion enzimatica,

11



modificaciones en el sitio blanco, alteraciones de las membranas bacterianas, aumento de

la salida del antimicrobiano (Seija, 2006; Rojas, 2014).

La hiperproduccion de betalactamasas: hiperproduccion de penicilinasa estafilocococica
normal, la cual es mediada por plasmidos. La alta produccion de enzimas hace que las
meticilinas y oxacilinas sean degradadas de manera lenta. Causan resistencia a los
betalactamicos y cefalosporinas de cuarta y quinta generacion, incluyendo a la
combinacion con acido clavulanico y los carbapenémicos, mediante la destruccion del

anillo betalactamico lo cual los hace inttiles (Rios et al., 2015; I. Rojas, 2014).

Modificacion de PBP’s: fueron descritas en 1981, las bacterias Gram positivas poseen
una barrera de peptidoglicanos en la estructura de la pared celular. Esta barrera esta
formada por transpeptidasas conocidas como penicillin binding protein (PBP proteinas
de anclaje de penicilina), las cuales facilitan la transpeptidacion como ultimo paso en la
sintesis de peptidoglicanos. Las bacterias producen minimas modificaciones en las PBP’s
1, 2 y 4, que son las que presentan bajo peso molecular y una baja afinidad a los
betalactamicos (Arias, 2014; Casellas, 2011; Guzman & Lozada, 2007; Krupa et al.,
2014; Ortega & Simon, 2010; Rios et al., 2015; Sanabria, 2014).

Las cepas poseen 4 clases de PBP’s en la membrana citoplasmatica, las que participan en
la reticulacion de los peptidoglicanos de la pared celular, las PBP’s normales tienen alta
afinidad a los betalactamicos, cuando se produce la unién a los PBP’s no pueden realizar
la funcion de ensamblarse a la pared celular y la bacteria muere (Arias, 2014; Casellas,
2011; Guzman & Lozada, 2007; Krupa et al., 2014; Ortega & Simoén, 2010; Rios et al.,
2015; Sanabria, 2014).

El PBP2a no forma parte del set de los PBP’s normales, es una proteina tinica e inducible,
que es producida por los estafilococos resistentes a la meticilina, teniendo baja afinidad
por los betalactamicos, y es por esto que puede sustituir funciones biosintéticas de las
PBP’s normales frente a los betalactdmicos y asi previene la lisis celular (Arias, 2014;
Casellas, 2011; Guzman & Lozada, 2007; Krupa et al., 2014; Ortega & Simoén, 2010;
Rios et al., 2015; Sanabria, 2014; Brooks et al., 2014).

Se ha descubierto que el estafilococo posee el gen mecA (gen ausente en las cepas
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susceptibles a la meticilina), el cual es un segmento del ADN bacteriano de
aproximadamente, 2kb, que posee dos elementos reguladores (mecR1 y mec I) que
controlan la transcripcion del gen. Este gen que se encarga de codificar una proteina
fijadora de penicilinas alterada (PBP2a), este gen se ubica en un elemento genético mévil
conocido como casete cromosomico estafilocococico (SSCmec). El SSCmec esta
compuesto por: el gen mec, elemento de recombinasas de casete cromosémico. CCR
responsable de la movilidad del elemento y otros elementos genéticos como: plasmidos,
transposones y secuencia de insercion. Seglin la presencia o ausencia de estos elementos
se han caracterizado 8 distintos tipos de casete (I, IA, II, III, IIIA, IIIB, 1V, IVA) de
mediante este el gen puede ser transferido a estafilococos de la misma o diferente especie.
Esto quiere decir que una cepa sensible a los betalactamicos al obtener este gen por
transferencia horizontal de una cepa resistente, puede crearse una nueva cepa resistente a
los betalactamicos e incluye también la resistencia a los carbapenemas y cefepime (Arias,
2014; Casellas, 2011; Guzman & Lozada, 2007; Krupa et al., 2014; Ortega & Simon,
2010; Rios et al., 2015; Sanabria, 2014; Murray et al., 2014; Brooks et al., 2014).

Se ha relacionado también que la sensibilidad a antimicrobianos esta vinculado a la
distribucion geografica, pues hay diferentes clones predominantes dependiendo el
continente. En América del norte la mayoria de estafilococos son sensibles a
cloranfenicol, rifampicina y amikacina, sin embargo, en Europa son resistentes al

cloranfenicol y sensibles a la minocilina (Rios et al., 2015).

Inactivacion enzimatica: inactivan la hidrolisis y pueden modificarse para inactivar la
acetilacion, adenilaciones o fosforilacion, las cuales hacen inutiles los efectos de los

aminoglucdsidos (Seija, 2006).

Modificaciones en el sitio blanco: modificacion del gen PBP, adquisicion de genes para
codificar la sustitucion de blancos originales PBP 2 o la dihidrofolato reductasa

alternativa en cepas con resistencia al trimetropim (Seija, 2006).

Alteraciones de las membranas bacterianas: se da mas en gram negativas, en donde la
membrana formada por lipidos que son impermeables a las sustancias hidrofilicas. Es asi
como las sustancias hidrofilicas quedan confinadas a través de las proteinas

transmembranas con funcion de porinas. Hay ciertos antimicrobianos que poseen
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moléculas de gran tamafio (penicilina y vancomicina) y por ende no pueden pasar por las
porinas. Aunque la existencia de las porinas solo disminuye el flujo de llegada del
antimicrobiano al espacio periplasmatico sin causar una resistencia significativa, sin
embargo cuando ocurre este tipo de resistencia unido a otro puede generar altos niveles

de resistencia (Seija, 2006).

Aumento de la salida del antimicrobiano: la resistencia por eflujo es un mecanismo
inespecifico, el cual llega a afectar a diferentes grupos de antimicrobianos como
betalactamicos, quinolonas, tetraciclinas y cloranfenicol. En bacterias gram negativas
tiene tres proteinas de alto peso molecular y estd relacionada con la membrana
citoplasmatica, que funciona como fusiéon de ambas membranas y porinas en la membrana
externa. En las gram positivas existe una proteina de membrana con funcién ATPasa la

cual funciona como bomba de eflujo (Seija, 2006).

Resistencia a macrolidos: se ha demostrado que hay resistencia a la eritromicina y es por
dos fenotipos. El primero se da por una modificacion en el rRNA blanco por enzimas que
metilan un residuo especifico en el rRNA, como resultado se obtiene una disminucién en
la union a la eritromicina y a las lincomisinas. En esta resistencia los genes que codifican
se encuentran en los plasmidos y en los cromosomas. El segundo comprende una
resistencia mas amplia a macrdlidos, se da por medio de un gen que se encuentra en el

plasmido el cual codifica la bomba de eflujo de ATP — dependiente. (Seija, 2006).

Resistencia a aminoglucésidos: se dan por 3 eventos (Seija, 20006).

1.- Una codificacion por mutaciéon cromosomica, la cual altera el sitio de accion en el
ribosoma.

2.- Un transporte ineficiente, el cual causa una baja resistencia.

