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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, se evalu6 el extracto etandlico de Desmodium
molliculum (Kunth) DC. “Manayupa” y su influencia en el efecto antibacteriano en los
cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro. La muestra fue recolectada en el
distrito de Ocortuna, departamento de Junin, Perd. Se determind los metabolitos
secundarios mediante la marcha fitoquimica; se obtuvo: alcaloides, flavonoides,
taninos, saponinas aminoacidos y Cumarinas. Se realizé la cromatografia del
extracto etandlico. ElI microorganismo utilizado fue cepa Escherichia coli ATCC
25922. La actividad antibacteriana se evalué mediante el método de difusién en agar
(Método de Kirby- Bauer) .Las concentraciones aplicadas del extracto de
Desmodium molliculum (Kunt) DC, fueron de 25%,50%,75% y 100%. Demostrando
que el extracto etandlico a una concentracion de 25% y 50% no posee actividad
antibacteriana, Mientras que a 75% y 100% se evidencié actividad antibacteriana
significativa. A dichas concentraciones presentdé mejores resultados en la medicién
de los halos de inhibicion a lo largo de todos los momentos de tiempo comparado
con el control positivo. En las condiciones experimentales realizadas se demostro
que el extracto etanodlico en las concentraciones de 75% y 100% posee efecto

antibacteriano e influye en los cultivos de Escherichia coli.

Palabras Clave: Desmodium molliculum (Kunth) DC “Manayupa”; Efecto

antibacteriano; Efecto inhibitorio relativo (PEIR).



ABSTRACT

In the research work we present, we tested the ethanolic extract of Desmodium
molliculum (Kunth) DC. “Manayupa” and its influence on the antibacterial effect in the
culture of Escherichia coli, in vitro studies. The sample was collected in the district of
Ocortuna, Junin in Peru. Secondary metabolites were analyzed by the phytochemical
tracking getting alkaloids, flavonoids, tannins, saponins, amino acids and coumarins.
Chromatography of the ethanolic extract was carried out. The Escherichia coli strain
ATCC 25922 was the microorganism used in this process. The antibacterial activity
was tested by the Agar disk diffusion (Kirby-Bauer method). The concentrations of
Desmodium molliculum extract (Kunt) DC were 25%, 50%, 75% and 100% and the
results of the ethanolic extract on a 25% and 50% concentration did not produce
antibacterial activity. However, the outcome was quite different on concentrations of
75% and 100%; those concentrations showed better results with the zone of inhibition
test through all the moments of compared time with the positive control. On the
experimental conditions which were done; it has been proved that the ethanolic
extract on 75% and 100% concentrations had an antibacterial effect and also had an

influence on the culture of Escherichia coli.

Keywords: Desmodium molliculum (Kunth) DC, “Manayupa”, antibacterial effect,
relative inhibitory effect (PEIR).
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INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas han estado presentes a lo largo de la historia,
produciendo estragos en la poblacion. En la actualidad sigue siendo una realidad
latente.?® a causa de la proliferacion y casos de resistencia bacteriana de
microorganismos que sufren cambios al verse expuestos a los antimicrobianos
(antibidticos, antifungicos, antiviricos) Como consecuencia, los farmacos se tornan
ineficaces y las infecciones perduran en el organismo?®, lo que eleva el riesgo de
contagio. Los pacientes farmacorresistentes corren mayor riesgo clinico hasta el
punto de producir la muerte.'® Debido a esto se buscan fuentes naturales que posean

componentes con actividad antibacteriana para el desarrollo de nuevos farmacos.

Nuestro pais no es ajeno a este problema, “El Peru esta interesado en la
investigacion de los principios activos y de la actividad farmacolégica de la
biodiversidad existente en nuestros diferentes biotopos tropicales”.*> Una de estas
es la especie Desmodium molliculum, utilizada ancestralmente por nuestros nativos
como diurética, antiinflamatoria y depurativa. Ha sido estudiada e investigada durante
estos Ultimos quince afios. En nuestro pais Bonilla et al., publicaron en 2002
“Evaluacion Fitoquimica y Actividad Biolégica de Desmodium molliculum (H.B.K.)
D.C. dando como resultado la presencia de metabdlitos activos como flavonoides,
esteroides y/o triterpenos?. Demostrando asi su relacién con los usos tradicionales de
los pueblos nativos en problemas de inflamacién?. En el 2015, Quito — Ecuador,
John Landeta Maldonado, Hace mencion que Los metabolitos secundarios que se
creen responsables de la actividad antibacteriana de esta especie son: alcaloides,
esteroles, flavonoides. Obteniendo como resultado la inhibicion del crecimiento de
Staphylococcus aureus siendo el extracto de Desmodium molliculum un 96 % tan
efectiva como la Dicloxacilina medicamento con el que realiz6 la comparacion.
Mientras que la prueba in vivo confirmo un gran avance en la curacion de las heridas

infectadas con Staphylococcus aureus en el lomo de los ratones 4.

También en el 2015, Riobamba, Ecuador Alexis Salazar Toaquiza, presenta “Estudio

Fitoquimico del Extracto Etandlico Desmodium adscendens” y Elabora una Técnica



de Cuantificacién del Metabolito de mayor presencia, siendo esta del mismo género
que Desmodium molliculum. Reporto que en la prueba fitoquimica, el extracto

presento alto porcentaje de Terpenos, Flavonoides y Taninos.

Teniendo en cuenta los diferentes estudios que han sido realizados se podria difundir
aun mas las propiedades que posee la especie Desmodium molliculum en nuestro
pais para la elaboraciéon de nuevos farmacos®, desarrollando programas que
fomenten el uso adecuado de estos recursos terapéuticos ancestrales y sean de
utilidad para que en un futuro se aminoren los casos de enfermedades
farmacorresistentes. En el presente trabajo de investigacion presentamos los
resultados obtenidos del extracto etandlico de Desmodium molliculum que permiten
Su uso como agente antibacteriano frente a bacterias patdgenas como Escherichia

coli.



CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA
La resistencia bacterial es consecuencia de la evolucion bacteriana. “aquellas
bacterias que tengan una mutacién que les permita sobrevivir se reproduciran.
Ellas pasaran este rasgo genético a su descendencia, que serd una generacion
totalmente resistente” *. E. coli es la bacteria anaerobia mas abundante de la
flora intestinal; registrando un aproximado de 630 millones de casos de
infecciones gastrointestinales en el mundo y entre 5 a 6 millones de muertes al
afio. También es responsable del 50% de las ITU intrahospitalarias y 90% en
pacientes ambulatorios!!. Debido a la proliferacion y casos de resistencia
bacteriana de estos microorganismos se busca obtener metabolitos con

actividad antibacteriana para el desarrollo de nuevos farmacos.

“La Asamblea Mundial de la Salud y la Organizacibn Mundial de la Salud,
quienes con el proyecto “Salud y Medicina Tradicional” han dado mucho valor a
los fitomedicamentos, teniendo en cuenta que la poblacion mundial usa plantas
como su fuente primaria de agentes medicinales.” 1° “El Per( es uno de los 12
paises privilegiados con mayor biodiversidad del planeta. Se calcula que existen
alrededor de 250,000 plantas medicinales en los bosques tropicales, 2,000 de
las cuales se encuentran en nuestra region amazonica”®. Los pueblos
indigenas han tenido durante muchos afios contacto con la naturaleza,
permitiéndoles conocer las caracteristicas, propiedades, usos y aplicaciones
tradicionales que usan es su pueblo. “Estos conocimientos seran Utiles para la
ciencia, la tecnologia, la industria y el comercio en general” 5 reduciendo

costos de investigacion, y aumentando posibilidades de un estudio exitoso™®.

Con el presente trabajo de investigacion se pretende contribuir a la solucion de
este problema de salud publica, evaluando “El extracto etandlico de Desmodium
Molliculum y su posible efecto antibacteriano sobre cultivos de Escherichia coli,

estudios in vitro.



1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA
En la actualidad en el Peru no existe una industria que elabore farmacos a base
de Desmodium molliculum que sean consideradas productos naturales
organicos. Se ha encontrado que posee propiedades con efecto antiinflamatorio,
antibacteriano y depurativo de la sangre en diversas investigaciones las cuales
lo convierten en una especia con un gran potencial que podria aprovecharse por
la industria farmacéutica atribuyéndole efectos terapéuticos que han sido
utilizados en los pueblos nativos y rurales desde tiempos ancestrales. Por lo
tanto, la fase experimental que se realiz6 en este proyecto podra ser considerada
en futuras investigaciones para ser registrado como producto natural en las

industrias peruanas.

1.2.1 Problema general

- ¢Como influye el extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC.

“‘Manayupa” en los cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro?

1.2.2 Problemas especificos

- ¢De qué manera la concentracion al 25% del extracto etandlico de
Desmodium molliculum (Kunth) DC. influye en el efecto antibacteriano en los

cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro?

- ¢De qué manera la concentracion al 50% del extracto etandlico de
Desmodium molliculum (Kunth) DC. influye en el efecto antibacteriano en los

cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro?

- ¢De qué manera la concentracion al 75% del extracto etandlico de
Desmodium molliculum (Kunth) DC. influye en el efecto antibacteriano en los

cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro?



¢De qué manera la concentracion al 100% del extracto etandlico de
Desmodium molliculum (Kunth) DC. influye en el efecto antibacteriano en los

cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro?

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Determinar si el extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC.
influye en el efecto antibacteriano en los cultivos de Escherichia coli,

estudios in vitro.

1.3.2 Objetivos especificos

Determinar si la concentracion al 25% del extracto etanoélico de Desmodium
molliculum (Kunth) DC. influye en el efecto antibacteriano en los cultivos de

Escherichia coli, estudios in vitro.

Determinar si la concentracion al 50% del extracto etanodlico de Desmodium
molliculum (Kunth) DC. influye en el efecto antibacteriano en los cultivos de

Escherichia coli, estudios in vitro.

Determinar si la concentracion al 75% del extracto etandlico de Desmodium
molliculum (Kunth) DC. influye en el efecto antibacteriano en los cultivos de
Escherichia coli, estudios in vitro.

Determinar si la concentracion al 100% del extracto etandlico de
Desmodium molliculum (Kunt) DC. influye en el efecto antibacteriano en los

cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro.



1.4 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DEL ESTUDIO
Hoy en dia se presentan casos de resistencia bacteriana frente a los farmacos
ya utilizados, “El incremento de enfermedades causadas por microorganismos

patdgenos resistentes es una preocupacion generalizada” *.

El proposito de esta investigacion es contribuir con el conocimiento sobre el
efecto antibacteriano que poseen las plantas naturales que son una fuente muy
atil para la obtencién de nuevos principios activos. Se basa en evaluar “El
extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunt) “Manayupa” y su efecto

L]

antibacteriano sobre cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro.” “En nuestro
pais Bonilla et al., publicaron un estudio sobre la evaluacién fitoquimica y
actividad biolégica de Desmodium molliculum, refiriendo como principales
metabdlitos activos a los flavonoides™. y “Estiguar, J. confirmé la actividad
antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de Desmodium molliculum (Kunt)
DC., en bacteria Staphylococcus aureus estudio in vitro siendo un 96 % tan
efectiva como la dicloxacilina, “dando como responsables de la actividad
antibacteriana de esta especie a principios activos como: alcaloides, esteroles,
flavonoides siendo los mas abundantes luego del andlisis fitoquimico. Quito-

Ecuador 2015”4,

“Los componentes activos identificados en las especies de Desmodium son
similares, por eso las propiedades farmacologicas de los extractos de diversas
especies de plantas de este género se caracterizan por una similitud muy
significativa” 2. Se busca demostrar la importancia de estos hallazgos que
serviran para mejorar el estado de salud de muchos pacientes, aprovechando la
biodiversidad de nuestro pais. Esto beneficiard a la poblacion, principalmente
los pacientes con bajos recursos econdémicos y captara el interés de la industria
farmacéutica hacia esta area 4. Es conveniente realizar estas investigaciones

utilizando modelos in vitro, para mayor certeza de los resultados.



CAPITULO II: MARCO TEORICO
2.1 ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

Dentro de las investigaciones que se realiz6 en las diferentes fuentes, se

encontraron algunas tesis similares; son las siguientes:

2.1.1 Antecedentes nacionales
Lozano N, Bonilla P, Arroyo J. (2001)° Su estudio tuvo como objetivo
identificar los metabolitos secundarios responsables de la actividad
bioldgica a fin de corroborar la informacién etnofarmacolégica relacionada
al uso medicinal de esta especie. Evaluaron tres muestras de Desmodium
molliculum (H.B.K) D.C procedentes de Jaén (Cajamarca), Huanuco Y
Huancayo (Junin).En los resultados del estudio fitoquimico, se observé
que las tres muestras en estudio, poseen abundante cantidad de
metabolitos, destacandose los flavonoides. De las evaluaciones del efecto
antiinflamatorio, por administracion peroral, la muestra de Junin, mostro
mayor actividad, cercana a la actividad de la dexametasona. La
administracion topica del extracto de la muestra de Cajamarca, mostro
mayor actividad antiinflamatoria. Y en el efecto cicatrizante por via peroral
el extracto de la muestra de Junin mostr6 mayor actividad. El estudio
hematolégico mostro que los elementos mononucleares (linfocitos,
monocitos) estuvieron en mayor cantidad al terminar la evaluacién
antiinflamatoria subcrénica de 21 dias de tratamiento con la muestra de
Cajamarca. En su estudio concluyen que la mejor muestra es procedente

de Jaén (Cajamarca) ya que posee la mejor actividad biolégica evaluada.

Acero B, Millones D, Ticona I, Torres L. (2012)’; Su estudio tuvo como
objetivo investigar el efecto del extracto etandlico de Desmodium
molliculum sobre el infiltrado leucocitario en tejido pulmonar y la medicion
de IgE sérica especifica de alérgeno. (Efecto de Desmodium molliculum

en la inflamacion alérgica).



Se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c los cuales fueron
inducidos mediante inyeccion intraperitoneal y nebulizacion con
ovoalbumina. El extracto liofilizado de Desmodium molliculum fue
administrado por canulacién orogastrica durante 7 dias una semana
después de la ultima nebulizacion. Se evaluaron los efectos del extracto
sobre la inflamacién leucocitaria en cortes de pulmén tefidos con
Hematoxilina-eosina y los valores séricos de IgE. Los resultados fueron
obtenidos mediante la prueba de Tukey con p=0,05 se obtuvieron valores
de diferencia de medias respecto al blanco; para la dosis de 250mg/Kg fue
-150,345 (significancia=0,001); para 500mg/Kg, -59,342 (0,019); y para
1000mg/Kg, -89.771 (0,001); la més efectiva fue 500mg/Kg. Se evalud con
la misma prueba diferencia de medias respecto a Dexametasona
(2mg/Kg): para control negativo, -158,125 (p=0,001); blanco, 66,95
(0,004); y 500mg/Kg, 7,607 (0,998). El infiltrado peribronquial fue similar
para el control (+) y dosis de 250 y 500 mg/Kg; en el perivascular destaco
la dosis de 500 mg/Kg. En el estudio concluyen que segun los valores de
IgE e infiltrado peribronquial y perivascular en el pulmoén, Desmodium
molliculum tiene un efecto en la inflamacion alérgica, efecto similar al

obtenido con dexametasona.

