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RESUMEN

El objetivo principal de la investigacion fue determinar el efecto antibacteriano del
extracto etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze
(Pachachamcua) sobre cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615, la muestra
vegetal fue recolectada en el centro poblado Porcon Alto, Departamento de Cajamarca.
Para la preparacion del extracto etandlico se utilizaron las hojas secas, las cuales
fueron maceradas con alcohol de 96% al cual se realizé una marcha fitoquimica y se
identificaron alcaloides, taninos, compuestos fenoles, triterpenos y esteroides. Para
evaluar el efecto antibacteriano se uso la técnica de difusion en agar cilindro - placa, se
us6 3 grupos de prueba en las concentraciones al 50%, 75%, 100% y un control (+)
bacitracina 0,04mg, con 10 repeticiones en placas de agar sangre, la incubacion se
realiz6 con una temperatura de 37°C durante 24 horas. Los resultados fueron
expresados segun medida de los diametros de cada halo de inhibicién los cuales se
procesaron mediante el software estadistico SPSS vs 21, se empled la prueba de un
factor (ANOVA), analisis de Tukey, normalidad segun el estadistico de Anderson
Darling con un nivel de confianza del 95% (p<0.05). Conclusién, el extracto etandlico
de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) mostré tener
efecto frente a Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Palabras clave: hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze, efecto

antibacteriano, bacitracina, Agar sangre, halo de inhibicion.



ABSTRACT

The main objective of the research was to determine the antibacterial effect of the
ethanolic extract of the leaves of Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze
(Pachachamcua) on strains of Streptococcus pyogenes ATCC 19615, the vegetal
sample was collected in the town center Porcon Alto, Department of Cajamarca. For the
preparation of the ethanolic extract dry leaves were used, which were macerated with
96% alcohol to which a phytochemical march was made and alkaloids, tannins, phenol
compounds, triterpenes and steroids were identified. To evaluate the antibacterial effect,
the cylinder-plate agar diffusion technique was used, 3 test groups were used in
concentrations of 50%, 75%, 100% and a control (+) bacitracin 0.04mg, with 10
repetitions in blood agar plates, the incubation was performed at a temperature of 37 °
C for 24 hours. The results were expressed as measured by the diameters of each
inhibition zone, which were processed by the statistical software SPSS vs 21, the one-
factor test (ANOVA), Tukey analysis, normality according to the Anderson Darling
statistic was used. 95% confidence level (p <0.05). Conclusion, the ethanolic extract of
the leaves of Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) showed to have
an effect against Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Key words: Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze leaves, antibacterial effect,

bacitracin, blood agar, inhibition halo.
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INTRODUCCION

Desde tiempos lejanos el hombre utilizé las plantas como sustrato principal para la
elaboracion de fitomedicamentos, bien sea de forma industrial o en preparados
tradicionales, con el fin de disminuir la prevalencia de patologias de origen
infeccioso, controlar problemas de resistencia de microorganismos y los eventos o

efectos indeseados que suelen presentar los mismos?.

En nuestro pais, y en otros paises camino al desarrollo, las plantas medicinales son
la principal alternativa terapéutica en medicina complementaria y tradicional. La
flora que crece en el Perl ofrece variadas e importantes posibilidades para el
descubrimiento de nuevos compuestos quimicos con actividad antimicrobiana. Se

estima que en nuestro pais existen unas 25 000 especies de plantas conocidas?.

En las ultimas décadas, luego de un tiempo donde la industria farmacéutica se
centrd basicamente en la elaboracién de medicamentos de sintesis, dejando de
lado las medicinas antiguas que tenian como base variados tipos de extractos
derivados de plantas medicinales, existen cambios cualitativos en diversos
programas industriales enfocados en la busqueda de nuevos farmacos de origen

herbarioZ.

Actualmente, se vienen desarrollando investigaciones dirigidas al descubrimiento
de nuevos componentes con acciones farmacoldgicas provenientes de origen
natural. Mdltiples estudios fueron dirigidos hacia la investigacion de propiedades

antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes de la flora medicinal y aromatica®.

Los antibacterianos son compuestos que suelen emplearse para combatir
diferentes tipos de microorganismos con la finalidad de matar o inhibir el
crecimiento de estos; han existido en la naturaleza como mecanismo de evolucion,

Regulacioén, y adaptacion de las poblaciones microbianas®.

Las moléculas antibacterianas componen uno de los grupos Farmacolégicos con

mayor disposicion y demanda en la atencion primaria inmediata de la salud. La



elevada demanda de prescripcion de estos medicamentos esta condicionada por la
innegable eficacia en la curacion y prevencién de infecciones ocasionadas por
microorganismos. El consumo indiscriminado de los antibioticos genera efectos no
favorables que causan la disminucion de su eficacia, dilatacion del tiempo estimado
de diagnéstico y factores que generan complicaciones poniendo en riesgo la vida
de los pacientes que consumen este grupo farmacoldgico®.

El empleo de antibacterianos que promueve la resistencia a bacterias se denomina
presion antibiotica, existe variedad de reportes que describen la presencia de cepas
resistentes inmediatamente luego que se inicia el uso de un nuevo antibiético*. La
OMS sostiene que la resistencia a medicamentos para el tratamiento por
infecciones de Streptococcus pyogenes es prevalente en los hospitales y la
poblacién. Se estima que hay una probabilidad de mortalidad en un 64% en

pacientes infectados con cepas resistentes?.



CAPITULO |: PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1 Descripcion de larealidad problemética

Desde su descubrimiento, los medicamentos antibacterianos constituyen su
uso frecuente en tratamiento de diversas patologias infecciosas en la
poblaciéon. Su empleo en la medicina generd la disminucién de muchas
enfermedades infecciosas. Con el tiempo, su uso inapropiado incremento las
reacciones adversas; dando lugar a la proliferacibn de microorganismos con

resistencia, convirtiéndose en un problema de salud mundial®.

El fendbmeno de resistencia bacteriana representa un gran reto para la
comunidad cientifica médica; en pacientes hospitalizados se encuentran
variaciones en la frecuencia del uso de farmacos antibacterianos, por ejemplo:
Grecia (51,4 %), Espafa (36 %), Brasil (55.4 %), Turquia (30.6 %) y China
(77,8 %); estimandose que cerca del 10 al 50 % de la prescripcion de
antibacterianos son innecesarias. El Centro de Control de enfermedades en
los Estados Unidos estima que las complicaciones relacionadas a la
resistencia bacteriana suman cada afio 4 000 millones y 5 000 millones de

dolares a los costos de cuidados de la salud®.

En el Perd, varios estudios muestran el uso inapropiado de los farmacos,
donde los factores que influyen son la precaria formacién profesional de los
profesionales sanitarios, con comportamientos que incumplen la normatividad
de una correcta prescripcion. Recientemente se han publicado los resultados
de una encuesta a nivel nacional orientada a integrantes de la Sociedad
Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica en donde sélo

el 40 % de los 78 hospitales encuestados realizaban alguna actividad como



medida programada orientada a mejorar la utilizacion de antibacterianos en

hospitales®.

Otro de los factores que causan la resistencia bacteriana en el Perq, son la
automedicacion no informada del paciente y la incesante promocién comercial
que lejos de educar en salud, conlleva a usar irresponsablemente los

farmacos.

El Pert cuenta con una variedad de flora medicinal con propiedades curativas,
empleadas en la medicina tradicional. Por ello, se vienen desarrollando
investigaciones dirigidas al descubrimiento de nuevos componentes con
acciones farmacoldgicas provenientes de origen natural. La mayoria de los
estudios estdn dirigidos hacia la investigacion de propiedades
antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes de la flora medicinal y

aromatica3.

Las plantas con propiedades medicinales de origen andino se usan para
extraer componentes activos esenciales los mismos que son usados en la
industria cosmética y farmacéutica basandose en el saber tradicional de los
pobladores de la zona y en publicaciones de estudios etnobotanicos. En los
estudios de extractos vegetales, se presentan efectos antibacterianos y
antimicéticos, entre ellos el Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze conocida
popularmente como la Pachachamcua, motivo por el cual esta vez sera el

punto de partida para esta investigacion.

Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua), es una planta
aromatica que pertenece a la familia Lamiacea. El Clinopodium nubigeum
crece entre 3 000 y 4 000 msnm en América Latina, varias comunidades
suelen emplearlo como remedio tradicional. Los pobladores de Cajamarca lo
usan en infusion para el control de resfriados y en otros casos se aplican una

decoccion para curar el dolor estomacal.

El estudio de las plantas medicinales peruanas tiene como finalidad poder

encontrar una nueva opcion para poder actuar contra las diferentes
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1.2.

enfermedades infecciosas y a la vez hacia los microorganismos patégenos
que con el transcurrir del tiempo estan volviéndose mas resistentes hacia los
tratamientos de antibidticos. La diversidad de la flora silvestre es capaz de
brindar una multiplicidad de metabolitos con actividad biologica. Por ello,
mediante la presente investigacion se pretende conocer y determinar el efecto
antibacteriano in vitro del Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze

(Pachachamcua) frente a Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Formulacion del problema

1.2.1. Problema general

¢ El extracto etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze
(Pachachamcua) presentara efecto antibacteriano sobre cepas de
Streptococcus pyogenes ATCC 196157

1.2.2. Problemas especificos

1. ¢El extracto etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth)
Kuntze (Pachachamcua) que grupos de metabolitos secundarios

poseera?

