UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

INCA GARCILASO

“
V93A V1 34

Q
<
a
o«
o«
u
>
2
3

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

“EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LAS FLORES DE MANZANILLA
(Matricaria chamomilla) FRENTE A CEPAS DE Streptococcus
pyogenes ATTC 19615, IN VITRO”

Tesis para optar al Titulo Profesional de Quimico
Farmacéutico y Bioguimico

TESISTAS:
Bach. MARIBEL ROXANA MORENO OLARTE
Bach. GUISSELA YESENIA NUNEZ GABRIEL

ASESOR:
Mg. Q.F. LUIS ALEJANDRO ROA CHUNGA

LIMA — PERU
2018



TITULO:

“EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LAS FLORES DE MANZANILLA
(Matricaria chamomilla) FRENTE A CEPAS DE Streptococcus
pyogenes ATTC 19615, IN VITRO”



DEDICATORIA

A mis padres y hermanos, por su amor,
su apoyo incondicional y &nimo
constante, que siempre me ofrecen con
lo cual he podido lograr uno de mis

objetivos, que es ser profesional



AGRADECIMIENTO

A mis maestros universitarios por
consolidar en mi la base de
conocimientos y actitudes para mi vida

como profesional.

A mi asesor Quimico Farmacéutico
Luis Roa Chunga, por su permanente
disposicion e incondicional apoyo, y por
compartir sus conocimientos, tiempo y

dedicacion a esta investigacion.



INDICE GENERAL

Dedicatoria
Agradecimiento
indice General
indice de Tablas
indice de Figuras

indice de Anexos

Resumen
Abstract
11 0T [ Tto3 o] o 1
CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ......cooooiieieeeeeeeeeeee 3
1.1 Descripcion de la realidad problematica............ccccceeeviiiiiiiiiiiieeeeeeneieee 3
1.2 Identificacion y formulacion del problema...........cccccoceeeiiiiiiiii 4
1.2.1 Problema general.............oouuiiiiiiiiiiieie e 4
1.2.2 Problema eSPeCifiCOS........oiiiiiiiiiiiiiiee e 4
1.3 Objetivos de 1a iNVeStIGaCION ..........cceiiiiiiiiiiiiiiieie e 5
1.3.1 ObJetivVo geNETal.......cccoiiieeci e 5
1.3.2 Objetivos €SPECITICOS .......uvuviiiiei e 5
1.4 Justificacion de [a iINVeStIGaCiON ...........cooviiiiiiiiiiiieeee e 5
1.5 Limitaciones de 1a iINVESHIgaCION ...........cooiiiiiiiiiiiiieeee e 6
CAPITULO I1: MARCO TEORICO ..ottt 7
2.1 Antecedentes de 1a INVeSIGaCiON .........cooevveiiieiieeeeeeeeee e 7
2.1.1 Antecedentes NACIONAIES ..........coeeuviuiiiiiee e 7
2.1.2 Antecedentes internacionales ...........ccoovveeeiiiiiiiiiiin e 9
2.2 BaSES tEONICAS ..o i e e e 11
2.2.1 Manzanilla (Matricaria chamomilla)...........ccccooeeiiiiiiiiiiiiiii e 11

2.2.1.1 Descripcion botanica de la Manzanilla
(Matricaria chamomilla)...........cooooeviiiiiiiiii e 11
2.2.1.2 Habitad y distribucCion.............ccooovriiiiiii e, 12

2.2.1.3 UDbicacion taxXxonOmMiCa......cuu e, 12



2.2.1.4 Composicion quimica de Manzanilla ............cccccccvvvvvnnnnnnns 12

2.2.1.5 PrINCIPIOS GCHIVOS ......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnbiinniieeenieeeaeeaenees 14

2.2. 2. EXITACTOS ...ttt 14
2.2.2.1 DefiniCiON de eXtraCtOS...........uuuuuuurumruiiniiriiiiiiiiiinninnnnnienannnn 14

2.2.2.2 Clasificacion de eXtracCtOs ...............euuerrrmrrmmrmmnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn. 15

2.2.3. SIreptOCOCCUS PYOGENES .....iiiniiiieeeiiieeerin e e eiee e e e et eeaa e era e eaaeees 16
P20 T R - V(o 0] 1 01T 16

2.2.3.2 Caracteristicas morfol0giCas...........cccoeeeeeeiieeiiiiiiiiieeeeeeeeenn, 16

2.2.4. Faringoamigdalitis bacteriana ... 16

2.3 Formulacion de hipOteSiS. .......couiiiiiiiiiiiiiiie et 17
2.3.1 HIPOLESIS gENETAI ....cceeeeiiiiiee e 17
2.3.2 HIpOLESIS @SPECITICAS ....vvvviiieeeiiiieecie e 17

2.4 Operacionalizacion de variables e indicadores .........ccccccoovviiiiiieeeieeennnnns 17
2.5 Definicion de términos bASICOS........ccooeeeieeiii e, 18
CAPITULO l: METODOLOGIA ...ttt 21
3.1 Tipo y nivel de iNVESHIGaCION.........c..uviiiiiiiee e 21
3.2 Disefio de 1a iNVeStigacioN...........ccuuuiiiiiiiee e 21
3.3 PODbIACION Y MUESIA ......cuuiiiiiie e e e e e e eeaanns 22
3.3. L PODIACION ... 22
T T Y (V1= - PSRRI 22

3.4 Técnica de Procesamiento y Andlisis de Datos.........ccccccovvivvviiieeineeennnns 22
3.5 Técnicas de procesamiento y analisis de datos .............ccceevvvviiiiiiieeeeeennn, 22
3.5.1 Procedimiento experimental ...............cccceeeiiieeiiiiiiiiiie e, 22

I ST 1Y/ 11 (oo (o] [0 o | = NSO 23
3.6.1 Preparacion del pulVerizado...............uuuueueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 23
3.6.2 Obtencion del eXractO ..........cvveeeeeiiieeiiiiiie e 23
3.6.3 Cepa baCteriana..........ccouuuiiiiiiiiiiie e 26
CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS........ 30
4.1 Procesamiento de Datos: Resultados ..........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeee 30
4.2 Contrastacion de hipOteSIS ..........uuuiiiiiii i 39

4.3 DisSCUSION A€ reSUIATOS .....oneeeeeee e, 39



CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES .....ccooovveeeeeeeen, 40
5.1 CONCIUSIONES . .. e e 40

5.2 RECOMENAACIONES ... .. e e et 41

Referencias BibliografiCas.............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiae e 42



Tabla N° 1

Tabla N° 2

Tabla N° 3

Tabla N° 4

Tabla N° 5

Tabla N° 6

Tabla N° 7

Tabla N° 8

Tabla N° 9

Tabla N° 10

Tabla N° 11

INDICE DE TABLAS

Interpretacion de la cantidad de metabolitos presentes.
Lectura de la investigacion del tamizaje fitoquimico del
extracto hidroalcoholio de las flores de Manzanilla
(Matricaria chamonilla).

Registro Microbioloégico de la inhibicion de miel sobre
Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Estadistica descriptiva de las medias de los halos de
inhibiciéon obtenidos de los diferentes extractos.

Prueba de homogeneidad de varianzas de las medias de
los halos de inhibicion obtenidos de los diferentes
extractos.

Prueba de ANONVA One Way de las medias de los halos
de inhibicién obtenidos de los diferentes extractos.
Comparaciones multiples de las medias de los halos de
inhibicion obtenidos de los diferentes extractos.
Subconjunto homogéneo Prueba de Tukey de las medias
de los halos de inhibicion obtenidos de los diferentes
extractos.

Medidas de los halos de inhibicion, valor de la mediana,
media, desviacion estandar e intervalos de confianza.
Efecto inhibitorio in vitro del extracto hidroalcoholico de las
flores de manzanilla sobre Streptococcus pyogenes ATCC
19615 segun la escala de Duraffourd.

Resumen 95% del Intervalo de Confianza con el post-test
de comparacion mdaltiple de Dunnett. Intervalo de

confianza 95%.

30

31

31

32

32

33

34

35

36

37

38



Figura N° 1

Figura N° 2

Figura N° 3

INDICE DE GRAFICOS

Flujograma de la extraccion del extracto de las flores de
Manzanilla (Matricaria chamomilla)

Media de los halos de inhibicion El Grafico 1 muestra la
media de los halos de inhibicion donde se puede apreciar
un halo superior de la concentracion de 50% seguido de
las concentraciones 30% y 10%.

Efecto inhibitorio in vitro del extracto hidroalcoholico de
las flores de manzanilla sobre Streptococcus pyogenes
ATCC 19615.

24

37

38



Anexo 1
Anexo 2
Anexo 3
Anexo 4
Anexo 5
Anexo 6

Anexo 7

Anexo 8

INDICE DE ANEXOS

Matriz de CONSIStENCIA.......uuiiiieeeiieieiiiiiie e
Certificado obtencion de cepas ATCC 19615 .............
Factura de la cepa Streptoccus pyogenes ATCC .......

Constancia por haber realizado la parte experimental

Ficha de recoleccion de datosS.......ccouveeveeieiiiiiiiaieen,

Preparacion del extracto hidroalcoholico de las flores

Manzanilla (Matricaria chamomilla) .............cccccccevveeeen.

Reconstitucion de la cepa Streptococcus pyogenes

ATCCB®I9615......iiiiiiiiie e

Determinacion de la actividad antibacteriano de las
Flores de Manzanilla (Matricaria chamomilla) frente a
Streptococcus pyogenes mediante la técnica difusion

en pozos



RESUMEN

El Objetivo de este estudio fue determinar el efecto antibacteriano del extracto
hidroalcoholico de las inflorescencias de Manzanilla (Matricaria chamomilla) en

relacion a cepas de la Streptococcus pyogenes ATCC 19615, in vitro.

Para determinar la actividad antibacteriana se utilizé el método de difusion en
pozos, se obtuvo las flores Manzanilla de puestos de mercados del distrito de la
Victoria lima-Perd ;y se realizé diluciones para obtener concentraciones de
10%,30% y 50%,las tres concentracion se colocé en una placa de agar de
mueller - Hilton, que previamente fue sembrada con una suspension de
Streptococcus pyogenes ATTC 19615 a una turbidez 0.5 de la escala de Mc
farland.se incubo las placas en condiciones de anaerobiosis y luego se midi6 los
halos de inhibicion después de 24 horas.Se observé halos de inhibiciébn (mm) en
las concentraciones de 10% (11.2810 £ 0.7743); 30% (17.1440 = 1.2933); 50%
(21.014 £ 0.9046), siendo la concentracion del 50% el que presente el mayor
efecto antibacteriano con un nivel de significancia del 95% y un error relativo del
5%.