2.1.2 Antecedentes extranjeros
Landeta J. (2015)% Su estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad
antibacteriana de Desmodium molliculum. Conocida en la zona de Ayora
del Canton Cayambe como "Treinta Reales”, la cual utilizan para tratar
enfermedades infecciosas dérmicas. Determino la propiedad
antibacteriana del extracto de la planta a la concentracion de 250 ppm
produciendo la inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus siendo
un 96 % tan efectiva como la dicloxacilina, medicamento que utilizo para la
comparacion. Los resultados obtenidos de la investigacion in vivo e in
vitro fueron satisfactorios. Observando un buen progreso en la curacion de

las heridas infectadas de Staphylococcus aureus después del tratamiento
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con el extracto de Desmodium molliculum. El estudio concluye que Los
metabolitos activos que se creen responsables de la actividad

antibacteriana de esta especie son: alcaloides, esteroles y flavonoides.

Salazar A. (2015)% Su Investigacién tuvo como objetivo realizar él estudié
Fitoquimico del Extracto Etandlico de Desmodium molliculum y la
Elaboracion de una Técnica de Cuantificacion del Metabolito de Mayor
Presencia, El extracto vegetal fue macerado con etanol al 96%, reducido a
200 ml, recuperada la fase liquida para determinar las propiedades fisicas,
analisis cromatografico preliminar, la separacion en columna
cromatografica y monitoreo de fracciones en Cromatografia de Capa Fina
(TLC). Las mezclas repurificadas, hasta pureza cromatografica, aplicar
espectroscopia Infrarrojo (IR) y Ultra Violeta. Los resultados obtenidos
fueron un liguido verde oscuro de olor herbario y amargo, con densidad
0.1567g/ml, Los metabolitos identificados fueron flavonoides, alcaloides y
saponinas, el estudio concluye que el metabolito con mayor presencia en

el extracto etandlico fueron las saponinas.

Rastogi S, Pandey M, Rawat A. (2011)2; Su estudio tuvo como objetivo
revisar y otorgar informacién sobre los usos tradicionales, investigacion
fitoquimica, farmacologica y toxicologia de Desmodium gangeticum vy
Desmodium adscendens. Los resultados obtenidos aproximadamente 25
especies diferentes de Desmodium incluyendo Desmodium gangeticum y
Desmodium adscendens se utilizan como medicina tradicional en todo el
mundo. La investigacién fitoquimica de estas especies ha llevado al
aislamiento de alcaloides, pterocarpanos, fosfolipidos, esteroles, flavonas
y glucésidos flavonoides, saponinas, triterpenoides, feniletilaminas e indol-
3-alquilaminas. Los extractos crudos, las fracciones y los componentes
aislados de Desmodium gangeticum y Desmodium adscendens mostraron
un amplio espectro de actividades farmacolégicas in vitro e in vivo como

antiasmatico, relajante de mausculo liso, antiinflamatorio, antiulceroso,



antidiabético, antiviral, antioxidante y hepatoprotector. El estudio concluye
que Desmodium gangeticum y Desmodium adscendens posee la
capacidad de eliminar radicales libres, actividad anticonceptiva y

antileishmaniasis.

2.2 BASES TEORICAS

Para el conocimiento, analisis y evaluacion de las variables se ha consultado las

diferentes teorias, definiciones y evaluaciones de literaturas que se citan a

continuacion:

2.2.1 Desmodium molliculum
Es una de las especies de mayor uso folklérico en los pueblos indigenas.
Ha sido investigada y se ha logrado aislar e identificar sus metabolitos
activos como flavonas, glicésidos esteroides, flavonoides y taninoss.
Comprobando su actividad terapéutica mediante estudios in vivo e in
vitro. Es conocida en nuestro pais como “Manayupa’,
‘Runamanayupana”, “pata de perro”, “pega-pega” y en quechua
“allcopachaque”. Segun Brako et al, el Desmodium molliculum (Kunth)
DC, presenta los siguientes sinébnimos botanicos: Hedysarum molliculum
HBK; Meibomia mollicula (HBK)Z.

2.2.1.1 Clasificacién Taxon6mica
Ha sido estudiada y clasificada como Desmodium molliculum y tiene la

siguiente posicién taxonémica, segun el sistema de clasificaciéon de
Cronquist (1988).
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Desmodium

Especie: Desmodium molliculum
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Nombre Vulgar: “Manayupa” 3. Sinonimia. Desmodium molliculum
(Kunth).DC, Desmodium molliculum (H.B.K). DC.

Determinada por: Blgo. Severo Baldedn Malpartida

Segun constancia N° 193-USM-2017, posicion taxondmica, segun

sistema de clasificacion de Cronquist (1988). (Ver Anexo 2)

Figural. Desmodium molliculum. (Kunth)

Fuente: Clorofilaandcompany, 2012 3

2.2.1.2 Descripcion botanica

Planta herbacea perenne, rastrera oriunda del Perd. Mide
aproximadamente 50cm de altura. Tallo acanalado, ligeramente
rugoso, densamente pubescentel. Posee hojas compuestas, trifoliadas,
estipuladas y pubescentes, sus foliolos son de borde liso®®.
Inflorescencia en racimos, con caliz acampanado, el color de la corola
puede variar desde rosado-violacea o blanca®. Con estandarte oblongo-
ovado u orbicular. Contienen diez estambres mono a di-adelfos,
filamentos unidos en un tubo, cinco mas largos que alternan con cinco
mas cortos, con el vexilar parcialmente soldado a los demas. Ovario
lineal, no sésil, estigma pequefio*. El fruto es simple, articulado de 4 a 8
secciones, mide de 1 a 3 cm y las semillas aproximadamente 1 mm de
largo y 0.7 mm de ancho, con forma de rifion*. Raiz abundante, penetra

profundamente en el suelo por lo que es resistente a las sequias 6.
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2.2.1.3 Habitat

Se adapta muy bien a suelos fértiles, arenosos y arcillosos con pH
desde un minimo de 4.0. Crece entre los 3200 — 4000 m s. n. m., en
campos abiertos, areas de cultivo. Tolera heladas ligeras, poseen

6ptimo crecimiento entre 30/25 © C*.

2.2.1.4 Distribucion geografica

Género con cerca de 350 especies de las regiones tropicales vy
subtropicales®. La especie Desmodium molliculum crece en zonas
tropicales del mundo, en el Este de México, Brasil y Asia 4. En nuestro
pais crece en forma silvestre en los Andes entre 3200 — 4000 msnm
principalmente en los departamentos de Huanuco, Junin, Cuzco,
Ayacucho, Lima y Cajamarca®. También presente en Ecuador,
Guatemala y Venezuela; En Colombia, Desmodium molliculum se ha
coleccionado en Antioquia, Boyaca, Cauca, Cundinamarca, Narifio,

Putumayo y Valle'’.

Figura2. Desmodium molliculum

Fuente: Discovery Life.
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2.2.1.5 Composicion quimica

“La composicion quimica de esta planta ha sido poco estudiada en
nuestro medio por lo cual, se conocen muy pocos de sus principios
activos” 3. En la rama de la Bioquimica se menciona que posee
moléculas organicas especificas como los Terpenos, Flavonoides y
Alcaloides aisladas o formando un fitocomplejo que le dan la actividad
terapéutica®.

En Per(G Bonilla et al®., publicaron un estudio sobre la Evaluacion
Fitoquimica y Actividad Biologica de Desmodium molliculum, dando
como resultado “la presencia de aminoacidos, compuestos fendlicos,
taninos catéquicos, esteroides y/o triterpenos, quinonas Yy
leucoantocianidinas; destacando como principales metabdlitos activos
a los flavonoides y esteroides y/o triterpenos™. Demostrando asi su
relacion con los usos tradicionales de los pueblos nativos en problemas
de inflamacion®. La planta deshidratada posee un alto contenido en
minerales y proteinas como cobre, fésforo, hierro, magnesio,
manganeso, potasio, silicio, azufre, calcio, sodio, zinc*. Los metabolitos
secundarios encontrados en la mayoria de especies de Desmodium
presentan similitud, debido a esto la mayoria presenta las mismas
propiedades farmacolégicas®. Se ha encontrado que Desmodium
molliculum, posee flavonoides, taninos y esteroides, los cuales le
aportarian un efecto contraceptivo Sin embargo, hasta el dia de hoy no
se ha establecido relacion entre la dosis y sus efectos para el control de
la natalidad?.

En Quito, Ecuador Salazar Alexis publicé “él Estudié Fitoquimico del
Extracto Etandlico de Desmodium molliculum” ®, dando como resultado
presencia de alcaloide (Tryptamina), indica que contiene 4 mg/k, 3 por
ciento de &acidos grasos insaturados®, Flavonoides (Quercetina,
Astragalina), Taninos y Terpenos de tipo saponina que son los
metabolitos predominantes del vegetal que fueron determinados por
HPLC?®. El estudio Fitoquimico de Peruvian Nature S&S SAC, determina
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la presencia de metabolitos secundarios como: Acidos organicos;
Esteroides; Saponinas, que constituyen los metabolitos secundarios
caracteristicos de leguminosas y son los principios activos del efecto
antiinflamatorio®.

Tabla 1. Composicion quimica segun estudios realizados.

Flavonoides | Quercetina, Astragalina

Alcaloide Tryptamina

Esteroides Saponinas: Dehidrosoyasaponina |, Soyasaponina 1, I, II.
ylo Soyasaponegol B; (aglicona comun de soyasaponinas I-1V)

Triterpenos

Quinonas -

Taninos Leucoantocianidinas

Compuestos | -
Fendlicos

Aminoacidos | -

Proteinas y | cobre, fosforo, hierro, magnesio, manganeso, potasio, silicio,

minerales azufre, calcio, sodio, zinc

Fuente: Gonzales, 2008 °.

- Alcaloides
Corresponden al grupo mas numeroso de metabolitos secundarios,
“La mayoria de alcaloides son sustancias con caracter basico,
contienen nitrdgeno heterociclico, son obtenidas de plantas
superiores y tienen actividades fisiolégicas muy marcadas” ?3. Se
clasifican en; quinoleinos, isoquinoleinos, Pirrolidinos, piperidinos,
inddlicos, etc. “Dadas sus caracteristicas de basicidad, la extraccion
de alcaloides se lleva a cabo en medio &cido por formacién de la sal,
alcalinizacion y extraccion con un solvente organico” 3. Un estudio
indica que Desmodium molliculum contiene 4 mg/k de alcaloide

(Tryptamina)®.
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Figura 3. Estructura Quimica de Tryptamina
Fuente: Gonzales. 2008 °

Flavonoides

Compuestos quimicos del tipo C 6 -C 3 -C 6 (poseen dos anillos
aromaticos unidos por una cadena de tres carbonos). Estan
ampliamente distribuidas en los vegetales. “Existe diversidad en
cuanto a los sustituyentes del esqueleto carbonado especialmente en
la cadena de tres carbonos lo que permite la clasificacion en
Flavonas, Flavonoles, Chalconas, Flavononas, Flavononoles,
Catequinas, Auronas, Isoflavonas” 23. En estudios realizados a
Desmodium molliculum se determind la presencia de Flavonoides

como; Quercetina y Astragalina.
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Figura 4. Flavonoides. Estructura Basica y Tipo, Gonzales. 200823
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Astragalina Quercetina
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Figura 5: Estructura Quimica, TOSO, 20122
- Taninos

Son polifenoles naturales capaces de formar uniones estables con
proteinas, lo que ha permitido su uso en la industria de curtido de
pieles.

Se pueden clasificar en:

Taninos hidrolizables: su nucleo principal es un polialcohol como la
Glucosa.

Taninos condensados: Su formacion se debe a la union de 2 6 mas
leucoantocianidinas, flavan-3,4-dioles o Catequinas?:. Estudios
preclinicos del extracto acuoso de Desmodium molliculum, del Peru
determinan la presencia de Taninos que se ligan a las proteinas

dando una propiedad astringente®.

O OH

HO OH
OH

Figura 6. Estructura Quimica de un tanino (Acido Galico) Toso, 2012 °.
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Quinonas

Estan ampliamente representadas bien sea como nucleo principal de
una estructura o formando parte de moléculas complejas aromaticas
0 aromaticas alifaticas y a veces diméricas. Constituyen un grupo

importante de pigmentos vegetales y animales®.

Esteroides y/o triterpenos

Las saponinas Esteroidales se encuentran dentro de este grupo,
poseen de una a seis unidades de monosacéridos unidas entre si
mediante enlaces glicosidicos®. Estudios preclinicos del extracto
acuoso de Desmodium molliculum, del Peru indican la presencia de
las siguientes Saponinas: Dehydrosoyasaponin |, Soyasaponin |y
Soyasapornin lll, que revelan la capacidad para la activacion de los
canales del potasio activados por los iones de calcio actuando como

un broncodilatador®.

RO

R= H, Sapogenina esteroidal
R=Azucares (Deoxi), Saponina

Figura 7. Esqueleto Saponina Esteroidal
Fuente: TOSO, 2012°.
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2.2.1.6 Usos terapéuticos

Desmodium molliculum, es utilizada por pueblos nativos, indigenas
desde tiempos ancestrales. La especie posee propiedades
anticonceptivas,  antiinflamatorias,  depurativas, desintoxicantes,
protectoras hepaticas, antiviricas, diuréticas, antiespasmadicas,
antimicrobianas y antiinflamatorias®. En la selva amazdnica se
administra una infusion de la planta a personas que sufren de
nerviosismo. En el chamanismo, se utiliza para promover la lactancia
(galactagogo), artritis. En Africa lo utilizan para desintoxicar el cuerpo?®,
Una infusién de hojas es utilizada por los amerindios en la selva tropical
para convulsiones y Ulceras venéreas; También para infecciones

vaginales?s,

2.2.1.7 Accion farmacologica
Posee saponinas dentro de sus componentes, demostrando actuar

como un Inmunomodulador a nivel de las células T cooperadoras,
promoviendo una respuesta inmune dominante a Thl y suprimiendo las
reacciones inmunes mediadas por IgE; las saponinas presentes en
Desmodium molliculum son; Dehydrosoyasaponin |, Soyasaponin | y
Soyasaponin lll, capaces de activar los canales de potasio activados
por los iones de calcio interviniendo como un broncodilatador®. En
relacion al Desmodium molliculum, se ha demostrado en estudios que
posee en abundancia taninos, flavonoides y esteroides, los cuales
serian responsables de su actividad anticonceptiva y antiinflamatoria3.
También reducen la secrecion de histamina e inhiben la sintesis de

leucotrienos’, atribuyéndole sus propiedades antialérgico.
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2.2.2 Métodos de extraccion
Procedimiento de separacion de sustancias medicinalmente activas de
tejidos animales o0 vegetales de componentes inactivos o inertes
utilizando solventes selectivos?®. La extraccion sigue siendo de
considerable interés para poder mejorar la obtencibn de drogas

derivadas de fuentes vegetales y animales.

METODOS DE EXTRACCION

EXTRACCION MECAMNICA DESTILACION EXTRACCIOM CON SOLVENTES

! } —

- Por expresion - Por arrastre de vapor  Discontinua Continua
- Por incisiones
- Maceracion - Percolacian
- Digestion - Soxhlet
- Infusion
- Decoccian

Figura 8. Métodos de extraccion 2°

2.2.2.1 Maceracion

Consiste en fragmentar en pequefias partes el vegetal y dejar reposar
con un disolvente apropiado, hasta que penetre en los tejidos
ablandando y disolviendo las porciones solubles®. Los medios pueden
ser diversos, tales como: Alcohdlico, Glicérico, Agua, Oleoso o0 con
medios mas sintéticos tales como el Propilenglicol, segun sea el fin a
desarrollar . La maceracion es esencial cuando los principios son
claramente solubles en frio y cuando la accion de la temperatura los
trasforma. Generalmente se utilizan los frascos de vidrio oscuro, tanto

para el proceso de extraccion y al momento de envasar °,
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2.2.2.2 Percolacion

Se coloca el material fragmentado en una vasija conica, y verter un
disolvente adecuado. EI material debe estar bien compactado para que
el disolvente fluya con cierta lentitud y los componentes se puedan

extraer con mejor precision0.

