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En este estudio se evalud la actividad antibacte-
riana y antifingica de los extractos zumo, acuoso
y etandlico de Sinningia warmingii, empleando el
método de Kirby-Bauer y el método de pozos de
agar. Los microorganismo de trabajo fueron Sta-
phylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomo-
na aeruginosa (ATCC 9027) y Candida albicans
(ATCC 10231). Los resultados mostraron que

\ Abstract QN

In this study the antibacterial and antifungal ac-
tivity of the juice, aqueous and ethanol extracts
of Sinningia warmingii assessed, using the Kirby-
Bauer method and agar well method. The orga-
nism used were Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)
and Candida albicans (ATCC 10231). The results

ninguno de los extractos de Sinningia warmingii
presenta efecto inhibitorio contra los microorga-
nismos estudiados.
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showed that none of the extracts Sinningia war-
mingii presents inhibitory effect against microor-
ganisms studied.
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INTRODUCCION

Las gesneraceas, familia a la que pertenece Sin-
ningia warmingii, son plantas propias y compo-
nentes importantes de los bosques neotropicales
montanos lluviosos y de neblina, pero de escasa
presencia en bosques secos. Su distribuciéon se
extiende desde México y el Caribe hasta Brasil,
Argentina, Chile y las Guayanas, aunque princi-
palmente desde Costa Rica hasta el Perd'. De
los 28 géneros y 150 especies de Gesneraceae
encontrados en Per(?, solo se registra Sinningia
warmingii en las regiones de Lima, La Libertad y
Lambayeque. Probablemente, su distribucion se
deba a que presenta dormancia durante la esta-
cion seca y rebrote en la primera parte de la tem-
porada de lluvias®, a diferencia de la abundancia
de especies de Gesneraceae encontradas en
Huanuco, Loreto, Cuzco, San Martin y Amazonas,
donde el clima humedo es mas favorable?. Por
esta razon, pueden ser relativamente buenos indi-
cadores de la conservacion de los bosques hume-
dos y nublados®. Los pobladores de la provincia
de Utcubamba, region Amazonas, sector de Que-
brada Seca Alta usan ancestralmente la infusién
de “papa madre”, Sinningia warmingii (sola o com-
binada con otras plantas), para el tratamiento de
enfermedades ginecolégicas de diversa etiologia
(inflamaciones puerperales, vaginosis bacteriana
y micosis)*.

La vaginosis bacteriana -antes llamada “vaginitis
inespecifica’ es definida como la infeccion de
los tejidos vaginales. Se caracteriza microbiolégi-
camente por la sustitucion de la flora normal de
Lactobacillus acidophylus®, con una gran variedad
de bacterias como son Mobiluncus spp, Bacte-
roides spp, Prevotella spp, Peptostreptococcus
spp, Fusobacterium, Veillonella, Mycoplasmaho-
minis, Peptococcus spp, Ureaplasma urealyticum
y Streptococcus viridans®’, de las cuales la mas
frecuente es Gardnerella vaginalis, que ha llegado
a convertirse en un problema de salud publica® por
afectar al 50% de mujeres sanas, al 20% de las
mujeres gestantes de las cuales el 15% presen-
tan partos prematuros, lo que conlleva a un mayor
riesgo de muerte perinatal, acentuada en mujeres
con bajos recursos econémicos, como es el caso
de las pobladoras de la provincia de Utcubamba,
las cuales recurren al uso ancestral de plantas
medicinales como la “papa madre” (S. warmingii)
para aliviar sus dolencias.

Gardnerella vaginalis afecta al 98% de mujeres
con vaginosis y afecta hasta el 50% de mujeres
sanas, lo que la convierte en el agente causal mas
frecuente de la vaginosis®; encontrandose inclu-
so en exudados vaginales de nifias entre 5 a 10
afos y en el 21,1% de mujeres embarazadas'. El
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80% hombres que han tenido contacto sexual con
mujeres infectadas' también ha sido afectado.
En paises desarrollados, se encuentra vaginosis
bacteriana en el 5% de las mujeres asintomaticas
y en el 25% de las mujeres con sintomas gine-
colégicos'?, se ha visto que es mas baja (4%) en
estudiantes universitarias asintomaticas y maxima
(64%) en pacientes con enfermedades de trans-
misién sexual'. El metronidazol generalmente es
el medicamento de eleccién para el tratamiento
de vaginosis, debido a su espectro extraordinaria-
mente amplio de actividad antiprotozoica y antimi-
crobiana, que por su bajo peso molecular alcanza
concentraciones terapéuticas en secreciones va-
ginales, semen, saliva, leche, miometrio, trompas
de Falopio™.