Palabras clave: efecto antibacteriano, Streptococcus pyogenes, Manzanilla, halo

de inhibicién.



ABSTRACT

The objective of this study was to determine the antibacterial effect of the
hydroalcoholic extract of the inflorescences of Manzanilla (Matricaria chamomilla)

in relation to strains of Streptococcus pyogenes ATCC 19615, in vitro.

In order to determine the antibacterial activity, the well diffusion method was used,
the Manzanilla flowers were obtained from market stalls in the district of Victoria
Lima-Peru, and dilutions were made to obtain concentrations of 10%, 30% and
50%. Three concentrations were placed on a plate of mueller-Hilton agar, which
was previously seeded with a suspension of Streptococcus pyogenes ATTC
19615 at a turbidity 0.5 of the McFarland scale. The plates were incubated under
conditions of anaerobiosis and then the halos of inhibition after 24 hours. Halos of
inhibition (mm) were observed in the concentrations of 10% (11.2810 + 0.7743);
30% (17.1440 £ 1.2933); 50% (21.014 £ 0.9046), being the 50% concentration the
one with the highest antibacterial effect with a level of significance of 95% and a

relative error of 5%.

Key words: antibacterial effect, Streptococcus pyogenes, Chamomile, inhibition

halo.



INTRODUCCION

Los nifios entre 3 y 12 aflos de edad son altamente vulnerables a infecciones
bacterianas. Frente a ello, resultan conocidos los diversos inconvenientes en lo
que a recurrir a antibidticos se refiere, como por ejemplo la llamada resistencia
bacteriana o resistencia a los antibidticos. Por ello se hace necesaria la

reconsideracion de una farmacopea de origen vegetal.

Las propiedades antibacterianas de las inflorescencias de Manzanilla (Matricaria
chamomilla), resultan conocidas; sin embargo, no se cuentan con datos de mayor

precision que den cuenta de su efecto especifico sobre Streptococcus pyogenes.

El Streptococcus pyogenes 19615 es uno de los patdgenos humanos mas
comunes. Este origina diversas enfermedades supurativas y no supurativas. Entre
las supurativas, el S. pyogenes constituye la causa mas frecuente de faringitis
bacteriana; aunque produce, asimismo, otitis media; mastitis; infecciones en las
capas superficiales de la piel (impétigo); en las capas profundas (erisipela) y en
los casos mas severos, asi como fascitis necrotizante. Las caracteristicas de este
altimo cuadro clinico explican el apelativo de «bacteria comedora de carne».
Dentro de las enfermedades no supurativas encontramos la fiebre reumética y la

glomerulonefritis pos estreptocécica.

Al analizar la problemética de las diferentes enfermedades causadas por el
patdégeno, se hace necesario sefialar sus causas. Estas se resumen en: pobreza,
edad, y ausencia de una cultura sanitaria que pueda conducir, con prontitud, al

paciente y sus familiares al tratamiento médico en un centro de salud.

La presente investigacién buscé conocer, en lo especifico, en qué medida el
extracto de flores de Manzanilla (Matricaria chamomilla) inhibe las cepas
bacterianas de Streptococcus pyognes ATCC 19615.

Conociendo la inhibicion provocada por las flores de Manzanilla serd posible
proporcionar un tratamiento no farmacolégico a las personas mas vulnerables a la

bacteria, como por ejemplo a las que sufren de faringoamigdalitis. Por otra parte,

1
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una farmacologia novedosa podria verse potenciada con una medicacién basada

en esta fuente vegetal.



CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para la presente investigacion, el problema planteado incluye las siguientes

caracteristicas:

1.1 DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA
Actualmente, la infeccion respiratoria aguda por Streptococcus pyogenes o
Estreptococcus B-hemolitico es una de las mas frecuentes en nuestro medio.
Esta sigue siendo la principal causa de la enfermedad de faringoamigdalitis
en todas las edades; siendo que, usualmente, los reportes dan cuenta de
una incidencia de entre 20 y 30% a nivel de las diferentes faringoamigdalitis
en nifios. Ademas, entre un 5 y un 15% en adultos muestran una mayor
incidencia de los sintomas durante la época de invierno. Asimismo, la
faringitis originada en Streptococcus pyogenes se expresa en mas de un
50% en infantes menores a los 15 afios de edad. Esta se constituye en una
cifra relativamente alta, dejando en evidencia la necesidad de un diagnéstico

més oportuno.®

La necesidad de un diagndstico diferenciado en materia de etologia del mal
es uno de los mayores inconvenientes a los que el diagnostico médico se
enfrenta, en busca de la obtencion del diagnostico mas adecuado. La
prescripcion de antibidticos puede resultar, en muchos casos, inadecuada. El

tipo de infeccion explica la induccién al error en la prescripciéon de un



1.2

antibiotico en nuestro medio. Ello explica una tasa aproximada a un 80% en
prescripciones erradas. Asi y en lo que a resistencias se refiere, los efectos
secundarios en la salud del paciente conllevan no sélo a un deterioro en su

salud, sino que implican un incremento negativo en su economia sanitaria.®

Frente a las complicaciones expuestas, las inflorescencias de Manzanilla
(Matricaria chamomilla) se constituyen en wuna clara alternativa

antibacteriana.
IDENTIFICACION Y FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1 Problema general

¢,Cual es el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las flores de
Manzanilla (Matricaria chamomilla) frente a cepa de Streptococcus pyogenes
ATTC 19615,in vitro?

1.2.2 Problemas especificos
1. ¢De qué manera la concentracion del extracto hidroalcohdlico de las
flores de manzanilla (Matricaria chamomilla) al 10 % tiene efecto
antibacteriano frente a cepa de Streptococcus pyogenesATTC 19615,

in vitro?

2. ¢De qué manera la concentracion del extracto hidroalcohdlico de las
flores de manzanilla (Matricaria chamomilla) al 30 % tiene efecto
antibacteriano frente a cepa de Streptococcus pyogenesATTC
19615,in vitro?

3. ¢De qué manera la concentracion del extracto hidroalcohdlico de las
flores de manzanilla (Matricaria chamomilla) al 50 % tiene efecto
antibacteriano frente a cepa de Streptococcus pyogenes ATTC 19615,

in vitro?



1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las flores
de Manzanilla (Matricaria chamomilla) frente a cepa de Streptococcus
pyogenes ATTC 19615, in vitro.

1.3.2 Objetivos especificos
1. Determinar el efecto antibacteriano de extracto hidroalcohdlico de las
flores de Manzanilla (Matricaria chamomilla) al 10% frente a cepa

deStreptococcus pyogenes ATTC 19615, in vitro.

2. Determinar el efecto antibacteriano de extracto hidroalcohdlico de las
flores de Manzanilla (Matricaria chamomilla) al 30% frente acepa

deStreptococcus pyogenes ATTC 19615, in vitro.

3. Determinar el efecto antibacteriano de extracto hidroalcohélico de las
flores de Manzanilla (Matricaria chamomilla) al 50% frente acepa

deStreptococcus pyogenes ATTC 19615, in vitro.

1.4 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION
La presente investigacion busca dar a conocer el grado de accion bactericida
de la Manzanilla (Matricaria chamomilla (L.) Rydb.) Diversos sustentos
técnicos en relacion a sus propiedades curativas y farmacolégicas de esta
especie vegetal asi lo testifican. La Manzanilla muestra indicios de una
accion natural bactericida contra enfermedades bacterianas a nivel
respiratorio. En tal sentido, notorio es el caso de la faringoamigdalitis aguda,
dolencia altamente frecuente en nuestro medio. Por esta razon, la mayoria
de los médicos prescriben antibioticos para dolencias como esta. Esto puede
conducir a los temidos efectos por resistencia a los antibiéticos, sobre todo
en nifios; asi como, en general, a un incremento en la resistencia bacteriana.

En cuanto al estreptococo se refiere, no se cuenta con pruebas rapidas para
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su deteccién. De contar con ello, podria disminuirse su incertidumbre

diagnéstica.

El Streptococcus pyogenes es responsable de 616 millones de casos de
infeccion a nivel de la faringe (faringitis, amigdalitis, etc.) al afio en el mundo.
Diferentes estudios en niflos muestran que aproximadamente el 30% de las
faringoamigdalitis presentes entre edades de 2 y 3 afios de edad son

causadas por esta bacteria.®

Para el caso del impétigo, esta es una dolencia méas frecuente en latitudes y
zonas tropicales que en otras. Prospera en periodos estacionales de altas
temperaturas. Su trasmision se produce por contacto directo; siendo su
periodo de incubacion el comprendido entre 7 y 10 dias. Se requiere de un
trauma para que se produzca la enfermedad.®

La presente investigacion busca abrir mas campos en la industria
farmacéutica, de manera que logren generarse propuestas innovadoras para
una industria farmacéutica natural, en busca de las mas convenientes

alternativas para los tratamientos de las vias respiratorias.

LIMITACIONES DE LA INVESTIGACION

Se considera en la investigacién con las diversas limitaciones:

- La presente investigacion tuvo como limitacion el retraso para poder
obtener cepas ATCC estudio (Streotoccocus pyogenes).ya que fueron

importadas teniendo como tiempo de entrega 30 dias

- Otra limitacion fue la dificultad para poder obtener las cepas debido a
gue no se encontraron en el INS (Instituto Nacional De Salud), ni en
hospital Cayetano Heredia por lo que se retraso el inicio de la parte

experimental.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

A continuacién, se expone el marco tedrico sobre el cual se sostiene la presente

investigacion.