2.2.2.3 Extraccion por arrastre con vapor de agua

Este método permite la difusiébn del vapor a través del tejido vegetal,
aminorando el deterioro de los componentes de las esencias extraidas
por otros métodos. Es el método mas sencillo para obtener aceites

esenciales, ya que son sustancias volatiles e insolubles en agua®.

2.2.3Tamizaje fitoquimico
El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas
iniciales de la investigacion fitoquimica, que permite determinar
cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en una
planta y a partir de alli, orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los
extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interés* De
acuerdo a la marcha Fitoguimica de Miranda y Cuellar®®, cada muestra
es sometida a la accidén extractiva de solventes de polaridad creciente
éter, alcohol, y agua, modificando el pH del medio con el fin de obtener
los metabolitos secundarios de acuerdo a su solubilidad. Luego de
separar las fracciones se realiza la identificacion de metabolitos

secundarios haciendo uso de reactivos de coloracion y precipitacion #°.

2.2.4 Efecto antibacteriano
Sustancia cuya propiedad es capaz de erradicar agentes bacterianos,
inhibe su crecimiento e impide su proliferacion sin ocasionar dafio del
huésped. Son generalmente farmacos como los antibiéticos u otros

agentes quimicos capaces de atacar estos cuerpos?3.
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2.2.4.1 Tipos de efecto bacteriano

Existen tres tipos de efectos al anadir un agente antibacteriano sobre un

cultivo de bacterias®?.

a.

Efecto  bacteriostatico: inhibe el crecimiento de los
microorganismos, pero las células bacterianas no mueren.

Efecto bactericida: los agentes eliminan a las bacterias, pero no les
ocasiona ruptura o lisis.

Efecto bacteriolitico: los agentes causan la muerte bacteriana y

producen lisis a las células que conforman el cultivo.

2.2.4.2 Blanco de accion de los antibacterianos

Los agentes antibacterianos actlan sobre las bacterias de diferentes

maneras®!, se agrupan de acuerdo a su blanco de accién aungque no

compartan una estructura quimica similar®™.

DNA girasa
Addo nalidixico
norfloxacing
novabiodna

Sintesis de pared celular

Cidoserina
vancomicina

bacivacing
penicilinas (f-lagamicos) RNA polimerasa
cefalosporinas Rifampicina
monobactam NP~ LA
Sintesis de proteinas
(inhibidores de 50S)
| Entromicina
Metabolismo doramfenicol
del 4cido félico dindamicna
lincomicina
Trimetop
sulfonamidas ——
Sintesis de proteinas
(inhibidores de 30S)
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Figura 9. Tipos de AB y su blanco. (Brock 1999)
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a. Sobre la pared celular de las bacterias: Impiden su desarrollo o la
destruyen, mediante una modificacion de la permeabilidad de la
membrana bacteriana. (Beta-lactamicos, glicopéptidos, polimixinas)

b. Inhibicién de la sintesis proteica: (tetraciclinas, eritromicina,
lincomicina, estreptomicina, cloranfenicol)

c. Inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos: impide la replicacion

del ADN o su transcripcion. (quinolonas)

2.2.5 Infecciones del tracto urinario (ITU)

Las infecciones del tracto urinario son, dentro de las infecciones
bacterianas, las mas frecuentes en el hombre, siendo los bacilos Gram-
negativos el grupo taxondémico aislado con mas frecuencia,
predominando Escherichia coli como agente causal®2.

Se caracteriza por la presencia de microorganismos en el tracto urinario
a cualquier nivel, desde el extremo distal de la uretra hasta el cortes
renal (uretra, vejiga, prostata, uréteres, pelvis renal o rifiones),
englobando diferentes entidades clinicas que requieren su catalogacion

mediante la correlacién clinica laboratorio.

Las infecciones del tracto urinario son de gran importancia por su
prevalencia. Aproximadamente el 20% de las mujeres desarrollan una
infeccion urinaria a lo largo de su vida; es la infeccion nosocomial mas
frecuente en nuestro pais y ocupa el segundo lugar de las infecciones

atendidas por equipos de Atencion Primaria's.

2.2.5.1 Clasificacién de las infecciones del tracto urinario

- ITU inferior: poblacion bacteriana a nivel de vejiga y uretra que se
vincula a la presencia de signos y sintomas urinarios, como turbidez
y olor fétido de la orina, disuria, polaquiuria, Incluye a la cistitis y

uretritis13,
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ITU superior: Presencia bacteriana a nivel uretral y del parénquima
renal, con signos y sintomas sistémicos como; fiebre, dolor lumbar
escalofrios, nduseas y vOmitos. En este grupo se encuentran las

pielonefritis!s,

ITU no complicada.- ocurre en pacientes con tracto urinario normal,
sin alteraciones anatomicas o funcionales, cuyos sintomas estan
confinados a la vejiga y uretra. Estas infecciones son muy frecuentes

en mujeres jovenes sexualmente activas!s.

ITU complicada.- ligado a factores funcionales, anatémicos o
farmacolégicos que predisponen al paciente a una infeccion
persistente o al fracaso del tratamiento. Estos factores incluyen
condiciones a menudo encontradas en ancianos como; ampliacion de
la préstata, obstrucciones y otros problemas que necesitan la
colocaciéon de dispositivos urinarios. Su espectro comprende desde

una cistitis complicada hasta una urosepsis con choque séptico*2.

ITU o bacteriuria asintomatica.- Muchos pacientes pueden tener
una bacteriuria significativa (= 105 UFC/mL de orina) sin presentar

sintomas.

ITU recurrente.- Mas de tres episodios de ITU demostrados por

cultivo en un periodo de un afo.

ITU nosocomial.- Infeccion urinaria a partir de las 48 horas de la
hospitalizacion de un paciente sin haber presentado evidencia de
infeccion, que se asocie a algun procedimiento invasivo, en especial,

colocaciéon de un catéter urinario 13.
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2.2.5.2Tratamiento

El tratamiento de las ITU depende de si es complicada o no complicada
y siempre se debe tener en cuenta a los factores de riesgo (Tabla N° 2).
Es importante seleccionar en forma empirica un antibiético con alta
eficacia sobre el agente causal, con buena distribucién corporal, alta
concentracion en las vias urinarias y con toxicidad baja, hasta que se
cuente con el resultado del urocultivo y antibiograma. Los objetivos del
tratamiento deben ser la obtencion de una respuesta rapida y efectiva,
prevencion de la recurrencia y evitar la aparicion de resistencia a los
antibioticoss.

Tabla 2. Factores de riesgo para el desarrollo de ITU

Alteraciones al libre flujo :
Orgéanicas
- Reflujo vesicoureteral
- Instrumentacién: cateterismo urinario, cirugia endoscépica
Obstructivas
- Cancer de prostata, tumores
- Estenosis uretral
- Litiasis vesical y uretral
Funcionales
- Embarazo

- Disfuncién vesical: vejiga neurogénica, incontinencia, etc.

Procesos predisponentes y/o agravantes
- Diabetes mellitus
- Edad avanzada
- Insuficiencia renal cronica
- Hiperplasia de préstata

- Inmunosupresion: VIH, medicamentosa, idiopética, trasplantados, neoplasias

Procesos predisponentes sociales

- Vida sexual altamente activa (promiscuidad)

Adaptado de Foxman B, Gillespie B, Koopman J, et al. Am J Epidemiol, 2000
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La eleccion de un antibiotico, en diversas infecciones, depende de los
niveles de concentracion plasmatica que alcanza el antibiético para
lograr una susceptibilidad antimicrobiana alta. Pero, en el caso de las
ITU, lo importante es la concentracion del antibiético en el parénquima
renal, en la capa mas profunda de la pared de la vejiga y de la
préstata®l. Por tanto, la excreciébn concentracion urinaria y la
determinacion de la actividad del antibidtico en la orina son importantes
para la decision de si su uso se justifica 0 no en el tratamiento de la
ITU3L. En la (Tabla N°3), se resume los principales antibiéticos utilizados

para el tratamiento de la ITU y algunos esquemas generales.

Tabla 3. Infeccion del tracto urinario (ITU) tratamiento en el adulto

Categoria Criterio diagnostico Patégenos principales | Terapia de primera linea
Andlisis de orina con | Escherichia coli Nitrofurantoina Cefalosporinas
Cistitis aguda no . . o .
piuria y hematuria Staphylococcus,S de lrageneracion,Ciprofloxacina
complicada
Proteus mirabilis
Presencia de sintomas | Escherichia coli Ciprofloxacina, Norfloxacina,
Cistitis recurrente en . ) ) _
o y urocultivo: > 100 | Staphylococcus,S Nitrofurantoina, Cefalexina,
mujer joven FC/ mL
U m Proteus mirabilis Cefadroxilo, Ciprofloxacina
Urocultivo con  un | Escherichia coli Fluoroquinolona, Amoxicilina
Pielonefritis aguda no conteo de 100 000 | Staphylococcus,S Cefalosporina, Gentamicina,
Complicada UFC/mL Proteus mirabilis Amikacina
Urocultivo: > 10 000 | Escherichia coli Fluoroquinolona,
UFC/m Staphylococcus,S Cefalosporina
ITU complicada Proteus mirabilis Gentamicina, Amikacina
Enterococcus sp Si es resistente usar Linezold
Bacteriuria asintomatica | Urocultivo: > 10 000 | Escherichia coli Amoxicilina, Nitrofurantoina
en el embarazo UFC/mL Staphylococcus,S Cefalexina, Aztreonam

Adaptado de Foxman B, Gillespie B, Koopman J, et al. Am J Epidemiol, 2000
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2.2.6 Bacteria Escherichia coli
En 1885 Theodor von Escherich, bacteriélogo aleman, la denominé
Bacterium coli. Luego la taxonomia le asigno el nombre de Escherichia

coli, en honor a su descubridor 12

Son ligeramente alargadas. Su volumen es de lum3, la superficie
celular de 6um?, midiendo aproximadamente 0.7 x 2.5 um*3. Pertenece
a la familia Enterobacteriaceae, Este grupo posee un conjunto de
caracteristicas fenotipicas (fisiolégicas, bioquimicas, e inmunolégicas)
32 Escherichia coli, es la bacteria dominante de la flora intestinal, no
causa enfermedad a menos que se alteren las condiciones de su
habitat 3. en un mismo individuo pueden coexistir mas de 10 serotipos.
Causando en diversas condiciones infecciones urinarias, meningitis,
septicemias etc. Posee el antigeno de envoltura K1, que daria a este
germen capacidades invasivas. También posee plasmidos que portan
genes que codifican para la produccion de diferentes enzimas,
adhesinas y enterotoxinas que da a E. coli caracteristicas patogénicas
especificas y la capacidad de producir infecciones urinarias o
gastrointestinales dependiendo de las proteinas producidas 2.

Pared celular

2

- ( \. Membrana externa

Flagelos

Figural0. Journal of Medical Microbiology
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2.2.6.1 Clasificacion Cientifica

Reino: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia
Especie: Escherichia coli

2.2.6.2 Patogenia

Escherichia coli integra la flora normal intestinal, ocasionando diarrea,
infeccion urinaria, meningitis, etc. sin embargo una cepa que causa
infeccidn urinaria no causara diarrea ni meningitis. La mutabilidad de
este microorganismo esta dado porque E. Coli ha adquirido un
conglomerado de diferentes genes de virulencia 32. Las cepas
de Escherichia coli que ocasionan enfermedades diarreicas se han
agrupado en seis tipos patdégenos, cada uno definido por sus

propiedades de virulencia. (Tabla N° 4)

Tabla 4. Clasificacion de acuerdo a sus mecanismos de virulencia *

|S|'ndr0mes clinicos Escherichia coli patégenas
E. coli enteropatogénica - EPEC
E. coli enterohemorragica - EHEC
Enteritis/ enfermedad diarreica E. coli enterotoxigénica - ETEC
E. coli enteroagregativa - EAEC
E. coli enteroinvasiva - EIEC
|Infecciones del tracto urinario ‘E. coli uropatogénica - UPEC
|Sepsis/meningitis |MNEC

Fuente: Epidemiol, 2000
27



E. coli enteropatogénica — EPEC: Responsable de la diarrea
acuosa de los lactantes. Produce vomitos, fiebre y una diarrea
acuosa, con mucus pero sin sangre. Coloniza las microvellosidades
de todo el intestino, produciendo la lesidon de “adhesion y erosion” en
el ribete en cepillo de la membrana de la vellosidad. También se
pueden presentar casos en adultos, el principal factor de riesgo se

da en edades inferiores a dos afios 33.

E. coli enterohemorragica — EHEC: Origina diarrea sanguinolenta,
sindrome urémico hemolitico y colitis hemorragica. Afecta
principalmente a nifios siendo el principal factor de riesgo el consumo

de carne mal cocida 2.

E. coli enterotoxigénica - ETEC: Responsable de la llamada diarrea
del viajero, causa una diarrea acuosa, como agua de arroz, y poca
fiebre. Coloniza la porcion proximal del intestino delgado. Afecta a
adultos y nifios, siendo el principal factor de riesgo los viajes al

extranjerot!,

E. coli enteroagregativa — EAEC: produce una diarrea acuosa sin
sangre y con moco, son mas virulentas en adultos. Tiene un periodo

de incubacioén entre 20 a 48 h33,

E. coli enteroinvasiva — EIEC: Origina fiebre y diarrea profusa con
heces que contienen mucus y estrias sanguinolentas. Afecta a

adultos y el principal factor de riesgo son los viajes al extranjero.

E. coli uropatégeno - UPEC: existe una gran variedad, se
diferencian entre las causantes de infecciones en la vejiga,

pielonefritis, cistitis e infeccion en los riflones. En algunos pacientes
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las infecciones del tracto urinario son recurrentes debido a que
invaden células epiteliales que revisten la superficie de la vejiga,;
alojandose en los organelos y mitocondrias permitiéndole evadir los
antibidticos. Los macrofagos no las pueden fagocitar ya que se
encuentran dentro de la célula garantizando su subsistencia por un
largo periodo. Se ha encontrado en estudios que la adhesina mas
importante, sobre todo en cepas que causan infeccion renal es Pili P.
Esto permitiria la adaptabilidad en diferentes superficies mucosas y
ambientales, otorgandole un mecanismo de evasion de las defensas

del hospedero 33,

2.2.6.3Tratamiento

Los cuadros clinicos producidos por cepas EPEC y ETEC deben
atenderse con rehidratacion via oral, hasta que el proceso infeccioso se
controle y disminuya. En el caso de los cuadros asociados con EHEC y
en particular EIEC es necesario el empleo de antibacterianos por el
ataque al estado general y el riesgo de contagio 33.

- Los antibidticos de amplio espectro son efectivos pero hay mayor

resistencia a la Trimetoprima- Sulfametoxazol y la Ampicilina.