3.- Enzimas modificadoras, es un mecanismo comun, €l cual modifica a nivel de los

transposones que se localizan en plasmidos o cromosomas.

Resistencia a quinolonas: se debe a una disminucion en la actividad de la girasa, la cual
se da por mutaciones en el gen gyrA y gyrB, que forma parte de la estructura de la
subunidad A del ADN girasa, mutaciones en la topoimerasa [V. Una mutacion en el gen
norA o MepA provoca el superenrrollado negativo de los cromosomas bacterianos y

causa la disminucidon de la acumulacion del farmaco en el interior de la célula, otro
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método por el cual genera resistencia es por el mecanismo de la bomba de eflujo. Las
mutaciones en el gen glA cromosomico también otorga una baja resistencia a las
fluoroquinolonas. (Seija, 2006; (Sanfilippo, Hesje, Haas, & Morris, 2012); (Redgrave,
Sutton, Webber, & Piddock, 2014).

2.2. Antibacterianos

2.2.1. Resena historica

La terapéutica antibacteriana es muy antigua, hace mas de 2500 afios los chinos ya
empleaban este tipo de terapias para el tratamiento de diferentes infecciones, los cuales
eran extraidos de compuestos naturales como cascaras de soja o diversos vegetales

(Gentilini, 2007; Seija, 2006).

Es en 1877 Pasteur y Joubet concluyen en que hay organismos que destruyen otros
organismos, establecieron entonces que “la vida destruye la vida”. En 1929 Fleming
descubre el metabolito fingico para la penicilina, durante la segunda guerra mundial
Chain y Florey continuaron con el desarrollo de las penicilinas. En 1936 Dogmagk
descubre las sulfonamidas, en el cual observa el poder antibacteriano y se empieza a usar
en la clinica. Para luego desarrollarse los antimicrobianos sintéticos y semisintéticos
(fluoroquinolonas), los cuales tienen efectos mas potentes y mdas efectivos para las

enfermedades infecciosas (Doti, 2009; Gentilini, 2007; Seija, 2006).

Los antibacterianos son sustancias de origen natural, semisintética o sintética, que causan
la destruccion o inhibe la multiplicacion de las bacterias causando poco a ningun dafio al
hospedador. Estos se pueden diferenciar por sus propiedades fisicas, quimicas y

farmacolodgicas, espectro de accién y mecanismo de accion (Doti, 2009; Giguére, 2013).

Hay dos tipos de antimicrobianos:
Los antimicrobianos bactericidas son: los betalactdmicos, cefalosporinas, los péptidos,
aminoglucoésidos, furanos, fluoroquinolonas, nitromidazoles, rifamicinas y sulfonamidas

potenciadas (Doti, 2009).
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Los antimicrobianos bacteriostaticos: lincosamidas, macrolidos, anfenicoles, tetraciclinas

y sulfonamidas (Doti, 2009).

La actividad de los antibacterianos se evalua mediante la concentracion minima
inhibitoria, esta determina cual es la concentracion mas baja del antimicrobiano para
prevenir el crecimiento de la bacteria, en cambio la concentracion minima bactericida,
determina la concentracion mas baja del antimicrobiano para matar a la bacteria. Esto es
una aproximacion pues depende de la concentracion del farmaco que llega al lugar de la
infeccion y de la bacteria involucrada. Los bactericidas a altas concentraciones
terapéuticas se convierten en bacteriostaticos, y los bacteriostaticos a altas

concentraciones terapéuticas se convierten en Dbactericidas (Giguere, 2013).

2.3.Croton lechleri Mull Arg (Sangre de dragon)

2.3.1. Descripcion

El nombre cientifico de la sangre de dragén es Croton lechleri Mull. Arg. (sin C.
draconoides Mull. Arg). Especies sudamericanas estrechamente relacionadas conocidas
como sangre de dragén incluyen Croton palanostigma Klotzsch (sin. C. benthamianus
Mull. - Arg) y C. erythrocillus Mull. - Arg., ambas se encuentran en el Peru. Algunos
botanicos peruanos clasifican C. draconoides (Mull. Arg) como sinénimo de C.
palanostigma (Klotzschs). En el centro de Peru (Oxapampa, Pasco), otras dos especies
conocidas localmente como sangre de dragon son C. perspecious Croizat y la C.
rimbachii Croizat. En Brasil, también es conocida como sangre de dragoén o Sangra d’
Agua; Croton Urucurana baillon se produce tanto en el sureste de Brasil y en Paraguay

(Jones, 2003).

2.3.2. Taxonomia (USDA, 2018)

Nombre cientifico  : Croton lechleri
Reino : Plantae

Phylum : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Euphorbiales
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Familia : Euphorbiaceae
Género : Croton

Epiteto especifico : Lechleri

2.3.3. Descripcion botanica

El arbol alcanza los 10 a 20 metros de altura, la raiz es cilindrica conica, la peridermis
esta constituido por corcho o suber. La corteza del tallo posee gran cantidad de lenticelas
y latex de color rojo oscuro con varias tonalidades. Las hojas son de 12 a 20 centimetros
de largo y de 5 a 14 centimetros de ancho, las hojas mas tiernas son de color blanco rojizo.
Los frutos son de forma capsular globoso de 3 mm de ancho y semillas lisas con caruncula

y endosperma oleaginoso (Ramirez, 2003).

2.3.4. Habitat y Distribucién

Su origen es en las zonas tropicales y subtropicales de Sudamérica, mayormente se
encuentra en Peru en estado silvestre en las montafias sobre todo en bosques humedos.
En el Peru este arbol crece en los departamentos de Amazonas, Cusco, Huanuco, Junin,

San Martin, Madre de Dios y Loreto a unos 705 — 1660 m.s.n.m (Ramirez, 2003).

Para crecer requiere de suelos arcilloso y areno — arcillosos que sean profundos y ricos
en nutrientes, con buena exposicion de luz. La semilla germina entre los 10 — 14 dias. La
cosecha del latex se hace de los arboles ya grandes, aproximadamente a partir del octavo
afio, la cual se realiza haciéndole cortes a la corteza del tronco, la madera también es
destinada para la obtencion de papel y lefia y la resina se utiliza para el colorante de los

barnices y marmoles y en la preparacion de laca para oro (Ramirez, 2003).

2.3.5. Usos en la historia

El nombre se le dio en la India por la mitologia con los dioses Brahma y Shiva, es asi
como se describe un lazo entre el dragon y el elefante y que de ambos resulta la sangre
de dragon con propiedades medicinales como hemostatico y antidiarreico. Es de color

rojizo y puede presentarse en granulos, polvo y extracto. Se han descrito sus usos en
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literatura registrada en paises como Espafia, México, Venezuela, Ecuador, Colombia y

otros paises de Africa y sudeste de Asia (Gupta, Bleakley, & Gupta, 2007).