2. ¢Cual sera la concentracién de extracto etandlico de las hojas de
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) con efecto

antibacteriano sobre cepas de Streptococcus pyogenes ATCC19615?

3. ¢El efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) sera
comparable a la Bacitracina 0,04 mg sobre cepas de Streptococcus
pyogenes ATCC19615?



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Determinar si el extracto Etandlico de hojas de Clinopodium nubigenum
(Kunth) Kuntze (Pachachamcua) presenta efecto antibacteriano sobre cepas

de Streptococcus pyogenes ATCC19615.

1.3.2. Objetivos especificos

1. Identificar los grupos de metabolitos secundarios presentes en el
extracto etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth)

Kuntze (Pachachamcua).

2. Determinar que concentracion del extracto etandlico de las hojas de
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) tiene efecto
antibacteriano sobre cepas de Streptococcus pyogenes ATCC19615.

3. El extracto etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth)
Kuntze (Pachachamcua) tiene efecto antibacteriano comparable a
Bacitracina 0,04 mg sobre cepas de Streptococcus pyogenes
ATCC19615.

1.4. Justificacion

En los dltimos afnos el incremento de farmacos antibacterianos destinados a
la farmacoterapia de infecciones nosocomiales y de la poblacion, gener6 la
resistencia de diversos microorganismos a los antibiéticos, constituyendo un
problema mundial de salud publica®. El mal uso de los antibacterianos ha
generado un incremento de bacterias resistentes, provocando el aumento de

enfermedades infecciosas resistentes.



La presente investigacion se enfoco en estudiar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth)
Kuntze (Pachachamcua) sobre cepas de Streptococcus pyogenes ATCC
19615, la cual nos permitira determinar si el extracto etandlico del Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze presenta metabolitos que le daran el efecto

antibacteriano.

Con este estudio se podra dar una alternativa natural para contrarrestar las
enfermedades infecciosas, que aquejan a personas de bajos recursos o que
se encuentran en zonas alejadas de los Centros de Salud. En especial, a los
pacientes pediatricos que con diferentes patologias ameritan el uso de
antibacterianos; llegando asi a recurrir a un esquema terapéutico saturado de
estos medicamentos’. La culminacién de esta investigacién, proporcionara
datos de la eficacia de la Pachachamcua como antibacteriano, y asi proponer
el uso de la medicina tradicional para evitar pacientes pediatricos con

resistencia a los antibacterianos.

El Perl es uno de los paises que posee una gran variedad de recursos
vegetales con propiedades medicinales. Ante la problematica de la resistencia
antimicrobiana, diversas entidades de salud buscan urgentes alternativas
terapéuticas innovadoras en el campo farmacolégico®. Por ello, el rol de los
Quimicos Farmacéuticos debera centrarse en estudiar los beneficios
terapéuticos de las plantas medicinales para obtener propiedades, que se
deban a metabolitos. EI Quimico Farmacéutico actualmente no tiene
participacion continua en el area de la investigacion de plantas medicinales.
Esta investigacion deberd a guiar a la profesion a realizar investigaciones in
vitro de las plantas medicinales, para encontrar nueva informacion evitando el
uso irracional del medicamento, interacciones medicamentosas Yy/o

resistencia antimicrobiana.



CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio

2.1.1. Antecedentes nacionales

Neira J. (2018)° en su investigacion titulada “Evaluacion de la actividad
antimicrobiana de los extractos etandlicos de las plantas medicinales
utilizadas por los pobladores de Tuctumpaya, Quequefia y Chiguata,
frente a bacterias gram positivas: Staphylococcus aureus -
Streptococcus pneumoniae causantes de infecciones de importancia
médica, Arequipa — Perua 2017.” El principal objetivo fue determinar el efecto
antimicrobiano de los extractos etandlicos de cuatro especies vegetales
dentro de ellas el Clinopodium bolivianum frente a cepas de Staphylococcus
aureus y Streptococcus pneumoniae mediante la técnica de Kirby Bauer y se
logré6 demostrar que todos los extractos poseen efecto antimicrobiano a una

concentracion de 30 mg/mL de solvente.

Polo M. (2018)° en su investigacion titulada “Actividad antibacteriana de
especies vegetales procedentes del distrito de Cachicadan, Provincia de
Santiago de Chuco, Region la Libertad” donde fueron estudiadas cinco
especies vegetales dentro de ellas el Clinopodium pulchellum (Kunth)
Govaerts sobre cepas de Bacillus subtilis, E. Coli, y Staphylococcus aureus
resistente a meticulosa (SARM). Polo M. empleé etanol de 45°gL al 10% como
solvente para su extraccion alcoholica, para determinar la actividad
antibacteriana se evalu6 mediante la relacion de la concentracion minima
inhibitoria y la concentracion minima bactericida (CMB/CMI), donde el CMI se
realiz6 por el método de la microdilucion en medio Mueller-Hinton y la
determinacion de CMB por el método de difusion en agar, donde los
resultados de CMI de las cinco especies en estudio frente a las cuatro cepas
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bacteriol6gicas estan comprendidas entre 0,31 a 40 mg/mL y para CMB esta
entre los rangos de 0,63 a 40 mg/mL. Concluyendo asi que la especie vegetal
Clinopodium puchellum (kunth) Govaerts tiene buena actividad antibacteriana

frente a las cuatro cepas.

Bamberger K, Collave S. (2010), en la investigacion titulada “Efecto de los
extractos de las hojas de Clinopodium taxifolium “Chinininga” frente a
las cepas de Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae in vitro”,
el objetivo fue determinar el efecto antibacteriano del extracto de hojas de
Clinopodium taxofolium frente a Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus
aureus. En este estudio usaron el método modificado de difusion de Kirby
Bauer donde realizaron pequefios hoyuelos de 3 mm de diametro, en el cual
se afadieron 10, 20, 30 y 40 ul del extracto Clinopodium taxofolium, se
realizaron cuatro ensayos por cada uno de los extractos para ambas
bacterias, transcurrido las 24 horas procedieron a medir el halo de inhibicion,
observando los resultados siguientes, el extracto hexanico present6 halo de
inhibicién de 12 a 18 mm en ambas bacterias, el extracto etandlico presento
halos de inhibicién de 10 a 12 mm y el extracto acuoso de 9 a 11 mm,
concluyendo que a medida que aumento la concentracion de los extractos el
efecto fue mayor sobre Clinopodium taxofolium presentando una buena

actividad antibacteriana para la cepa de Klebsiella pneumoniae.

2.1.2. Antecedentes internacionales

Palacios L. (2016)*?, en su investigacion titulada: “Estudio Fitoquimico y
Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana de las especies vegetales
Bidens odorata y Clinopodium procumbens procedentes de los Estados
de Hidalgo y Puebla”. El objetivo fue determinar la actividad antimicrobiana
de Bidens odorata y Clinopodium procumbens contra cepas de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeuriginosa, Salmonella typhi y
Escherichia coli, para ello emplearon una maceraciéon de las plantas con
diferentes solventes de diversas polaridades, para el analisis microbiolégico

se tomO una muestra representativa de 20mg de cada extracto, se coloco en
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2.2.

un medio de cultivo de Miuller — Hilton, donde el Clinopodium procumbens,
donde presento una mayor actividad inhibitoria frente a Staphylococcus

aureus con un CMI 300pg /mL.

Claro Paz M. (2006)* en su proyecto de investigacion titulado
“Determinacion de la actividad Anti-Helicobacter pylori de Plantago
major (llantén), Verbena officinalis (verbena), Clinopodium bolivianum
(khoa), Caléndula officinalis (caléndula), Piper angustifolium (matico) y
Rubus boliviensis (khari khari ) por el método de difusion de disco”
busca demostrar el efecto antibacteriano de diversas especies vegetales entre
ellas Clinopodium bolivianum frente a cepas de Helicobacter pilori de origen
clinico, usaron el método de difusion en discos preparando dos tipos de
extractos, uno hidroalcoholico y otro diclorometanico y uno acuoso por
meétodos de infusion, usaron a la tetraciclina como control positivo y el solvente
de extraccidn como control negativo; su investigacion arrojé que todas las
especies utilizadas (excepto Plantago major y Rubus boliviensis) tuvieron
actividad sobre la cepa en estudio, siendo el Clinopodium bolivianum y Piper
angustifolium las de mayor actividad inhibitoria llegando al nivel de confianza
de 99%.

Bases tedricas

2.2.1. Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze

2.2.1.1. Descripcién botanica

Planta herbacera, vascular, aromética y rastrera, alcanza 15 cm como altura
maxima, Su raiz es pivotante y fibrosa. Presenta tallo con ramificaciones
variadas y de color café rojizo. Presenta hojas de forma oval lanceoladas
simple y opuesta, base ligeramente truncada, suelen medir de largo hasta 4
mm. Sus flores son zigomorfas y labiadas, miden de 3 a 5 mm, sus 5 sépalos
son de color verde al igual que sus 5 pétalos. Su fruto es seco indehiscente y

tetraquenio'.
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Raiz

Tallo

Figura 1. Planta Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua)

Fuente: elaboracion propia 2019

2.2.1.2. Taxonomiade Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze

Reino: Vegetal
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Clinopodium
Especie: Clinopodium nubigenum
(Kunth) Kuntze

Nombre Cientifico: Clinopodium nubigenum

Nombre Comun: Pachachamcua (Cajamarca), Sunfo (Ecuador).