- El tratamiento de elecciéon son las quinolinas; la dosis estandar
durante 3 a 5 dias puede disminuir la gravedad y la duracion de la

enfermedad.

- la Rifaximina, un antibiético local no absorbible para la diarrea del
viajero. Es tan efectiva como la Ciprofloxacina teniendo una

absorcion minima.
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- La Azitromicina también es una buena eleccion para las
embarazadas y los nifios, para quienes no Estan aprobadas las
Fluoroquinolonas, y para los pacientes que no las toleran.

- No se deben prescribir medicamentos que dificultan el movimiento

intestinal, tales como la Loperamida.

2.2.6.4 Epidemiologiay resistencia bacteriana

Cuatro de cada cinco infecciones focalizadas en las vias urinarias estan
provocadas por la bacteria Escherichia Coli, Ademas de ser causante
de la mayoria de los episodios de cistitis, la E. coli presenta una amplia
diversidad genética que dificulta su tratamiento. En los casos en los que
la infeccién urinaria llega al sistema circulatorio, ésta puede provocar
una sepsis urinaria (infeccion grave) o una nefritis (inflamacion de uno o
ambos rifiones) 34,

Un informe de la OMS indica la resistencia de E. coli a las
cefalosporinas de tercera generacion y a las Fluoroquinolona, dos
grupos considerables de farmacos antibacterianos en el tratamiento de

las infecciones urinarias 44.

2.2.7 Método Kirby - Bauer
Existen diversos métodos para determinar in vitro la susceptibilidad de
bacterias ante agentes bacterianos. Sin embargo, los resultados
pueden estar influenciados por el método, cepas utilizadas y el grado de
solubilidad de cada compuesto evaluado . EI método de Kirby- Bauer
es cualitativo, nos permite evaluar extractos de plantas con actividad
antibacteriana, sus resultados son altamente reproducibles. Este
método se basa en la relacion entre la concentracion necesaria del
extracto para inhibir una cepa bacteriana y el diametro del halo de
inhibicion. Este método se puede realizar en pozo impregnado con una

cantidad conocida de la sustancia o en disco °'(ver anexo 3)
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2.3

HIPOTESIS

231

2.3.2

Hipotesis general

El extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC. influye

significativamente en los cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro.

Hipotesis especifica

La concentracion al 25% del extracto etandlico de Desmodium
molliculum (Kunth) DC. influye significativamente en el efecto

antibacteriano en los cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro.

La concentracion al 50% del extracto etandlico de Desmodium
molliculum (Kunth) DC. influye significativamente en el efecto

antibacteriano en los cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro.

La concentracion al 75% del extracto etanoélico de Desmodium
molliculum (Kunth) DC. influye significativamente en el efecto

antibacteriano en los cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro.
La concentracion al 100% del extracto etandélico de Desmodium

molliculum (Kunth) DC. influye significativamente en el efecto

antibacteriano en los cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro.
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2.4

VARIABLES

2.4.1 Tabla de operacionalizacion de variables

Variable independiente Indicadores

Extracto

Etandlico De Desmodium Tiempo (24,48,72 h)
molliculum (Kunth) DC.

Concentracion al 25%

Concentracion al 50%

Concentracion al 75%

Concentracion al100%

Variable dependiente

Efecto antibacteriano en Escherichia coli Diametro del halo

2.5

MARCO CONCEPTUAL

a. Manayupa (Desmodium Molliculum): Planta herbacea perenne,

sufruticosa, rastrera oriunda del Perd. También conocida como
‘runamanayupana”, “pata de perro”, “pega-pega” y en quechua
“allcopachaque”. posee  propiedades Diurética, Depurativa,

Antibacteriana y Antiinflamatoria.

. Extracto Etandlico: Es una sustancia obtenida por extraccion de una

parte de una materia prima, a menudo usando un solvente como

etanol o agua. Los extractos pueden comercializarse como tinturas o
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en forma de polvo, Los principios aromaticos de muchas especias,
frutos secos, hierbas, frutas, etcétera y algunas flores se

comercializan como extractos 2°.

Concentracion: Cantidad de una sustancia (el soluto) disuelta en otra

(el disolvente) en una mezcla homogénea o una disolucion 46.

Efecto Antibacteriano: Se clasifican e dos grupos bacteriostatico,
son aquellas sustancias que bloquean el desarrollo y la multiplicacion
de las bacterias pero no las destruyen y bactericidas, que provocan la

muerte bacteriana #’.

Metabolitos primarios: Son importantes para la vida del vegetal

como proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas, hormonas 2°.

Metabolitos secundarios: No cumplen ningun rol fisiolégico en los
vegetales: alcaloides, glicésidos, aceites esenciales, resinas, etc.
Sirven para comparar perfiles quimicos y diferenciar entre las

diferentes especies vegetales 2°.

Escherichia Coli: Es una bacteria habitual en el intestino del ser
humano y de otros animales de sangre caliente. Aunque la mayoria de
las cepas son inofensivas, algunas pueden causar una grave
enfermedad de transmisién alimentaria. La infeccién por E. Coli se
transmite generalmente por consumo de agua o alimentos

contaminados, como productos carnicos poco cocidos y leche cruda 26
ATCC: American Type Culture Collection®3,

in6culo: Alicuota de un cultivo bacteriano transferido a un medio de

cultivo 33,
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j. UFC: Unidad formadora de colonias 3.

k. Cepa: Cultivo puro formado por bacterias descendientes de un solo

aislamiento 23,

I. Colonia: Crecimiento visible bacteriano, generalmente en medios
sélidos, originada por la multiplicacion de wuna sola bacteria

preexistente °3,

m. disco de sensibilidad: Discos impregnados con algun antimicrobiano
usados para determinar la susceptibilidad antimicrobiana por disco

difusion 3.

n. Halo de inhibicién: Es la zona alrededor de un disco de antibi6tico en

un antibiograma en el que no se produce crecimiento bacteriano®°.

0. Solvente: Usualmente el componente en mayor proporcion se

denomina solvente 48,

p. CLSI: Comité de Estandarizacién de Laboratorios Clinicos 4°.
Estandar de Mc. Farland: Estandar de turbidez de sulfato de bario.
La escala usada para el indculo de las pruebas de susceptibilidad por

el método de disco difusion es 0.5 %3,
r. PEIR: porcentaje de Efecto Inhibitorio Relativo 3.
S. ul: Un microlitro, equivale a 10-6 L =1 mm3 %2,
T. pug: El microgramo es una unidad de masa del Sistema Internacional de

Unidades que equivalen a la milmillonésima parte de un kilogramo (10-

9 kg) o a la millonésima parte de un gramo (10-6 g) 2.
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CAPITULO IlIl. METODO

3.1 TIPO DE ESTUDIO

- Observacional: Ya que se utilizd la observacion y se registré los

acontecimientos sin intervenir en el curso natural de estos.

- Transversal: En funcion al tiempo, se realizé con los datos obtenidos en

un momento puntual, se ejecutd en un solo momento.

- Cuantitativo: se realizd las diferentes mediciones del diametro de los

halos formado en el periodo de tiempo establecido.

3.2 DISENO A UTILIZAR

- Disefio experimental: Se realizd un control de variable de acuerdo al
protocolo de estudio, con la finalidad de identificar las posibles relaciones
entre causa y efecto.

El extracto se obtuvo por maceracion, posteriormente se realizé la
determinacion de la actividad antibacteriana in vitro y la identificacion de
metabolitos secundarios (Tamizaje fitoquimico). La actividad
antibacteriana se determind por el método de kirby- Bauer cultivo in vitro
con cepas de control de: Escherichia coli ATCC 25922, se analiz6 el
extracto etandlico de la hoja y tallos de Desmodium molliculum
(Manayupa) a concentraciones de 25%; 50%; 75% y 100%. Se determino
el porcentaje de inhibicién a través de la medicion del halo de inhibicion
formado alrededor de los discos que contendran el extracto etandlico, se
determind activos a aquellos extractos con actividad moderadamente

activa.
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3.3 POBLACION

3.3.1 Poblacién bacteriana
- El estudio se realizé en cepas bacterianas de Escherichia coli ATCC
25922

3.3.2 Poblacion vegetal
Constituida por la especie vegetal Desmodium molliculum (Kunth) DC.
“Manayupa”.
3.4 MUESTRA

3.4.1 Muestra bacteriana
- Estuvo conformado por el niumero de colonias que se empleé para la
preparacion del indculo bacteriano, esta oscilo entre 5 a 7 colonias de

tamafo y morfologia similar.

3.4.2 Muestra vegetal
Se emplearon 500 gramos de hojas y tallos de Desmodium molliculum
“Manayupa”, que fueron recolectadas en el distrito de Ocortuna,
departamento de Junin, de forma aleatoria; cumpliendo con los criterios

de inclusién y exclusién

3.5 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

3.5.1 Materiales, reactivos y equipos de laboratorio
a. Materiales de bioseguridad:

- Guantes Quirurgicos
- Gafas protectora
- Mascarilla

36



Gorro desechables
Mandil

Botas descartables(protector de zapatos)

. Materiales de laboratorio

Vasos de precipitado 50ml, 200ml
Matraces 500ml, 1000ml
Probetas 50ml, 100ml
Pipetas volumétricas 1ml, 2ml, 5ml, 10ml|
Placas de Petri

Tubos de ensayo

Tubos con tapa rosca
Discos de antibiotico
Embudos

Placas de Silica gel
Frascos goteros
Escobillones estériles
Frascos ambar de 1000ml
Frascos de vidrio pequefios
Lunas de reloj

Pliegos de papel de filtro
Gradillas

Goteros

capilares

Mortero

Pinzas de madera

Papel craft

Bagueta

Asa de siembra

Hisopos
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. Reactivos quimicos:

Etanol

Cloroformo

Eter de petroleo
Ciclohexano

Acetato de etilo

Alfa naftol (Molish)

Acido sulfarico

Eter de petroleo

Acido clorhidrico al 1%
Rvo. Gelatina

Solucién de Fehling A
Solucién de Fehling B
Rvo. de Tollens Ay B
Pb(CHsCOO)2 al 1%
Amonio al 10%

Acido Acético

Rvo. Dragendorff

Rvo. Mayer

Rvo. Wagner

Ninhidrina 2,4-DNFH
Hidroxido de sodio al 10%
Cloruro de Fierro Il al 5%
Cintas de Magnesio metalico (Shinoda)
Cloruro de sodio NaCl
Alcohol de 96°

. Equipos de laboratorio

Bomba al vacio
Balanza analitica

Bafio Maria
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3.5.2

- Mechero

- Camara cromatogréfica

- Cocinilla

- Estufa Memmert N° 36309 - 2005

- Incubadora Binder N° 72772 - 2014
- Autoclave

- Lampara de luz ultravioleta

e. Medios de cultivo
- Agar Mueller Hinton

- Caldo Tripticasa soya

Procedimiento experimental

3.5.2.1 Recoleccion y autenticacién botanica

La muestra fue recolectada en el distrito de Ocortuna, departamento de
Junin. Observamos las mejores especies para su recoleccién (tallos,
hojas, flores) con una podadora cortamos y lo guardamos en un saquillo
con orificios grandes para evitar el exceso de sudoracion. Luego se
procedi6 a su identificacidbn botanica, la planta fue identificada y
autenticada por el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos. Se adjunta certificado de identificacion

taxonémica en el anexo N° 1

3.5.2.2 Preparacion del material vegetal

- Se emple6 500 gr de Desmodium molliculum. Separamos las hojas y
tallos de la planta, limpiamos cuidadosamente con alcohol de 96°.
Una vez limpio se extendié en una fuente para secar a temperatura
ambiente por 5 dias.

- Se llevo la muestra a estufa en una temperatura menor de 40° C
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durante un periodo de 72 horas.
- Una vez seca se trituré la muestra, se obtuvo 250 gr de muestra

Seca.

3.5.2.3 Obtencién del extracto etanélico

- Se pes6 250 gr de Desmodium molliculum

- Se adicion6 etanol de 96 °

- Se dejo en maceracion por 2 semanas, renovando el solvente cada
semana y con homogenizacion mecanica diaria.

- Se guardo el concentrado en frasco de vidrio ambar debidamente
rotulado.

- Después de las 2 semanas de maceracion, filtramos al vacio.

3.5.2.4 Tamizaje fitoquimico y cromatografia

Se realiz6 reacciones de identificacion basado en la aplicacion de
pruebas de coloracién y precipitacion para determinar la presencia o
ausencia de metabolitos activos en la planta, haciendo uso de reactivos

especificos #°.

- Pruebade solubilidad

En un tubo de ensayo se adicion6 1ml de Ciclohexano, luego se
agrego 2ml de MP.

En un tubo de ensayo se adicioné 1ml de Etanol, luego se agrego
2ml de MP.

En un tubo de ensayo se adicion6 1ml de Cloroformo, luego se
agrego 2ml de MP.

En un tubo de ensayo se adicioné 1ml de Eter de petréleo, luego se
agrego 2ml de MP.

En un tubo de ensayo se adicion6é 1ml de Acetato de etilo, luego se

agrego 2ml de MP.
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En un tubo de ensayo se adicion6 1ml de Agua destilada, luego se
agrego 2ml de MP y se agregd 2ml de MP

Identificacidon de carbohidratos generales
Reactivo Molisch: en un tubo de ensayo se adicion6 2 ml de MP,

luego se agreg6 V gotas del reactivo y se agitd lentamente.

Reactivo 2,4 DNFH: en un tubo de ensayo se adicion6 2 ml MP
luego se agregd X gotas del reactivo, se agitd y se llevo a bafio maria
por 10 min.

Identificacion de carbohidratos reductores

Reactivo Fehling: en un tubo de ensayo se adicioné 2ml MP, luego
se agregd Ill gotas del reactivo y se llevéd a bafio maria por 5
minutos.

Reactivo Tollens: en un tubo de ensayo se adicion6 2ml MP, luego

se agrego V gotas del reactivo y se agitd lentamente.

Identificacion de Flavonoides
Shinoda: en un tubo de ensayo se adicion6 2ml MP, luego se agrego

X gotas de reactivo Mg metdlico y 10 gotas de HCI al 1%.

Reactivo Pb (CH3COO)2: en un tubo de ensayo se adicion6 2ml MP,

luego se agrego lll gotas de reactivo.
Identificacion de compuestos fendlicos

Reactivo FeCls al 5%: en un tubo de ensayo se adicion6 2ml MP,

luego se agreg6 |l gotas de reactivo y se agité lentamente.
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Identificacién de Cumarinas
NaOH al 10%: en un tubo de ensayo se adicion6 2ml de MP, luego

se agrego Il gotas de reactivo. (Formacion de pp amarillo intenso).

ldentificacion de taninos

NaCl al 1%: en un tubo de ensayo se adicion6 2ml de MP, luego se
agrego V gotas de reactivo.

Reactivo gelatina: en un tubo de ensayo se adicion6 2ml de MP,

luego se agrego V gotas de reactivo.

Identificacion de Alcaloides

Reactivo Dragendorff: en un tubo de ensayo se adicion6 2ml de
MP, luego se agregd Il gotas de reactivo, se calenté hasta
sequedad y se agreg6 HCl al 1%

Reactivo Mayer: en un tubo de ensayo se adicion6 2ml de MP,
luego se agrego Il gotas de reactivo, se calentd hasta sequedad y se
agrego HCl al 1% y NaCl.

Reactivo Wagner: en un tubo de ensayo se adicion6 2ml de MP,
luego se agrego lll gotas de reactivo, se calentd hasta sequedad y

se agregd HCI 1 %.