Se ha usado en medicina en las civilizaciones griegas, romanas y arabes, para curar todo
tipo de enfermedades como coagulante en hemorragias, antidiarreico, para reducir la
fiebre, disenteria, ulceras en la boca, en la garganta, intestinos y estdmago, como antiviral
en el sistema respiratorio y digestivo, para problemas de piel como el eczema, funciona
como astringente, relajante muscular, para la gonorrea, obstruccion del conducto
nasolacrimal y quemaduras leves. En China se us6 para la leucorrea, fracturas, heridas y
ulceras estomacales e intestinales y diarrea. Se descubrié que poseia propiedades para la
regeneracion tisular en las fracturas, esguinces, ulceras, estimulante de la circulacion, y

para controlar el dolor, también posee propiedades antisépticas (Gupta et al., 2007).

En Latinoamérica y especificamente en Peru fue usado por los indigenas por via oral para
el tratamiento de diferentes tipos de diarreas, colera, hemorroides, para bafios vaginales
antes del parto, para sanar el tejido interno después de un aborto. Dentro de las
propiedades descritas, ésta posee efectos antivirales, antineoplasicos, antiinflamatorios,

antirreumaticos y antibacterianos (Gupta et al., 2007).

Actualmente se usa la savia para tratamientos de diarrea cronica, leucorrea, gastritis,
ulceras gastrointestinales, cicatrizante, estimula al sistema inmunoldgico, bactericida,
bacteriostatico, fungicida, antiviral, antioxidante, anticancerigeno (higado, estomago,
utero), antirreumatico, antiinflamatorio, antiofidico; y tratamientos para: influenza,
tonsilitis, herpes, uta, anemias, tuberculosis, quemaduras, acné, resfriados, afectaciones
en las amigdalas, gingivitis, cervicitis, para mejorar la fertilidad, reduccion del peso y

control de hemorragias (Corrales et al., 2013).

En la actualidad se ha demostrado que la savia pura o diluida tiene una efectividad del
90% en la disminucion del niimero de bacterias y, que ademas en el caso de las Glceras
hay una disminucion en el niimero de los granulocitos, lo cual ayuda a disminuir los
niveles de mieloperoxidasa, efecto que no posee ningun otro antibacteriano o probidtico

(Jones, 2003).
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2.3.6. Composiciéon Quimica

Se han identificado en el latex esteroides, cumarinas, alcaloides (tipo isoquinoleico y
fenantrenico, la taspina), flavonoides, taninos (54%), saponinas (baja concentracion),
antocianinas, proantocianinas — 1,4 y SP 303, antracenos, compuestos reductores (4%)
como galactosa, lactosa, ramnosa, triterpenoides, compuestos fenolicos (acido galico),
vitamina A, E y C, contiene acidos organicos, almidon, celulosa, grasas, lignanos
(dihidrobenzofurano 3, 4 — 0 — dimetilcedrusina y dihidrobenzofurano 4 — 0 —
metilcedrusina), mucilagos, proteinas y catequinas (epicatequina, gallocatequina,
epigallocatequina). Las hojas poseen alcaloides aporfina (taliporfina y glaucina), fenoles,
acido clorequinico, leptinas, coberinas A y B, 1, 3, 5 — trimetoxibenceno, 2, 4, 6 —

trimetoxifenol, proantociadina, entre otros (Ramirez, 2003; Corrales et al., 2013).
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3. ANTECEDENTES

Nascimento, Locatelli, Freitas, & Silva, 2000 en su investigacion de “Antibacterial
Activity of Plant Extracts and Phytochemical on Antibiotic Resistant Bacteria”, prueban
cepas susceptibles y cepas resistentes a antimicrobianos de la bacteria Pseudomona
aeruginosa frente a diferentes extractos de plantas como Achillea millifolium,
Caryophyllus aromaticus, Melissa officinalis, Ocimun basilucum, Psidium guajava,
Punica granatum, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, Syzygyum joabolanum y
Thymus vulgaris , comprobando su actividad antimicrobiana. Como resultado se obtiene
que la Caryophyllus aromaticus y la Syzygyum joabolanum tienen la mayor actividad
como antimicrobiano, y a su vez que estos extractos muestran sinergismo con otros

antimicrobianos.

Srinivasan, Nathan, Suresh, & Lakshmana Perumalsamy, 2001 en su investigacion
“Antimicrobial Activity of Certain Indian Medicinal Plants used in Folkloric Medicine”,
demostro la actividad antibacteriana midiendo el didmetro de los halos en diferentes tipos
de agar, 22 extractos funcionan como antibacterianos frente a bacterias Gram negativas
y Gram positivas. Algunas plantas que se utilizaron fueron Albizia lebbeck, allium cepa,
Allium sativum, Curcuma longa, entre otras frente a bacterias Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella tiphy, entre
otras. Se obtuvo como resultado un potencial significante de la actividad antibacteriana
que poseen los extractos puros de las plantas ya mencionadas frente a las bacterias tanto

Gram positivas y Gram negativas.

Mahady, 2005 en su publicaciéon medicinal “Plants for the Prevention and Treatment of
Bacterial Infections”, manifiesta que las infecciones son causas de muerte y morbilidad
en el mundo a pesar del desarrollo de la microbiologia para el control de microrganismos
siguen apareciendo brotes de bacterias multidrogo resistente y ademas de nuevos
patdgenos emergentes. Cientos de especies de plantas han sido probadas de manera in
vitro que funcionan como antibacteriano de bacterias Gram negativas y Gram positivas.
Las plantas medicinales han sido probadas de manera in vitro, in vivo y en la clinica diaria
en animales y humanos, las cuales pueden ser significativamente efectivas en terapias

antimicrobiales.
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J. Rojas, Ochoa, Ocampo, & Muifioz, 2006 en su investigacion “Screening for
Antimicrobial Activity of Ten Medicinal Plants used in Colombian Folkloric Medicine:
A Possible Alternative in the Treatment of Non — nosocomial Infections”, se evalua la
actividad antibacteriana y la concentracion minima inhibitoria in vitro de los extractos de
las plantas Bidens pilosa, Bixa orellana, Cecropia peltata, Cinchona officinalis,
Gliricidia sepium, Jacaranda mimosifilia, Justicia secunda, Piper pulchrum y Spilanthes
americana frente a Staphylococcus aereus, Streptococcus f§ hemolitic, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa 'y Escherichia coli. Se obtuvo como resultado que los extractos
muestran actividad antibacteriana y una baja concentraciéon minima inhibitoria, excepto

frente al Streptococcus f hemolitic y Pseudomonas aeruginosa.

Mahesh & Satish, 2018 en su publicacion “Antimicrobial Activity of some important
Medicinal Plant against Plant and Human Pathogens”, manifiesta la comparacion del
extracto etanolico que se extrae de las hojas, raices y corteza de las plantas Acacia
nilotica, Sida cordifolia, Tinospora cordifolia, Withania somnifer y Ziziphus Mauritania,
las que muestran alta actividad antibacteriana frente a bacterias como Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus y Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum. Estas mismas plantas a su vez presentan altas propiedades

anti fungicas frente a Aspergillus flavus, Dreschlera turcica y Fusarium verticillioides.