2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Los antecedentes nacionales e internacionales son los siguientes:

2.1.1 Antecedentes nacionales

Cosco Robles (2010) mediante su investigacion: “Actividad inhibitoria del
crecimiento de Streptococcus mutans y de flora mixta salival por accion del
aceite esencial de la Matricaria chamomilla, manzanilla”, sefiala que el
Streptococcus mutans, la bacteria que ocasiona la caries dental, requiere de
varias medidas para su eliminacién. Asi, un incremento en el uso de plantas
medicinales resulta conveniente para el tratamiento de afecciones

dentobacterianas. ©

Rengifo Penadillos (2009) desarrollando un estudio experimental enfocado
en la determinacion de la actividad antibacteriana in vitro de extractos de
Piper aduncum sobre Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes,
evaluo extractos de tipo acuoso, metandlico, cloroférmico y diclorometanico.
En el extracto acuoso quedd evidenciada la presencia de flavonoides y
saponinas; en el extracto metandlico la de alcaloides y flavonoides; en el
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extracto cloroférmico de triterpenoides; mientras que en el extracto
diclorometanico la de alcaloides y triterpenoides. El procedimiento para la
extraccion de extracto acuoso logré ser fraccionado mediante la metodologia
de la cromatografia flash. La caracterizacion de las fracciones se llevo a
cabo por espectroscopia UV-VIS, IR y 1H-NMR, asi como por métodos
GC/MS. En este ultimo caso se encontraron flavonoides. Asimismo, se
llevaron a cabo ensayos de la actividad antibacteriana de los diferentes
extractos asi como de las fracciones del extracto acuoso, siempre en
relacion a cultivos de Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. El
extracto acuoso mostré la actividad méas sobresaliente y el extracto
metanolico actividad moderada, mientras que los extractos diclorometanico y
cloroférmico expresaron muy escasa actividad. Mediante esta investigacion
las fracciones del extracto acuoso y las de la fraccion B produjeron una
mayor actividad que la fraccién A.("”

Chillbn Quispe, (2015) estudiando el “Efecto inhibitorio in vitro de
Rosmarinus officinalis L. (romero) comparado con penicilina y sobre cepas
de Streptococcus pyogenes”, hallé un significativo efecto inhibitorio in vitro.
Como resultados experimentales se encontraron diferencias significativas
respecto a una inhibicién de cepas de Streptococcus pyogenes por efecto de
distintas concentraciones del extracto, mas en lo especifico, en lo que a

concentraciones de 50% y 75% se refiere.®

Jauregui Alvarez, (2013) mediante el estudio: “Efecto antibacteriano in vitro
del colutorio a base de Matricaria chamomilla (manzanilla) a diferentes
concentraciones sobre la cepa ATCC 2652263 de Streptococcus mutans”,
determind la eficacia de tres colutorios de inflorescencias de manzanilla a
diferentes concentraciones, todas sobre cepas de Streptococcus mutans,
siendo que no se evidencid una alta diferencia entre los mencionados tres

colutorios.®



Zuta Arroyo, (2014) en su trabajo: “Actividad antibacteriana in vitro de
extractos de Piper angustifolium (matico) y Matricaria chamomilla
(manzanilla) en cepas de Staphylococcus aureus con resistencia multiple”,
determiné la eficacia de la actividad antibacteriana de hojas de matico e
inflorescencias de manzanilla sobre cepas de Staphylococcus aureus.
Tratdndose de una bacteria multirresistente el extracto que conté con una
mayor actividad antibacteriana en relacion a la bacteria fue el preparado de
Piper angustifolim, aunque sin diferencias estadisticas significativas respecto

al de Matricaria chamomilla.®®

2.1.2 Antecedentes internacionales

Rojas Camacho & Villca Vega (2011) mediante su investigacion:
“Determinacion de la actividad antibacteriana in vitro del ajo (Allium sativum)
contra Streptococcus pyogenes mediante el método por dilucién”, estudiaron
la actividad antimicrobiana del ajo (Allium sativum). Este trabajo, de caracter
tanto prospectivo como descriptivo, describi6 como fue la actividad
antibacteriana in vitro del ajo sobre la cepa ATCC 19615 de Streptococcus
pyogenes, siendo quehubo 6ptimos resultados con el extracto etilico. Para la
consecucion de los resultados, la concentracion minima inhibitoria del
extracto etilico corresponde a los 12 mg/ml.Ademas, se emplearon tres
solventes, los que correspondieron a agua destilada, éter de petréleo entre
60-80 °C, y etanol a 96°C de temperatura, en busca de una actividad
antibacteriana del ajo contra el Strepcoccus pyogenes. Para la obtencién del
macerado de ajo se hizo uso de 3 tipos de solventes de distinta polaridad,
como son: agua destilada estéril; éter de petroleo de entre 60-80 °C; y etanol
a 96°C. Se utilizé ajo (Allium sativum) de la Variedad Colorada. Para el
reconocimiento y verificacion del Streptococcus pyogenes se empled el

antibiéticoBacitracina.*

Llapa Y, Luna C, Macao C, (2013) estudiaron la “Prevalencia de

faringoamigdalitis aguda estreptocécica mediante el test de deteccion rapida
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del antigeno de Streptococo beta hemolitico y los factores asociados en
pacientes entre 5 y 19 anos en el Centro de Salud N° 1 de Cuenca”, en
Ecuador. Estos investigadores encontraron una prevalencia de la
faringoamigdalitis en un determinado grupo de personas. Entre los mas
afectados se observé que los nifios y adolescentes son mas susceptibles a
la enfermedad. La estadistica levantada sugiri6 que los inconvenientes se
originaron en una deficiente disposicion de medicinas y una baja condicion
economica entre los afectados, asi como en otros factores asociados a esta
infeccion respiratoria. Se desarrollaron metodologias diversas para una
deteccidn perentoria con una inmediata observacion del Streptococcus beta

hemolitico.®?

Astudillo Sanchez (2013) estudiando la prevalencia del Streptococcus beta
hemolitico del grupo A sobre paciencias de 5 a 15 afios diagnosticados con
faringoamigdalitis bacteriana, encontr6 que en el Hospital de la Policia
Nacional de la ciudad de Guayaquil, Ecuador, se produce un desmedido uso
de antibidticos, siendo los nifios de tres afios los méas afectados. Debido a un
uso inadecuado asi como por una ausencia de cultura sanitaria, los nifios
menores a los tres afios de la muestra, no fueron, al momento del estudio,
nunca remitidos a un centro de salud; de manera que tratandose de algunos
de los mas afectados, estos nifios menores a 3 afios fueron reconocidos con

faringitis, tratdndose por ello de un mal diagnéstico.*®

Collantes Mendoza (2014) mediante su investigacion: “Infecciones
respiratorias agudas en niflos menores de 10 afios que llegan a la
emergencia del hospital Federico Bolafios Moreira y sus factores de riesgo
clinico epidemiolégicos”, en Ecuador, confirmé que las infecciones
respiratorias son causadas, principalmente, por virus y bacterias. La
frecuencia de muertes estadisticamente cuantificadas estuvo dirigida a nifios
menores a diez afios de edad. A manera de conclusidon se sostuvo que una
promocion de la prevencion resulta necesaria para promover la prevencion y

evitar consultas por infecciones respiratorias como la faringoamigdalitis. La
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investigacion, asimismo, determind que los factores notorios de riesgo
fueron: la falta de lactancia materna; bajo peso; hacinamiento; falta de

recursos econémicos; y escaso nivel educativo. ¥
BASES TEORICAS
2.2.1 Manzanilla (Matricaria chamomilla)

2.2.1.1 Descripcion botanica de la manzanilla
(Matricariachamomilla)

Se trata de una especie botanica herbacea, de arquitectura erecta y

de amplia difusiobn geogréafica. Es posible encontrarla practicamente

en cualquier ubicacion: desde parcelas secas y pedregosas hasta

praderas. Por altitud suele encontrarse hasta los 500 msnm. Tiene un

tallo erguido que puede alcanzar los 60 cm de altura. Su raiz es

pivotante perenne, articula y fibrosa.

El tallo de la manzanilla alcanza entre los 40 y 70 cm de altura, siendo
muy ramificada en la parte alta. Es de forma redondeada y hueca.
Sus hojas son alternas, pinnadas y sectas. El color de estas es verde
claro, con incisiones muy profundas.

Sus flores son perfectas; es decir, hermafroditas (hay 6rganos de
reproduccién femenina y masculina), asociadas en capitulos con
pedunculos alargados sobre un caliz vacio. Presente flores externas e
internas. Sus flores externas muestran una ligula blanca; mientras que

las internas son tubulosas y con una corola amarilla.

Los frutos de la manzanilla son aquenios, indehiscentes (que no se
abre) y contienen, cada uno, una sola semilla. Estos frutos son
cilindricos. Asimismo suelen ser muy pequefos, con una longitud de
entre 0.3 a 55 mm. A la sequedad, el fruto forma la colina del

receptaculo, logrando ser méas cénico *°
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2.2.1.2 Habitat y distribucién

La manzanilla es nativa de la region de los Balcanes, desde donde se
difundio al resto de Europa. Su alto nivel adaptativo ha hecho que se
haya naturalizada en varias regiones del continente americano. Su
cultivo se encuentra, prioritariamente, hacia la industria. Se desarrolla
con facilidad en suelo con buen drenaje y alta luminosidad. Tiene
buena resistencia a las heladas, y tolera niveles relativamente bajos
en fertilidad y acidez del suelo. Fue introducida por los espafioles en
Per(i en 1928, como insecticida.®

2.2.1.3 Ubicacion taxonémica
Nombre cientifico: Matricaria chamomilla (L.) Rydb.
Taxonomia:

Division: ANGIOSPERMAE

Clase: DICOTYLEDONES
Orden: SYNANDRAE

Familia: ASTERACEAE
Género: Matricaria
Especies: Matricaria chamomilla; Matricaria recutita

Nombre Vulgar: “Manzanilla”

2.2.1.4 Composiciéon quimica de la manzanilla

Aceite esencial (0,3%-1,5%): Es el componente mas relevante, y se
obtiene de la regidon superior de la planta. El aceite esencial forma
parte del grupo lipofilico. Conforme a la farmacopea argentina, la
droga no deberd contener mas de un 10% de materia fresca de la
planta, ni mas de un 2% de materia organica extrafia. La Farmacopea
Britanica exige un contenido de aceite esencial entre 0.25 y 0.70%. La
mayoria de su esencia (mas del 50% del total), expresa la siguiente

composicion:
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Azulenos (26-46%): El principal es el camazuleno (6-15%) y en
menor medida guajazuleno. Se trata de un aceite volatil. Este otorga a
la esencia un color azulado. Esta coloracion surge por accién del calor
durante el proceso de extraccion. Esta es la razén por la que dicha
caracteristica no se expresa a la preparacién convencional de su

infusion.

Sesquiterpenos: Posee los siguientes compuestos: a-bisabolol (10-

25%) y derivados (bisaboloxidos A, B y C, bisabonlondxido A).

Lactonas sesquiterpénicas:Matricarina y desacetilmatricarina. La

matricina seria, asimismo, una precursora del camazuleno.