Identificacion de aminoacidos
Ninhidrina: en un tubo de ensayo se adicioné 2ml de MP, luego se

agrego |l gotas de reactivo.

Identificacion de saponinas
Prueba de Liebermann-Burchard: En un tubo de ensayo se adiciono
2ml de MP, luego se agregé 1ml de agua destilada, Il gotas de

reactivo Anhidrido acético y | gota de H2SOa.
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3.5.2.5 Guia observacional para recoleccion de datos: marcha

Fitoquimica

Cuadro. N°1.Prueba de Solubilidad

- Se realizo la prueba de solubilidad del extracto etandlico de las hojas y

tallos de Desmodium molliculum

MP AGUA | ALCOHOL METANOL | CLOROFORMO CICLOHEXANO ETER DE
PETROLEO

HOJA

Y Soluble Soluble Soluble Insoluble Insoluble Insoluble

TALLO (+) (+) (+) ) ) ()

Leyenda:

+ Positivo (soluble)
-Negativo (insoluble)

Determinacion cualitativa de carbohidratos generales del extracto

etanolico de las hojas y tallos de Desmodium molliculum “Manayupa”.

Cuadro. N°2.Presencia de carbohidratos Generales

REACTIVO FORMULACION EXTRACTO ETANOLICO
DE LAS HOJAS Y TALLOS
MOLISCH 2mL MP + V gotas Rvo color anillo violeta
agitacion lenta O]
2,4 DNFH 2mL MP + X gotas Rvo pp rojo ladrillo
agitar y llevar a BM*10" (++)
LEYENDA
- Ausencia
+/- Escaso

+ Moderado
++ Abundante
+++ Muy abundante
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Determinacién cualitativa de Carbohidratos Reductores del extracto

etandlico de las hojas y tallos de Desmodium molliculum

Cuadro. N°3.Presencia de Carbohidratos Reductores

REACTIVO FORMULACION EXTRACTO ETANOLICO DE
LAS HOJAS Y TALLOS
TOLLENS 2mL MP + V gotas Rvo formacion anillo violeta
(carbohidratos) agitacion lenta -
FELLING 2mL MP +111 gotas Rvo espejo de plata
+ BM*5’ -
LEYENDA
- Ausencia
+/- Escaso

+ Moderado
++ Abundante
+++ Muy abundante

Determinacion cualitativa de Metabolito Secundarios del extracto

etandlico de las hojas y tallos de Desmodium molliculum

Cuadro. N°4.Presencia de Metabolito Secundarios

FLAVONOIDES
REACTIVO FORMULACION EXTRACTO ETANOLICO DE
LAS HOJAS Y TALLOS

SHINODA 2mL MP + X gotas Rvo Cambio de coloracion,

Mg metalico + X gotas formacion burbujeante

HCI (c) +++
Pb (CH3COO0)2 2mL MP +l111 gotas Rvo color amarillo tenue
1% + +

LEYENDA
- Ausencia

+/- Escaso

+ Moderado

++ Abundante

+++ Muy abundante



Determinacion cualitativa de Compuestos Fendlicos del extracto

etandlico de las hojas y tallos de Desmodium molliculum

Cuadro. N°5.Presencia de Compuestos Fendlicos

COMPUESTOS FENOLICOS

REACTIVO FORMULACION EXTRATO ETANOLICO DE
LAS HOJAS Y TALLOS

FeCl3 5% 2mL MP + 11 gotas pp verde: taninos
Rvo agitacion lenta
+++

LEYENDA
- Ausencia
+/- Escaso
+ Moderado
++ Abundante
+++ Muy abundante

Determinacioén cualitativa de Cumarinas del extracto etanélico de las

hojas y tallos de Desmodium molliculum (Manayupa).

Cuadro. N°6.Presencia de Cumarinas

CUMARINAS
REACTIVO FORMULACION EXTRATO ETANOLICO DE
LAS HOJAS Y TALLOS
2mL MP + Il gotas Rvo pp amarillo intenso
NaOH 10% ++
LEYENDA
- Ausencia
+/- Escaso

+ Moderado
++ Abundante
+++ Muy abundante



Determinacion cualitativa de Taninos del extracto etandlico de las hojas

y tallos de Desmodium molliculum (Manayupa).

Cuadro. N°7.Presencia de Taninos

TANINOS
REACTIVO FORMULACION EXTRATO ETANOLICO DE
LAS HOJAS Y TALLOS
2mL MP + V gotas Coloracion amarillo intenso
NaCl 1% Rvo+ V gelatina salada +
LEYENDA

- Ausencia

+/- Escaso

+ Moderado

++  Abundante

+++

Muy abundante

Determinacion cualitativa de alcaloides del extracto etanélico de las

hojas y tallos de Desmodium molliculum (Manayupa)

Cuadro. N°8.Presencia de Alcaloides

ALCALOIDES
REACTIVO FORMULACION EXTRACTO ETANOLICO DE
LAS HOJAS Y TALLOS
DRAGENDOUFF 2mL MP + 1 gotas Coloracion verde intenso
++
MAYER 2mL MP + 111 gotas Rojo intenso
Rvo -
WAGNER 2mL MP + 11 gotas pp marron
Rvo +++
LEYENDA
- Ausencia
+/- Escaso
+ Moderado
++  Abundante

+++

Muy abundante
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Determinacion cualitativa de aminoacidos del extracto etandlico de las

hojas y tallos de Desmodium molliculum (Manayupa)

Cuadro. N°9.Presencia de Aminoéacidos

AMINOACIDOS
REACTIVO FORMULACION EXTRACTO ETANOLICO DE LAS
HOJAS Y TALLOS
NINHIDRINA 2mL MP + Il gotas pp amarillo- intenso
Rvo= +++
LEYENDA
- Ausencia
+/- Escaso
+ Moderado
++ Abundante

Determinacion cualitativa de saponinas del extracto etandlico de las

+++

Muy abundante

hojas y tallos de Desmodium molliculum (Manayupa)

Cuadro. N°10.Presencia de Saponinas

SAPONINAS

REACTIVO

FORMULACION

EXTRACTO ETANOLICO DE LAS
HOJAS Y TALLOS

Anhidrido acético y

H2S04

2mL MP + 1mL
Agua destilada + 11
gotas de H>SO4

coloracion azul verduzco
+++

LEYENDA

+/-
+
++
+++

Ausencia
Escaso
Moderado
Abundante
Muy abundante
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- Cromatografia en capa fina
Se sembré la muestra en la lamina de cromatografia usando un tubo

capilar.

Preparamos la fase movil correspondiente y se coloc6 en la cAmara

cromatografica. Cubrimos para que se sature.

Se coloc6 la lamina cromatografica en el interior de la camara.
Esperamos hasta que la fase mdvil suba por capilaridad a través de
la lamina, hasta un centimetro por debajo del borde superior y

retiramos.

Se visualizo la ldamina en la lampara de luz ultravioleta.

_—lapa
| & — Cubeta / / "~ fapa
pinza—|

sujetando ¥~ cubeta de vidrio
(cubeta cromatografica)
el papel _ papel | graica)
e =
(fase |
estacionaria)
fa?se mvil e o @ o -} puniosdeaplicacion
(disolvente) ; f de las muestras

N\

] — lase movil {disoivente)

Figura 10. Cromatografia ascendente *

3.5.2.6 Ensayo microbiolégico

Se utiliz6 el método de Kirby Bauer, consiste en la difusién de una
muestra a través de una capa de agar solidificado, en una extension tal
gue el crecimiento de microorganismos sensibles es inhibido en zonas
alrededor del area que contiene los discos de papel secante
impregnados con el antibidtico y la muestra del extracto de Desmodium

molliculum 2, Como se observa en el anexo N° 4.
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- Cepa control
Se trabaj6 con la cepa control, Escherichia coli ATCC 25922.

- Controles

Como control negativo se utilizé agua destilada estéril y como control
positivo siguiendo lo establecido por el INS °2, se utilizaron discos de
sensibilidad LyD Insumed. SAC de los antibioticos Cloranfenicol
(30ug) y Amikacina (30ug) contra Escherichia coli ATCC r 25922.

- Medio de cultivo
Los medios de cultivo utilizados fueron el agar Mueller-Hinton y caldo
Tripticasa soya. ElI Agar Mueller-Hinton se adicioné en placas de Petri
para ensayo de sensibilidad antibacteriana 2.
Preparacion de agar Mueller-Hinton
Se utilizé el medio de cultivo Muller-Hinton.
Se prepar6 el medio de cultivo de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. se pes6 10,88 gr del agar y se disolvié en 320 ml de

agua destilada, pH a 7.2-7.4 con solucién de NaOH 0.1N.

Se esterilizd en autoclave a una temperatura de 121° C por 15

minutos.
Se llevé a bafio maria para enfriar a temperatura 48-50°C.
Se distribuyé el medio en las placas de Petri hasta un nivel

aproximado de 4 mm. Esto corresponde a 20 ml de medio en

placas Petri de 15 x 100 ml de diametro interno.
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Se dejo solidificar el medio de cultivo durante 30 minutos.

Preparacion del estandar (0,5 mc. Farland) para el inéculo

Para preparar este estandar se agreg6 0.5 ml de BaCL2a 9,9 ml de
una solucion de H2SOa. Mezclar perfectamente en constante

movimiento para mantener la suspension.

Se distribuy6 de 4 ml a 6 ml en 10 tubos con tapa rosca similares a

los que se usaran para preparar el inoculo.

Se ajustd bien las tapas y se almacen6 en un lugar oscuro a

temperatura ambiente.

- Diluciéon de los diferentes extractos

Se vertio 100 ml de extracto etandlico el cual se considerdo a una
concentracion al 100 %, a partir de éste se hicieron diluciones con
agua destilada estéril para obtener concentraciones al 75 % ,50 % y
25 % respectivamente 4. Los extractos se guardaron en frascos de
color ambar.
Concentracion al 25% = 25ml de extracto etandlico y 75 ml de
agua destilada.
Concentracion al 50% = 50 ml de extracto etandlico y 50 ml de
agua destilada.
Concentracion al 75% = 75 ml de extracto etandlico y 25 ml de
agua destilada.

Concentracion al 100% = 100 ml de extracto etandlico.
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Preparacién de discos de sensibilidad con el extracto

Los discos de sensibilidad se prepararon utilizando papel Wattman
N°4, empleando un perforador convencional. Estos discos fueron
esterilizados en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Luego se
procedi6 a agregar a cada uno de los discos 20 pl de las
concentraciones al 25 %, 50 %, 75 % y 100 % del extracto etandlico

y se dejo secar a temperatura ambiente.

Preparacion del inoculo
Se transfirio la bacteria a un tubo que contiene de 4 a 5 mL de caldo

Tripticasa soya.

Se incubod el caldo a una temperatura entre 35°C a 37°C, hasta que
alcance o exceda la turbidez del estandar 0,5 de la escala de Mc.

Farland (por lo general de 2 a 6 horas).

La suspension que se prepard contendra aproximadamente 1.5 x 10°
U.F.C/mL para E. coli. ATCC 25922.

Inoculacién de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del
in6culo, se sumergié un hisopo estéril en la suspension, rotamos
varias veces presionando firmemente sobre la pared interior del tubo

por encima del nivel del liquido para remover el exceso de in6culo.
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Se inoculé la superficie seca de la placa, estriando con el hisopo en
tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del indculo

ver Figura 11.

Figura 11. Direcciones en el sembrado del in6culo sobre la superficie del agar.
Fuente: INS

Aplicacion de los discos

Se colocaron los discos individuales de menor a mayor concentracion
del extracto sobre la superficie del agar de Mueller- Hinton con ayuda
de pinzas estériles presionando suavemente para asegurar un

contacto completo con la superficie del agar 2.

Los discos cargados con las diferentes concentraciones del extracto,
los controles positivo y control negativo se colocaron sobre placas
inoculadas con Escherichia coli ATCC 25922.

Un disco no debe ser removido una vez gque tomd contacto con la
superficie del agar debido a que algunos antibidticos se difunden

rapidamente.

Incubacion
Después de 15 minutos de aplicar los discos, se incubaron las placas
en posicion invertida a 35°C durante 18 horas. Después del tiempo

recomendado de incubacion, se examind cada placa, donde se
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procedio a medir los diametros de los halos de inhibicion alrededor

de cada disco.

- Medicién de los halos de inhibicién
Se midié la zona de inhibicion de cada disco contra una superficie

oscura bajo luz reflejada.

Medimos el diametro de la zona incluyendo los mm del disco, con
una regla o vernier sobre el respaldo de la placa Petri sin remover la

placa.

Cuadro N° 11: Férmula para la Determinacion del Porcentaje de Efecto
Inhibitorio Relativo (PEIR)

% Inhibicion = Diametro de la muestra x 100
Diametro del control

Todos los ensayos fueron llevados por triplicado y se realizé cultivos de
control de todas las cepas para comprobar su viabilidad. El criterio
utilizado para la clasificacion de la actividad antimicrobiana de los

extractos evaluados en el cuadro N°12.

Cuadro N° 12: Clasificacion de la actividad antimicrobiana segun el
porcentaje de inhibicion.

Actividad antibacteriana Porcentaje de inhibicién
Inactivo <19%
Poco activo 20 - 30%
Moderadamente activo 31 -50%
Buena actividad >61%

Fuente: Carvalho Xavier, 2002
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3.6 PROCESAMIENTO DE DATOS

Se calcul6 la media y desviacion estandar de los didmetros de inhibicidn, como
medidas de tendencia central, obtenidas del extracto etandlico de Desmodium
molliculum (Kunt) DC. “Manayupa”, que son presentados en tablas y gréficos.
Los resultados se evaluaron mediante el método de Andlisis de varianza
(ANOVA) utilizando el programa estadistico SPSS (Statistical Package for the
Social Science) v.23, por Windows 10, con el fin que tenga consistencia la
informacion levantada de la ejecucidn del instrumento de investigacion.
Empleamos este método ya que permite comparar varias medias en diversas
situaciones; muy ligado, por tanto, al disefio experimental. Las diferencias entre
medidas de grupos fueron analizadas mediante el test de comparaciones
multiples. Valor p < 0.05 fue considerado como significante. Los resultados
muestrales fueron inferidos mediante estimacién por intervalo a un 95% de
confianza.

Prueba estadistica:

Andlisis de Varianza:

Es el procedimiento estadistico que nos sirve para medir la variacion total de las
observaciones, la que se divide para sus componentes, quedando el residuo
como error experimental. Este analisis nos indica la relacién entre una variable
dependiente (El efecto antibacteriano sobre cultivos de Escherichia Coli
estudios in vitro) y los factores independientes (Extracto etandlico de

Desmodium molliculum).

El andlisis de varianza es un método en el que se puede comparar dos 0 mas
medias de las observaciones, ademéas nos permite medir la variaciéon de las

respuestas numeéricas como valores de evaluacién de diferentes variables.

Se calculé el porcentaje de inhibicion del extracto etanolico Desmodium
molliculum (Kunt) DC, en la prueba de actividad antibacteriana por el método de
Difusion en agar (Kirby Bauer), estos valores son presentados en tablas y

gréaficos, clasificados de acuerdo a las especificaciones.
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 PRESENTACION DE RESULTADOS

Investigacion fitoquimica

Tabla N°5: Interpretacion de la cantidad de metabolitos presentes

Muy abundante | +++
Abundante ++
Moderado +
Escaso +/-
Ausencia -

Tabla N°: Lectura de la investigacion del tamizaje fitoquimico del extracto

etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC.

