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Correspondencia Aredo Tisnado RESUMEN

Aron Carmelo Objetivo: Evaluar el efecto onﬁbocferior’wo in vitro entre Sonchus oleraceus y Ceftazidima contra
Pseudomonas aeruginosa. Material y Método: Estudio experimental con post-prueba Unica y grupo control.

Se aplicé el método de dilucidn en tubos para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del

Teléfono: 873059770 E- extracto etandlico de S. oleraceus contra P. aeruginosa, luego mediante el método de difusion en disco de
. . Kirby-Bauer se determind el efecto antibacteriano contra P. aeruginosa, los grupos experimentales fueron
mail: aredol337@gmail.com . cultivos de P. aeruginosa que tenian discos con la CMI, 50, 100, 500 y 1000 mg/mL del extracto etandlico de

S. oleraceus mezclados con Ceftazidima, y el grupo control tuvo discos solo con Ceftazidima. Resultados: La
CMI del extracto etandlico de Sonchus oleraceus confra P. aeruginosa fue de 25 mg/mlL. El efecto

antibacteriano entre la CMI de S. oleraceus y Ceftazidima fue menor que el efecto observado en el control
(p=0,003). Por otro lado, se obtuvo que el efecto antibacteriano a 50 mg/mL y 100 mg/mL del extracto de S.
oleraceus y Ceftazidima fue igual (p=0,119) y mayor (p=0,018) que el observado en el control

respectivamente, sin embargo el efecto observado cuando se utilizdé 500 mg/mL y 1000 mg/mL del extracto

y Ceftazidima fueron menores al control (p=0,529 y p=0,423 respectivamente). Conclusién: El efecto
Recibido: 13/08/18 antibacteriano in vitro entre S. oleraceus y Ceftazidima contra P. aeruginosa es mayor en bajas
concentraciones y menor en elevadas concentraciones.
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ABSTRACT:

Objective: Evaluate the in vifro antibacterial effect between Sonchus oleraceus and Ceftazidime against
Pseudomonas aeruginosa. Material and Method: Experimental study with only post-test and control group.
The dilution method was applied in fubes to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the S.
oleraceus ethanolic extract against P. aeruginosa. Then the antibacterial effect of the experimental groups
against P. aeruginosa was determitated with the Kirby-Bauer disc diffusion method, the experimental groups
were culfures of P. aeruginosa wich had disks with MIC, 50, 100, 500 and 1000 mg / mL of ethanolic extract of
S. oleraceus mixed with Ceftazidime, and only ceftazidime was used in the control group. Results: The MIC of
the ethanolic extract of Sonchus oleraceus against P. aeruginosa was 25 mg / mL. The antibacterial effect
between CMI of S. oleraceus and Ceftazidime was lower than the effect observed in the control (p = 0,003).
On the other hand, the antibacterial effect at 50 mg / mL and 100 mg / mL of the exiract of S. oleraceus and
Ceftazidime was equal (p =0,119) and higher (p = 0,018) than the one observed in the control respectively.
However, when it was used 500 mg / mL and 1000 mg / mL of the extract and Ceftazidime the effect
observed were lower than the control (p = 0,529 and p = 0,423 respectively). Conclusion: The in vitro
antibacterial effect between Sonchus oleraceus and Ceftazidime against Pseudomonas aeruginosa is higher
at low concentrations and lower at high concentrations.
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INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram-
negativo ubicuo que tiene la capacidad de
adaptarse a distintos ambientes. Su diversidad
metabodlica y capacidad de formar biofilms
cumplen un papel importante en la patogénesis
de dicha bacteria convirtiéndola en un notable
patégeno oportunista.l? Debido a su capacidad
de persistir en dispositivos médicos y en el
huésped se le ha asociado con al menos 65% de
todas las infecciones clinicas humanas como
septicemias  en

pacientes  neutropénicos,

infecciones pulmonares crénicas, fibrosis
quistica, endocarditis en adictos a la heroina,
dermatitis en personas que usan bafios
calientes, otitis externa en diabéticos ancianos,
entre otras.>5 A su vez, la formacion de biofilms
conduce a la resistencia a multiples farmacos
siendo 10 a 1000 veces mayor en comparacion

con las bacterias plancténicas.?