Flavonoides (1-3%): Junto con los mucilagos constituye el grupo
hidrofilico de la droga. En la manzanilla han sido identificadas
numerosas flavonas y flavonolesmetoxilados, como por ejemplo la
apigenina (0.25 a 42%) y la quercetina, con sus correspondientes
glucésidos (7 - glucosil - apigenina y 7-glucosil quercetina). Asimismo
la apiina, la luteolina, el lisorhamnetol, la rutina y la patuletina, entre

otros, forman parte de los flavonoides de la manzanilla.

Cumarinas: Las principales cumarinas de la manzanilla son la

dioxicumarina, la umbeliferona y la herniarina

Otros: Asimismo y en proporciones menores, en la manzanilla
encontramos: acido valerianico; acido ascorbico; acido angélico; acido
salicifico; acidos grasos diversos; diversos taninos; mucilagos
urénicos  (10%); esteroides derivados del estigmasterol,
mucopolisacaridos; principio amargo (acido antémico), xiloglucuranos;

sales minerales (8-10%), triacontano Y fitosterina (resinas). *”
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2.2.1.5 Principios activos y propiedades

Los principios activos de la manzanilla se basan en: farneseno;
spathulenol; (pro) camazufen; (-)-alfa bisabolol; (-) alfa bisabololoxide
y (-)-alfa bisabolonoxide.

Estos, contenidos en las inflorescencias de la manzanilla, pueden ser
de naturaleza hidrosoluble o liposoluble. Los liposolubles estan
presentes en los aceites esenciales.

En una infusion se libera de un 10 a un 15% del contenido total de los
compuestos activos. En las flores, el aceite esencial oscila entre un
0.4 y un 1 % del peso seco.

La esencia de Manzanilla recién destilada es de color azul. Ello se
explica por la presencia de sesquiterpenos. Entre estos destaca el
llamado azuleno.El azuleno es el responsable del efecto
antiinflamatorio de la Manzanilla. En el aceite, el contenido de azuleno
varia entre 1 y 18%. Los aceites con alto contenido de azuleno son
producidos por determinadas variedades cultivadas.

Resulta caracteristico que en la Manzanilla y mediando procesos
oxidativos, pueda encontrarse el (-)-alfa bisabolol. Mediando procesos
analogos, el (-)-alfa bisabolol ingresa, dentro de la planta, buscando
formar, como por ejemplo alcoholes secundarios denominados 6xido
de bisabolol.

Glicésidos sulfurados: En este caso se trata de geninas azufradas.
Estas cuentan con propiedades antibiéticas. Requieren de un tiempo
de maceraciéon de diez minutos en agua tibia, siendo que sélo de esta

manera una genina es aislada haciéndose activa.®

2.2.2 Extractos

Los aspectos relevantes en cuanto a los extractos son los siguientes:

2.2.2.1 Definicion de extractos
Son preparados concentrados de consistencia sdlida, liquida o

intermedia. Se trata de derivados de materia seca vegetal. Estos se
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obtienen a la evaporacion parcial o total del disolvente en los liquidos
extractivos de origen vegetal. Los extractos, segun su consistencia y
concentracion de principio activo, logran ser clasificados como:

extractos secos, fluidos, blandos y crio extractos.
2.2.2.2 Clasificacion de extractos

Los extractos fluidos: Son extractos de drogas que mereced a la
concentracion prescrita de etanol, estan preparados de forma tal que
una parte de droga corresponde a una o dos partes del extracto fluido.
Asi y de 85 partes de droga seca 100 corresponden a la planta fresca.

Por lo general los extractos fluidos se obtienen por percolacion.

Los extractos secos: Son aquellos que presentan una consistencia
seca. Son facilmente pulverizables y se consiguen por evaporacion
del disolvente y desecacion del residuo. Los extractos secos no deben
presentar un contenido de humedad mayor al 5%. Por otra parte y al
tratarse de materia seca, cuentan con una concentracion mayor de
principio activo que la droga original. En cuanto a su preparacion esta
puede lograrse de manera muy estable hasta lograrse un preparado
de bastante estabilidad y facil manipulacion. Como liquido extractor se

utiliza alcohol y agua.

Extractos Blandos: Cuentan con una concentracion de principio
activo superior a la de la droga original. Su consistencia es
semisdlida. El solvente suele ser agua o mezcla hidroalcohdlica. Los
extractos blandos son escasamente estables y resultan dificiles de

manipular; por lo que no suelen emplearse.®®
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2.2.3 Streptococcus pyogenes

2.2.3.1 Taxonomia

Reino : Bacteria

Phillum : Firmicutes

Clase : Bacilli

Orden : Lactobacillales
Familia . Streptococcaceae
Género : Streptococcus
Especie . S. pyogenes

2.2.3.2 Caracteristicas morfologicas

El Streptococcus pyogenes pertenece al género Streptococcus y se
caracteriza por agruparse en cocaceas Gram positivas de 0,5-2 um de
diametro, anaerobios facultativos, crecen en pares o en cadenas en
medio liquido, inmoviles, no formadores de esporas, capsulados,
requieren medio nutricionalmente rico y una baja tension de oxigeno
para crecer. Su energia la obtienen a través de metabolismo
fermentativo, productor principalmente de lactato, pero no de gas. Son
catalasa(-).Generalmente atacan globulos rojos provocando lisis total
(beta hemodlisis). El rango de la temperatura de crecimiento varia entre
25 — 45°C (6ptima: 37°C) ?©

2.2.4 Faringoamigdalitis bacteriana aguda

Segun (Almeida A.) La faringoamigdalitis es una de las enfermedades mas
comunes que se presentan en los nifios, y por lo tanto una de las principales
causas de consulta en el mundo. Esta infeccion puede ser causada por virus
0 bacterias con una evolucion menor de 15 dias, entre las bacterias el grupo

que mas la ocasiona es el Streptococcus pyogenes o beta hemolitica.®"
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2.3 FORMULACION DE HIPOTESIS

2.3.1 Hipotesis general

Existe efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las flores de

Manzanilla (Matricaria chamomilla) frente a cepa de Streptococcus pyogenes
ATTC 19615, in vitro.

2.3.2 Hipotesis especificas

1.

La concentracion del extracto hidroalcohdlico de las flores de
Manzanilla (Matricaria chamomilla) al 10% tiene efecto antibacteriano
in vitro frente a cepa de Streptoccus pyogenes ATTC 19615.

La concentracion del extracto hidroalcohdlico de las flores de
manzanilla (Matricaria chamomilla) al 30% tiene efecto antibacteriano
in vitro frente a cepa de Streptococcus pyogenes ATTC 19615.

La concentracion del extracto hidroalcohdlico de las flores de
Manzanilla (Matricaria chamomilla) al 50% tiene efecto antibacteriano

in vitro frente a cepa de Streptococcus pyogenes ATTC 19615.

2.4 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES E INDICADORES

VARIABLE CONCEPTO INDICADOR TIPO
Sustancia
V.1 . .
antibacteriana a
Extracto diferentes
Hidroalcoholico de las concentraciones con 10% cualitativo
flores de ) 30%,50%
. L propiedades
manzanilla(Matricaria .
. beneficiosas para la
Chamomilla)
salud.
Capacidad inhibitoria
del crecimiento
bacteriano de: Medicion de
V.D. Streptococcus halos de
Efecto antibacteriana pyogenes (ATCC inhibicion Cuantitativo
in vitro 19615) debido a la expresada en
presencia de extracto (mm)
hidroalcoholico de
Manzanilla
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2.5 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

-  Extracto
Producto sélido o espeso obtenido por evaporacién de un zumo o de
una disolucion de sustancias vegetales o animales. Segun el liquido

disolvente recibe la calificacion de acuoso. ‘9

- Efecto antibacteriano
Capacidad de matar o destruir o inactivar microrganismos, impedir su

proliferacién y/o impedir su accién patégena. ¢?

- Bacteriostatico
Un efecto bacteriostatico es aquel que aunque no produce la muerte a
una bacteria. Impide su reproduccién; la bacteria muere sin dejar
descendencia. Un efecto bacteriostatico esta producido por sustancias
bacteriostaticas. Estas sustancias son secretadas por los organismos

como medios defensivos contra las bacterias. ?®

-  Cepa
Cultivo puro formado por bacterias descendientes de un solo

aislamiento.

- Eritromicina
Antibiético macrolido bacteriostatico producido por
Streptomyceserythreus. La eritromicina A se considera su componente
activo principal. En los organismos sensibles, inhibe la sintesis de

proteinas mediante la unién a subunidades 50S ribosomales.

- Bacterias Gram Positivas

Las bacterias Gram positivas se tifien de color purpura con la tincion

Gram ya que el colorante queda atrapado en la capa de peptidoglucano
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(una estructura entrecruzada y gruesa que tiene forma de malla y rodea

a la célula).®?

Concentracion
Corresponde al antibiético capaz de inhibir el crecimiento visible de una
cepa bacteriana.

ATCC

American Type Culture Collection.

Halos de inhibicion
Zona alrededor de un disco de antibiético en un antibiograma, es una

medida de la potencia del antibiético frente al germen.

Antibacteriano

El término se refiere a una sustancia cuyas propiedades son capaces de
eliminar agentes bacterianos o la inhibicion de su crecimiento o
proliferacion sin incurrir en el dafio del objeto, ambiente u organismo que
las porta. Son en esencia farmacos como es el caso de los antibi6ticos u

otros agentes quimicos capaces de combatir estos cuerpos.®®

Principio activo
Sustancia quimica responsable de la actividad farmacoldgica y de uso

terapéutico de una droga.®®

Extracto hidroalcoholico

Son extractos liquidos concentrados, obtenidos de la extraccion de una
planta o parte de ella, utilizando como solvente alcohol y agua presentan
sedimento, color y aroma caracteristicos de la planta de la cual se

obtienen. @7
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Bactericida

Un efecto bactericida es aquel que produce la muerte a una bacteria y
esta provocado por alguna sustancia bactericida. Los organismos
secretan sustancias bactericidas como medios defensivos contra las
bacterias. Los antimicrobianos de efecto lisico o litico (lisis) en las

bacterias, provocan una reduccién en la poblacién.®®

Cultivos

En biologia, bacteriologia y especificamente en microbiologia, un cultivo
es un método para la multiplicacién de microorganismos, tales como lo
son bacterias en el que se prepara un medio optimo para favorecer el
proceso deseado. Un cultivo es empleado como un método fundamental
para el estudio de las bacterias y otros microorganismos que causan

enfermedades en medicina humana y veterinaria.®

Agar

Polimero sulfatado complejo de unidades de galactosa, extraido del
Gelidiumcartilagineum, Gracilariaconfervoides y otras algas rojas
asociadas. Se usa en forma de gel en la preparacion de medios de
cultivo solidos para microorganismos, como laxante, para la elaboracion
de emulsiones y como medio de soporte para la inmunodifusién y la

inmunoelectroforesis.G?