Principio Nombre de la
Resultado | Interpretacion
Activo Reacci6n
+++ Muy abundante
Flavonoides Reaccion de Shinoda
++ Abundante
Reaccién con Pb(CH;COO),
+++ Muy abundante
Taninos Cloruro Feérrico al 5%
++ Abundante
Gelatina Salada
Aminoéacidos ++ Abundante
Reaccién con Ninhidrina
Saponinas Reaccién con agua +4++ Muy abundante
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Cumarinas ++ Abundante
Reaccién NaOH al 10%

+ Moderado
Reaccién Dragendorff
Alcaloides + Moderado
Reaccion Mayer
+ Moderado

Reaccién Wagner

Interpretacion de los resultados:
Como se observa en la tabla N° 6, el extracto etandlico de Desmodium
molliculum (Kunt) DC, presento un abundante contenido de metabolitos en su

composicion.

La presencia de alcaloides en el extracto se presenta como cantidad
moderada. Referente a los flavonoides se encuentran en una cantidad
abundante gracias a los resultados de las pruebas como son la reaccion de
Shinoda el color rojo es notable y la reaccién de medio alcalino permite
observar la coloraciéon anaranjada caracteristica y al afiadir FeCls la coloracion
cambia a una coloracion verdosa. Los taninos se encuentran en una cantidad
abundante porque al afadir FeCI3 al 5% la coloracién se tornd verde
entendiéndose como la presencia de taninos y con la gelatina salada (1% de
gelatina + 10 % de NacCl) si se logro identificar el precipitado blanco.

Al analizar la presencia de saponinas se observoé la presencia abundante de
estos ya que formé una cantidad alta de espuma cuando se afiadié agua y se
agito la mezcla. Con respecto a los aminoacidos y Cumarinas se encuentran
en cantidad abundante. Gracias a la investigacion fitoquimica del extracto
etanolico de Desmodium molliculum (Kunt) DC. Se logro determinar la
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presencia de Alcaloides, Flavonoides, Taninos, Saponinas, Aminoacidos y

Cumarinas.

Tabla 7. Resultados cromatografia del extracto etandlico de Desmodium

molliculum
Principio o Numero de
' Fase Movil Revelador
activo manchas Rf
Cloroformo: _
_ Reactivo de
Alcaloides metanol 1 0.92
Dragendorff
(18:1)
0.98
Butanol: acido 0.56
. . uv
Flavonoides aceético: agua _ 6 0.58
Fluorescencia
(4:1:5) 0.18
0.16

Fuente: Salazar, Alexis. 2015

Rf = factor de retencién de cada compuesto calculado como: distancia

recorrida por el compuesto / distancia recorrida por la fase movil.

Interpretacion de los resultados:

En la cromatografia de capa fina realizada al extracto etandlico de

Desmodium molliculum a 365 nm para flavonoides se evidencio la presencia

de compuestos con fluorescencia verde que corresponderian a 6 flavonoides

diferentes. Y una débil fluorescencia a 254 nm en la cromatografia de capa

fina para alcaloides indica la presencia de alcaloides.
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Evaluacién de la actividad antibacteriana in vitro

Tabla N°8: Interpretacion del crecimiento bacteriano segun el porcentaje de

efectividad de la concentraciéon del extracto etandlico

Crecimiento Especificacion
Microbiano Crecimiento
- Ausencia
+/- Escaso
+ Moderado
++ Abundante
+++ Muy abundante
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Tabla N°9: Lectura de porcentaje de actividad antibacteriana sobre

Escherichia Coli a las 24, 48 y 72 horas.

Tiempo (horas)
Concentracion Placa Petri
24h 48h 72h
+++ +++ +++
1
25%
+4+ +4+ +4++
2
+++ +++ +++
3
++ +++ ++
1
50 %
+4+ ++ +4+
2
+++ +++ ++
3
+ + +/-
1
75 %
+ +/- +/-
2
+/- + +
3
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+/- +/- -
1
100 %
+/- - -
2
3

Interpretacion de los resultados:

Como se observa en la tabla N° 9, se presenta los resultados obtenidos del
crecimiento de Escherichia Coli a las 24, 48 y 72 horas en las diferentes placas
petri que se realizaron por triplicado para una mejor apreciacion del estudio,

Cada placa contiene una determinada concentracion del extracto etandlico.

- El extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC, a una
concentracion al 25% a las 72h no presento actividad antibacteriana
significativa, ya que se observd crecimiento bacteriano muy abundante,
de la misma manera a una concentracion al 50% a las 72h presento
crecimiento abundante de la bacteria y no se evidencié formacion del

halo de inhibicion.

- A una concentracion al 75% a las 24h se observdé escaso crecimiento
bacteriano, a las 48 y 72h no se observé cambio significativo, pero si se

evidenci6 formacion tenue del halo de inhibicion.

- A una concentracion al 100% a las 24h se observl escaso crecimiento
bacteriano, a las 48 y 72 h se observo evidencia de la formacion de los
halos de inhibicibn muy notorios, demostrando el efecto antibacteriano

gue posee el extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC.
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Tabla N° 10: Lectura de formacién de los halos de inhibicion segun el porcentaje de efectividad de la concentracién del

extracto etanélico de Desmodium molliculum (Kunth) DC

Lectura
24 horas 48 horas 72 horas
Concentracion del Lectural | Lectura?2 | Lectura3 | Lectural | Lectura2 | Lectura3 | Lectural | Lectura2 | Lectura3 Y Promedio
extracto (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
(mm)
25 % 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50 % 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
75 % 4 4 4 5 5 4 6 6 5 43 4,77
100 % 6 4 6 10 10 12 14 16 16 93.99 10,44
Amikacina 16 18 16 22 22 20 28 28 26 196 21,77
Cloranfenicol 12 12 10 14 14 12 16 16 18 124 13,77
Agua 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Destilada
0%
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Interpretacion de los resultados:

De acuerdo a lo reportado en la tabla N° 10, los resultados obtenidos de la Lectura

de formacion de los halos de inhibicion son:

- El extracto a una concentracion al 25 y 50% no presentan formacion del halo
de inhibicibn, por lo tanto a dicha concentracion no posee efecto

antibacteriano.

- El extracto a una concentracion al 75% si presenta formacion del halo de
inhibicidon en las muestras por triplicado que se realizo, el mejor resultado se
observd a las 72 h de incubado. La suma promedio fue de 43 y el rango

promedio de 4,77.

- Se reporta que el extracto a una concentracion al 100% si presenta formacion
del halo de inhibicion en las muestras por triplicado que se realizd, los
resultados fueron mas significantes en comparacién a la concentracion al

75%. La suma promedio fue de 93.99 y el rango promedio de 10,44.

- En las muestras procesadas por triplicado, los resultados en los controles
positivos fueron: el antibidtico Amikacina fue mejor en comparacion al
Cloranfenicol, presentando mayor medida de la formacion de los halos de
inhibicion. La suma promedio fue de 196 y el rango promedio de 21,77
mientras que Cloranfenicol la suma promedio fue de 124 y el rango promedio
de 13,77.
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Formula para la determinacion del porcentaje de inhibicion.

El porcentaje de Efecto Inhibitorio Relativo (PEIR) se calculd aplicando la siguiente
formula ®3 teniendo como referencia la medicion del didmetro de la zona de

inhibicion del control positivo y la medicion del halo de los extractos ensayados.

Porcentaje de Efecto Inhibitorio Relativo (PEIR)

X @ Halo de inhibicion del extracto
PEIR = X 100

X @ Halo de inhibicion del control positivo

El halo de inhibicion del desarrollo de Escherichia Coli promedio del extracto
etandlico de Desmodium molliculum (Kunt) DC a 75% es 4,77 mm y de la Amikacina

como farmaco de referencia es 21,77 mm.

4,77
PEIR =

x100 = 21,91%

21,77

El halo de inhibicibn del desarrollo de Escherichia Coli promedio del extracto
etandlico de Desmodium molliculum (Kunt) DC a 100% es 10,44 mm y de la

Amikacina como farmaco de referencia es 21,77 mm.

10,44

PEIR = X100 = 47,96%

21,77

El halo de inhibicibn del desarrollo de Escherichia Coli promedio del extracto
etandlico de Desmodium molliculum (Kunt) DC a 75% es 4,77 mm y del Cloranfenicol

como farmaco de referencia es 13,77 mm.

4,77

PEIR = X100 = 34,64%

13,77
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El halo de inhibicion del desarrollo de Escherichia Coli promedio del extracto

etandlico de Desmodium molliculum (Kunt) DC a 100% es 10,44 mm y del

Cloranfenicol como farmaco de referencia es 13,77 mm.

Grafico 1. Porcentaje de efecto inhibitorio relativo de la Amikacina vs. El extracto

10,44

PEIR = x100 = 75,82%

13,77

etandlico (100%)

120%
100% -
80% -
60% -
40% -
20% -

0% -

100%

Amikacina (MK)  Concentracién 100%

Grafico 2. Porcentaje de efecto inhibitorio relativo del cloranfenicol vs. El extracto

etandlico (100%)

120%
100%
80%
60%
40%
20%
0%

100%

75,82%

Cloranfenicol (C) Concentracion 100%
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Tabla N° 11: Porcentaje de inhibicién del extracto etandlico de Desmodium

molliculum (Kunth) DC. segln concentracion. (Expresados en %)

Concentracion del extracto Promedio

(mm)

25% 0

50% 0
75% 4,77
100% 13,77
Amikacina (AMK) 21,77
Cloranfenicol (C) 13,77

Concentracion del extracto vs control

Porcentaje de

Actividad

positivo inhibicién antibacteriana
Extracto de 75 % vs Amikacina 21,96% Poco activo
Extracto de 100 % vs Amikacina 47,96% Moderadamente activo
Extracto de 75 % vs Cloranfenicol 34,64% Moderadamente activo
Extracto de 100 % vs Cloranfenicol 75,82% Buena actividad

Interpretacion de los resultados:

Se aplico la férmula para la determinacién del porcentaje de inhibicién.

- En el extracto a una concentracion de 25 y 50% se reporta ausencia de

formacién del halo de inhibicidon, Mientras en el extracto a una concentracion

de 75% reporta 21,96 % de efecto inhibitorio tomando como referencia a la

Amikacina (MK) que tendra el 100% de efectividad y en comparacién con el

cloranfenicol (C) fue de 34,64% de efecto inhibitorio.

- En el extracto a una concentracion de 100% reporta 47,96% de efecto

inhibitorio tomando como referencia a la Amikacina (MK) que tendra el 100%
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de efectividad y en comparacion con el Cloranfenicol (C) fue de 75,82% de

efecto inhibitorio.

Andlisis estadistico de los resultados obtenidos en los ensayos in vitro.

Tabla N° 12: Analisis de la varianza (ANOVA) de los efectos entre los halos de

inhibicién por extracto etanélico de Desmodium molliculum (Kunt) DC. sobre cultivos

de Escherichia coli a las 24h

Unidireccional

Descriptivos

Lectura 1 24h

95% del intervalo de
confianza para la media
Desviacion Error Limite Limite
N Media | estandar estandar inferior superior
25% 3 ,00 ,000 ,000 ,00 ,00
50% 3 ,00 ,000 ,000 ,00 ,00
75% 3 4,00 ,000 ,000 4,00 4,00
100% 3 5,33 1,155 ,667 2,46 8,20
Amikacina 3| 18,67 3,055 1,764 11,08 26,26
Flora”fe”'co 3| 11,33 1,155 667 8,46 14,20
Agua
. 3 ,00 ,000 ,000 ,00 ,00
destilada
Total 21 5,62 6,801 1,484 2,52 8,71
ANOVA
Lectura 1 24h
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

Entre grupos 900,952 6 150,159| 87,593 ,000

Dentro de 24,000 14 1,714

grupos

Total 924,952 20
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Tabla N° 13: Analisis de la varianza (ANOVA) de los efectos entre los halos de

inhibicidn por extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC. sobre cultivos

de Escherichia coli a las 48h

Unidireccional

Descriptivos

Lectura 1 48h

95% del intervalo de
confianza para la media
Desviacion Error Limite Limite
N Media | estandar estandar inferior superior
25% 3 ,00 ,000 ,000 ,00 ,00
50% 3 ,00 ,000 ,000 ,00 ,00
75% 3 4,67 577 ,333 3,23 6,10
100% 3| 10,67 1,155 ,667 7,80 13,54
Amikacina 3|1 21,33 1,155 ,667 18,46 24,20
Flora”fe”'co 3| 1333 1,155 667 10,46 16,20
Agua 3 00 000 ,000 00 00
destilada
Total 21 7,14 7,882 1,720 3,55 10,73
ANOVA
Lectura 1 48h
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

Entre grupos 1233,905 6 205,651 [ 332,205 ,000

Dentro de 8,667 14 619

grupos

Total 1242 571 20
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Tabla N° 14: Analisis de la varianza (ANOVA) de los efectos entre los halos de

inhibicidn por extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC. sobre cultivos

de Escherichia coli a las 72h

Unidireccional

Descriptivos

Lectura 1 72h

95% del intervalo de
confianza para la media
Desviacion Error Limite Limite
Media | estandar estandar inferior superior
25% 3 ,00 ,000 ,000 ,00 ,00
50% 3 ,00 ,000 ,000 ,00 ,00
75% 3 5,67 577 ,333 4,23 7,10
100% 3| 15,33 1,155 ,667 12,46 18,20
Amikacina 3 27,33 1,155 ,667 24,46 30,20
Flora”fe”'co 3| 16,67 1,155 667 13,80 19,54
Agua 3 00 000 ,000 00 00
destilada
Total 21 9,29 10,184 2,222 4,65 13,92
ANOVA
Lectura 1 72h
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 2065,619 6 344,270 556,128 ,000
Dentro de 8,667 14 619
grupos
Total 2074,286 20
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Grafico 3. Lectura de formaciéon de los halos de inhibicién segun el porcentaje de
efectividad de la concentracion del extracto etandlico de Desmodium molliculum
(Kunth) DC al 75 % y 100% vs Amikacina (MK) a las 24, 48,y 72h
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Grafico 4. Lectura de formacion de los halos de inhibicidon segun el porcentaje de
efectividad de la concentracion del extracto etandlico de Desmodium molliculum
(Kunth) dc al 75 % y 100% vs cloranfenicol (c) a las 24, 48,y 72h
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Cloranfenicol(C) Concentraciébn concentracion
75% 100 %

69



Interpretacion de los resultados estadisticos:

Las tablas 12, 13 y 14 muestran el Analisis de Varianza de los efectos sobre los
cultivos de Escherichia Coli con sus pruebas de comparaciones multiples e intervalos

de confianza al 95% segun lo siguiente:

Para la bacteria Escherichia coli se encontraron significancias estadisticas, en el
modelo corregido (p=0,000), de igual forma para la interseccion entre extracto
etandlico, la bacteria y la concentracion se determiné significancia estadistica

(p=0,000) lo mismo para los diferentes niveles de concentraciones (p =0,000).