2.2.1.3. Distribucion Geogréfica
El Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze, es una especie vegetal aromatica,
la podemos ubicar en las cordilleras andinas de paises como Panama, Costa

Rica, Colombia, Ecuador, Venezuela y Peru, se ubican en rangos altitudinales

gue oscilan entre los 3 500 a 4 500 msnm.
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En Perq, crece en bosque tropical. Clima seco, valles interandinos, matorral

seco de piedra arsénica, a modo de pendientes pronunciadas de roca caliza,

entre altitudes de 1 500 — 3 600 metros como: Cajamarca?®.

Leyenda:

¢

T ECUADOR /

mm Cajamarca - Pera

Pichicha - Ecuador

™, COLOMBIA

Figura 2. Mapa geografico de la obtencién del Clinopodium nubigenum (Kunth)

Kuntze

Fuente: elaboracion propia 2019

Tabla 1. Habitat de especies de Clinopodium estudiadas

ESPECIE

HABITAT

Clinopodium acinos

En gran parte del norte de Africa, y Europa

hasta Turquia.

Clinopodium brownei

Costa del Golfo de México en México y los
Estados Unidos, especificamente de Texas a

través de la Florida

Clinopodium grandiflorum

Es natural de Europa

Clinopodium menthifolium subsp

En gran parte de Europa, con excepcion de
Turquia, Finlandia, Irlanda, Suecia, Noruega y
Dinamarca. También en el norte de Africa.

Clinopodium multiflorum

Chile

Clinopodium nepeta

Norte de Africa

Clinopodium vulgare

Europa

Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze

Ecuador y Peru

Fuente: elaboracion propia 2019
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2.2.1.4. Principio activo 16

Los principios activos que contiene el Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze
(Pachachamcua) son: los alcaloides, almidon, taninos, flavonoides, aceites
esenciales, triterpenos y esteroides presentando cada uno de ellos diversas
propiedades farmacologicas.

La caracteristicas de importancia en el uso medicinal del Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze se le pueden atribuir a la presencia de los
siguientes compuestos: los flavonoides, son los responsables de brindar a la
planta propiedades antioxidantes, antitrombotico, combaten fragilidad capilar,
protegen al higado y estbmago, le dan a la planta capacidad antibacteriano,

antinflamatoria y analgésica.

Los terpenos y esteroides conjuntamente con los taninos son los responsables
del sabor amargo que caracteriza a la planta, los terpenos se comercializan
con frecuencia para brindar el aroma, fragancia en alimentacion y cosmética,
en el campo medicinal tiene propiedades antiulcerosas, anticarcinogenicas y

antimicrobianas.

Asi mismo se le atribuye la accién sedante y analgésico a la presencia de
alcaloides.

2.2.1.5. Propiedades farmacolégicas?'®

El Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) ha sido utilizado
desde tiempos remotos, por sus bondades terapéuticas de importancia tales
como: analgésico, antihemético, digestiva, antiinflamatorio, antiespasmaédica,
antidisentérica, antioxidante, fortificante, antibacterial, calmante, vy

expectorante.
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Ademas, se suele usar en hemorragias, Ulceras bucales, reumas, control
antiséptico, dolores menstruales y de garganta, el uso etnomédico que se le

atribuye en esta region es para el control de dientes.

2.2.2. Streptococcus pyogenes

2.2.2.1. Descripcion

Streptococcus pyogenes, es considerada como una cepa importante dentro
del género Streptococcus. Esta cepa bacteriana es la que origina en mayor
porcentaje la faringitis ademas de infecciones al tejido epitelial. Uno de los
mayores problemas ocasionados por esta cepa son las consecuencias post-
streptococcicas que no generan purulencia, las cuales son: la
Glomerulonefritis y la Fiebre Reumética; las cuales se consideran graves ya

que se les considera responsables de causar la muerte!’.

&

PROTEINA M DEL PILI PARED CELULAR & . o

o @ - MEMBRANA CELULAR

CAPSULA by _ ©

2

SUSTANCIAS
EXTRACELULARES

Estreptolisinas
Nadasa
° Hialuronidasa

Estreptocinasa

Estreptodornasa

) Exotocina ™
pirogénica

o
e

Figura 3. Estructura superficial del Streptococcus pyogenes y sus elementos
extracelulares.

Fuente: Microbiologia médica, 6e 2017
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2.2.2.2. Habitat

El habitat del Streptococcus pyogenes, son la mucosa y piel del ser
humano. Asi mismo se pueden encontrar en el polvo, ropa, muebles,

en objetos inanimados pueden sobrevivir 4 semanas?’.

2.2.2.3. Taxonomia

La primera clasificacion que se le dio a los estreptococos fue segun la
presencia de hemdlisis y el tipo de hemdlisis que presentan en agar sangre.
Se denomin6 B-hemoliticos, cuando sus colonias quedan cercadas o
rodeadas por un halo de color tenue, sitio que muestra que los hematies se
han lisado en su totalidad; se denomind a-hemoliticos, cuando la hemdlisis no
es completa y en el medio de cultivo se observa una tonalidad verdosa, por
ultimo los y-hemoliticos, los cuales no presentan en el medio un de halo de
hemdlisis. Tiempo después, Rebecca Lancefield (1895-1981) plasmé sus
conocidos estudios sobre carbohidratos antigénicos en extractos de pared de
estreptococos B- hemoliticos. Con su estudio consiguié definir diferentes
grupos serologicos, identificados de la A ala Hy de la K hasta la V. De todos
estos los grupos A, B, C, D y G son los que se aislan con mayor frecuencia
del ser humano. En el caso de Streptococcus pyogenes corresponde al grupo

serolégico A debido a su naturaleza B-hemolitica'®.
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Tabla 2. Principales Grupos Serolégicos de Streptococcus en enfermedad humana

Antigeno especifico de la -
Serogrupo Aspectos clinicos
pared celular
Erisipela, Faringitis, impétigo,
. amigdalitis, escarlatina, celulitis,
A Ramnosa-N-acetil-
. secuelas no supurativas:
glucosamina - _ _
glomerulonefritis y fiebre reumatica.
Meningitis neonatal, Corioamnionitis,
, sepsis puerperal y neonatal.
B Ramnosa-glucosamina PSIS puerp y
_ Infecciones del tracto respiratorio alto.
C Ramnosa-N-acetil-
galactosamina
Infecciones genitourinarias,
. ) o endocarditis, heridas.
D Acido glicerol teicoico
Celulitis, sepsis, infecciones
_ respiratorias altas
G Ramnosa-galactosamina

2.2.2.4. Morfologia

Fuente: elaboracion propia 2019

El Streptococcus pyogenes, son cocos Gram (+) que se aglomeran en pares

0 en ramificaciones, son rigurosos en cuanto a su crecimiento, cuando el

cultivo se realiza en Agar sangre las cepas bacterianas forman colonias de

coloracién blanca a grisacea, englobadas en una zona de hemdlisis completa

(B) provocada por el trabajo de la estreptolisina S y estreptolisina O. El

Streptococcus pyogenes al igual que todos los Gram (+) gozan de una pared

celular gruesa compuesta de peptidoglicanos, lo que les permite mantener la

rigidez y consistencia en su estructura. En la pared celular bacteriana se

localiza el antigeno especifico para el Grupo A, compuesto de un polimero de

ramnosa y N-acetilglucosamina. Tienen en sobre su estructura a la proteina
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M, la cual es un elemento influyente de virulencia. Otro componente
estructural de superficie es el acido lipoteicoico, que intercede en las etapas
iniciales de la colonizacion del huésped. Ademas, esta bacteria esta cubierta
por una capsula de acido hialurénico, que funciona como mecanismo protector

para repeler las defensas del huésped?’.

2.2.2.5. Accion patégena

El Streptococcus pyogenes, es causante de infecciones leves como la
faringitis en un 20% a 30% de los casos, asi mismo también causa infecciones
graves como sepsis, fascitis necrotizante y la enfermedad estreptocécica

invasival’.

3. Enfermedades supurativas W
= 1. Entrada
L e AT ~ 4_Salida
Meningitis o -] :
Otitis =™ ™" g _~ 2. Diseminacion
Sinusitis = =" >~ " ||
Amigdalitis =" _=f"
Faringitis g
Adenitis oy -
Neumonia —— = \ Enfermedades postestreptococicas
Endocarditis =" Lot = —. Fiebre reumatica
Piel: Impétigo — Glomerulonefritis
Erisipela o=, . aguda
Escarlatina —~~ ‘
Fiebre Puerperal ~__
Miositis —
Fascitis e

Figura 4. Enfermedades ocasionadas por Streptococcus pyogenes.
Fuente: Microbiologia médica, 27e 2016

2.2.2.6. Factores en la superficie 18

e Capsula: Su capsula esta compuesta por Acido Hialurénico. Poseen una
capsula de acido hialurénico difusa que actlia como respuesta evasiva de

su sistema inmune con la fusién del complemento C3b.
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Acido lipoteicoico: El motivo primordial para que se dé la infeccion por
Streptococcus pyogenes es la colonizacion al epitelio de la faringe siendo
uno de los sitios mas comunes para esta infeccion. La unién especifica se
da en el extremo flicolipidico del &cido lipoteicoico de la pared celular
bacteriana, uniéndose a la fibronectina, la cual actia como receptor en el
huésped. Luego de la adherencia, colonizacion y multiplicacion se genera

el dafo epitelial.