Microbiologia

La microbiologia es la ciencia encargada del estudio y andlisis de los
microorganismos, seres vivos pequefios no visibles al ojo humano
también conocidos como microbios. Se dedica a estudiar los organismos
gue son sOlo visibles a través del microscopio: organismos procariotas y

eucariotas simples.®?
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CAPITULO 1l
METODOLOGIA

3.1 TIPO Y NIVEL DE LA INVESTIGACION
De acuerdo a las caracteristicas y al alcance de los resultados, es un estudio
de tipo:

» Experimental: Debido a la introduccion y manipulacion de los extractos
para la determinacién del efecto antibacteriano.

» Transversal: Debido a que el estudio se realiz6 en un determinado
tiempo, ya que las variables fueron observadas en un solo momento
después de trascurrir un corto periodo de tiempo con una aproximacion
de 24 horas después de realizado el cultivo.

> In vitro: Debido a que la investigacion se lleva a cabo con parametros
controlados, en medios de cultivo que sirven para el desarrollo de las
bacterias y se manipulara de manera intencional las condiciones de la
investigacion.

» Prospectivo: ya que la recoleccién de datos se realizara de acuerdo a

la ocurrencia de los hechos.

3.2 DISENO DE LA INVESTIGACION
La investigacion se realizo con medios de cultivo y cepas ATTC (American
Type Culture Collection, las cuales fueron importados a través de
laboratorios GenLab S.A.C y cultivados en el laboratorio de ecologia

microbiana de la universidad Nacional Mayor de San Marcos. Para la
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3.3

3.4

3.5

recoleccion de datos, se utilizé una ficha elaborada donde se anotaron los
datos obtenidos a través de una medicién de los halos con el vernier. Las
pruebas fueron realizadas en el Laboratorio de la Universidad Nacional
Mayor de San marcos, entre los meses de Octubre 2017 y noviembre del
2017.

POBLACION Y MUESTRA

3.2.1 Poblaciéon

Flores de Manzanilla (Matricaria chamomilla)

3.2.2 Muestra

Se utilizara un total diez placas Petri con medio de cultivo Mueller Hinton.

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Instrumento de medicion de precision vernier.

TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

3.5.1 Procedimiento experimental

A. Colecta e identificacion de la poblacion en estudio
Las Flores de Manzanilla (Matricaria chamomilla) fueron adquiridas en
puestos de mercados del distrito de la Victoria lima-Perul, cuya procedencia

es de la provincia de Tarma, departamento de Junin.

B. Microorganismo

Cepa Streptococcus pyogenes ATCC®19615, la cual fue importados a
través de laboratorios GenLab S.A.C y cultivado en el laboratorio de
Ecologia Microbiana de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, entre los meses de Octubre 2017 y

noviembre del 2017.
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3.6 METODOLOGIA

3.6.1 Preparacion del pulverizado

Las flores de Manzanilla (Matricaria chamomilla) fueron recolectadas y
limpiadas con alcohol de 70°, luego se procedio a secarlas al ambiente bajo
sombra por 14 dias; finalmente se llevaron a secar nuevamente en una
estufa a temperatura 40°C por 24 horas hasta obtener una muestra
totalmente seca y facilmente triturable. Posteriormente se pulverizé haciendo
uso de un molinillo manual hasta obtener un fino polvo. El pulverizado se
guardé en un frasco oscuro debidamente etiquetado. Se conservé en un

lugar fresco hasta su posterior uso.

3.6.2 Obtencion del extracto

El proceso se realiz6 siguiendo las recomendaciones del protocolo de Chilon
S.®™) En un envase estéril de vidrio &mbar de boca ancha se colocé las
flores pulverizadas (250 g), luego se afiadié un litro medio alcohol 96°, se
cerr6 herméticamente para evitar que el solvente se evapore durante la
extraccion. Se dejé macerar por 10 dias a temperatura ambiente, agitdndose
dos veces al dia. El extracto hidroalcohdlico obtenido se lleva a rota vapor
con una temperatura de 40°c y presion de 110 milibares para recuperar
solvente y obtener el extracto limpio, obteniendo el extracto hidroalcohdlico
seco correspondiente.

Luego de realizar las diluciones respectivas:

e Extracto hidroalcohdlico al 10%: 4ml extracto hidroalcohdlico al 60% +
21ml alcohol de 70°

e Extracto hidroalcohdlico al 30%: 13ml extracto hidroalcoholico al 60% +
12ml alcohol de 70°

e Extracto hidroalcohdlico al 50%: 21ml extracto hidroalcohdlico al 60% +
4ml alcohol de 70°
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SELECCION » LAVADO » ESCURRIDO

4

ADJUNTAR MOLIDO « CORTADO
ALCOHOL

4

FILTRADO - SECADO » ENVASADO

Figura N° 1: Flujograma de la extraccion del extracto hidroalcohdlico de
las flores de Manzanilla (Matricaria chamomilla)

Marcha Fitoquimica: Identificacion de metabolitos secundarios
Se utiliz6 el extracto hidroalcoholico para la identificacion de metabolitos
secundarios que incluye reacciones de caracterizacién quimica de coloracién

y precipitacion

a) Determinacién de taninos

Con gelatina. A 1mL de muestra se agregara 3 gotas de reactivo, en
una centrifuga y si queda en el fondo un precipitado de color blanco

confirma la presencia de taninos.

Con Cloruro Férrico o Alumbre férrico. A la muestra se agregara unas
gotas de cloruro férrico; si se observa una coloracion negra azulada nos
indicara que el tanino pertenece a los derivados del acido pirogalico,

mientras que la coloracion verde nos indicara que deriva de la catequina.
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b)

d)

Determinacién de flavonoides

Con R. Shinoda. En un tubo de ensayo se colocara 1mL de muestra
con 1 limadura de magnesio pequefa, con un gotero se afladira 3 gotas
de HCI concentrado. Si se observa un intenso burbujeo por la reaccion
de las limaduras y la solucion va adquiriendo una débil coloracion
naranja al principio; conforme va reaccionando mas, la coloracion
naranja se va intensificando, hasta que después de 10 minutos la

solucion tiene un color anaranjado intenso indicara un resultado positivo

Determinacion de cumarinas

Agregar 1ml de la muestra diluida en un tubo de ensayo, humedecer un
papel de filtro en NAOH 10% tapar la boca del tubo, la observacién de
fluorescencia verde amarillenta bajo la lampara UV 365 nm indicara la

presencia de cumarinas fijas.

Determinacion de quinonas
Se pesara dos gramos de muestra y se triturara hasta un polvo muy fino

en un mortero, luego se realizara los siguientes ensayos quimicos:

Solubilidad en NaOH al 5%. En un tubo de ensayo se introducen 10 mg
de la muestra, se afiade 0,2mL de etanol y 0,4mL de NaOH al 5%. El

cambio de coloracion indicara la presencia de compuestos quinénicos.

Reaccion de Borntrager. Un gramo de muestra se trata con NaOH 5%
en caliente, se filtrara, enfriara y se acidulard con HCI 20%, se afadira
benceno, se agitara y se deja en reposo. Luego se separara la fase
bencénica a la cual se le afadira NH40OH. La formacién de una

coloracién rosada a roja, indicara la presencia de antraquinonas.
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e) Determinacién de alcaloides

Reactivo de Dragendorff.Cogerlml del extracto diluido previamente en
alcohol de 70° con ayuda de una pipeta o gotero, agregar a un tubo de
ensayo. Adicionarle 0.5ml de HCI 1% y agitaragregamos 0.5 ml de
reactivo se observo positivo para este ensayo porque nos dio un

precipitado naranja.

Reactivo de Mayer. Se disolvera 1,36 g de HgCl, en 60 mL de agua y
se adicionara 10 mL de una solucién conteniendo 5g de Kl y se diluird
hasta un volumen de 100mL. Al agregar un exceso de reactivo a una
solucion acidulada de la muestra se debera observar la aparicion de un

precipitado de blanco a crema

3.6.3 Cepa bacteriana
Para el estudio de la actividad antibacteriana de extracto hidroalcoholico de
las flores de Manzanilla (Matricaria chamomilla) se trabajé con una cepa de

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 adquirida en Genlab (anexo N° 3).

a. Reactivacion de la cepa bacteriana
Siguiendo las indicaciones del proveedor se procedi6 a extraer el
hisopo que se encontraba en el contenedor de la cepa Streptococcus
pyogenes ATCC® 19615, se emulsion6 en un tubo con Caldo
Tripticasa de Soya (TSB) y se incubé a 37 Cpor 24 a 48 horas en
anaerobiosis por el método de la vela en extincion. Al cabo de
48horas se realiz6 un repicaje en Agar Sangre (5% de sangre de
carnero) y finalmente la cepa fue conservada en un vial con Agar
tripticasa de soya (TSA) a 4°C. Certificado de la cepa Streptococcus
pyogenes ATCC®19615 (anexo N° 7).
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Identificacién bacteriana de Streptococcus pyogenes ATCC ®
19615

Para lograr la identificacion bacteriana se realiz6 un frotis
bacteriano, que consistio en colocar una gota de agua estéril en
el centro de un portaobjetos, luego se flameo el asa de siembra
y se tom6 en condiciones asépticas una pequefia cantidad del
cultivo bacteriano y se transfirio a la gota de agua. Se removié la
mezcla con el asa de siembra hasta formar una extension
homogénea. Se dejo secar la preparacion, se fijo al calor suave y en
seguida se realiz6 la coloracion Gram para la identificacion
bacteriana. Realizado el frotis y fijadas las bacterias, se realizé el
examen microscoépico determinando asi la forma y el Gram de la cepa

bacteriana de Streptococcus Pyogenes. (Anexo 10)

Prueba de efectividad antibacteriana

c.l. Estandarizaciéon de la cepa aislada de Streptococcus
pyogenes
Se estandarizo la cepa bacteriana segun la escala de Mc Farland 0.5,
para la cual se extrajeron con un asa de siembra de tres a cuatro
colonias de la cepa reactivada de Streptococcus pyogenes y se
inocularon en 5 ml de suero fisiolégico al 0.9 %, se agit6 el tubo por 5
minutos, se observo la misma turbidez de la escala de Mc Farland al
0.5. Bajo condiciones estériles se procedié a sembrar con un hisopo el
in6culo bacteriano en placas que contenian Agar Mueller Hinton. Las

placas se dejaron reposar unos minutos.

c.2. Difusién en agar con pozos

Se elaboraron pozos sobre la superficie de los agares con ayuda de
un sacabocados estéril de 6 mm de diametro.Con una micropipeta se

colocé 10 ul de extracto hidroalcohédlico al 10%, 30% y 50%,
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Dimetilsulfoxido (control negativo) y Eritromicina control positivo se
dejo reposar por 30 minutos. Posteriormente, se incubaron las placas

se incubaron por 48 horas a 37°C en anaerobiosis.