La tabla 13 muestra la media de las concentraciones a las 72 h, la concentracion al
75% es de 5,67, al 100% es de 15,33. Mientras que los controles positivos,
Amikacina es de 27,33 y Cloranfenicol es de 16,67. Por lo tanto se aprecia que el
extracto etandlico en la concentracion al 100% a las 72h posee efecto antibacteriano

aproximado al efecto de cloranfenicol(C).
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Tabla N° 15: Contrastes post hoc y comparaciones mdultiples (ANOVA) de los

efectos entre los halos de inhibicion por extracto etanélico de Desmodium molliculum
(Kunth) DC. Sobre cultivos de Escherichia coli a las 24h

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

\Variable dependiente:

Lectura_1 24h

95% de intervalo de

Diferencia confianza
() Concentracién | (J) Concentracion | de medias Error Limite Limite
del extracto del extracto (1-J) estandar Sig. inferior superior
HSD 25% 50% ,000 1,069 1,000 -3,65 3,65
Tukey 75% -4,000" 1,069| ,028 -7,65 -,35
100% -5,333" 1,069 ,003 -8,98 -1,68
Amikacina -18,667" 1,069 ,000 -22,32 -15,02
Cloranfenicol -11,333" 1,069 ,000 -14,98 -7,68
Agua destilada ,000 1,069| 1,000 -3,65 3,65
50% 25% ,000 1,069 1,000 -3,65 3,65
75% -4,000" 1,069 ,028 -7,65 -,35
100% -5,333" 1,069 ,003 -8,98 -1,68
Amikacina -18,667" 1,069 ,000 -22,32 -15,02
Cloranfenicol -11,333" 1,069 ,000 -14,98 -7,68
Agua destilada ,000 1,069 | 1,000 -3,65 3,65
75% 25% 4,000" 1,069 ,028 35 7,65
50% 4,000" 1,069 ,028 35 7,65
100% -1,333 1,069 ,864 -4,98 2,32
Amikacina -14,667" 1,069 ,000 -18,32 -11,02
Cloranfenicol -7,333" 1,069 ,000 -10,98 -3,68
Agua destilada 4,000" 1,069 ,028 .35 7,65
100% 25% 5,333 1,069 ,003 1,68 8,98
50% 5,333 1,069 ,003 1,68 8,98
75% 1,333 1,069 ,864 -2,32 4,98
Amikacina -13,333" 1,069 ,000 -16,98 -9,68
Cloranfenicol -6,000" 1,069 ,001 -9,65 -2,35
Agua destilada 5,333 1,069 ,003 1,68 8,98
Amikacina 25% 18,667 1,069 ,000 15,02 22,32
50% 18,667" 1,069 ,000 15,02 22,32
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75% 14,667" 1,069 ,000 11,02 18,32
100% 13,333 1,069 ,000 9,68 16,98
Cloranfenicol 7,333" 1,069 ,000 3,68 10,98
Agua destilada 18,667" 1,069 ,000 15,02 22,32
Cloranfenicol 25% 11,333 1,069 ,000 7,68 14,98
50% 11,333 1,069 ,000 7,68 14,98
75% 7,333" 1,069 ,000 3,68 10,98
100% 6,000 1,069 ,001 2,35 9,65
Amikacina -7,333" 1,069 ,000 -10,98 -3,68
Agua destilada 11,333" 1,069 ,000 7,68 14,98
Agua destilada 25% ,000 1,069| 1,000 -3,65 3,65
50% ,000 1,069 1,000 -3,65 3,65
75% -4,000" 1,069 ,028 -7,65 -,35
100% -5,333" 1,069 ,003 -8,98 -1,68
Amikacina -18,667" 1,069 ,000 -22,32 -15,02
Cloranfenicol -11,333" 1,069 ,000 -14,98 -7,68

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Tabla N° 16: Contrastes post hoc y comparaciones mdultiples (ANOVA) de los

efectos entre los halos de inhibicion por extracto etandlico de Desmodium molliculum
(Kunth) DC. Sobre cultivos de Escherichia coli a las 48h

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente:

Lectura 1 48h

95% de intervalo de

Diferencia confianza
() Concentracion (J) Concentracion de medias Error Limite Limite
del extracto del extracto (1-J) estandar Sig. inferior superior
HSD 25% 50% ,000 ,6421 1,000 -2,19 2,19
Tukey 75% -4,667" ,642 ,000 -6,86 -2,47
100% -10,667" ,642 ,000 -12,86 -8,47
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Amikacina -21,333" ,642 ,000 -23,53 -19,14
Cloranfenicol -13,333" ,642 ,000 -15,53 -11,14
Agua destilada ,000 ,642 | 1,000 -2,19 2,19
50% 25% ,000 ,642| 1,000 -2,19 2,19
75% -4,667" ,642 ,000 -6,86 -2,47
100% -10,667" ,642 ,000 -12,86 -8,47
Amikacina -21,333" ,642 ,000 -23,53 -19,14
Cloranfenicol -13,333" ,642 ,000 -15,53 -11,14
Agua destilada ,000 ,642 | 1,000 -2,19 2,19
75% 25% 4,667" ,642 ,000 2,47 6,86
50% 4,667" ,642 ,000 2,47 6,86
100% -6,000" ,642 ,000 -8,19 -3,81
Amikacina -16,667" ,642 ,000 -18,86 -14,47
Cloranfenicol -8,667" ,642 ,000 -10,86 -6,47
Agua destilada 4,667 ,642 ,000 2,47 6,86
100% 25% 10,667" ,642 ,000 8,47 12,86
50% 10,667" ,642 ,000 8,47 12,86
75% 6,000 ,642 ,000 3,81 8,19
Amikacina -10,667" ,642 ,000 -12,86 -8,47
Cloranfenicol -2,667" ,642 ,013 -4.86 -, 47
Agua destilada 10,667 ,642 ,000 8,47 12,86
Amikacina 25% 21,333 ,642 ,000 19,14 23,53
50% 21,333 ,642 ,000 19,14 23,53
75% 16,667 ,642 ,000 14,47 18,86
100% 10,667 ,642 ,000 8,47 12,86
Cloranfenicol 8,000" ,642 ,000 5,81 10,19
Agua destilada 21,333" ,642 ,000 19,14 23,53
Cloranfenicol 25% 13,333 ,642 ,000 11,14 15,53
50% 13,333 ,642 ,000 11,14 15,53
75% 8,667 ,642 ,000 6,47 10,86
100% 2,667 ,642 ,013 A7 4,86
Amikacina -8,000" ,642 ,000 -10,19 -5,81
Agua destilada 13,333 ,642 ,000 11,14 15,53
Agua destilada 25% ,000 ,6421 1,000 -2,19 2,19
50% ,000 ,6421 1,000 -2,19 2,19
75% -4,667" ,642| ,000 -6,86 -2,47
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100% -10,667" ,642 ,000 -12,86 -8,47
Amikacina -21,333" ,642 ,000 -23,53 -19,14

Cloranfenicol -13,333" ,642 ,000 -15,53 -11,14

Tabla N° 17: Contrastes post hoc y comparaciones mdultiples (ANOVA) de los
efectos entre los halos de inhibicion por extracto etanélico de Desmodium molliculum
(Kunth) DC. Sobre cultivos de Escherichia coli a las 72h

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples
\Variable dependiente: Lectura 1 72h
95% de intervalo de
Diferencia confianza
() Concentracion (J) Concentracion de medias Error Limite Limite
del extracto del extracto (1-J) estandar Sig. inferior superior
HSD 25% 50% ,000 ,642| 1,000 -2,19 2,19
Tukey 75% -5,667" 642,000 -7,86 -3,47
100% -15,333" ,642 ,000 -17,53 -13,14
Amikacina -27,333" ,642 ,000 -29,53 -25,14
Cloranfenicol -16,667" ,642 ,000 -18,86 -14,47
Agua destilada ,000 ,642 | 1,000 -2,19 2,19
50% 25% ,000 ,642| 1,000 -2,19 2,19
75% -5,667" ,642 ,000 -7,86 -3,47
100% -15,333" ,642 ,000 -17,53 -13,14
Amikacina -27,333" ,642 ,000 -29,53 -25,14
Cloranfenicol -16,667" ,642 ,000 -18,86 -14,47
Agua destilada ,000 ,642 | 1,000 -2,19 2,19
75% 25% 5,667 ,642 ,000 3,47 7,86
50% 5,667 ,642 ,000 3,47 7,86
100% -9,667" ,642 ,000 -11,86 -7,47
Amikacina -21,667" ,642 ,000 -23,86 -19,47
Cloranfenicol -11,000" ,642 ,000 -13,19 -8,81
Agua destilada 5,667 ,642 ,000 3,47 7,86
100% 25% 15,333 ,642 ,000 13,14 17,53
50% 15,333 ,642 ,000 13,14 17,53
75% 9,667 ,642 ,000 7,47 11,86
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Amikacina -12,000" ,642 ,000 -14,19 -9,81
Cloranfenicol -1,333 ,642 ,415 -3,53 ,86
Agua destilada 15,333" ,642 ,000 13,14 17,53
Amikacina 25% 27,333 ,642 ,000 25,14 29,53
50% 27,333 ,642 ,000 25,14 29,53
75% 21,667" ,642 ,000 19,47 23,86
100% 12,000 ,642 ,000 9,81 14,19
Cloranfenicol 10,667" ,642 ,000 8,47 12,86
Agua destilada 27,333 ,642 ,000 25,14 29,53
Cloranfenicol 25% 16,667" ,642 ,000 14,47 18,86
50% 16,667 ,642 ,000 14,47 18,86
75% 11,000" ,642 ,000 8,81 13,19
100% 1,333 ,642 415 -,86 3,53
Amikacina -10,667" ,642 ,000 -12,86 -8,47
Agua destilada 16,667 ,642 ,000 14,47 18,86
Agua destilada 25% ,000 ,642| 1,000 -2,19 2,19
50% ,000 ,642| 1,000 -2,19 2,19
75% -5,667" ,642 ,000 -7,86 -3,47
100% -15,333" ,642 ,000 -17,53 -13,14
Amikacina -27,333" ,642 ,000 -29,53 -25,14
Cloranfenicol -16,667" ,642 ,000 -18,86 -14,47

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Interpretacion de los resultados estadisticos:

La tabla 15, 16 y 17 muestra las comparaciones mdultiples de los efectos entre los

halos de inhibicion por extracto etanélico de Desmodium molliculum (Kunth) DC.

Sobre cultivos de Escherichia Coli del que se aprecia lo siguiente:

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los halos de

inhibicion segun niveles de concentracidon del extracto etandlico para Escherichia coli

con significancias (p=0,000) p<0,05; siendo la de mayor diferencia la del nivel de

concentracion al 100% en comparacion con los demas niveles.

75




4.2 CONTRASTACION DE HIPOTESIS

El extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC. Present6
formacion de halos de inhibicidn por lo tanto influye de manera significativa en

el efecto antibacteriano en los cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro.

El extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC. en concentracion
al 25% no presento influencia significativa en el efecto antibacteriano en los
cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro. Ya que no se observa formacion
del halo de inhibicion, por lo tanto a dicha concentracion no posee efecto

antibacteriano.

El extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC, en concentracion
al 50% no presento influencia significativa en el efecto antibacteriano en los
cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro. Ya que no se observa formacion
del halo de inhibicion, por lo tanto a dicha concentracidbn no posee efecto
antibacteriano.

El extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC, en concentracion
al 75% si presentd influencia significativa en el efecto antibacteriano en los
cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro. Ya que se observa formacion del
halo de inhibicion a las 24h de incubado, los mejores resultados se vieron a
las 72h de incubacion, por lo tanto a dicha concentracidon si posee efecto

antibacteriano.

El extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC, en concentracion
al 100% si presentd influencia significativa en el efecto antibacteriano en los
cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro. Ya que se observa formacién del
halo de inhibicién a las 24h de incubado, los mejores resultados se vieron a
las 72h de incubacion, por lo tanto a dicha concentracién si posee efecto

antibacteriano.
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4.3 DISCUSION DE LOS RESULTADOS
Con el presente estudio se comprueba que el extracto etandlico de Desmodium
molliculum (Kunth) DC. A una concentraciéon de 75 y 100% si posee efecto

antibacteriano en cultivos de Escherichia Coli, estudios in vitro.

Las propiedades antibacterianas a partir de productos vegetales han sido
comprobadas a través de intensas investigaciones. Generalmente, son
evaluadas y confirmadas a través de ensayos biologicos in vivo e in vitro, por
medio de pruebas de sensibilidad con métodos de difusion en Agar como en la
presente investigacion. En su estudio Rastogi S @ ‘Sefiala que el género
Desmodium gangeticum y Desmodium adscendens mostraron un amplio
espectro de actividades farmacoldgicas in vitro e in vivo. La investigacion
fitoquimica de estas especies ha llevado al aislamiento de alcaloides, esteroles,
flavonoides, saponinas, triterpenoides.

Metabolitos que serian los posibles responsables de la actividad farmacolégica y
la eficacia terapéutica antiinflamatoria. “Estiguar, J. confirmé “la actividad
antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de Desmodium molliculum (Kunth)
DC”. En bacteria Staphylococcus aureus estudio in vitro siendo un 96 % tan
efectiva como la dicloxacilina, “dando como responsables de la actividad
antibacteriana de esta especie a principios activos como: alcaloides, esteroles,
flavonoides siendo los mas abundantes luego del andlisis fitoquimico 4.

Luego del analisis de los resultados de la investigacion fitoquimica del extracto
etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC. Se determindé un abundante
contenido de metabolitos en su composicion, La presencia de alcaloides es
moderada, también posee flavonoides en abundancia, taninos, saponinas

aminoacidos y Cumarinas.

En nuestro pais Bonilla et al.,, publicaron un estudio sobre la Evaluacion
Fitoquimica y Actividad Biologica de Desmodium molliculum, dando como
resultado “la presencia de aminoacidos, taninos, compuestos fendlicos,

esteroides y/o triterpenos, quinonas y leucoantocianidinas; destacando como
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principales metabdlitos activos a los flavonoides y esteroides y/o triterpenos™.
Demostrando asi su relacion con los usos tradicionales de los pueblos nativos
en problemas de inflamacién 2. Posiblemente la actividad antibacteriana que se
aprecia en esta investigacion es consecuencia de la presencia de flavonoides y
alcaloides que cientificamente ha evidenciado su actividad antibacteriana. Sin
embargo, existe la necesidad de estudiar a fondo estos metabolitos secundarios
y descubrir su modo de accion, farmacocinética, biodisponibilidad y vias
fisiolégicas con suficiente detalle.

En la prueba de cromatografia en capa fina a 365 nm para flavonoides se
evidenci6 la presencia de compuestos con fluorescencia verde que
corresponderian a 6 flavonoides diferentes, observando 6 manchas en la placa.
Y una débil fluorescencia a 254 nm en la cromatografia de capa fina para

alcaloides que indicaria la presencia de alcaloides.

Al analizar los resultados conseguidos por el método de difusion en agar,
podemos sefalar que este método es apropiado para evaluar de manera
cualitativa la actividad antibacteriana de extractos naturales, tal como sefiala el
INS 3. Los parametros que deben tomarse en cuenta para que los resultados
aportados sean comparables con los indicados por otros autores, deben ser:
medio de cultivo, condiciones de incubacion, concentracion de indculo inicial del

microorganismo, Yy concentracion del producto ensayado.

En lo referente a los resultados obtenidos en el extracto etanélico de Desmodium
molliculum (Kunth) DC., podemos sefialar que la bacteria utilizada en la
determinacion de la actividad antibacteriana; Escherichia coli ATCC 25922,
demostré que el extracto etandlico a una concentracidbn al 75% presento
moderada actividad antibacteriana significativa, mientras que el extracto
etandlico a una concentracion al 100% presento una mejor actividad
antibacteriana significativa ya que la medicion de los halos fue mayor.