Se ha planteado el uso de Ceftazidima como
parte del tratamiento inicial de infecciones por
P. aeruginosa® por estar asociado con un menor
riesgo de resistencia intratratamiento en
monoterapia,” sin embargo la prevalencia de
cepas multiresistentes en numerosas UCI
justifica el hecho de afiadir otros antibiéticos en
combinaciéon como Gentamicina o Tobramicina
como tratamiento de elecciéon® con el fin de
ampliar el espectro empirico inicial frente al
riesgo de complicaciones intrahospitalarias.’

P. aeruginosa contintia siendo tema de estudio y
analisis, por su importancia clinica, prevalencia
en infecciones nosocomiales y por la multiple
resistencia a los antibiéticos.# Ello condujo a la
btsqueda de enfoques alternativos de
tratamiento como los productos de origen
natural, siendo de interés el uso de plantas y
sus componentes con propiedades

antimicrobianas.’%12 Dentro de las plantas que
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contienen compuestos antimicrobianos
bioactivos se encuentra el género Sonchus el
cual incluye més de 50 especies donde destaca
S. oleraceous por encontrarse ampliamente
distribuida en todo el mundo a pesar de ser

oriunda de Europa y Asia central.1314

Esta especie conocida en nuestro medio
comunmente como “Cerraja”, posee alto
contenidode lactonassesquiterpénicas de la
clase eudesmanolide y guaianolide asi como
esteroles, fenilpropanoides y compuestos
fendlicos como flavonoides y cumarinas,!?
siendo estos ultimos compuestos los que
desempenarian la actividad antibacteriana
contra Gram-positivos y Gram-negativos.!> El
espectro antibacteriano de S. oleraceus es amplio
y estudios describen su efecto contra S. aureus,
B. subtilis, E. coli 'y N. gonorrhoeae, V.
parahaemolyticus, S. entérica, S. aureusmeticilino
resistente, K. pneumoniae, S.typhimurium entre
otras.131516 Sin embargo, se ha reportado que
los compuestos antibacterianos hechos a base
de extractos de hojas S. oleraceus tienen mayor
efecto sobre las bacterias Gram-negativas.l”
Hallazgos obtenidos por Jimoh et al.
demostraron la actividad antibacteriana del
extracto aceténico y metanodlico de S. oleraceus
contra P. aeruginosa a diferencia de S. asper.1
También, se ha reportado la actividad
antibacteriana de distintas especies de plantas
entre ellas S. oleraceus, sosteniendo que esta
especie tiene actividad anti-quorum sensing en
P. aeruginosa.1617

Es asi que, debido a la importancia de P.

aeruginosa ~ como  agente  causante de
enfermedades nosocomiales graves, al fracaso
de los antibiéticos existentes para controlar las
infecciones y al uso necesario de una terapia
combinada para prevenir la resistencia de este
patégeno, hace que sea crucial encontrar

alternativas a los farmacos actualmente
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disponibles.’® Por ello se propone el uso de S.
oleraceus como alternativa natural a los
regimenes establecidos, ya que, si bien se
cuenta con informacion acerca de su actividad
antibacteriana contra P. aeruginosa, se
desconoce si la interaccién con otros farmacos
activos contra P. aeruginosa proporciona
mejores resultados. Por este motivo, se realiz6
la presente investigacion con el objetivo de
evaluar el efecto antibacteriano in vitro entre S.
oleraceus y Ceftazidima contra P. aeruginosa,
para lo cual se determiné la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de S. oleraceus contra
P. aeruginosa, el efecto antibacteriano in wvitro
entre la CMI de S. oleraceus y Ceftazidima
contra P. aeruginosa y la concentraciéon de S.
oleraceus con Ceftazidima con mayor efecto

antibacteriano contra P. aeruginosa.
METODOS:

Se realiz6 un estudio experimental con post
prueba tnica y grupo control. Se incluy6 placas
sembradas con P. aeruginosa que evidenciaban
su crecimiento siguiendo las normas de
bioseguridad del Manual de Bioseguridad del
Instituto Nacional de Salud del Peru; se
excluyeron aquellas que mostraban
contaminaciéon. Se consider6 las variables:
efecto antibacteriano in vitro contra Pseudomona
aeruginosa como el didmetro de halo de
inhibiciébn y concentraciones del extracto
etanodlico de S. oleraceus y Ceftazidima como la
mezcla de 25, 50, 100, 500 y 1000 mg/mL del
extracto con 1mg/mL de Ceftazidima. Se
calcul6 la cantidad minima de 8 repeticiones de
cada proceso experimental donde se tomé en
cuenta Zq/2=1,96 p’o= 0,05; Zp/2=0,84 p’B=0,20 y
0=0,7(X1 - X2) por no haber estudios previos en
nuestro medio.