Recoleccién de datos

d.1. Medicion del diametro de los halos de inhibicion del
crecimiento bacteriano

Para la medicion de los halos de inhibicion se utiliz6 un vernier

previamente calibrado, con el fin de minimizar errores.

La lectura se realiz6 midiendo los halos de inhibicion incluyendo el

diametro del disco embebido.

Evaluacion del Efecto Antibacteriano
La evaluacion se realizd tanto cuantitativamente por medicidén
numeérica de los halos de inhibicion, y cualitativamente tomando como

referencia las pautas por Duraffourd. ¢

Escala de Duraffourd: Escala utilizada para determinar
cualitativamente el efecto inhibitorio in vitro, segun diametro de

inhibicion. G2

- Nula (-): para un didmetro inferior a 8 mm.

- Sensibilidad limite (sensible = +): para un didmetro comprendido
entre 8 a 14 mm.

- Medio (muy sensible = ++): para un diametro entre 14 y 20 mm. -

Sumamente sensible (+++): para un didametro superior a 20 mm.
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CAPITULO IV
PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

4.1 PROCESAMIENTO DE DATOS: Resultados
Los datos fueron procesados mediante el paquete estadistico Stata (version
14), con el que se realiz6 los siguientes procedimientos estadisticos de
andlisis:
a) Obtencion de medias con su respectiva desviacion estandar.
b) Se presenta los resultados en tablas con su respectiva representacion
gréfica.

c) Se considerard un margen de error estadistico de 5%.

Tabla N° 1: Interpretacién de la cantidad de metabolitos presentes

Muy abundante +++
Abudante ++
Moderado +
Escaso +/-
ausencia -
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Tabla N° 2: Lectura de la investigacion del tamizaje fitoquimico del
extracto hidroalcoholico de las flores de manzanilla (Matricaria

chamonilla)
Ensayo Reactivo Resultado

Taninos Gelatina — cloruro de sodio +
Cloruro ferrico +

Flavonoides R. Shinoda +++
Cumarinas NaOH 10% +
Quinonas NaOH 5% +
Rx Borntrager +
Alcaloides Dragendorff +
Mayer +

Fuente: Ficha de recoleccién de datos

Ficha De Recoleccién De Datos Recoleccion de datos:

Se ha tomado las medidas de los halos de inhibicion (en mm).

Tabla N° 3: Registro microbiolégico de la inhibicién del extracto
hidroalcoholico de las flores de manzanilla sobre Streptococcus
pyogenes ATCC 19615.

D - 14 6 9.67 15.98 21.43
2 38 6 11.53 14.78 20.32
3 3 6 12.32 16.34 19.45
4 35 6 10.09 17.92 215
5 38 6 11.54 14.93 22.54
e 34 6 12.00 16.09 21.67
7 35 6 10.43 19.76 20.68
D 6 9.98 19.65 23.00
9 37 6 12.02 18.56 20.54
.10 37 6 12.93 17.43 19.01

Fuente: Ficha de recoleccién de datos
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Tabla N°4: Estadistica descriptiva de las medias de los halos de
inhibicion obtenidos de los diferentes extractos

95% del intervalo de confianza
Desviacién Error i
N Media para la media Minimo | Maximo
estandar estandar
Limite inferior | Limite superior
1,00 10 11,2510 1,12608 ,35610 10,4455 12,0565 9,67 12,93
2,00 10 17,1440 1,80785 ,57169 15,8507 18,4373 14,78 19,76
3,00 10 21,0140 1,26458 ,39989 20,1094 21,9186 19,01 23,00
4,00 10 6,0000 ,00000 ,00000 6,0000 6,0000 6,00 6,00
Total 40 13,8523 5,90681 ,93395 11,9632 15,7413 6,00 23,00
Donde:
1 = Extracto al 10%
2 = Extracto al 30%
3 = Extracto al 50%
4 = Control Negativo (DMSO)

En el cuadro adjunto podemos observar la aplicacibn de la estadistica
descriptiva a los datos obtenidos, todas las medias se encuentran dentro de
los limites establecidos a un intervalo de confianza del 95% y un error
relativo del 5% por ello ningin dato se excluye y por ende se aplicara
estadistica inferencial para determinar si existen diferencias significativas de

las medias de cada tratamiento aplicado.

Tabla N°5: Prueba de homogeneidad de varianzas de las medias de los
halos de inhibicion obtenidos de los diferentes extractos

Estadistico de

Levene dfl df2 Sig.

11,622 3 36 ,000
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Ho = Las varianzas de los tratamientos aplicados son homogéneos
(P < 0.05)

Hy = Las varianzas de los tratamientos aplicados no son homogéneos
(P >0.05)

La prueba de homogeneidad de varianzas nos permite determinar si las
varianzas de cada tratamiento aplicado son iguales o diferentes
estadisticamente, depende de ello para determinar el tipo de prueba
estadistica inferencial a ser aplicado. Observamos que P < 0.05, por lo tanto
se concluye que las varianzas de los tratamientos aplicados son
homogéneas, rechazando la hip6tesis alternativa. Es importante el resultado
ya que esto nos permite elegir la prueba estadistica inferencial
correspondiente que en este caso serd la prueba ANNOVA ONE WAY o de

un factor.

Tabla N° 6: Prueba de ANNOVA One Way de las medias de los halos de
inhibicion obtenidos de los diferentes extractos

Suma de | Media F Sj
cuadrados g cuadrética g
Entre grupos 1305,506 3 435,169 |283,703 ,000
Dentro de 55,220 36 1,534
grupos
Total 1360,726 39
Dénde:
Ho = No existe diferencias significativas entre los tratamientos

aplicados (P > 0.05)
Existe diferencias significativas entre los tratamientos aplicados
(P <0.05)

Hi1
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La prueba ANNOVA One Way nos permite descifrar si existen diferencias
significativas entre los tratamientos aplicados comparando la media de cada
uno de ellos. Al observar el resultado (P < 0.05) se afirma la hipétesis
alternativa, es decir, existe diferencias significativas entre los tratamientos
aplicados. Si deseamos determinar que medias son estadisticamente
diferentes se debe aplicar pruebas POST HOC, en este caso se aplicara la
prueba de TUKEY.

Tabla N° 7: Comparaciones multiples de las medias de los halos de
inhibicion obtenidos de los diferentes extractos

95% de intervalo de
() Q)] Diferencia de Error Sig. confianza

Concentracion  Concentracion medias (I-J) estandar Limite Limite
inferior superior
2,00 -5,89300° ,55388 ,000 -7,3847| -4,4013
1,00 3,00 -9,76300° ,55388 ,000| -11,2547| -8,2713
4,00 5,25100° ,55388 ,000 3,7593 6,7427
1,00 5,89300° ,55388 ,000 4,4013 7,3847
2,00 3,00 -3,87000° ,55388 ,000 -5,3617| -2,3783
4,00 11,14400 ,55388 ,000 9,6523| 12,6357
1,00 9,76300° ,55388 ,000 8,2713| 11,2547
3,00 2,00 3,87000° ,55388 ,000 2,3783 5,3617
4,00 15,01400° ,55388 ,000 13,5223| 16,5057
1,00 -5,25100 ,55388 ,000 -6,7427| -3,7593
4,00 2,00 -11,14400 ,55388 ,000| -12,6357| -9,6523
3,00 -15,01400° ,55388 ,000| -16,5057| -13,5223

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

Donde:

= Extracto al 10%
Extracto al 30%
Extracto al 50%

[ERN

A W DN
I I

Control Negativo (DMSO)

La prueba de TUKEY es una prueba estadistica que nos permite realizar
medias son
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estadisticamente homogéneas. En el cuadro adjunto observamos que

existen diferencias significativas entre todos los extractos y control negativo.

Tabla N°8: Subconjunto homogéneo Prueba de Tukey de las medias de

los halos de inhibicién obtenidos de los diferentes extractos

Subconjunto para alfa = 0.05
Concentracion N 1 2 3 4
4,00 10 6,0000
1,00 10 11,2510
2,00 10 17,1440
3,00 10 21,0140
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 10,000.

La prueba de TUKEY permite también la homogeneidad de cada extracto y

del control negativo. En el cuadro adjunto se observa que todos los extractos

y el control negativo presenta medias heterogéneas, por ello se deduce que

el extracto hidroalcohdlico de manzanilla al 50% presente el mejor efecto

antibacteriano frente a Streptococcus pyogenes.
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Tabla N° 9: Medidas de los halos de inhibicidn, valor de la mediana,
media, desviacion estandar e intervalos de confianza

Extracto hidroalcohélico de las flores de Manzanilla

Concentraciones

Halos de inhibicién (mm)

N° PLACA Coth.roI Contr.ol 10% 30% 50%
positivo | negativo
1 37 6 9.67 15.98 21.43
2 38 6 11.53 14.78 20.32
3 39 6 12.32 16.34 19.45
4 35 6 10.09 17.92 215
5 38 6 11.54 14.93 22.54
6 34 6 12.00 16.09 21.67
7 35 6 10.43 19.76 20.68
8 37 6 9.98 19.65 23.00
9 37 6 12.02 18.56 20.54
10 37 6 12.93 17.43 19.01
Mediana 37 6 11535 16.885 21.055
Media 36.7 6 11.2810 17.1440 21.014
Desviacion 1.08243
I 1.56702 ,00000 1.80785 1.26458
I.C 95% inferior 35.5790 6,0000 10.5067 15.8507 20.1094
I.C 95% superior | 37.8210 | 6,0000 12.0553 18.4373 21.9186

Fuente: Ficha de recoleccién de datos
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Figura N° 2: Media de los halos de inhibicion El Grafico 1 muestra la

media de los halos de inhibicion donde se puede apreciar un halo

superior de la concentracién de 50% seguido de las concentraciones

30% y 10%.