En un trabajo previo informamos que Sinningia
warmingii muestra alta presencia de glicésidos
y compuestos fendlicos (taninos), asi como leve
presencia de flavonoides, terpenos, esteroides y
alcaloides determinados por reaccion colorimétri-
ca. Estos resultados fueron concordantes con el
screening espectrofotométrico de Sinningia war-
mingii, en el que se observan tres picos, el prime-
ro con fuerte absorbancia a 210 nm

(Abs: +2.984; UV 2.5 % nm 210.0)

que seria correspondiente con la presencia de
sesquiterpenlactonas; el segundo y tercer pico
con valores de BllI=Abs:+0.682,

UV 35590 m 288.0 v Bl=Abs:H1647: UV 2E 0% 0m 327.0

muestran concordancia con los patrones de ab-
sorbancia UV de isoflavonas — dihidroflavonoles™.

Habiéndose reportado actividad antiprotozoaria y
antiviral en algunas sesquiterpenlactonas'®; activi-
dad fungitoxica en isoflavonas'’; actividad antio-
xidante en taninos y flavonoides, empleados en el
tratamiento de dislipidemia y aterosclerosis, y que
también muestran efecto hepatoprotector, radio-
protector, antitumoral, antibacteriano y antiinfla-
matorio'®, que podrian explicar el uso de Sinningia
warmingii en problemas ginecoldgicos como flujos
vaginales de origen micotico, bacteriano o mixto,
en este trabajo evaluamos la actividad antibacte-
riana y antifungica del mencionado extracto.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Los tubérculos de “papa madre” fueron recolecta-
dos en el distrito de Bagua Grande, provincia de
Utcubamba, region Amazonas (400msnm, coor-
denadas geograficas 05° 46° 40" de latitud sur y
78° 25° 46" de longitud oeste), con clima calido
y himedo (28-29° C). Después de la recoleccion,



los tubérculos fueron limpiados y trasladados en
bolsas de papel al laboratorio de microbiologia y
biotecnologia microbiana (LMBM) de la Facultad
de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (UNMSM) - Lima.

Preparacion de extractos

El extracto acuoso (EA) se obtuvo sometiendo
100 g del tubérculo trozado y sin cascara a ebu-
llicion y agitacion constante en 200 mL de agua
destilada, concentrandolo por evaporacion hasta
obtener 100 mL de liquido y dejandolo reposar
hasta enfriar. El extracto etandlico (EE) se obtuvo
por maceracion de 100g del tubérculo en 100 mL
de etanol por 15 dias a temperatura ambiente, con
dos rotaciones diarias de 30 minutos cada una. El
extracto zumo (EZ) fue obtenido prensando trozos
de tubérculo sin cascara en un exprimidor de me-
tal. Todos los extractos fueron pasados primero
por papel filtro para retirar restos del tubérculo y
luego esterilizados con filtros de nitrocelulosa con
poro de 0.45um (MerkMillipore HAWP04700), de-
positandose finalmente en tubos Falcon estériles,
hasta su uso en los ensayos antimicrobianos.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Para probar la actividad antibacteriana y/o an-
tifangica de los principios activos de Sinningia
warmingii, se usaron dos métodos: el primero
del antibiograma disco placa o método de Kirby-
Bauer y el segundo el método de pozos de agar.
En ambos casos se utilizd una bacteria gram po-
sitiva: Staphylococcus aureus (ATCC 6538), una
bacteria gram negativa: Pseudomona aeruginosa
(ATCC 9027) y un hongo Candida albicans (ATCC
10231). Los farmacos de referencia trimetoprim
sulfa, amikacina y fluconazol fueron usados como
controles positivos respectivamente y cada ensa-
yo fue realizado por triplicado.

Preparacion del inéculo

Las cepas obtenidas del cepario del LMBM-UNM-
SM fueron replicadas en caldo TSB para ambas
bacterias (S. aureus, P. aeruginosa) y en caldo
sauberou para Candida albicans. Todos los caldos
fueron llevados a estufa e incubados por 24 horas
a 35 + 2 °C. Posteriormente se fijo la turbidez
del medio en 0.5 unidades (108 cel/mL) segun el
patron de Mc Farland, finalmente fueron sembra-
dos por hisopado en las placas de agar Mueller-
Hinton, medio estandarizado para las pruebas de
antibiograma en el LMBM-UNMSM.