Se recolect6 S. oleraceus “Cerraja” de la ciudad
de Trujillo a 34 m.s.n.m., La Libertad, Perq,
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durante el mes de octubre del ano 2016;
depositada en el herbario Truxillense de
Trujillo (HUT), La Libertad, Pert con el cédigo
58439. El espécimen vegetal se procesé en el
laboratorio de farmacognosia de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional de Trujillo. Se obtuvo el material
pulverizado de las hojas del espécimen y se
almacené en un frasco de vidrio color &mbar de
boca ancha. Se pes6 50 g del material
pulverizado y se disolvié con etanol al 70%. El
extracto se obtuvo por reflujo durante 120
minutos, se enfrié a temperatura ambiente y
luego se filtr6 al vacio para ser concentrados
con un evaporador rotatorio a 40°C, liofilizados
y almacenados en frascos color &mbar a 4°C. Se
realizd el andlisis fitoquimico cualitativo del
extracto para identificar la presencia de
compuestos fenolicos, flavonoides, saponinas,
terpenos, esteroles, cumarinas, lactonas y
alcaloides. Se prepard la concentracién madre
de 1g/mL y se diluy6 con alcohol de 70° para
obtener las diferentes concentraciones del
extracto.

La cepa de P. aeruginosa fue una cepa clinica
obtenida del Hospital Regional Docente de
Trujillo que se conserva en el laboratorio de
microbiologia y parasitologia de la Universidad
Nacional de Trujillo, siendo sensible a
Ceftazidima, Ciprofloxacino, Amikacina,
Trimetropim e Imipenem vy resistente a
Carbenicilina de acuerdo al antibiograma
realizado. Se prepar6 el inéculo con la cepa
reactivada en caldo Muller-Hinton y se diluy6
con solucién salina fisiolégica hasta obtener
una turbidez similar al tubo N° 0,5 de
McFarland el cual corresponde a 1,5x108

Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL.

Para determinar la CMI del extracto etandlico
de S. oleraceus se utilizé el método de diluciéon
en tubos. Las concentraciones se determinaron



Mejia-Delgado et al.

mediante un ensayo piloto donde se observo
actividad antibacteriana por el método de
difusion en discos a partir de 50 mg/mL,
estableciendo concentraciones de 25, 50, 100,
200 y 500 mg/mL para determinar la CMI del
extracto etandlico de S. oleraceus. Se prepar6 5
tubos de ensayo con 0,2 mL del in6culo méas
0,8mL de cada concentraciéon respectivamente,
y un tubo de ensayo control con 0,8 mL de
soluciéon salina fisiolégica mas 0,2 mL del
in6culo. Los tubos fueron incubados a 37°C por
24 horas para luego sembrar con 0,1 mL de
soluciéon de cada tubo en 10 placas con Agar
Muller-Hinton, utilizando el asa de Driglasky
para dispersar la muestra; dichas placas se
colocaron a la estufa a 37°C por 24 horas, y
luego se procedi6 a contar las UFC,
considerando la CMI a la menor concentraciéon
del extracto en la cual no se observan UFC.

Para determinar el efecto antibacteriano entre
Sonchus oleraceus y Ceftazidima se utilizé el
método de difusiéon en disco o método de
Kirby-Bauer. Se prepar6 discos de papel filtro
Whatman N°4 de 6 mm de didmetro; se colocé
5 pL de Ceftazidima diluido a 1mg/mL con
agua destilada (Grupo control) y 5 puL de la
mezcla del extracto etandlico de Sonchus
oleraceus a partir de 25, 50, 100, 500 y 1000
mg/mL con Ceftazidima a 1mg/mL (Grupos
experimentales) los cuales se rotularon como
Gl, G2, G3, G4 y G5 respectivamente. Cada
disco fue colocado en placas con agar Muller-
Hinton previamente sembradas con el in6culo
de P.
midieron los diametros de los halos de

aeruginosa mediante hisopado. Se

inhibicién de cada muestra con la ayuda de una
regla milimetrada.