Alviano & Alviano, 2009 en su publicacion “Plant Extracts: Search for new Alternatives
to treat Microbial Diseases”, establece que el uso de plantas es una nueva estrategia para
descubrir nuevos tratamientos medicinales. Es asi como se ha estudiado que las plantas
poseen propiedades antibacterianas y antioxidantes, los cuales pueden encontrarse tanto
en extractos como en aceites esenciales, pudiéndose usar en diferentes tipos de
infecciones (bacterianas, virales, fungicas y parasitarias). Sin embargo, los mecanismos
de accion de las plantas pueden llegar a causar toxicidad en mamiferos por la interaccion
de macromoléculas, es por esto que se deben de investigar a aquellas especies de plantas

que no hayan sido usadas en estudios farmacologicos.

Abdallah, 2011 en su publicacion “Plants: An Alternative source for Antimicrobials”,
manifiesta que a pesar de que los antibidticos han curado infecciones a lo largo de los

afos, en la actualidad las bacterias estan desarrollando resistencia y por ende se tienen
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que desarrollar nuevas estrategias para combatir a las infecciones bacterianas, como el
utilizar fuentes naturales, es decir la medicina tradicional a base de plantas, las cuales

tienen diferentes mecanismos de accion y funcionan como antimicrobiales.

Rosas-Pifion et al., 2012 en su estudio “Ethnobotanical Survey and Antibacterial Activity
of Plants used in the Altiplane of México for the Treatment of Oral Cavity Infections”,
establece que en las encuestas realizadas en el altiplano mexicano se han demostrado que
hay 47 especies de plantas usadas como tratamiento de enfermedades bucales. Los
extractos etanolicos y de agua fueron extraidos de diferentes partes de plantas (tronco,
hojas, raiz, fruto) de Haematoxylon brasiletto, Punica granatum, Lostephane
heterophyla, Bursera simaruba, Cedrela adorata, Rhus standleyi, Persea americana,
Eysenhardtia polistachya, Syzygyum aromaticum, Amphiterrygium adstringens,
Argemone mexicana, Cinnamomun zeylanicum, Cnidoscolus multilobus comparando la
concentracion minima inhibitoria de efecto bactericida frente a las bacterias
Streptococcus mutans y Phrophyromonas gingivalis de manera in vitro. Teniendo como
resultado que los extractos de agua tienen mayor concentracion minima inhibitoria frente

a dichas bacterias.

Radulovi, Blagojevi, Stojanovi-Radi, & Stojanovi, 2013 en su estudio “Antimicrobial
Plant Metabolites: Structural Diversity and Mechanism of Action”, establece que las
bacterias a lo largo de los afios han desarrollado resistencia a antibacterianos, hay
emergencia de patdgenos nuevos y resurgencia de antiguas bacterias. es por este motivo
que se estan descubriendo y desarrollando agentes antibacterianos a través de las plantas
como fuente de diferentes componentes que son metabolitos secundarios como
alcaloides, fenoles, terpenoides; los cuales poseen una potente actividad antibacteriana,
con diferentes mecanismos de accion como la inhibicion de la pared celular, sintesis de
proteinas, induce a la fuga de las células por medio de la manipulacion de las membranas
interfiriendo con el metabolismo, sintesis y funcion del ADN y ARN. Se estudio a su vez
la capacidad de las plantas tanto en extractos como en aceites esenciales, pueden mostrar
efectos antagonistas o sinergistas junto con otros antibacterianos y la ventana terapéutica

que se puede llegar a tener.

Marasini et al., 2015 en su investigacion” Evaluation of Antibacterial Activity of some

Traditionally Medicinal Plants aganist Human Pathogenic Bacteria”, prueba la
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concentracion minima inhibitoria de extractos etandlicos de 16 tipos de plantas entre ellas
Cinnamonum camphora, Curculigo orchioides, Curcuma longa, Cynodon dactylon frente
a diferentes cepas de bacterias como: Staphylococcus aureus meticilina resistente,
Pseudomonas aeruginosa imipenem resistente, Streptococcus pyogenes, Salmonella
tiphy multidrogo resistente y Salmonella typhimurium. El resultado fue que los extractos
de planta empleados tienen una capacidad de actividad antibacteriana con una

concentracion minima inhibitoria de <100 pg/ mL.

Lopez-Romero, Gonzalez-Rios, Borges, & Simoes, 2015 en su investigacion
“Antibacterial Effects and Mode of Action of Selected Essential Oils Components aganist
Escherichia coli and Staphylococcus aureus”, el objetivo de este estudio fue determinar
los efectos antibacterianos que poseen los componentes como Carveol, carvone y
Citronellal frente a las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus, y determinar
la concentraciéon minima inhibitoria y la concentracion minima bactericida. El resultado
obtenido fue que el Citronellal tiene una significante actividad antibacteriana frente a

ambas bacterias, mediante la destruccion de la membrana bacteriana.

Mabhiza, Chitemerere, & Mukanganyama, 2016 realizan en su investigacion
“Antibacterial Properties of Alkaloid Extracts from Callitemon citrinus and Veronia
adoensis against Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa”, los alcaloides
pertenecientes a las plantas Callitemon citrinus y Veronia adoenis demostraron tener
actividad antibacteriana frente a las bacterias Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa, en el estudio se determind la concentracion minima inhibitoria. En ambas
bacterias los alcaloides funcionan como bacterioestaticos e inhibe la proteina de

transporte dependiente de ATP.

Huapaya, J ; Florez, M; Larrea, H 2003 en su investigacion “Control Microbiologico y
Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana In vitro de Croton lechleri “Sangre de
Grado”, con el objetivo de comprobar el efecto antimicrobiano del gen croton sobre las
bacterias Gram positivas, usando diferentes muestras de mercados de cercado de Lima,
San Martin, Huanuco y Ucayali. El método utilizado fue el de excavacion en placa cultivo

con las siguientes cepas: Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas
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aeruginosa. Como resultado se obtuvo que la mejor actividad antimicrobiana fue frente

al Staphylococcus aureus.

Ferreira, E., 2010, en su investigacion “Evaluacion de Actividad Antibacteriana y
Moduladora de Resistencia Bacteriana a los Aminoglucésidos a los Extractos Polares y
Apolares de Croton campestris (dosel), Ocimum gratissimum (albahaca) y Cordia
verbanacea (cordia)”, con el objetivo de evaluar de manera comparativa las actividades
microbiologicas de los extractos metanolicos y hexenales obtenidos de las hojas de las
plantas para probar el potencial antibacteriano y la interaccion de los extractos con otras
técnicas de control bacteriano mediante la concentracion minima inhibitoria utilizando
bacterias resistentes y multiresistentes de Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Se
encontraron metabolitos secundarios en los extractos que poseen actividad
antimicrobiana y que los extractos apolares tiene mayor eficiencia en bacterias

multiresistentes de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Corrales et al., 2013, en su investigacion “Evaluacion del Potencial Antibacterial de
Croton lechleri frente a Aislamientos Antimicrobianos de Pacientes con Ulceras
Cutaneas”, tuvo como objetivo la evaluacion del potencial antibacterial in vitro de Croton
lechleri frente a aislamientos bacterianos aerdbicos de pacientes con ulceras cutaneas del
Sanatorio de Agua de Dios, Cundinamarca, Colombia, causadas por bacterias
multiresistentes utilizando el sistema automatizado BBL-Crystal™ para el aislamiento
bacteriano y los ensayos de difusion en pozo, dilucion en agar y de difusion en disco para
sensibilidad bacteriana contra bacterias Gram positivo y Gram negativo. Como resultado
se obtuvo que de los extractos empleados de Crofon lechleri, el extracto etandlico
evidencié un mayor potencial antibacterial obteniendo halos de inhibiciéon de gran

significancia comparables a los antibacterianos de rutina.