Proteina M: Esta proteina es el elemento primordial de la virulencia, la
proteina M cuenta con una estructura espiralada en la cual su extremo
carboxiterminal estd4 cubierto de peptidoglicano presente en la pared
celular, cuya funcion principal es asegurar la infeccion, permitiendo al
estreptococo oponer resistencia frente a la fagocitosis generada por los

leucocitos humanos.

Factor H: Este elemento es favorable a C3b a la degradacion, originado
por via alterna. Como resultado previene la opsonizacion de la bacteria por
el C3b.

Proteasa Cb5a.: Se encarga de degradar al C5a. estimulando la respuesta

bactericida oxidativa. Es un elemento primordial de virulencia.

2.2.2.7. Factores externos 18

Estreptoquinasa: Esta enzima se encarga de provocar la lisis de los
coagulos de fibrina por accién indirecta, también promueve la formacion de

anticuerpos durante el proceso de infeccion.

Hialuronidasa: Degrada al &cido hialurénico, esta enzima es la encargada
de promover el pasaje de la bacteria entre los tejidos.

Estreptolisina O: Es la enzima causante de la hemolisis en el Agar sangre,
es antigénica y oxigeno—labil. Actia en la lisis de leucocitos, ceélulas

tisulares y plaquetas.

20



e Estreptolisina S: Participa de manera principal, juega un papel importante

en la generacion del deterioro del tejido.

e EXxotoxina pirogenica estreptococcia (Spe): Se encarga de la aparicion

de los brotes cutaneos en la escarlatina.

2.2.2.8. Pruebas de laboratorio®®

e Prueba de Deteccion Ré&pida (PDR): Las pruebas en la Faringo
amigdalitis Aguda se aplican para aseverar que la infeccion es ocasionada
por Streptococcus pyogenes 0 estreptococo betahemolitico Grupo A
(EBHGA) y recetar antibiéticos de manera inmediata; en caso de ser
positivas sin necesidad de esperar al resultado del cultivo de la exudacion
faringea, que es la prueba méas exacta que se considera para el

diagnostico.

Estas pruebas, cuya aplicacion es de manera sencilla, es considerada de
rutina para cualquier consulta y servicio de urgencia, consiste en la
localizacion del carbohidrato especifico del estreptococo betahemolitico
Grupo A, después de su extraccion mediante procesos quimicos o
enzimaticos, directamente del exudado faringeo o amigdalar extraido con

un trozo de algodon o hisopo. El diagnéstico se realiza en 15 a 60 minutos.

e Cultivo y aislamiento: para obtener un crecimiento bacteriano de
Streptococcus pyogenes debe estar a una temperatura de 35 a 37° C por
24 horas.

El agar sangre es el medio predilecto para el crecimiento de Streptococcus

pyogenes, es gracias a ese medio que ocurren los tres tipos de hemolisis:

— Alfa hemalisis: es la lisis parcial de los eritrocitos.
— Beta hemalisis: es la lisis completa de los eritrocitos.

— Gama hemolisis: son colonias que no muestran hemolisis.
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Figura 5. Cepa de Streptococcus pyogenes

Fuente: elaboracion propia 2019

Enterococcus sp
(algunas cepas

Enterccoccus sp
( algunas cepas)
Streptococcus
pneumoniae

Streptococcus
viridans

Streptococcus

Grupo D no Enterococcus agalactiae

(Streptococcus bovis) Streptococcus

pyogenes

Enterococcus sp.

Figura 6. Clasificacién de Streptococcus ssp. Segun el tipo de hemolisis.

Fuente: Microbiologia médica, 6e 2017

2.2.2.9. Resistencia antibiética del Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes, ha demostrado resistencia a macrolidos por 2
mecanismos: el primero se relaciona con la enzima metilasa codificada por
genes erm(B) o erm(A) el cual se relaciona con resistencia a los macrolidos,
lincosamidas y estreptogramina B (fenotipo MLSB), el segundo mecanismo se

vincula con una bomba de flujo externo codificada por el gen mef(A). Este
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ultimo conlleva a resistencia a los macrélidos mientras se mantiene la

sensibilidad a clindamicina y a estreptogramina B (fenotipo M) 2°.

2.2.2.10. Tratamiento?°

Streptococcus pyogenes presenta una elevada sensibilidad a penicilina.
Puede utilizarse la eritromicina o una cefalosporina via oral en aquellas
personas que presenten alergias a la penicilina, aunque el tratamiento
mencionado puede resultar poco o nada eficaz contra infecciones combinadas
con Staphylococcus aureus , en cuyo tratamiento puede abarcar otros
farmacos como la vancomicina o oxacilina. La eritromicina presenta mayor
eficacia que la que presentan otros macrdlidos como la azitromicina y
claritromicina. En pacientes que presentan complicacion severa de tejidos

blandos, debera emplearse el desbridamiento o drenaje quirargico.

El tratamiento con antibidticos para las personas que padecen faringitis
acelera la recuperacion de los sintomas y evita que desarrolle fiebre reumatica
cuando se reconstiruye durante los 10 primeros dias de haberse iniciado la
enfermedad. No hay sefiales de que el tratamiento evite o inhiba la progresion

de la glomerunefritis aguda.

2.2.3. Bacitracina?!

Es un antibiético obtenido a partir de polipéptidos ciclicos (bacitracina A, By C),
producidos por cepas de Bacillus licheniformis o subtilis que presenta actividad

frente a bacterias gram+ inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana.
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Figura 7. Estructura quimica de la Bacitracina

Fuente: Estudio retrospectivo de la situacion de resistencia bacteriana frente a los antibidticos en
el Hospital de Especialidades Eugenio Espejo para el afio 2013

2.2.3.1 Mecanismo de accion??

La Bacitracina actua inhibiendo la formacién de la pared en las células
por la interferencia con la desfosforilacion en el ciclo transportador de
lipidos.

B- lactamicos Aminoglucosidos
- Vancomicina Lincosamidas

Bacitracina Cloramfenicol
Tetraciclinas

Macrolidos

leam icina

.\/\/\ Transduccjon
RNAmM

. TH - Félico S
== Trimetropim F;:m:'.':a
® DH - Félico

st Sulfas
© PABA

Quinolonas

Polimixina - lembrana celular

Figura 8. Mecanismo de accion de la Bacitracina

Fuente: Comité de medicamentos de la Asociacion espafiola de pediatria 2015
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2.23.2 Uso clinico

Su uso clinico es de preferencia por via tépica debido a la nefrotoxicidad
gue causa, esta indicado en la terapéutica de infecciones oéticas,
oftdlmicas, de piel y mucosa oral; asi como también en la prevencion de
infecciones bacterianas en heridas abiertas. En cuanto a su uso por via
sistémica esta indicada en el tratamiento de empiema y neumonia
causada por estafilococos, como se mencion6 debido a su toxicidad a
nivel de nefronas se debe limitar a situaciones en que otros antibioticos
menos nefrotdxicos sean ineficaces. Se le suele combinar con otro tipo
de antibioticos tales como gramicidina, polimixina B; asi como también
con corticoides como prednisona, dexametasona e hidrocortisona y con

preparados de zinc.??

2.2.3.3 Efectos secundarios

Cardiovasculares: Sensacion de opresion en el torax, hipotension.

Sistema nervioso central: Se manifiesta con dolor.

Dermatologicas: prurito, edema de cara y labios, exantema.

Gastrointestinales: VOmitos, nauseas, diarrea, anorexia, prurito y
ardor rectal

- Hematoldgicas: discrasias sanguineas.

- Renales: IM: necrosis tubular y glomerular; azoemia, insuficiencia

renal.

Las minimas concentraciones absorbidas por via tépica se excretan por

los rifiones.22

2.2.4 Extraccioén

2.2.4.1 Extraccion por Maceracion?3

Se conoce como maceracion a la exposicion durante un tiempo
prolongado y considerable de la droga frente al solvente, el cual

constituye un conjunto de mezcla homogénea, el liquido solvente actua

25



simultdneamente sobre las diversas proporciones de la droga, circula a
través de esta todas las direcciones y sentidos, disuelve las moléculas
de sus principios activos hasta obtener una concentracién en equilibrio
con la del contenido celular; en otras palabras, la maceracion es el
proceso de extraccidn entre una matriz solida (droga) y un liquido
(solvente) en el cual el solvente se encargara de extraer las moléculas

solubles que se deseen obtener de la droga vegetal.