MEDIA DE HALOS DE INHIBICION

40

36.7

35

30

M control positivo

25

20

21.05

15

10

W control negativo

Tabla N° 10: Efecto inhibitorio in vitro del extracto hidroalcohdlico de
las flores de manzanilla sobre Streptococcus pyogenes ATCC 19615
segun la escala de Duraffourd

Extracto

hidroalcohélico delas | Media Halo (mm)

flores de Manzanilla

Escala de Duraffourd

10% 11.28 Sensible limite
30% 17.14 Muy sensible
50% 21.01 Sumamente sensible

Fuente: Ficha de recoleccion de datos
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Figura N° 3: Efecto inhibitorio in vitro del extracto hidroalcohdlico de
las flores de manzanilla sobre Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Leyenda:

1 = Control positivo

2 = Control negativo
3 = Extracto al 10%

4 = Extracto al 30%

5 = Extracto al 50%

Tabla N°11: Resumen 95% del Intervalo de Confianza con el post-test
de Comparacion multiple de Dunnett. Intervalo de confianza 95%

., Diferencia L .
Comparacion . Significancia Intervalo
de medias
lvs2 -30.7000 SIGNIFICATIVO | -32.1755 a -29.2245
lvs3 -25.4190 SIGNIFICATIVO | -26.8945 a -23.9435
lvs4 -19.5560 SIGNIFICATIVO | -21.0315 a -18.0805
lvs5 -15.6860 SIGNIFICATIVO | -17.1615 a -14.2105

Fuente: Ficha de recoleccion de datos
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4.2

4.3

CONTRASTACION DE HIPOTESIS
H: La concentracion de las flores de manzanilla al 50% tiene efecto

Antibacteriano frente a la cepa de la Streptococcus pyogenes ATTC 19615

DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio se demostro la presencia antibacteriana de las flores
de Manzanilla (Matricaria chamomilla) proveniente del departamento Junin -
Tarma, sobre una cepa de Streptococcus pyogenes. Investigacion realizada
in vitro, los resultados de la presente investigacion corroboraron el efecto
relativo antibacteriana de la manzanilla, Demostrando la presencia
inhibitoria in vitro del extracto hidroalcohdlico de las flores de Manzanilla
(Matricaria chamomilla) tres diferentes concentraciones 10%, 30% y 50%
frente a cepas de Streptococcus pyogenes presentando un halo de inhibicion
minimo al 10% (11.28 mm) y una maxima en la concentracién del 50%
(21.01 mm).

Este estudio coincide con el de Zuta quien en el 2014 analizo la actividad
bacteriana a de la manzanilla y matico a diferentes concentraciones sobre el
Estreptococos aereus hallando en la concentraciéon al 100% halos de
inhibicion de crecimiento bacteriano que van desde 10,12 y 15 mm
resultados muy similares al nuestro.

En su estudio Cosco demostré la actividad inhibitorio de la Matricaria,;
nuestro estudio coincide en el efecto relativo, inhibitorio del Streptoccocus
mutans a diferentes concentraciones del aceite esencial de Matricaria
chamomilla “manzanilla”, teniendo una media de 22mm de didametro en sus

halos de inhibicién para la concentracién de 100%.

Asi también Chilon S. En el 2015 evaluo el efecto inhibitorio in vitro de
Rosmarinus officinalis L. (Romero) comparado con penicilina sobre cepas de
Streptococcus pyogenes, mostrando resultados en las concentraciones 50%
con un promedio de halos de inhibicion de 20.7 mm muy similares a nuestro
estudio, demostrando efecto inhibitorio in vitro sobre cepas de Streptococcus

pyogenes.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

1.

El extracto hidroalcohdlico de las flores de Manzanilla (Matricaria
chamomilla) al 10% presenta sensibilidad, es Sensible limite sobre el
Streptococcus pyogenes con promedios de halos de inhibicion de. 11.28

mm

El extracto hidroalcohdlico de las flores de Manzanilla (Matricaria
chamomilla) al 30 % es muy sensible sobre el Streptococcus pyogenes con

un promedio de halo de inhibicion de 17.14mm.

El extracto hidroalcohdlico de las flores de Manzanilla (Matricaria
chamomilla) que presenté mayor sensibilidad sobre el Streptococcus
pyogenes fue la de 50 % con un promedio de halo de inhibiciébn de
21.01mm
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5.2 RECOMENDACIONES

1. Realizar mas estudios con cepas hospitalarias ya que son tomadas de
los propios pacientes, y han surgido principalmente en los centros de

salud como consecuencia por el amplio uso de antibacterianos.

2. Elaborar estudios con cepas nativas para evaluar si existe alguna
diferencia significativa con el estudio usando cepas estandarizadas.

3. Serecomienda trabajar con una muestra mayor para que los resultados

sean de una mayor significancia estadistica.

4. Se recomienda utilizar preparados galénico a base de Matricaria

Chamomilla ya que tiene efecto antibacteriano.
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Anexo 1: Matriz de consistencia

TITULO: EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO HIDROALCOLICO DE LAS FLORES DE MANZANILLA (Matricaria chamomilla) FRENTE A CEPAS de STREPTOCOCCUS PYOGENES,

ATTC 19615 IN |VITRO

Dimension

Indicador

Problema general Objetivo general Hipétesis general Variable es e Metodologia
;Cudl es el efecto antibacteriano del | Determinar el efecto antibacteriano del | Si existe efecto antibacteriano del VI VI VI: Disefio
extracto hidroalcoholico de las flores | extracto hidroalcoholico de las flores de | extracto hidroalcoholico de las EXTRACTO
Manzanilla  (Matricaria  chamomilla) | Manzanilla (Matricaria chamomilla) frente | flores de Manzanilla (Matricaria HIDROALCOHOL | Extraccion Concentra | Experimental
frente a cepas del Streptococcus acepalsde. Streptococcus pyogenesATTC | chamomilla) frente a cepas ICO de cion del
pyogenesATTC 19615, invitro? 19615,in vitro deStreptocgccus pyogenesATTC DE M i extracto
19615, in viro. Manzanilla(Matric anzanta. on
aria chamomilla) estudio. Tipo:
Problema especifico Objetivo especifico Hipotesis especifica VD VD: VD: estudio correlacional
: = - . - = EFECTO o
1. ¢(De qué manera la concentracion | 1. Determinar el efecto antibacteriano de | 1. La concentracion del extracto ANTIBACTERIAN Halo de Inhibicién
del extracto hidroalcohdlico de las | extracto hidroalcohdlico de las flores de | hidroalcohdlico de las flores de O IN VITRO inhibicién de Nivel:
flores de manzanilla (Matricaria | manzanilla (Matricaria chamomilla) al | manzanilla (matricaria chamomilla) sobre los crecimient '
chamomilla) al 10 % tiene efecto | 10% frente a cepa de Streptococcus | al 10% tiene efecto antibacteriano microrganis | o (halos Correlacional transversal
antibacteriano frente a cepa de | pyogenes ATTC 19615, in vitro. in vitro frente a cepa de Vi q
Streptococcus pyogenes ATTC 19615, Streptoccus  pyogenes  ATTC CEPAS DE mos ,e. .
invitro? 2. Determinar el efecto antibacteriano de | 19615. Streptoccocuspyo | Matodo de |nh|b|0|on)
extracto hidroalcohdlico de las flores de genes ATTC L unidad de Poblacion y muestra:
2. ;De qué manera la concentracion | manzanilla (Matricaria chamomilla) al | 2. La concentracion del extracto 19615 difusion Ror medida '
del extracto hidroalcohdlico de las | 30% frente a cepa de Streptococcus | hidroalcohdlico de las flores de perforacion 10 placas con microorganismos de
flores de manzanila (Matricaria | pyogenes ATTC 19615, in vitro. manzanilla (matricaria chamomilla) en placa mm de Estreptoccus ;
chamomilla) al 30 % tiene efecto al 30% tiene efecto antibacteriano diametro. P pyogenes

antibacteriano frente a la cepa de
Streptococcus pyogenes ATTC 19615,
invitro?

3. Determinar el efecto antibacteriano de
extracto hidroalcoholico de las flores de
manzanilla (Matricaria chamomilla) al
50% frente a cepa de Streptococcus

in vitro frente a cepa de
Streptoccus ~ pyogenes  ATTC
19615.
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3. ;De qué manera la concentracion
del extracto hidroalcohdlico de las
flores de manzanilla (Matricaria
chamomilla) al 50 % tiene efecto
antibacteriano frente a cepa de
Streptococcus pyogenes ATTC 19615,
invitro?

pyogenes ATTC 19615, in vitro.

3. La concentracion del extracto
hidroalcoholico de las flores de
manzanilla (matricaria chamomilla)
al 50% tiene efecto antibacteriano
in vitro frente a cepa de
Streptoccus  pyogenes  ATTC
19615.

Instrumentos de recoleccion de
datos:

e |nstrumento de medicion de
precision vernier

e Ficha de recoleccion de
datos

Técnica:
Prueba de sensibilidad método de
difusion en pozo

Procesamiento y analisis de datos:

analisis de varianza (ANOVA)
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Anexo 2: Certificado obtencién de cepas ATCC 19615

Cert S
Specifications Expiration Date: 2018/10/31
Microorganism Name: Streptococcus pyogenes (group A) Release Information:
Catalog Number: 0385 Quality Control Technologist: Carol J Stanoch
Lot Number: 385-135 Release Date: 2016/12/12
Reference Number: ATCC® 19615™"
Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Performance

Macroscopic Features: Medium:

I h ircul 3 R i SBAP
%%&Wéhgﬂs small and alpha hermoie o g (6 bais me i s
Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See attached ID Sysiem results cocument. (1) Catalase(3% Hydrogen Peroxide): negative

Bacitracin differential: Sensitive

Lrnt Hope

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

Diacamar The st Sgtis) of 14 0f mumber 3ocenrag o the Droducl 1926/ 808 packing $47 a7 Tarey & PACKING avent number, The Iof NUTDar OOl es 5 1 cortfioste s Pe 32041 Base lot
rumoer

Nota for ViekS: Although the Vitek? o USes many conventional bests, the snigue of B card, with the shon Period, may peodace resuits that dfter
1rom pubiished results Stanw by cloar mathads. 4

| munmmmmmm,WannmmmA

Individeal products are ton & uiture colk
) The ATCC Learsed Dervatve Embiem, e ATCC Licerseg Dervaive word mare gnd the ATCS CATNOD Marks ke Mredemprys O ATCC
Mereioges | L]

ATCC Licensed InG & L0ansed 15 U these Midemars Brd 55 04 (r00.ct Uerives #0m ATCOR o
\ Cermannve )

[1]  Thess ety 4w aciredten s SONES 17039.2008

ACCREDITED
TESTING CERY £2655.01

©2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved, 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 0f 1 DOC.288
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