Los datos fueron recolectados y procesados en
el programa SPSS version 22,0 para Windows,
se analiz6 los supuestos de distribuciéon normal
e igualdad de varianza de la informacién con
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las pruebas estadisticas Kolmogorov-Smirnov y
Levene respectivamente, se realiz6 el analisis
de varianza y la diferencia significativa minima
de Fisher para determinar las diferencias
significativas entre cada grupo experimental
considerdndose estadisticamente significativo
cuando p<0,05.

El Comité de Etica del Comité Permanente de
Investigacion de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Trujillo evalué y
aprobo la realizacion del presente trabajo.

RESULTADOS:

El analisis fitoquimico de la planta demostré la
presencia de compuestos fenélicos, flavonoides,
saponinas, terpenos, esteroles, cumarinas,
lactonas y descart6 la presencia de alcaloides.

La concentracion minima inhibitoria (CMI)
contra cepa silvestre de Pseudomonas aeruginosa
fue de 25 mg/mL del extracto etanodlico de
Sonchus oleraceus, no hubo UFC en las placas a
partir de 25 mg/mL a diferencia del control con
soluciéon salina en el cual se cuantific6 1801
UFC en promedio.

Se demostré los supuestos de distribucion
normal con la prueba de normalidad
Kolmogorov-Smirnov con valores de p>0,05
para cada grupo y la igualdad de varianzas con
la prueba de Levene con valores de p>0,05 para
cada grupo.

Al analizar mediante el ANOVA los didmetros
de los halos de inhibicién de las mezclas del
extracto etanodlico de Sonchusoleraceus en las
concentraciones de 25, 50, 100, 500 y 1000
mg/mL con Ceftazidima, se demostré que la
media de al menos un grupo es
significativamente diferente (p<0,01) (Tabla 1),
al realizar la prueba de diferencia significativa
minima (DSM) de Fisher se obtuvo que el

promedio de los diametros de los halos de

Rev méd Trujillo 2018;13(3):122-30




Mejia-Delgado et al.

inhibicién generado por Gl es

significativamente  menor al  promedio
generado por el grupo control (p=0,003), sin
embargo son similares estadisticamente a los
promedios de G4 (p=0,529) y G5 (p=0,463). Por

otro lado, el didmetro promedio de G3 es
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significativamente mayor que el grupo control
(p=0,018), sin
significativamente de G2 (p=0,402) el cual tiene

embargo no  difiere
un didmetro promedio cuya diferencia no fue
significativa con el grupo control (p=0,119).
(Gratica 1, Tabla 2)

Tabla 1. Analisis de Varianza de Grupos experimentales y Grupo control

Suma de Media %
cuadrados cuadratica P
Entre grupos 327,086 54,514 12,114 0,000
Dentro de grupos 283,500 4,500
Total 610,586

*Significancia. Si p<0,05 es significativo

Rev méd Trujillo 2018;13(3):122-30




Mejia-Delgado et al. Efecto antibacteriano in vitro entre Sonchus oleraceus

CONTROLY GI* G2+t G3i G4+t G513

Ceftazidima Img/mL * Ceftazidima 1mg/mL+ Sonchus oleraceus 25 mg/mL (CMI) 1 Ceftazidima 1mg/mL+
Sonchus oleraceus 50 mg/mL F Ceftazidima 1mg/mL+ Sonchus oleraceus 100 mg/mL 11 Ceftazidima 1mg/mL+
Sonchus oleraceus 500 mg/mL 1f Ceftazidima 1mg/mL+ Sonchus oleraceus 1000mg/mL

Grafica 1. Comparacion de los halos de inhibicién (mm) entre el grupo Control y los Grupos
experimentales.
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Tabla 2. Prueba de Diferencia Significativa Minima (DSM)
de Fisher para los didmetros de inhibicién producidos por
la mezcla de 5 concentraciones del extracto etanolico de
Sonchus oleraceus con Ceftazidima sobre Pseudomonas

aeruginosa.