2.2.4.2 Extracciéon Hidroalcohdlica

Este tipo de extraccion se lleva a cabo con el etanol como disolvente
organico, que penetra y disuelve las sustancias presentes en la muestra

vegetal.?®

2.2.4.3 Extraccién Sdlido — Liguido

Se basa en la extraccion de metabolitos a través de una muestra solida
pulverizada donde se extrae los metabolitos con la ayuda de disolventes
de origen orgéanico en el cual sean solubles, que los diferencie de las
sustancias presentes en la matriz, cominmente se somete a
centrifugacion tras la extraccién para eliminar los soélidos que hayan

podido quedar.??
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RECOLECCION
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PREPARADOS
FARMACEUTICOS

Figura 9. Proceso para la obtencion de un extracto sdélido a través de un disolvente liquido

Fuente: Monografia de Obtencion de extractos a partir de plantas medicinales

2.2.5 Método de difusién en Agar

2251 Definicién

Este método permite probar la eficacia de una solucion de extracto o un
antibiotico especifico en la superficie de placa de agar donde se realiza la
siembra de una suspension bacteriana calibrada, se puede emplear discos de

papel filtro, pozo y cilindros?*.

2.2.5.2 Método difusion en Agar Cilindro — Placa

Se fundamenta este método en la difusion del extracto o antibidtico desde un
cilindro metalico vertical sobre una superficie de solucion Agar solidificada en
placa Petri previamente inoculada con el microorganismo en estudio hasta
lograr la inhibicidn total del microorganismo inoculado en la zona de inhibicién
que puede mostrar un area circular alrededor del cilindro con el extracto o
antibiotico. Los halos de inhibiciébn seran directamente proporcionales a la
cantidad de extracto o antibiético afiadido al cilindro metélico. Para esta
técnica se necesita que el agar esté solidificado en una placa Petri para la
colocacion del cilindro metélico y a su vez debe estar a una temperatura

compatible con la viabilidad microbiana que es a 42°C — 45°C.
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El procedimiento que se emplea para este método consiste en colocar el
medio empleado en las placas Petri de 100 x 20 mm que pueden contener
una capa de base del medio sin inocular ya gelificado, luego se procede a
inocular con la bacteria que se desea estudiar, para luego colocar los cilindros
para dispensar la solucién patron y la muestra, asi mismo la distribucion de
cada uno dependera del disefio de ensayo microbiologico, las placas
finalmente se incuban en condiciones establecidas segun el microorganismo
empleado. Luego del periodo en que se llevo a incubacion se procede hacer
la lectura de los halos de inhibicién que se notaré alrededor de cada cilindro,
el tamafo de la zona queda efectuado por la sensibilidad de cada
microorganismo que se estudie, su estado fisiolégico y nimero de células
viables. También existiran factores como las condiciones de incubacion, la
concentracion de la muestra y el espesor del medio de cultivo ya que estos
factores pueden modificar en gran magnitud la respuesta de la sustancia a

evaluar.28
A: Sensidisco Control
' . g '
2 -
) X 100 ul. de distintas
I () 3 & concentraciones
‘ 3 s , © de la muestra
= . 4 problema
. i i “/ -
e g
e - 1 | Medio de cultivo

Figura 10. Método difusién en agar cilindro — placa

Fuente: Avances en medicina veterinaria, vol. 1
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2.3 Formulacion de hipétesis

2.3.3 Hipotesis General

El extracto etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze
(Pachachamcua) tiene efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus
pyogenes ATCC19615.

2.3.4 Hipotesis especificas

1. Existen grupos de metabolitos secundarios en el extracto etandlico de
las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua)
como posibles responsables del efecto antibacteriano sobre cepas de
Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

2. Existe una concentracién optima del extracto etandlico de las hojas de
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze con efecto antibacteriano

sobre cepas de Streptococcus pyogenes ATCC19615.

3. Existe efecto antibacteriano del extracto etanélico de las hojas de
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) comparable
con la Bacitracina 0,04 mg sobre cepas de Streptococcus pyogenes
ATCC 19615.

2.4 Variables

2.4.3 Variable independiente X
Extracto etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze.

2.4.4 Variable dependiente Y
Efecto antibacteriano frente a cepas de Streptococcus pyogenes ATCC

19615.
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2.4.5 Operacionalizacion de variables

Tabla3 Operacionalizacion de variables

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES
e Muy soluble (+++)
Prueba d e Poco soluble (++)
rueba de "
V1: INDEPENDIENTE Solubilidad * Debilmente soluble (+)
¢ Insoluble (-)
EXTRACTO ETANOLICO
DE LAS HOJAS DE e Alcaloides
Clinopodium nubigenum e Triterpenos/esteroides
(Kunth) Kuntze e Carbohidratos
(Pachachamcua) Marcha . L
Fitoquimica e Almidones y polisacaridos

e Azucares reductores

¢ Aminoécidos y proteinas
e Compuestos Fenoles

e Taninos

V2: DEPENDIENTE

EFECTO
ANTIBACTERIANO
FRENTE A LAS CEPAS
DE Streptococcus
pyogenes ATCC 19615

Concentracioén del
extracto etandlico de las
hojas de Clinopodium
nubigenum (Kunth)
Kuntze.

¢ 50%
e /5%
¢ 100%

Método de Difusion en
Agar cilindro — placa

Distancia de halo de inhibicion
con relacién al desplazamiento
de la bacteria y el punto de
siembra de la muestra de
Clinopodium nubigenum (Kunth)
Kuntze (Pachachamcua)

2.5 Marco Conceptual

Fuente: elaboracion propia 2019

e Agar — Sangre: Medio de cultivo altamente nutritivo adecuado para el

cultivo de diversos microorganismos?®.

e Antibidtico: Subgrupo de farmacos con actividad antibacteriana??.

e Cepa:

Cultivo formado por

microorganismos de

tipo fenotipicos

provenientes de una porcién derivada de un organismo mayor?®

30




Disco de sensibilidad: Son discos impregnados de un antibiotico
especifico que es utilizado para realizar pruebas de sensibilidad por el
método de difusién en agar?’.

Efecto antibacteriano in vitro: Es la propiedad para eliminar bacterias
inoculadas en condiciones controladas y estandarizadas dentro de un
laboratorio?’.

Extraccion etandlica: Se le conoce al extracto obtenido de un vegetal
previamente disecado, cuyo proceso se realiza a partir de la maceracion o
percolacion de la materia prima vegetal, utilizando como solvente el
etanol®.

Halo de inhibicion: Zona circular que ha sido inhibida por el agente
antibacteriano?.

Incubacion: Proceso de que facilita el crecimiento antibacteriano que debe
contar con una temperatura éptima?“.

Patogenicidad: Parte de la patologia que estudia como se originan y
desarrollan las enfermedades?®.

Streptococcus: Son bacterias grampositivas de forma redondeada
agrupadas en cadenas, pueden ser aerobios o0 anaerobios, no presentan
flagelos pero si desarrollan fimbrias, existen alrededor de 20 especies
siendo el Streptococcus pyogenes ATCC 19615 junto al pneumoniae unas

de las mas patégenas para el ser humano3.
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3.1.

3.2.

3.3.

CAPITULO lll: METODO

Tipo del estudio

e Experimental: Debido a que se emple6 métodos y técnicas de laboratorio
para determinar el efecto antibacteriano del recurso vegetal en forma

aleatoria.

e Transversal: El estudio fue realizado en un periodo de tiempo determinado
y las variables se midieron una sola vez, en nuestro caso al cabo de 24

horas de haber realizado el estudio microbiolégico.

e Prospectivo: Los datos fueron recolectados de acuerdo al momento del

experimento.
Disefio a utilizar
Experimental in vitro: Por la manipulacion de la variable independiente en
forma aleatoria, con el fin de obtener datos, fendmenos y consecuencias sobre
un posible evento en particular.
Poblacién
e Poblacion vegetal: 30 plantas de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze
(Pachachamcua) recolectada en un perimetro de 6m x 6m situado

(7°04°06.8"5 S y 78°35'49.5 W) en el distrito de Porcon alto, departamento

de Cajamarca provincia de Cajamarca.
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3.4.

3.5.

e Poblacion microbiana: Cepas estandarizadas de Streptococcus
pyogenes ATCC 19615, obtenidas del area de microbiologia del Instituto

Nacional de Salud del Nifo.

Muestra

e Muestra vegetal: 3 kilogramos de hojas de Clinopodium nubigenum
(Kunth) Kuntze, obtenidas en un perimetro determinado (6m x 6m), de un
campo ubicado en el distrito de Porcon alto, departamento de Cajamarca

provincia de Cajamarca.

e Muestra microbiana: Cepas de Streptococcus pyogenes de tipo ATCC
19615 cultivadas en placas Petri de Agar Sangre preparado en laboratorio
con Agar Base mas sangre de ovino certificada por el Instituto Nacional de
Salud del Peru.

Técnicas e instrumento de recolecciéon de la muestra

3.5.1. Técnicade recoleccion de datos

Se realiz6é una técnica de recoleccion de observacion estructurada, en vista

gue la investigacion es de tipo prospectiva y experimental.