Preparacion de los discos de difusion

Los discos de papel filtro impregnados en los tres
extractos (EA, EE y EZ) de Sinningia warmingii
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se obtuvieron embebiéndolos durante 12 horas en
cada extracto, luego fueron secados en estufa a
37 °C por 2 horas y almacenados en microtubos
estériles a temperatura ambiente hasta su uso en
las pruebas antimicrobianas correspondientes.
En el ensayo con Candida albicans, los discos se
embebieron en 6 diluciones obtenidas del extracto
acuoso inicial, sin formacién de ningun halo, por
lo que en los ensayos con Staphylococcus aureus
y Pseudomona aeruginosa solamente se usaron
los extractos completos, realizandose en todos
los casos ensayos por triplicado.

Método de Kirby-Bauer

La siembra de los microrganismos se realiz6 por
hisopado sobre cada una de las superficies de los
agares Mueller-Hinton, verificandose previamente
que estos presenten un pH entre 7.2y 7.4, un gro-
sor de 5mm y no tengan agua en la superficie. Los
discos de papel secante impregnados con los ex-
tractos y con los farmacos, se aplicaron por tripli-
cado con ligera presion en la superficie del medio
previamente inoculado. Las placas se incubaron
invertidas a 35 + 2 °C por 24 horas. Posteriormen-
te se midieron los halos de inhibicién incluyendo
el diametro de los discos utilizando el software
ImageJ.

Método de pozos de agar

La inoculacién de los microorganismos en las pla-
cas con agar Mueller-Hinton fue similar a la des-
crita en el método de Kirby-Bauer, realizandose
los pozos sobre la superficie de los agares con
ayuda de un sacabocados estéril de 6 mm de dia-
metro, y en cada uno de ellos se vertieron 25 yL
de cada uno de los extractos, utilizandose discos
impregnados con los farmacos como controles
positivos. Posteriormente se incubaron y leyeron
las placas de igual forma que el método de Kirby-
Bauer?.
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RESULTADOS

En todos los casos los extractos de Sinningia warmingii no mostraron efecto inhibitorio. Los
controles positivos mostraron halos de inhibicion de 17.5 a 18.9 mm para el fluconazol, 23.6
a 24.5 mm para la amikacina y 16.5 a 18.7 mm para el trimetoprim sulfa, como se muestra
en las imagenes 01, 02 y 03.

Figura N° 01: Ensayo con método de Kirby-Bauer en cultivo de Candida albicans.
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iluciones del extracto acuoso:
1 Extracto inicial 1000
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Figura N° 02: Ensayo con método de pozos de agar en cultivo de
Pseudomona aeruginosa.
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Tipos de extractos al 100%:
A: Extracto zumo

B: Extracto acuoso

C: Extracto etandlico
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Figura N° 03: Ensayo con método de Kirby-Bauer en cultivo de Staphylococcus
aureus (ATCC 6538).
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Tipos de extractos al 100%:
A: Extracto zumo

B: Extracto acuoso

C: Extracto etanolico

DISCUSION

En el presente trabajo observamos que los extractos zumo, acuoso y etandlico de Sinningia
warmingii no generan halos de inhibicién en los ensayos de sensibilidad antimicrobiana
utilizando las metodologias de Kirby&Bauer y de pozos de agar en cultivos de Staphylo-
coccus aureus, Pseudomona aeruginosa y Candida albicans. Puesto que los flavonoides
tienen una amplia y variada actividad farmacoldgica como dilatadores de las coronarias, es-
pasmolitica, hepatoprotectora, estrogénica, diurética, fungitoxica', actividad antioxidante,
efecto hepatoprotector, radioprotector, antitumoral, antibacteriano, antiinflamatorio'®, antivi-
ral?!, antiprotozoaria'®, anticancerigena??; y habiéndose demostrado en este estudio que no
presentan actividad antibacteriana, tampoco actividad antifungica, consideramos que los
metabolitos secundarios que posee Sinningia warmingii podrian ejercer un efecto activador
de algun mecanismo bioquimico de tipo antiinflamatorio, antitumoral y/o antioxidante. Esto
puede explicar las propiedades curativas que los pobladores del nororiente peruano le con-
fieren frente a enfermedades ginecoldgicas de diversa etiologia. Tanto este tema como la
determinacion de su estructura quimica seran materia de trabajos sucesivos.

CONCLUSIONES

Se ha demostrado que los extractos zumo, acuoso y etandlico de Sinningia warmingii no
presentan efecto antibacteriano, tampoco antifungico en los ensayos de sensibilidad anti-
microbiana contra Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomona aeruginosa (ATCC
9027) y Candida albicans (ATCC 10231), realizados empleando el método de Kirby-Bauer
y de pozos de agar.
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