Demostrandose asi que las concentraciones del extracto etandlico de
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Desmodium molliculum (Kunth) DC., con actividad antibacteriana fueron al 75 y
100%.

Ademas, podemos indicar que hubo diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) en los didmetros de los halos de inhibicion de las diferentes
concentraciones del extracto etandlico frente a Escherichia coli, destacadndose
las concentraciones al 75% y 100%. Considerando asi que poseen efecto
antibacteriano activo frente a los cultivos de Escherichia Coli. La razon de estas
diferencias en la actividad del extracto etanélico puede deberse a que sustancias
como: flavonoides, alcaloides, fenoles, taninos se encuentran en mayor
proporcién, ya que segln Rastogi S, 8 éstos y otros compuestos como las
quinonas, terpenos, y alcaloides son responsables de la actividad antibacteriana
de la especie Desmodium.

El efecto antibacteriano del extracto de Desmodium molliculum (Kunth) DC. Se
obtuvo, calculando los porcentajes del efecto inhibitorio relativo (PEIR) de las
concentraciones al 75% y 100% siendo estas concentraciones las que
presentaron formacion del halo de inhibicion, Obteniendo los mayores valores
con PEIR de 75,82 respecto a Cloranfenicol (C) a una concentracién al 100 %
seguido del PEIR 47,96 %respecto a Amikacina (MK) y la concentracion al 75%
con PEIR de 34,64% respecto a Cloranfenicol (C) y 21,96% respecto a
Amikacina (MK).Por lo tanto se aprecia que el extracto etandlico en la
concentracion al 100% posee efecto antibacteriano aproximado al efecto de

cloranfenicol (C).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC. influye de manera
significativa en el efecto antibacteriano en los cultivos de Escherichia coli,

estudios in vitro.

El extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC. en las
concentraciones de 25 % y 50 %, no presentaron formacion del halo de
inhibicion por lo tanto no influye de manera significativa en el efecto

antibacteriano en los cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro.

El extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC. en las
concentraciones de 75 % y 100 %, si influyen de manera significativa en el

efecto antibacteriano en los cultivos de Escherichia coli, estudios in vitro.

La concentracion al 100% del extracto etandlico de Desmodium molliculum
(Kunth) DC. Presenté efecto inhibitorio aproximado al farmaco control

Cloranfenicol (C) en cultivos de Escherichia coli., estudios in vitro.

5.2RECOMENDACIONES

A nivel del gobierno nacional, regional y local, formular y gestionar planes de

promocién de la salud y prevenciéon para disminuir la practica de automedicacion

con antibacterianos. Informar, educar y concientizar a todas las diferentes

instituciones relacionadas como el Ministerio de Salud, para que a través de la

Direccion General de Medicamentos Insumos y Drogas (DIGEMID) se realicen las

acciones necesarias para profundizar el seguimiento en los centros de

dispensacién de medicamentos como: Farmacias, Boticas y demas centros de

salud existentes en el pais.
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De la misma manera que se intensifique el apoyo a nuevas investigaciones del
campo fitoquimico, ya que existe un gran potencial de Desmodium molliculum que

debe aprovecharse para el beneficio de la salud.

Los centros Universitarios deben promover conjuntamente con la autoridad de la
cual deriva, el estudio de las diferentes plantas nativas que posee nuestro pais,

Realizar nuevas investigaciones que permitan profundizar el conocimiento de las
caracteristicas que determinan o condicionan la presencia de nuevos metabolitos

con propiedades terapéuticas.

Concientizar la presencia y el aporte del quimico farmacéutico, como profesional
de la salud cumpliendo con su rol frente a la poblacién, orientando y educando a
los pacientes sobre el uso correcto de los antibibticos, las reacciones adversas

de los mismos y los peligros de la automedicacion.

Promover el estudio de Desmodium molliculum (Kunth) DC., ya que posee un
gran potencial para futuras investigaciones. Pues por los metabolitos que esta
presenta se puede determinar que posea otras propiedades biolégicas para lo
cual se debera realizar un monitoreo para detectar la mayor cantidad de

compuestos con posibilidad de actividad farmacolégica.

El extracto etandlico de Desmodium molliculum (Kunth) DC. Siempre debe
permanecer en frascos ambar para evitar el dafio de los metabolitos secundarios

por efecto de la fotoradiacion.

Analizar si los extractos obtenidos, poseen los mismos efectos antibacterianos en

periodos de tiempo mayores al utilizado en esta investigacion.
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Anexo 1. Matriz de Consistencia

PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES INDICADORES METODOLOGIA
ENFOQUE
VI: VI o
GENERAL: GENERAL: GENERAL: Cuantitativo:
Extracto etandlico | Dosis: .
¢Como influye el extracto | Determinar si el extracto | El extracto etandlico de | e Desmodium Mediciones del
etandlico de  Desmodium | etandlico de Desmodium | Desmodium molliculum | o lliculum Concentracién | didmetro de los halos.
molliculum en los cultivos de | molliculum influye en los | influye  significativamente al 25% i
Escherichia coli, estudios in | cultivos de Escherichia | en los  cultivos de DISENO
vitro? coli, estudios in vitro Escherichia coli, estudios in Concentracion .
ESPECIFICOS: Ve 50% permentd
ESPECIFICOS: . _ ESPECIFICOS: Concentracion | "0
-Determinar  si la . 1 759 .
:De qué manera la | concentracion al 25% del -La concentracion al 25% al 3% -Observacional:
concentracion al  25%  del . del extracto etandlico de g
extracto etandlico de | BXtracto  etanclico ~ de Desmodium  molliculum | VD: Concentracion | Se  observa y se
. . . . 0, .
Desmodium molliculum influye | Désmodium  molliculum | - T al 100% registra los
) . ; influye  significativamente
en el efecto antibacteriano en | influye en el efecto . . El ef acontecimientos  sin
; R . . en el efecto antibacteriano | El efecto
los cultivos de Escherichia coli, | antibacteriano en los on s culives  de | antibacteriano intervenir en el curso
A . .
estudios in vitro? cultllvos <'1e ' E§cher/ch/a Escherichia coll, estudios in sobre cultivos de natural de estos.
coli, estudios in vitro , L .
vitro. Escherichia Coli Transversal:
estudios in vitro. | VD" '
-La concentracion al 50% g .
_ . - Determinar si la i ° -Medicién En funcién al tiempo,
De qué manera la g . del extracto etandlico de dis g se ejecuta en un solo
concentracion  al 50%  del concentracion al 50% del | pasmodium molliculum lametro de momento
o extracto  etandlico de | ; e ot halos '
extracto etandlico de , , influye  significativamente
Desmodium molliculum influye Ptfelsmod/um ’:70”’0;”“:” en el efecto antibacteriano Tiempo: 24 POBLACION VEGETAL
en el efecto antibacteriano en | e N € CECO T en o5  culivos  de 48Y 72 h Constituida ~ por  la
los cultivos de Escherichia col, antibacteriano  en 108 | Eqcherichia coli, estudios in especie vegetal
estudios in vitro? cultivos de Escherichia vitro. Desmodium molliculum
' coli, estudios in vitro (Kunth) DC.
“Manayupa”.
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¢ De qué manera la
concentracion al  75%  del
extracto etandlico de
Desmodium molliculum influye
en el efecto antibacteriano en
los cultivos de Escherichia coli,
estudios in vitro?

¢(De  qué manera  la
concentracion al  100% del
extracto etandlico de
Desmodium molliculum influye
en el efecto antibacteriano en
los cultivos de Escherichia coli,
estudios in vitro?

-Determinar ~ si la
concentracion al 75% del
extracto  etandlico de
Desmodium  molliculum
influye en el efecto
antibacteriano en  los
cultivos de Escherichia
coli, estudios in vitro

-Determinar i la
concentracion al 100% del
extracto  etandlico de
Desmodium  molliculum
influye en el efecto
antibacteriano  en  los
cultivos de Escherichia
coli, estudios in vitro

-La concentracion al 75%
del extracto etandlico de
Desmodium molliculum
influye  significativamente
en el efecto antibacteriano
en los cultivos de
Escherichia coli, estudios in
vitro.

-La concentracion al 100%
del extracto etandlico de
Desmodium molliculum
influye  significativamente
en el efecto antibacteriano
en los cultivos de
Escherichia coli, estudios in
vitro.

POBLACION
BACTERIANA
-El estudio se realizd
en cepas bacterianas
de Escherichia coli
ATCC 25922.

MUESTRA
BACTERIANA

-conformado por el
nimero de colonias
que se empled para la
preparacion del inoculo
bacteriano.

MUESTRA VEGETAL
500 gr de hojas y tallos
de Desmodium
molliculum (Kunth) DC.
“Manayupa

TECNICA

-Tamizaje fitoquimico

- Método de kirby-
Bauer

INSTRUMENTO Y
RECOLECCION DE
DATOS

-Medios de cultivo y
reactivos

- Bomba de vacio
- Autoclave
- Incubadora

- fichas de registro de
datos
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Anexo 2. Identificacién taxondmica de Desmodium molliculum.

- UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
- \ Univorwidand det Fen, DECANA D AMERMCA

3 \
o MUSEQ DE HISTORIA NATURAL »

“ARo del Buen Servicio al Cludadano™

CONSTANCIA N°193-USM-2017

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEIA
CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta fértil) recibida de Nuria Olivera Torres y Pamela
Principe Elescano; estudiantes de la Facultad de Clencias Farmacéuticas y
Oiogquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vegs, ha sido estudiada y
dasificads como: Desmodium molliculum (Kunth.) DC., vy tiene la siguiente
posicién taxondmica, segun el Sistema de Clasificacidn de Cronquist (1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ROSIDAE
ORDEN: FABALES
FAMILIA: FABACEAE
GENERO: Desmodium
ESPECIE: Desmodium molliculum ( Kunth) CC,

Nombre vulgar: * Manayupa®™
Determinado por: Bigo. Severo Baldedn Malpartida

Se axtiende la presente constancia a soficitud de 1a parte interesada, para los
fines que considere conveniente.

Lima, 13 de setiembre de 2017

A ~;-’.’/o‘( - 3
Mag. ASUNCION A. CANO ECHEVARRIA
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCQS {USH)

ACE/0dD '\):\ > \EFE
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Anexo 3. Identificacion de la bacteria

O Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2018/8/31
Microorganism Name: Escherichia coli Release Information:
Catalog Number: 0335 Quality Control Technologist: Tracy A Blenker

Lot Number: 335-211 Release Date: 2016/10/13
Reference Number: ATCC® 25922 ™*

Purity: Pure
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:

2 colon es, both are gray & beta hemolytic: one is circular to irre ular, SBAP
convex,ys‘?lgphtl'y erose edggeag smooth; otheryits larger, irregular, low co%vex,

erose edge & rough

Microscopic Features:

Method:
Gram negative straight rod

Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF

Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document.

(1) Oxidase (Kovacs): negative

Beta-glucuronidase (E. coli Broth w/MUG): positive
(1) Ampicillin (10 mcg - Disk Susceptibility): 16 - 22 mm
glgnGentamicin (10 mcg - Disk Susceptibility): 19 - 26

(1) SXT (1.25/23.75 mcg - Disk Susceptibility): 23 - 20

(LZ%'M»-‘-/‘K-,&%

Amanda Kuperus

Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

Disclaimer: The iast digit(s) of the lot number a|

ppearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this certificate is the actual base ot
number,

Note for Vitek®: Although the Vitek® panel uses many conventional tests, the unique environment of the card, combined with the short
from results by other

period, may results that differ
.1; Refer to the enclosed product insert for i use and
P are toa culture
™ The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of ATCC.
ATCC Licensed Microbioiogics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures.
\ Derivative )
(1)  These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005
ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01
© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results m

Yo ey
Meaning of Score Values
Range Symbols Color
2.300 ... 3.000 (+++) green
cure (++) green
probable genus identification (+) yellow
0.000 ... 1.699 (=) red
-Meanlng of Consistency Categories (A - C)
Category Description
A Species Consistency: The best match was classified as ‘green’ (see above). Further ‘green’ matches are of the
same species as the first one. Further ‘yellow’ matches are at least of the same genus as the first one.
B Genus Consistency: The best match was classified as ‘green’ or ‘yellow’ (see above). Further ‘green’ or ‘yellow’
matches have at least the same genus as the first one. The conditions of species consistency are not fulfilled.
c No Consistency: Neither species nor genus consistency (Please check for synonyms of names or microbial
mixture).
Analyte Name: Escherichia coli
Analyte Description: 0335
Analyte ID: 335-211
Analyte Creation Date/Time:  2016-10-05T14:44:12.278 TB
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, IVD, Listeria
Applied Taxonomy Tree:
Analyte Name Analyte ID Organism (best match)
D3(+++)(A) 335-211 Escherichia coli

Comments:

closely related to Shigella and not definitely distinguishable at the moment




Anexo 4. Evaluacion de la actividad antibacteriana mediante el metodo de kirby- Bauer

ESCALA 0,5 DE

Mc FARLAND
CULTIVO SIEMBRA EN TSA
FRESCO PREPARACION DEL INOCULO

TOMA DEL INOCULO
DISCOS ANTIBIOTICOS

n
INcUBAR 1
37°C, 18-24h ]|

fuente: Microbiologia general- Antibiograma.
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Foto N° 1. Preparacion del material vegetal Desmodium molliculum
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Tamizaje fitoquimico, identificacion de metabolitos secundarios
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Prueba de solubilidad

Identificacién de compuestos fenolicos y flavonoides

Reaccion de shinoda

Cloruro Ferrico FeCls
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Identificacionde Alcaloides

Reaccion Dragendorff

Reaccion de Wag

Identificacién de cumarinas

Identificacion de taninos
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Foto 3. Cromatografia en capa fina del extracto etandlico de Desmodium

Molliculum
Placa a 254nm, revelada con reactivo de Una débil fluorescencia a 254 nm en la
Dragendorff, con uv fluorescencia, Cromatografia de capa fina para alcaloides
se observd presencia de compuestos con gue indicaria la presencia de alcaloides. No se
fluorescencia verde que corresponderian a 6 logré determinar que alcaloide especifico es.
flavonoides diferentes

Foto N° 4. Discos de sensibilidad Ly D Insumed. SAC, Antibi6ticos Cloranfenicol (30ug) y Amikacina
(30uQ)




Foto N° 4. - Preparacion del estandar (0,5 mc. farland) para el inéculo

TUBO Cl;Ba 1% SO4H; 1% ufc/ml
1 0,1 99 3.0x10°
2 02 98 6,0x10°
3 03 97 9,0x10%
4 04 96 12¢10°
5 05 95 15010
6 06 94 18x10°
7 07 93 2,110
8 08 92 24x10°
9 09 9,1 27x10°
10 10 90 30010
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Foto N° 6. Incubacion

Foto N° 7. Medicién de los halos de inhibicion por efecto del extracto etandlico de Desmodium
molliculum (Kunth) DC.
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Halo de inhibicidon con la concentracién

Halo de inhibicién con la concentracién
de 100% alas 24h

de 75 % a las 24h

Halo de inhibicidn con la concentracion Halo de inhibicién con la concentracion

de 75 % a las 48h de 100 % a las 48h
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Halo de inhibicién con la concentracién

de 75 % alas 72h

]

Halo de inhibicidon con la concentracién

de 100 % a las 72h
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