3.5.2. Instrumentos de recoleccion de datos

Los instrumentos usados para recolectar datos fueron fichas de observacion,
disefiadas para cumplir la hipotesis de la tesis. Este instrumento fue revisado
y evaluado mediante juicio de experto, con el fin de garantizar los criterios de

validez, precision y confiabilidad.
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Las fichas de observacién son:

e Prueba de solubilidad

e Marcha fitoquimica

e Efecto antibacteriano

Se realizd la interpretacion de los resultados de los halos de inhibicion

obtenidos, con los parametros de la escala de Duraffourd y Lapraz, util para

establecer la sensibilidad de un microorganismo patogeno frente a la accion

de antibacterianos en un ensayo in vitro

(-) Nula: diametro (< 8 mm)
(+) Sensible: diametro (8-14 mm)
(++) Muy sensible: diametro (14 - 20 mm)

(+++) Sumamente sensible: didmetro(> 20 mm)

3.5.3. Materiales e instrumentos de laboratorio

Frasco ambar de 1L
Pipetas de Pasteur de 5mL
Baguetas

Placas Petri

Tubos de ensayo

Papel kraft

Tips estériles de 100 uL
Mascarillas

Guantes de latex

Gradilla de metal

3.5.4. Equipos

Cocinilla eléctrica
Micropipeta de 100 pL
Autoclave

Incubadora

Pinzas de Mayer estériles

Cilindros de acero inoxidable estériles
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3.5.5. Reactivos

Tabla 4 reactivos empleados en la marcha fitoquimica

N° Compuesto Reactivo Composicién
quimico
12g de acido silico tungstico para 100mL de agua destilada
Bertrand
1,358 g de cloruro mercurico + 5,000 g de yoduro potasico
. para 100 mL de agua destilada
1 Alcaloides Mayer
0.02g de Fenol + 4 mL de acido sulfirico cc. + 5 gts de acido
Popoff nitrico cc. Para 200 mL.
] Lieberman — Burchard 1ImL de anhidrido acético + 1mL de cloroformo + 1gt de &cido
2 Triterpenos y .
) sulfarico concentrado
esteroides
3 | Carbohidratos Antrona 0.2g de Antrona para 100 mL de &cido sulftrico 96%
] y 0.5g de yodo + 1g de yoduro potasico para 100mL de agua
4 Almidones y Solucion de yodo .
. destilada
polisacéridos
Azucares Consiste en 2 soluciones:
reductores . )
. Fehling Ay B A: 35¢g sulfato de cobre para 1Lt de agua destilada
B: 150g de sal seignette o tartrato mixto de potasio + 3g de
solucion de hidréxido de sodio 40% para 1Lt de agua destilada
Amino4cidos y o 0.2g de Ninhidrina para 100 mL de etanol absoluto o acetona
6 . Ninhidrina
proteinas
Compuestos
. fenoles y FeCl Se puede obtener a partir de trozos de hierro oxidado + acido
eCls
taninos clorhidrico
condensados

Fuente: elaboracion propia 2019
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3.5.6. Obtencion del material vegetal

Para la obtencion de extracto etandlico, se realizo la seleccidon de las hojas y
se procedié a elaborar el secado con la ayuda de una estufa a 40°C, luego se
realizo la trituracidon de las hojas secas y se procedié a macerar 14 dias con
1.5 L de alcohol de 96° en un frasco ambar con la finalidad de evitar la
contaminacion y asegurar la conservacion de los metabolitos. La muestra de

estudio se transporto al laboratorio de farmacognosia de la UIGV.

3.5.7. Identificacién botanica

La identificacién de la muestra fue determinada en el herbario del Museo de
Historia Natural de la UNMSM,; para tal efecto se llevo los tallos, las hojas y

florescencia.

3.5.8. Determinacion fisicoquimica de la muestra

3.5.8.1. Pruebade solubilidad

Para realizar el ensayo de solubilidad del extracto etandlico del Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze, se colocaron en cada tubo de ensayo 1mL de
muestra vegetal, la cual fue llevada a desecacion; seguidamente se adicion6
1mL de cada uno de los solventes descritos en la tabla 5. Los resultados
hallados fueron expresados como: (-), Insoluble, (+) Poco soluble, (++)

Moderadamente soluble, (+++) Totalmente soluble.
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Tabla 5. Solventes para la prueba de solubilidad

Z
o

SOLVENTES
Agua destilada
Etanol al 70°

Metanol

Benceno

Cloroformo

N — butanol

Ciclohexano

0| N O O | W N|

Eter dietilico

Fuente: elaboracion propia 2019

3.5.8.2. Marcha fitoquimica

Los metabolitos existentes en la muestra vegetal permiten observar
reacciones como: cambio de color y reacciones de precipitacion, lo que indica
que tipos de metabolitos primarios y secundarios tiene la muestra. En la
siguiente tabla, se especifica cada uno de los ensayos fitoquimicos del
extracto etandlico de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze.
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Tabla 6. Ensayos empleados en la Marcha Fitoquimica

(-) Precipitado o coloracion no evidente

(+) Precipitado o coloracion

leve

(++) Precipitado o coloracion moderada

(+++) El precipitado o coloracion es total

3.5.8.3.

el efecto antibacteriano

a. Obtencidn de la placa bacteriana

N° Metabolito Ensayo Reaccion Positiva
1 Alcaloides Bertrand Precipitado blanco
Mayer Precipitado blanco
Popoff Precipitado amarillo
2 Triterpenos y Color verde, azul, naranja o
esteroides Lieberman — Burchard rojo
3 Anillo de coloracion verde
Carbohidratos Antrona
4 Almidones y Coloracion azul oscuro
polisacaridos Solucién de yodo
5 Azucares Precipitado de color rojo,
reducidas Fehling Ay B anaranjado
6 Aminoacidos y
proteinas Ninhidrina Coloracion violacea
7 | Compuesto fenoles
y taninos FeCls Color verde o azul
hidrolizables
Fuente de elaboracién propia 2019
Leyenda

Método de difusiéon en agar — cilindro — placa para determinar

La cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 fue obtenida del Instituto

Nacional de Salud (INS).
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b. Activacién de la cepa bacteriana

La cepa bacteriana de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 fue activada

en Agar Sangre e incubado a 37° por 24 — 48 horas.

c. Preparacién del in6culo con el método de suspension directo de

colonias

Se aislaron colonias de Streptococcus pyogenes ATCC 19615, con un asa
de Kolle ajustando el in6culo a una turbidez equivalente al 0.5 de la escala
de MacFarland (1 x 108 UFC/mL) en suero fisiolégico estéril al 0.9%.
Agitando durante 15 — 20 segundos y rotar varias veces el indculo contra la

pared del tubo para eliminar el exceso de inéculo.

d. Preparacion del Agar Sangre

El Agar base se preparé con agua destilada segun instrucciones de fabrica,
ajustando el pH entre 7.2 — 7.4. Luego, se coloc6 en autoclave a 121 C°
durante 15 minutos, se deja enfriar a 45 — 50 °C. Una vez temperado se
vertio 50 mL de la sangre de cordero y procedié a homogenizar, se coloco
en placas Petri estériles, dando un fondo uniforme de 4 mm de grosor
aproximadamente, lo que equivale a 25 — 30 mL para placas de 100 mm de

didmetro. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente.

e. Preparacion de las concentraciones del extracto etandlico de

Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze

La muestra del extracto etandlico de Clinopodium nubigenum (Kunth)
Kuntze, se lleva a diluciones con NaCl al 0.9% en concentraciones de 50%,
75% y la concentracion pura, que constituye al 100%. Dichas disoluciones

son preparadas para depositar en los cilindros de cada placa Petri.
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Tabla 7. Concentraciones del extracto etanélico de Clinopodium nubigenum (Kunth)

Kuntze
Extracto etandlico de
Concentracion Clinopodium NaCl 0.9%
nubigenum (Kunth)
Kuntze
50% 2,5mL 2,5mL
75% 3,75 mL 1,25 mL
100% 5mL 0 mL
Fuente: Elaboracion propia 2019
f. Inoculacion de las placas (sembrado)

Se inoculé las placas de agar sangre en su totalidad, sin dejar espacios
libre, rotando la placa unos 60° con el fin de conseguir un sembrado
uniforme, usando hisopos estériles a 10 cm de distancia de la llama del
mechero. Dejar secar de 3 — 5 minutos antes de introducir los discos o

cilindros.

Dispensacion de los cilindros en las placas Petri

Se colocan 3 cilindros con pinzas estériles en el agar sangre,
previamente inoculado con la cepa bacteriana, Debe asegurarse que
contacten firmemente con el agar sangre y tienen que estar distribuidos

adecuadamente para evitar superposicion de los halos de inhibicion.

Se distribuy6 100 pL de las diluciones de las concentraciones del
extracto etandlico de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze 50%, 75%
y 100% en cada cilindro

El control positivo empleado fue el antibidtico bacitracina cuya
presentacion son disco de sensibilidad de 0,04mg de la marca
BIOANALYSE.

Se repiti6é dicho procedimiento para un total de 10 placas.

Dejar que las diluciones difundan en el agar por 30 min.
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h.

g.

Incubacién

Se incubo las placas sin invertirlas a 37 °C por 24 horas.

Lectura e interpretacion de resultados para evaluar el efecto
antibacteriano del extracto etandlico de Clinopodium nubigenum
(Kunth) Kuntze

Se midio el diametro de los halos de inhibiciébn con vernier incluyendo el
diametro del cilindro. La lectura se realiza al reverso de la placa y con luz
transmitida para observar el halo en el agar sangre, los cuales seran

registrados en las fichas de observacion.

El tamafio del halo de inhibicién indico si el microorganismo en estudio es
sensible, intermedio y resistente, categorias interpretativas para estudios in
vitro validado y establecido por la NCCLS y empleado por el INS. En este
sentido, para interpretar los resultados se tom6 como modelo interpretativo
la escala de Duraffourd y Lapraz (1983), tabulando cada didmetro de halo

segun la siguiente escala.