Factor N ng;izeresviacién Categoria
;OWOI 23,7+ 2,00 I

GT* 10 209+2,13 11

G2t 10 252 +2,49 I II
G3t 10 26+2,49 II
G4tt 10 21,419 I1

G5ff 10 20,1+£1,79 I1

9 Ceftazidima Img/mL

* Ceftazidima 1mg/mL+ Sonchus oleraceus 25 mg/mL

T Ceftazidima 1mg/mL+ Sonchus oleraceus 50 mg/mL
 Ceftazidima 1mg/mL+ Sonchus oleraceus 100 mg/mL
1t Ceftazidima 1mg/mL+ Sonchus oleraceus 500 mg/mL
1t Ceftazidima 1mg/mL+ Sonchus oleraceus 1000mg/mL

DISCUSION El efecto antibacteriano in vitro entre la CMI de

S. oleraceus y Ceftazidima contra P. aeruginosa

La concentraciéon minima inhibitoria (CMI) del
( ) hallado fue menor respecto al efecto observado

extracto etandlico de S. oleraceus contra P.
aeruginosa  determinada en la  presente

investigacion es mayor a la obtenida por Jimoh

et al. en donde el CMI fue de 2,5 mg/ml'8 y por en el control, dicho resultado probablemente

Reema Al-Hussaini et al. donde encontraron un esté relacionado con los discos de papel filtro
CMI de 1,5 mg/ml.16 Whatman empleados, los cuales estan
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compuestos de celulosa y proporcionan una
superficie hidrofilica por contener grupos
hidroxilo, estos interactian directamente con
algunos compuestos catiénicos presentes en S.
oleraceus absorbiéndolos en la superficie del
disco e impidiendo su difusiéon en el agar.?
Ademas, se obtuvo que el efecto antibacteriano
a concentraciones de 50 mg/mL y 100 mg/mL
del extracto con Ceftazidima fue mayor que el
control, lo que sugeriria un posible
sinergismo.?! Se sabe que las plantas producen
una enorme variedad de moléculas antibitticas
pequenas, generalmente clasificadas como

"fitoalexinas" (terpenos, glicoesteroides,
flavonoides y polifenoles),?? en el caso de S.
oleraceus se le atribuye a compuestos fendlicos y
flavonoides segun el estudio realizado por Xia
et al.’® y se ha encontrado que a mayor
concentracion de  compuestos  fenolicos
oxidados mayor es el efecto inhibitorio. El
mecanismo que se le atribuye a la toxicidad
fendlica comprende la inhibicién enzimatica
por los compuestos oxidados, posiblemente
debido a una reaccién con grupos sulfhidrilo o
a través de interacciones no especificas con
proteinas.2> En las pruebas fitoquimicas
realizadas para la especie S. oleraceus de nuestro
medio se encontraron estos componentes
ademds de saponinas, terpenos, lactonas,

cumarinas y esteroles.

Por otro lado, se obtuvo menor efecto
antibacteriano a concentraciones de 500 y 1000
mg/mL del extracto con Ceftazidima con
respecto al control, sugiriendo asi un posible
antagonismo entre S. oleraceus y el farmaco
empleado, sin embargo no se encontraron
estudios previos en relaciéon a lo obtenido. Una
posible explicaciéon del antagonismo observado
en los grupos G4 y G5 es que alguno de los
componentes de S. oleraceus pudiera haber
actuado como un agonista parcial sobre las
penicillin-binding proteins (PBPs), de modo que
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dosis crecientes de S. oleraceus compitieron con
Ceftazidima, produciéndose una inhibicién de
la respuesta antibacteriana y la consiguiente
disminucion en los didmetros de los halos de
inhibicién observados, hipétesis sustentada en
la afinidad de los flavonoides por estas dianas?*
y en los efectos antagénicos debidos a dosis
crecientes de agonistas parciales.?> El presente
estudio se realiz6 solo con los recursos
disponibles en los laboratorios de Ila
Universidad Nacional de Trujillo, sin embargo
los procedimientos realizados son
reproducibles y los resultados tienen validez

para ser confirmados con mejores métodos.

Se concluye que la concentracién minima
inhibitoria del extracto etanélico de S. oleraceus
contra P. aeruginosa fue de 25mg/mL, el efecto
antibacteriano in vitro entre la CMI de Sonchus
oleraceus y Ceftazidima contra P. aeruginosa fue
menor al efecto antibacteriano de Ceftazidima y
que la concentracion de S. oleraceus con
Ceftazidima que presenta mayor efecto
antibacteriano contra P. aeruginosa fue de 100

mg/mL del extracto etandlico.

Se recomienda realizar el andlisis cuantitativo
de los componentes del extracto etandlico de S.
oleraceus, evaluar la interaccién entre el extracto
etandlico de S. oleraceus con Ceftazidima
haciendo uso del método de las curvas de
letalidad o método de la tabla de ajedrez y
evaluar el efecto antibacteriano de S. oleraceus y
las posibles combinaciones con farmacos contra
P. aeruginosa in vitro e in vivo.
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