Lavor et al., 2014 en su investigacion “Association between Drugs and Herbal Products:
In vitro Enhancement of the Antibiotic Activity by Fractions from Leaves of Croton
campestris A. (euphorbiaceae)”, con el objetivo de evaluar la actividad antibacterial de
los extractos de metanol y fracciones de acetato etilico obtenidos de las hojas de Croton
campestris , recurrieron al método microdilucion para obtener la concentracion minima
inhibitoria, la actividad antibacterial y modulatoria frente a bacterias resistentes. Como

resultado se evidencié que la actividad antimicrobiana del extracto de hojas de Croton
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campestris y sus fracciones interfieren y modifican la resistencia bacteriana frente a

aminoglucoésidos.
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4. HIPOTESIS

4.2.Hipotesis general

Hipotesis nula
El extracto puro de Croton lechleri Mull Arg. no posee efectos antimicrobianos sobre la

cepa bacteriana de Staphylococcus aureus ATCC 43300.

Hipotesis alterna
El extracto puro de Croton lechleri Mull Arg. posee efectos antimicrobianos sobre la cepa

bacteriana de Staphylococcus aureus ATCC 43300.

4.3.Hipotesis especificas

4.3.3. Hipotesis especifica 1

Hipotesis nula
El extracto puro de Croton lechleri Mull Arg. no posee un alto porcentaje de efecto de

inhibicion frente a la cepa bacteriana de Staphylococcus aureus ATCC 43300.

Hipotesis alterna
El extracto puro de Croton lechleri Mull Arg. posee un alto porcentaje de efecto de

inhibicion frente a la cepa bacteriana de Staphylococcus aureus ATCC 43300.

4.3.4. Hipotesis especifica 2

Hipotesis nula
El extracto puro de Croton lechleri Mull Arg no posee un efecto bactericida o

bacteriostatico frente a la cepa bacteriana de Staphylococcus aureus ATCC 43300.
Hipotesis alterna

El extracto puro de Croton lechleri Mull Arg posee un efecto bactericida o

bacteriostatico frente a la cepa bacteriana de Staphylococcus aureus ATCC 43300.
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5 METODOLOGIA

5.1Lugar de ejecucion

Laboratorio de Parasitologia LA — 79 de la Facultad de Ciencias Biologicas de la

Universidad Ricardo Palma.

5.2 Tipo y Diseiio de Investigacion

El disefio del experimento es cuantitativo y cualitativo experimental, porque se utilizé su
disefio para analizar la certeza de las hipotesis formuladas. El alcance de la investigacion
fue explicativo, ya que proporciona sentido al fenomeno al que se hizo referencia.

El presente trabajo de investigacion fue de tipo experimental, porque se evaluo el efecto
de una variable, donde se manipularon las condiciones de la investigacion.

Fue prospectivo, porque es un estudio que comenz6 a realizarse en el presente, pero los
datos fueron analizados en un determinado tiempo a futuro.

Es in vitro porque la técnica de investigacion para el estudio se realizé en un ambiente

controlado fuera de un organismo vivo.

5.3 Variables

Modelo de Variables
Y = X+ T+ E: Donde Y es una variable aleatoria que representa la observacion, X el
efecto constante, T el efecto del tratamiento y E son las variables aleatorias de otros

factores

Variable Independiente

Extracto puro de Croton lechleri Mull Arg.

Variable Dependiente

Efecto Antibacteriano.
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5.4 Operacionalizacion de las variables

ESCALA DE

VARIABLES CATEGORIZACION | INSTRUMENTO MEDIDA INDICADORES

100%
91%
77%
Observacion 66%
directa de la 58%
Extracto puro de o turbide?z’ de la , 52%
Croton lechleri Cualitativo so}ucmn en De Razon 47%
diferentes 43%
concentraciones 40%
37%
34%
32%
30%

Contador de

colonias
Efecto Cuantitativa De Razon >1 UFC/mL
Antibacteriano Ficha de - )
recoleccion de
datos

5.5 Muestreo

5.5.1 Poblacion

La poblacion estuvo constituida por una cepa de Staphylococcus aureus ATCC 43300

proporcionada por el laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas

de la Universidad Ricardo Palma.
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Por parte del vegetal utilizado la poblacion estuvo constituida por la resina liquida de
Croton lechleri Mull Arg proporcionada por el Laboratorio de Farmacologia de Ila

Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Ricardo Palma.

5.5.2 Muestra

La muestra del estudio se obtuvo en el laboratorio a partir de la cepa proporcionada.
Estuvo constituida por 10 mL de una suspension bacteriana a una concentracion de 1.5 x

108 UFC/mL del cultivo puro de Staphylococcus aureus ATCC 43300.

A partir del extracto vegetal total se prepararon las concentraciones de 100%, 91%, 77%,

66%, 58%, 52%, 47%., 43%, 40%, 37%, 34%, 32% y 30%.

5.6 Procedimientos y analisis de datos

5.6.1 Recoleccion de la muestra vegetal

Las muestras de la resina de Croton lechleri Mull Arg (Sangre de dragén) fueron
recolectadas en Iquitos, capital del departamento de Loreto en el mes de Febrero del 2018.
Siendo almacenadas en un frasco ambar en el laboratorio de Farmacologia de la Facultad

de Ciencias Biologicas de la Universidad Ricardo Palma.

5.6.2 Preparacion de la concentracion madre del extracto

puro de Croton lechleri Mull Arg

Para la obtencion de la solucion Stock o madre del extracto crudo de Croton lechleri Mull
Arg se procedio a pesar 5.12 gramos del extracto puro y disolverlo con el caldo Muller
Hinton. Seguidamente se prepararon las diluciones seriadas en base 2 de cada extracto a

evaluar (1:1, 1:2, 1:4, 1:6 etc.) previo al inicio del ensayo (Corrales et al., 2013).
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5.6.3 Preparacion y estandarizacion del in6culo bacteriano

La estandarizacion del inoculo se realizéo mediante la técnica turbidimétrica. A partir del
cultivo reactivado se realiz6 una suspension en caldo Mueller Hinton hasta alcanzar una
concentracion bacteriana aproximada de 1,5x108 UFC/mL, equivalente al tubo N° 0,5 del
Nefelémetro de Mc Farland. La turbidez adecuada fue verificada visualmente mediante
una adecuada luz y contraste. El indculo preparado se utiliz6 inmediatamente después de

su preparacion (Weinstein et al., 2012).

5.6.4 Pruebas de susceptibilidad, accion antibacteriana del

extracto puro.