(-) Nula: Diametro (< 8 mm)
(+) Sensible: Didmetro (8 - 14 mm)
(++) Muy sensible: Diametro (14 - 20 mm)

(+++) Sumamente sensible: Diametro (> 20 mm)
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3.6. Procesamiento de Datos

1. RECOLECCION
DEL RECURSO
VEGETAL

)

6. MACERACION
EN ALCOHOL 96°

7. FILTRACION
DE LA MUESTEA

e Activacion de la
cepa bacteriana

* Preparacion del
agar sangre

s Sembrado de las
placas.

« Inoculacidn de las
concentraciones de
la muestra.

2. SELECCION DE
LA MUESTRA

3. DESINFECCION
DE LA MUESTRA

5. TRITURACION
DE LA MUESTRA

4 5ECADODELA
MUESTRA

3. OBTENCION
DEL EXTRACTO
SECO

9. PEUEBAS DE
SOLUBILIDAD

11. ESTUDIO
MICROBIOLOGICO

10. MARCHA
FITOQUIMICA

Figura 11. Flujograma del procedimiento experimental

Fuente: Elaboracion propia 2019
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Presentacion de los resultados

4.1.1. Pruebade Solubilidad

Tabla 8. Resultados de la prueba de solubilidad del extracto etandélico del

Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze

N° Solventes Observacion
1 Agua destilada -

2 Etanol 70° +

3 Eter Dietilico +

4 Cloroformo +++

5 N-butanol ++

6 Ciclohexano ++

7 Metanol +++

Fuente: Elaboracion propia 2019
Leyenda:
e Totalmente soluble (+++)

e Moderadamente soluble (++)
e Ligeramente soluble  (+)

e Insoluble )

Los resultados de la Tabla 8. Corresponden a la prueba de solubilidad que se
realizo al extracto seco de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth)

Kuntze (Pachachamcua), donde se emplearon solventes de distinta polaridad,

43



dando como resultado que el extracto seco de las hojas de Clinopodium

nubigenum (Kunth) Kuntze es soluble a diversos solventes con diferentes

polaridades con excepcion del agua destilada.

4.1.2.

Resultados de la Marcha Fitoquimica

Tabla 9. Resultados de la Marcha Fitoquimica del extracto etandlico de las hojas de

Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua).

N° Compuesto Ensayo Resultado Coloracion
guimico
1 Bertrand - Nula
Alcaloides Mayer - Nula
Popoff +++ Precipitado
amarillo
2 Triterpenos y Lieberman —
esteroides Burchard ++ Verde oscuro
Carbohidratos Antrona - Nula
4 Almidones y Solucién de yodo ++ Azul oscuro
polisacaridos
5 Azucares Fehling Ay B - Nula
reducidas
6 | Aminoé&cidosy Ninhidrina - Nula
proteinas
7 Compuesto FeCls ++ Verde
fenoles y taninos
Fuente: Elaboracion propia 2019
Leyenda:

Presencia de coloracion o precipitado total

Presencia de coloracion o precipitado moderado

Presencia de coloracion o precipitado leve

Ausencia de coloracion o precipitado

(+++)

(++)
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4.1.3. Analisis Descriptivo

La diferencia entre los grupos tratados (concentraciones de extracto etandlico
de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze frente a las cepas de
Streptococcus pyogenes ATCC 19615) se determiné mediante el disefio
experimental unifactorial ANOVA de un factor, considerandose significativo p
<0,05. Todo el procedimiento fue realizado con el programa SPSS (Stadistical

Package for Socials Sciences), version 21,0 en espafiol.

Tabla 10. Grupos de concentracién del extracto etanélico del Clinopodium nubigemun

Factores inter-sujetos

Etiqueta del valar I
Grupos de Concentracidn 1 Concentracidn del extracto 10
etandlico al 50%
2 Concentracidn del extracto 10
etandlico al 7T5%
3 Concentracion del extracto 10
etandlico al 100%
4 Bacitracina (0.04 muq) 10

Fuente: Elaboracion propia 2019

Tabla 11. Promedio de la concentracion del extracto etandlico de las hojas de
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) sobre a las cepas de
Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Estadisticos descriptivos

Variakle dependiente: Tamafio del Halo de Inhikicidn en mm.

Desviacion
Grupos de Concentracian Media tipica M
Concentracidn del extracto etandlico al 50% 10,4300 04216 10
Concentracidn del extracto etandlico al 75% 12,2800 04216 10
Caoncentracion del extracto etandlico al 100% 14,5300 04216 10
Bacitracina (0.04 mg) 15,4000 ooooo 10
Total 13,1850 1,96071 40

Fuente: Elaboracién propia 2019

En la tabla 11, se observan los valores obtenidos acerca del promedio de

“Efecto de la concentracion del extracto etandlico de Clinopodium nubigenum
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4.2.

(Kunth) Kuntze (Pachachamcua) sobre cepas de Streptococcus pyogenes
ATCC 19615" observando que en la concentracién al 100% existe mayor
cambio en el diametro del halo de inhibicidon obteniendo un promedio de 14.58

mm en comparacion a las otras concentraciones.

Tabla 12. Tamafio del Halo de inhibicién del extracto etandlico del Clinopodium

nubigenum (Kunth) Kuntze

Descriptivos
Tamafio del Halo de Inhibicidn en mm.
Intervalo de confianza para la
media al 95%
Desviacion Limnite

M Media tipica Errortipico | Limite inferior superior Minimo | Maximo
Concentracian del
exiracto etandlico al 50% 10 | 10,4800 04216 01333 10,4488 10,5102 10,40 10,50
Concentracion del
oxtracto etandlico al 75% 10 | 12,2800 04216 01333 12,2488 123102 1220 12,30
Concentracion del
extracto etandlico al 10 | 145800 04218 01333 14 54598 146102 14,50 14,60
100%
Bacitracina (0.04 mag) 10 | 15,4000 00000 00000 15,4000 15,4000 15,40 15,40
Total 40 | 131850 1,96071 31002 12,5579 13812 10,40 15,40

Fuente: Elaboracion propia 2019

Contrastacion de Hipoétesis

La Técnica estadistica es un disefio completamente aleatorio con efectos fijos,

analiza la varianza de una via o de un factor.

Nos interesa saber si el "Efecto de la concentracion del extracto etandlico de
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) sobre cepas de
Streptococcus pyogenes ATCC 19615" influye en el tamafio de los halos de

inhibicion (mm), para ello se efectud la siguiente contrastacion de hipotesis:

Ho= ti=to=ts=ta Vs Hizti £ {

Es decir, contrastamos que no existe diferencia en los promedios de las
concentraciones del extracto etandlico de las hojas de Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) sobre cepas de Streptococcus
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pyogenes ATCC 19615 frente a la alternativa de que al menos un promedio

difiere de otro.

El modelo matematico es:

Yy = HA T Yy, I=1 00 j=1n

donde:

yij: Variable aleatoria, representa la observacion j-ésima del i-ésimo tamafio
del halo de inhibicién (Variable respuesta).

u: Efecto constante, comin a todas las concentraciones del factor,
denominado media global.

Ti: Es la parte de yij debida por la accion del nivel i-ésimo, de la concentracion
gue serd comun a todos los elementos sometidos a ese nivel del factor,
llamado efecto de la concentracion i-ésimo.

uij: Son variables aleatorias que engloban un conjunto de factores, cada uno
de los cuales influye en la respuesta sélo en pequefia magnitud pero que de
forma conjunta debe tenerse en cuenta. Es decir, se pueden interpretar como
las variaciones causadas por todos los factores no analizados y que dentro
del mismo tratamiento variaran de unos elementos a otros. Reciben el nombre

de perturbaciones o error experimental.

Nuestro objetivo fue estimar el tamafio de los halos de inhibicion (mm) y
contrastar la hipotesis de todos los valores del factor (concentraciones)
conduce al mismo efecto, frente a la propuesta de que al menos dos difieren
entre si. Para esto, es de suponer que los errores experimentales muestran
variables aleatorias independientes igualmente distribuida segin una Normal

de promedio cero y varianza constante.

En el procesamiento de los resultados se obtuvo una coleccion de 40 unidades
experimentales y se estudié el "Efecto de la concentracién del extracto
etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze

(Pachachamcua) sobre cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615" en
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10 placas, es decir, se busca contrastar el efecto de un solo factor, que se

presenta con cuatro niveles, sobre la variable respuesta.

Nos interesa saber si las concentraciones medias del extracto etandlico de las
hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) frente a
las cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615" son iguales en las diez

placas, para ello realizamos el siguiente contraste de hipotesis:

Nivel de confianza: 95%

Nivel de significancia: 5%

Variable respuesta: Tamafio del diametro de los halos de inhibicion en mm.
Factor: Extracto etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth)
Kuntze (Pachachamcua) frente a las cepas de Streptococcus pyogenes ATCC
19615" con cuatro niveles. Es un factor de efectos fijos ya que viene decidido

gue niveles concretos se van a utilizar.

Modelo completo: Los cuatro tratamientos se prueban en cada una de las

placas

Tamafo del experimento: Numero total de observaciones (40). En cada
placa se registra el tamafio del halo de inhibicibn por cada una de las
concentraciones.