B R
Meaning of Score Values
Range Color
green
green
yellow
0.000...1.699 ! ) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Description
A Specles Consistency: The best match was classfied as ‘green’ (see above). Further ‘green’ malches are of the
same species as the first one. Further 'yellow matches are at least of the same  genus as the first one.
- 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; Streptococcus pyogenes (group A)
Analyte Description; 0385
Analyte ID; 385-136

Analyte Creation Date/Time.  2016-11-29T14:03:32,107 ¢s
Applied MSP Library(ies): BOAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, IVD, Listeria

Applied Taxonomy Tree:
Analyte Name Analyte ID Organism (best match) Score Value
F1
(++)(A) 385-138 Strepto 0Qen
Comments:

Species canis / dysgalactiae / pyogenes of the genus Streptococcus have very similar patterns: Therefore distinguishing their
species is difficult. !
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Anexo 3: Factura de la cepa Streptoccus pyogenes ATCC

PEPEGRAF. S.A. R.U.C. 20372514290 SERIE 0003 DEL 3001 al 4000 SUNAT N° 12064097023 F.l.: 30-12-2015

Genlab¢& R.U.C. 20501262260

del Perd SAC

Tecnologias para la Vida
RAZON SOCIAL: GEN LAB DEL PERU S.A.C.
Jr. Cépac Yupanqui N° 2434 Lince, Lima, Lima - PERU (Ait.Cdra. 8 Av. 2 de Mayo San Isidro)

Av. Las Flores de Primavera N° 849 Urb. Las Flores San Juan de Lurigancho, Lima, Lima
Central Telf.: 203-7500 Telefax:(51-1) 203-7501

e-mail: ventas@gt com web: www. com 0003_

No 00

03826

PAGO ADELANTADO

Sr(es)‘: UNIVERSIDAD INCAGARCILASG DE LAVEGA

Direccién: AV. AREQUIPANRO, 1841 - LINCE LIMALIMA

R.U.C. 2MOESES71 N° de Gufa de Remisién Ped N®1017536
N°de O.C.: COTIZ GL-17/025135 A N° Pedido
HOS683-A | XWIK-STIK™ Streptocoacus pyoganas derived from ATCC® 19615™% 237.45760 257.46
SON: DOSCIENTOS OCHENTA CON 20 e S.E.U.O.
G/ L R T IS I ~.CANCELADO /. CANJEARO SUB TOTAL 5/.257.46
SEhLeD
NOTA: DESPUES DE VENCIDO EL PLAZO DE L ~ Aée 13 19%,
CANCELACION, SE RECARGARA EL INTERES LEGAL At = y I.G.\;. ) s/.42.74
POR EL TIEMPO QUE TRASCURRA PARA LA / A - -
CANCELACION DE ESTA FACTURA, LOS A TOTAL $/.280.20
CHEQUES DEBERAN SER GIRADOS UNICA Y By =
EXCLUSIVAMENTE GEN LAB DEL PERU S.A.C. p. GEN LAB DEL PERU S.A.C.

ADQUIRENTE O USUARIO



PEPEGRAF. S.A. R.U.C. 20372514290 SERIE 0002 DEL 24951 al 25950 SUNAT N° 12909444023 F..: 19-05-2017

Genlab¢ R.U.C. 20501262260
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Tecnologias para la Vida

RAZON SOCIAL: GEN LAB DEL PERU S.A.C.

Jr. Cépac Yupanqui N° 2434 Lince, Lima, Lima - PERU (Alt.Cdra. 8 Av. 2 de Mayo San Isidro)
Av. Las Flores de Primavera N° 848 Urb. Las Flores San Juan de Lurigancho, Lima, Lima
Central Telf.: 203-7500 Telefax:(51-1) 203-7501
e-mail: ventas@genlabperu.com web: www.genlabperu.com

Sr(es): R.U.C.:
) Cod. Cliente:
Orden de Compra: )
Punto de - o Num?ro de Pedido: L
Fiegada: VAVERSITARY : ‘ UENTC o de Movimiento:

Punto de Partida:

AS R y A E 84 - Fecha de Traslado: ik

Vemas()d Compras( ) Consignacion( ) Ventas con Entrega a Terceros( ) Ventas Sujeta a Confirmacion por el

Proveedor( ) Traslado entre Establecimientos de la misma Empresa( ) Devolucion( ) Otros( )

BIENES TRANSPORTADOS : Una vez recepcionada la mercaderia no h/obré Tut - Firma y Sello
1 J 7~
A.C.
p. GEN LAB DEL PERU S.A.C. RECIBI CONFORME -
Despachador
OX~/n. N DESTINATARIO
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Anexo 4. Constancia por haber realizado la parte experimental

-e ('\-4

i

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS.
(Universidad del Peri, Decana de América)
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE MICROBIOLOGIA Y
PARASITOLOGIA

CONSTANCIA

EL RESPONSABLE DEL LABORATORIO DE ECOLOGIA MICROBIANA DE
LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS - UNIVERSIDAD NACIONAL
MAYOR DE SAN MARCOS; quien suscribe:

Deja constancia;

Que, la Srta. Bachiller GUISSELA YESENIA NUNEZ GABRIEL, alumna

egresada de |a Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Inca

Garcilaso de la Vega, Lima — Peri, ha realizado una PASANTIA en el

laboratorio a mi cargo en el periodo comprendido desde 07 de noviembre hasta

30 de noviembre del 2017,

La Srta. Nufiez ha participado en las siguientes actividades:

* Preparacion de medios de cultivo para estudios microbiolégicos en el
desarrollo experimental de su tema de tesis de grado.

o Aplicacion de tecnicas microbiolégicas para determinar la actividad
antimicrobiana de extractos vegetales frente a patégenos que afectan al ser
humano.

e Preparacion de material de laboratorio, soluciones stock de insumos
quimicos y reactivos, complementos para el desarrollo de su tema de tesis.

Durante su permanencia la Srta. Nufiez ha demostrado eficiencia y gran
sentido de responsabilidad, asi como seriedad en las labores encomendadas.

Se expide la presente constancia a solicitud de ia interesada para los fines que
estime conveniente.

Lima, 04 de enero del 2018.
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS.
(Universidad del Pert, Decana de América)

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE MICROBIOLOGIA Y
PARASITOLOGIA

CONSTANCIA

EL RESPONSABLE DEL LABORATORIO DE ECOLOGIA MICROBIANA DE
LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS - UNIVERSIDAD NACIONAL
MAYOR DE SAN MARCOS; quien suscribe:

Deja constancia:

Que, la Srta. Bachiller MARIBEL ROXANA MORENO OLARTE, alumna

egresada de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Inca

Garcilaso de la Vega, Lima - Peri, ha realizado una PASANTIA en el

laboratorio @ mi cargo en el periodo comprendido desde 07 de noviembre hasta

30 de noviembre del 2017.

La Srta. Moreno ha participado en las siguientes actividades:

» Preparacién de medios de cultivo para estudios microbiologicos en el
desarrollo experimental de su tema de tesis de grado.

* Aplicacién de técnicas microbiologicas para determinar la actividad
antimicrobiana de extractos vegetales frente a patégenos que afectan al ser
humano.

o Preparacion de material de laboratorio, soluciones stock de insumos
quimicos y reactivos, complementos para el desarrollo de su tema de tesis.

Durante su permanencia la Srta. Moreno ha demostrado eficiencia y gran
sentido de responsabilidad, asi como seriedad en las labores encomendadas.

Se expide la presente constancia a solicitud de la interesada para los fines que
estime conveniente.

Lima, 04 de enero del 2018.
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Anexo 5. Ficha de recoleccion de datos

TESIS:

“EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS

FLORES DE MANZANILLA (Matricaria chamomilla) FRENTE A CEPAS DE
Streptococcus pyogenes ATTC 19615, IN VITRO”

Extracto hidroalcoholico de las flores de manzanilla

Concentraciones

Halos de inhibicién

N°Placa

Control
positivo

Control
negativo

10%

30%

50%

(mm)

(mm)

(mm)

(mm)

(mm)

10
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Anexo 6: Preparacién del extracto hidroalcoholico de las flores manzanilla
(matricaria chamomilla)

Pulverizacion

Recoleccién

Eliminacion del Filtracion
solvente

Adicion del solvente

Se obtuvo 5 gr de extracto
etanolico solido de
Manzanilla

Obtencién del
extracto solido
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Tamizaje fitoquimico extracto hidroalcoholico de las flores de

manzanilla(Matricaria chamonilla)

1. Determinacién de taninos

Gelatina-cloruro de sodio

Cloruro férrico

2. Determinacion de flavonoides

R, Shinoda
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3. Determinacién de camarinas

NaOH 10%

4. Determinacién de quinonas

NaOH 5% Rx Borntrager
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5. Determinaciéon de alcaloides

Dragendorff

Mayer
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Anexo 7: Reconstitucion de la cepa Streptococcus pyogenes ATTC®19615

Streptococcus pyogenes
ATCC®19615

Emulsion del hisopo del contenedor en
TSB

Incubar a 37 Cpor 24 a 48 horas en

Agar Tripticasa de Soya
(TSA)

Incubar a 37 Cpor 24 a
48 horas en
anaerobiosis

Agar Sangre (5% de
sangre de carnero)
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Coloracién Gram +

Estandarizacion de la cepa de streptococcus pyogenes ATCC 19615 segun
la escala mc farland 0.5
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Medicién de halos de inhibicién

=

&
LS

\:\\

63



Anexo 8: Determinacion de la actividad antibacteriano de las flores de
Manzanilla (Matricaria chamomilla) frente a Streptococcus pyogenes
mediante la técnica difusion en agar

Reactivacion de la cepa Preparacion y estandarizacion
patégena del inoculo

Del inoculo del microorganismo

Se hizo los pozos con un
sacabocado (tapén horador) se sembré por el método del
hisopado en una placa de

MullerHinton.

Reposar por 30 min. A
temperatura ambiente y luego se
incubo a 37°Cpor 24 horas en
anaerobiosis

Se agreg6 50 ul del extracto
preparado
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Lectura a las 24 horas de los Halos de inhibicién

Concentracioén

de extracto

hidroalcohdlico
de las flores de
manzanilla 50%

Concentracion
de extracto
hidroalcohdlico
de las flores de
manzanilla al
10%

Concentracion de
extracto
hidroalcohélico
de las flores de
manzanilla al 30%

Control Positivo

(Eritromicina)

Control negativo (DMSO)
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