5.6.4.1 Método de macrodilucion

Para este método se siguieron los procedimientos propuestos por el Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI) para los test de susceptibilidad bacteriana de

crecimiento aerobico (Weinstein et al., 2012).

Este método fue utilizado para determinar el efecto de las diferentes concentraciones de

los extractos y para determinar el porcentaje de efecto de inhibicion.

Se utilizaron tubos estériles de 13x100 mm que puedan ser cerrados con tapa rosca, con
un volumen minimo de 1mL de caldo de cultivo Mueller Hinton. Luego se colocé 1 mL
de la dilucion del extracto a subsecuentes diluciones a razon de 1:2 se usé una nueva
pipeta para cada uno, y sobre todos los tubos 1 mL de la suspension bacteriana, teniendo
como volumen final 2 mL en cada tubo. El tubo niimero 13 sélo tuvo caldo de cultivo
(control negativo) y el nimero 14 tuvo agar de cultivo y suspension bacteriana (control
positivo). Finalmente, los tubos pasaron a incubacion a una temperatura de 35 — 37°C por
al menos 20 horas. Posterior al tiempo sefialado, se procedio a sembrar, tomando de cada
tubo una muestra del caldo resultante mediante el anza de siembra para luego ser colocado
en placas Petri con agar Muller Hinton. Se dejaron las placas cultivadas en la incubadora
a una temperatura de 35 — 37 °C durante 24 horas, para luego las colonias bacterianas que

han crecido ser contadas por el contador de colonias y determinar el efecto bactericida y
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bacteriostatico de acuerdo al nimero de crecimiento de colonias bacterianas. La secuencia

se puede observar en el siguiente diagrama:

4 3

( adicionar la h ( .calentar en el
Toics cantidad de agua microhonda el agar
ncio destilada a cada y colocacion en el
matraz y agitar al}tocla\’e por 20
\ J hasta deshacer los ( minutosa 121°C |
umos
e . N \ =s J . <
esterilizacion de
materiales (14 . A colocar el agar en
tubos de ensayo, 2 adicionar el agar y placas petri
matraces de el caldo en los descartables
erlenmeyer y 2 matraces de L )
ipetas) erlenmeyer
\\ p1p J . y,
4 N\
( establecerla ) ( ]  dejarenla
proporcion de agar pesar el agar y el incubadora por 34
y caldo Muller caldo en la balanza horasa 35-37°C
Hinton y agua analitica \ J
\_destilada a preparar |
( para reactivar Ia ) (" se prepara el mc (" se compara por
bacteria Farland con una medio de la turbidez
- 0
Staphylococcus bac?gll'lizs;l Z: fn{eazcla “ Sslgz(a)l;\ld: n(:z .
\aureus ATCCA3300 ) | con cloruro de sodio ) L Farland )
4 I 4 B (
se 091068 el ) en 13 tubos de
contenido en un se lleva a incubar ensayo se coloca el
tubo de ensayo por 24 horas a 35 - caldo Muller
esteril con caldo de 37°C Hinton (12 tubos
(___tioglicolato . ) para diluiry 1
control negativo)
2 N { N\ . J
s Tiooa & inenba se siembra con un -
por 24 horas a 35 - et o se le anade la
37°C p pet bacteria resultante
agar nutritivo de laescalasa 13
N d 4 tubos de ensayo (12
para diluiry 1
control positivo
. p ) J
4 N\
cs:1 112 zg?;zi?n ( R (" secuentan las )
madre del Crofon si lleva{ a incuba por bac(t:;!i(:;lzls'e?:?das
lechier 4 homia 37 en las placas petri
L ) C 1 placas petr
por medio del
p - . g contador de
se pesa en la balanza L colonias )
4 N

analitica 5.12 ]
gramos y se mezcla se siembra en las

con el caldo Muller placas petri con el
agar usando en anza

4 N\
autoclavado de los

L Hinton ) de siembra materiales utilizados
L ) por 20 minutos a
0,

( se diluye h 9 aaks b,

seriadamente en 12 f )

tubos de ensayo se lleva a incubar

junto con el caldo por 24 horas a 35 -

Muller Hinton y la 37°C
L bacteria L )
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Para determinar el porcentaje de efecto de inhibicion se dividié el promedio de numero
de colonias bacterianas que han crecido en las placas Petri junto con las diferentes
concentraciones del extracto de Croton lechleri Mull Arg sobre las colonias crecidas en

el control positivo y se multiplicé por 100.

5.6.5 Técnicas para el procesamiento de la informacion

Luego de aplicar el instrumento, los datos fueron procesados de manera automatizada, en
una laptop Lenovo, utilizando los siguientes Software: Procesador de texto Microsoft

Word 2016, Microsoft Excel 2016, Programa Estadistico Info Stat ®

Pruebas estadisticas utilizadas: Analisis de varianza y T de Fisher para evaluar la

diferencia del efecto medio por dilucion y para el porcentaje de efecto de inhibicion.

El analisis de la informacion se realizé mediante el uso de graficos de barra, circulares,
diagrama de cajas y bigotes para comparar la efectividad del extracto puro a distintas

diluciones, ademas de cuadros estadisticos.

5.7 ASPECTOS ETICOS

La investigacion se desarrolld en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Ricardo Palma. El proyecto de investigacion in vitro a través de macrodiluciones, se
solicitd la autorizacion del Jefe de Laboratorio Mg. Juan Carlos Ramos Gorbefias para la
elaboracion del trabajo practico de los cultivos de la bacteria y la preparacion del extracto

puro del Croton lechleri Mull Arg.

Fue una investigacion médica cuyo fin es puramente cientifico y carece de uso

diagnostico o terapéutico directo.

Se respetaron las normas del laboratorio como la bioseguridad de la institucion para
evitar riesgos bioldgicos de contaminacion que puedan afectar al medio ambiente y al

investigador.
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6 RESULTADOS

Se trabajo con 6 repeticiones, con 12 concentraciones diferentes del extracto de
Croton lechleri Miill. Arg. (100%, 91%, 77%, 66%, 58%, 52%, 47%, 43%., 40%,
37%, 35%, 32%), el control positivo (Bacteria) y control negativo (caldo de cultivo

Muller Hinton).

Para los resultados se calcularon las medias del nimero de colonias de las repeticiones
que crecieron después de los tratamientos aplicados a diferentes concentraciones de
Croton lechleri Mull Arg. En concentraciones del 91% al 100%, el nimero de
colonias fue cero, en concentraciones entre 66% y 77% las medias del nimero de
colonia fueron 76.13 + 8.98. y 6.83 = 5.91 respectivamente, las concentraciones
inferiores a 47% no muestran inhibicion en el crecimiento de colonias bacterianas, la

media es, igual o mas de 2000 £ 0. nimero colonias por tratamiento. (Anexo 1)

El efecto bactericida se puede observar en concentraciones a partir del 91% al 100%,
en donde el crecimiento de las colonias es nulo (p<0.05) a diferencia de los
tratamientos con concentraciones menores del 43%, en donde se observa que no hubo

disminucion en el crecimiento de las colonias. (Anexo 1y 2)

El efecto bacteriostatico se observa en concentraciones entre el 47% y 77%, si bien
el nimero de colonias de bacterias se han reducido (p<0.05), no logra inhibir
completamente su multiplicacion, sin embargo, cuando se aumenta la concentracion
al 77%, el nimero de colonias bacterianas se ve reducido considerablemente. (Anexo

2y3).
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7 DISCUSION

La bacteria Staphylococcus aureus es causa comun de infecciones a nivel mundial, la cual
actualmente ha generado resistencia a diversos antimicrobianos mediante diferentes
mecanismos. Esta bacteria tiene la capacidad de sobrevivir a ambientes hostiles, puede
interactuar con muchos receptores del huésped, es asi como puede colonizar en diversos
tejidos como piel y mucosa tanto de humanos como de animales. Existen diferentes tipos
de cepas las cuales han sido determinadas por PCR, la mayoria presenta la caracteristica
de ser multidrogo resistente y por ende las instituciones de la salud tienen el deber de
hacer vigilancias epidemioldgicas y medidas de control para prever infecciones y
descubrir nuevos tratamientos para combatir a éstas (Chans, 2015; Hernandez, Torafio,

Gonzalez, & Gonzalez, 2003; Ortega & Simoén, 2010).

Se ha demostrado que el extracto puro de la planta Croton lechleri Mull Arg poseen
metabolitos secundarios que tienen propiedades como antibacteriano, funcionando como
bactericida entre ellos: 2, 4, 6 — trimetoxifenol, 1, 3, 5 — trimetoxibenceno, coberinas A y
B, acido clorenquinico, proantocianidinas (1 y 4), de las cuales estan comprometidas uno
0 mas monomeros, la leucoantocidina es un monoémero flavonoide y también incluye
catequinas, epicatequinas, gallocatequinas, galoepicatequinas, flavonoles, flavanes -3 -4
dioles, leucoantocianidinas, antocianidinas, triterpenoides, taninos, alfa pineno,
biciclogermacreno, cariofileno, acido galico (da Silva Brito, Silva, Malheiro, Baptista, &

Pereira, 2018; Gupta et al., 2007; Hauser, 2016; Simionatto et al., 2007).

Los fenoles son metabolitos secundarios de las plantas, las cuales cumplen muchas
funciones positivas en la salud de los seres vivos, es asi como tiene accion antibacteriana,
el presunto mecanismo de accion es que al atravesar la membrana fosfolipidica de la
bacteria, desestabiliza la membrana citoplasmatica con lo cual inhibe el crecimiento
bacteriano; otros posible mecanismos son: la quelacion de sustratos minerales tales como
el hierro y el zinc causando un aumento en la permeabilidad de la membrana; la inhibicion
la produccion de toxinas extracelulares de las bacterias, que tiene accion directa en el
metabolismo de las bacterias, inhibe la bomba de eflujo y la inactivacion de proteinas

unidas a membranas. (Daglia, 2012; Farhadi, Khameneh, Iranshahi, & Iranshahy, 2019).
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Para esta investigacion se eligié el procedimiento de dilucion en agar (Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), 2013), que se realiza para determinar la
susceptibilidad de un antimicrobiano. En el procedimiento realizado se obtuvo como
resultado que en las placas con concentracion del 73% de Croton lechleri Mull Arg, el
crecimiento bacteriano es de 3% y en concentraciones a partir de 90% hay ausencia del

crecimiento bacteriano.

Con la técnica descrita la inhibicién del crecimiento bacteriano concuerdan con los
expuesto con (Corrales et al., 2013), quien mediante una prueba de sensibilidad
antimicrobiana con extracto etanodlico de Croton lechleri Mull Arg, tuvo como resultado
la inhibicion del crecimiento del Staphylococcus aureus, a partir de concentraciones
mayores a 66.66% (p<0.05), evidenciando que el efecto antibacteriano del extracto de la
planta se da en altas concentraciones, asemejandose a los resultados obtenidos en esta
investigacion, en donde la inhibicion del crecimiento de las colonias se da a partir de
concentraciones mayores del 77% (p<0.05). es conocido que a mayores concentraciones
la disponibilidad de los metabolitos activos es mayor, lo cual producira el efecto

inhibitorio.

Los resultados obtenidos por el método de excavacion de placa para el control de calidad
microbiologico (Huapaya et al., 2003), donde la difusion del latex de Croton lechleri Mull
Arg en las placas petri, forma halos de inhibicion y el efecto antibacteriano es medido por
el diametro de los mismos, frente al Staphylococcus aureus ATCC 25923, las
concentraciones a partir de 25% resultan ser significativas, pudiendo llegar a mostrar un
efecto antibacteriano, dicho hallazgo difiere con la investigacion realizada, debido a que
se utilizd una cepa diferente (Staphylococcus aureus ATCC 43300) la cual tiene
caracteristicas multidrogo resistente y se necesita una concentracion mayor de 77% para
que el extracto tenga un efecto antibacteriano, y mayor de 91% para que tenga efecto
bactericida, la diferencia se debe a que la cepa de la bacteria ATCC 25923, es resistente
solo a la meticilina y por ende necesita menos concentraciones del extracto para poder
evidenciar efectos antibacterianos significativos; asi mismo otra diferencia puede deberse
a que cada muestra obtenida de la planta expresa diferentes metabolitos activos segun su

lugar de recoleccion y la época del afio.

35



Los resultados obtenidos por el método de inhibicion de crecimiento mediante la difusion
en disco (Chininin & Cisneros, 2018), por medio de la medicion de didmetro de los halos
formados por sensidiscos que fueron embebidos en diferentes concentraciones de extracto
etandlico de Croton lechleri Mull Arg y colocados en placas petri, siendo a su vez
inoculados con Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Los resultados obtenidos
muestran que se el posible punto de quiebre es a concentraciones a partir del 50% del
extracto para evidenciar un efecto antibacteriano significativo, dicho hallazgo se asemeja
a lo expuesto en la investigacion realizada, donde en concentraciones menores al 43% el
numero de colonias es similar al control positivo, mientras que en concentraciones a partir
del 52% se evidencian una disminucion dosis dependiente en el nliimero de colonias
bacterianas; dicha semejanza puede deberse a que la cepa bacteriana ATCC 25923 y la
cepa ATCC 43300 poseen un gen de resistencia a la meticilina, dificultando su

eliminacion.

Los resultados obtenidos por (Espinoza & Serna, 2018), para evidenciar el efecto
antibacteriano de Croton lechleri Mull Arg a través del método de la medicion de halos
de inhibicidn a diferentes concentraciones frente Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
muestran efecto antibacteriano significativo a concentraciones del 75% y 100%,
asemejandose a los resultados obtenidos en la investigacion realizada, donde se observa
que hay efecto antibacteriano significativo a partir de concentraciones mayores a 77%,
demostrando que la inhibicion del crecimiento es dosis dependiente. Esto se debe a que
la cepa de la bacteria ATCC 6538 es resistente a la meticilina y es formadora de biofilm,
por lo cual necesita mayores concentraciones del extracto para poderse evidenciar los
efectos antibacterianos, al igual que la cepa de la bacteria utilizada en la investigacion
ATCC 43300 que es resistente a la meticilina y oxacilina, requiriendo al igual que la cepa
ya mencionada altas concentraciones del extracto para que se pueda evidenciar el efecto

antibacteriano.

El porcentaje inhibitorio se emplea para determinar la efectividad del extracto de las
plantas contras las diferentes bacterias. En los resultados obtenidos por (Huapaya et al.,
2003) los extractos de Croton lechleri Mull Arg fueron recolectados de diferentes
departamentos de la amazonia peruana y diferentes mercados de Lima, fueron diluidos
con etanol a concentraciones del 50% y 100%, y se realizaron dos repeticiones para cada

dilucioén, y la bacteria de Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923, obteniéndose como
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resultado el porcentaje de inhibicion del 23.7% y del 81.2% para la concentracion del
50%, y del 24.9% y 85.3% para la concentracion del 100%, estos hallazgos difieren con
la investigacion realizada en donde se evidencia que el porcentaje de inhibicion fue del
100% y 51% a concentraciones de 100% y 52% respectivamente, esta diferencia se puede
deber a que cada muestra obtenida de la planta posee diferentes metabolitos activos segin
su lugar de recoleccion, otra diferencia puede deberse a la extraccion empleada con etanol
influye en la expresion de los diferentes metabolitos activos, y finalmente la cepa
bacteriana ATCC 25923 es resistente a la meticilina, mientras la cepa ATCC 43300 que

fue empelada en esta investigacion es resistente a la meticilina y oxacilina.
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CONCLUSIONES

e FEI extracto puro de Croton lechleri Mull Arg presentd efecto

inhibitorio/antibacteriano sobre el Staphylococcus aureus ATCC 43300.

e El extracto puro de Croton lechleri Mull Arg presentd un porcentaje de efecto de

inhibicion del 100% a concentraciones del 91% hasta el 100%.

e El extracto puro de Croton lechleri Mull Arg presentd efecto bacteriostatico sobre

el Staphylococcus aureus ATCC 43300 entre las concentraciones de 47% y 77%.

e El extracto puro de Croton lechleri Mull Arg presentd efecto bactericida sobre el

Staphylococcus aureus ATCC 43300 a concentraciones mayores de 77%.
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9 RECOMENDACIONES

e Investigar el efecto antibacteriano del extracto del Croton lechleri Mull Arg frente

a otras cepas multidrogo resistentes

e Evaluar el sinergismo del extracto del Crofon lechleri Mull Arg con otros

antimicrobianos frente a cepas bacterianas multidrogo resistentes.
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11 ANEXOS

Anexo 1

Medidas de Resumen del efecto antibacteriano del extracto a diferentes
concentraciones del Croton lechleri frente a la cepa Staphylococcus aureus ATCC
43300

Medidas de resumen

Medias de
Variable N ndmero de D.E E.E cv Min Max
colonias
100% 1 0.00 0.00 0.00 sd 0.00 0.00
91% 1 0.00 0.00 0.00 sd 0.00 0.00
77% 1 6.83 5.91 2.41 86.54 0.00 15.00
66% 1 76.17 8.98 3.66 11.78 65.00 88.00
58% 1 479.33 121.68 49.68 25.39 310.00 616.00
52% 1 976.33 92.74 37.86 9.50 850.00 1120.00
47% 1 1813.33 71.46 29.17 3.94 1700.00 1910.00
43% 1 2000.00 0.00 0.00 0.00 2000.00 2000.00
40% 1 2000.00 0.00 0.00 0.00 2000.00 2000.00
37% 1 2000.00 0.00 0.00 0.00 2000.00 2000.00
35% 1 2000.00 0.00 0.00 0.00 2000.00 2000.00
32% 1 2000.00 0.00 0.00 0.00 2000.00 2000.00
Anexo 2

Efecto Antibacteriano del extracto puro de Croton lechleri frente a la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 43300. Determinacion de diferencias de las medias
entre las concentraciones experimentales mediante el Test de ANOVA

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 74425316.7 14 5316094.05 2785.25 <0.0001
Tratamiento 74425316.7 14 5316094.05 2785.25 <0.0001
Error 143149.67 75 1908.66

Total 74568466.4 89

Hay una diferencia estadistica entre los tratamiento administrados (p<0.05)
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Anexo 3

Efecto Antibacteriano del extracto puro de Croton lechleri frente a la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 43300. Determinacion de diferencias entre las
concentraciones experimentales mediante el Test de Fisher.

TEST: LSD Fisher Alfa = 0.05. DMS=50.24761

Error: 1908.6622 gl: 75
Tratamiento  Medias n E.E

CP 2000 6 17.84 A

32% 2000 6 17.84 A

35% 2000 6 17.84 A

37% 2000 6 17.84 A

40% 2000 6 17.84 A

43% 2000 6 17.84 A

Test de 47% 1813.33 6 17.84 B
Fisher 52% 976.33 6 17.84 C

58% 479.33 6 17.84 D

66% 76.17 6 17.84 E

77% 6.83 6 17.84 F
91% 0 6 17.84 F

100% 0 6 17.84 F
CN 0 6 17.84 F

CN: Control Negativo; CP: Control Positivo; E.E: Error estandar. Medias con letra diferente son
significativamente diferentes (p<0.05)
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Mumerao de colonias

Anexo 4

Efecto Antibacteriano del extracto puro de Croton lechleri frente a la cepa Staphylococcus aureus ATCC 43300. Esquema de cajay

bigotes evidenciando el crecimiento bacteriano
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Anexo 5
Porcentaje de inhibicion del extracto puro de Crofon lechleri comparado frente a la cepa Staphylococcus aureus ATCC 43300

Concentraciones de Croton lechleri Mull Arg. Control  Control

N° de ensayo ™ .
Positivo Negativo

100% 91% 77% 66% 58% 52% 47% 43% 40% 37% 34% 32% 30%
1 0 0 15 88 616 1010 1700 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 0
2 0 0 0 69 529 908 1850 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 0
3 0 0 0 79 401 1120 1840 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 0
4 0 0 10 65 310 850 1780 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 0
5 0 0 84 420 970 1800 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 0
6 0 0 72 600 1000 1910 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 0
Promedio N° de
colonias 0 0 7 76 479 976 1813 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 0
% de
crecimiento de 0% 0% 0.3% 4% 24% 49% 91% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0%
las colonias
% de inhibicion 100% 100% 99.7% 96% 76% 51% 9% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 100%

Se puede observar que a concentraciones mayores al 50% el extracto puro de Croton lechleri presenta un porcentaje de inhibicién considerable, sin embargo
sélo las concentraciones superiores al 77% evidencian un porcentaje de inhibicién muy significativo.
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Anexo 6

Tubos de ensayo con diferentes concentraciones de Croton lechleri Mull Arg

Anexo 7

Efecto antibacteriano de las concentraciones al 100% y 91 %; no hay evidencia de

crecimiento bacteriano

s
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Anexo 8

Efecto antibacteriano de las concentraciones al 58% y 52 %; hay evidencia de

crecimiento bacteriano
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