4.2.1. Hipotesis General:

Ho: El extracto etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth)

Kuntze no tiene efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus pyogenes
ATCC 19615.
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Hi: El extracto etanodlico de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth)
Kuntze tiene efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus pyogenes
ATCC 19615

Tabla 13. Tamafio del Halo de inhibicién en mm.

ANOVA de un factor
Tamafio del Halo de Inhibicidn en mm.
Suma de Media
cuadrados ql cuadratica F Sig.
Inter-grupos 148 883 K] 48 961 374707580 aoa
Intra-grupos 043 36 0o
Total 145,831 349

Fuente: Elaboracion propia 2019

Tabla 14. Contraste de igualdad del tamafio del Halo de inhibicién en mm.

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variahle dependiente:  Tamafio del Halo de Inhibicidn &n mm.

Suma de

cuadrados Media
Qrigen tipo [l al cuadratica F Sin.
Maodelo corregido 140.883% 3 49 961 37470,750 Rilo]y
Interseccian G953 764 1 953,769 5215326,750 Rila]y
Concentracian 1449883 3 49 961 37470,750 Rilo]y
Error 048 36 001
Total 7103700 40
Total corregida 149931 39

Fuente: Elaboracion propia 2019

La Tabla ANOVA, muestra que el valor medio del estadistico de contraste de
igualdad de promedios, F =37470.750 deja a su derecha un p-valor de 0.000,
menor al 5% de significacién, por lo que se rechaza la Hipétesis nula de
similitud de promedios. Es decir, se aprecia diferencias significativas en las
concentraciones del extracto etandlico de las hojas de Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze frente a las cepas de Streptococcus pyogenes
ATCC 19615

Es decir, existen diferencias significativas en el tamafio de los halos de

inhibicion (mm) en las concentraciones del extracto etanélico de las hojas de
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Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze modificando su actividad

antimicrobiana sobre las cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Decision estadistica: Como el p_valor obtenido 0.000 es menor que el nivel
de significancia se rechaza la Hipétesis nula por lo tanto: “El extracto etandlico
de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze modifica la actividad

antibacteriana sobre las cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615.”

4.2.2. Hipotesis especificos

4.2.2.1. Hipotesis especifica N°1

Ho: No existen grupos de metabolitos secundarios en las hojas de Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) responsable del efecto

antibacteriano sobre cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Hi: Existe grupos de metabolitos secundarios presentes en las hojas de
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) responsable del

efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Para la contrastacion de la hipétesis especifica 1, se realizé la marcha
fitoquimica, con la finalidad de observar la presencia de metabolitos
secundarios en el extracto etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum

(Kunth) Kuntze (Pachachamcua).

Los resultados son expuestos en la Tabla 9 que corresponde a la marcha
fitoquimica del extracto etandlico de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze
(Pachachamcua), donde indica que la muestra presenta reaccion positiva para

alcaloides, compuestos fenoles, taninos, triterpenos y esteroides.
Los metabolitos secundarios identificados con mayor intensidad, entre ellos

compuestos fendlicos, alcaloides, taninos, triterpenos y esteroides, estarian

relacionados con el efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de
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Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua), por tanto se acepta
la Hi.

4.2.2.2. Hipotesis especifica N° 2:
Ho: No existe una concentracion optima del extracto etandlico de las hojas de
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze con efecto antibacteriano frente a las

cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Hi: Existe una concentracion optima del extracto etanodlico de las hojas de
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze con efecto antibacteriano frente a las

cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Tabla 15. Tamarfo del halo de inhibicién en la concentracion al 50% del extracto etanélico del
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze

Estadisticos para una muestra®

Desviacidn Errortip. de la
N Media tip. media
Tamafo del Halo de
inhibiciéh en mm: 10 10,4800 04216 01333

a. Grupos de Concentracion = Concentracion del extracto etandlico al 50%

Prueba para una muestra®

Valor de prueha=10

95% Intervalo de confianza para
Diferencia de la diferencia
t al Sig. (hilateral) medias Inferior Superior
Tamafio del Halo de
Inhibicién en mm. 786,000 9 ,000 10,48000 10,4498 10,5102

a. Grupos de Concentracion = Concentracion del extracto etandlico al 50%
Fuente: Elaboracion propia 2019
Tabla 16. Tamaro del halo de inhibicién en la concentracién al 75% del extracto etandlico del
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze

Estadisticos para una muestra®

Desviacion Errortip. de la
N Media tip. media
Tamafio del Halo de
Inhibicion en mm. 10 | 12,2800 04216 01333

a. Grupos de Concentracion = Concentracidn del extracto etandlico al 75%

Prueba para una muestra®

Valor de prueha=10

95% Intervalo de confianza para
Diferencia de la diferencia
t gl Sig. (bilateral) medias Inferior Superior
Tamafio del Halo de
Inhibicién en mm. 921,000 9 ,000 12,28000 12,2498 12,3102

a. Grupos de Concentracion = Concentracin del extracto etandlico al 75% Fuente: Elaboracién propia 2019
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Tabla 17. Tamano del Halo de inhibicién en la concentracion al 100% del

nubigenum (Kunth) Kuntze

Estadisticos para una muestra®

Clinopodium

Desviacion Errortip. de la
N Media tip. media
Tamario del Halo de
inhibicién'en mm. 10 | 14,5800 04216 01333

a. Grupos de Concentracion = Concentracién del extracto etandlico al 100%

Prueba para una muestra®

Valor de prueha=10

95% Intervalo de confianza para
Diferencia de |a diferencia
t al Sig. (bilateral) medias Inferior Superior
Tamafio del Halo de
Intiisisnenmn: 1093,500 9 000 14,58000 14,5498 14,6102

a. Grupos de Concentracion = Concentracion del extracto etandlico al 100%

Fuente: Elaboracion propia 2019

Decision estadistica: Como el p_valor obtenido en los tres grupos de
concentracion del extracto etanolico es 0.000 y es menor que el nivel de
significancia se rechaza la Hipotesis nula, por lo tanto: “Existe una
concentracion optima del extracto etanolico de las hojas de Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze con efecto antibacteriano sobre cepas de

Streptococcus pyogenes ATCC 19615~

4.2.2.3 Hipotesis especifica N°3
Ho: No existe efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) comparable con la
Bacitracina 0,04 mg sobre cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615.
Hi. Existe efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de

Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) comparado con la

Bacitracina 0,04 mg sobre cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615.
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Tabla 18. Tamaro del Halo de inhibicion de la Bacitracina

Estadisticos para una muestra®

M Media

Desviacion
tip.

Errortip. de la
media

Tamafio del Halo de Inhibicion en mm.

10 | 15,4000

00000

,00000

a. Grupos de Concentracidn = Bacitracina (0.04 ma)

Prueba para una muestra®

Valor de prugha=10

95% Intervalo de confianza para

Diferencia de la diferencia

t

gl

Sig. (bilateral)

medias

Inferior

Superior

Tamafio del Halo de Inhibicion en mm.

4,836E+16

9 ,000

15,40000

15,4000

15,4000

a. Grupos de Concentracidn = Bacitracina (0.04 ma)

Fuente: Elaboracion propia 2019

Decision estadistica: Como el p_valor obtenido es 0.000 y es menor que el nivel

de significancia se rechaza la Hipétesis nula, por lo tanto: “Existe efecto

antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum

(Kunth) Kuntze (Pachachamcua) comparable con la Bacitracina 0,04 mg sobre

cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615”

4.3. Discusion de resultados

En el presente estudio de investigacion se utiliz6 el método de cilindro en
placas para evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandlico, de las hojas
de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) sobre cepas de

Streptococcus pyogenes ATCC19615.

A pesar de las investigaciones realizadas sobre las propiedades medicinales
de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze en diferentes partes del mundo,
en nuestro pais solo se han reportado investigaciones del género Clinopodium
con otro tipo de especies, por tanto, seria de gran importancia profundizar su

investigacién para adquirir los beneficios del recurso vegetal.

Los resultados obtenidos en el presente estudio de investigacion indica que
las concentraciones iguales o mayores que 50% del extracto etandlico de
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) presento actividad

antimicrobiana para la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615. Datos
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que son respaldados por: Neira J. (2018) EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE LAS PLANTAS
MEDICINALES UTILIZADAS POR LOS POBLADORES DE TUCTUMPAYA,
QUEQUENA Y CHIGUATA, FRENTE A BACTERIAS GRAM POSITIVAS:
Staphylococcus aureus — Streptococcus pneumoniae CAUSANTES DE
INFECCIONES DE IMPORTANCIA MEDICA, AREQUIPA — PERU 2017,
Donde se determino el efecto antimicrobiano de los extractos etanolicos de
cuatro especies vegetales dentro de ellas el Clinopodium bolivianum frente a
cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae mediante la
técnica de Kirby Bauer y se logré6 demostrar que todos los extractos poseen
efecto antimicrobiano a una concentracion de 30 mg/mL de solvente; Polo M.
(2018), ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE ESPECIES VEGETALES
PROCEDENTES DEL DISTRITO DE CACHICADAN, PROVINCIA DE
SANTIAGO DE CHUCO, REGION LA LIBERTAD, se estudiaron 5 tipos de
especies vegetales dentro de ellas el Clinopodium pulchellum (Kunth)
Govaerts frente a cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus resistente
a meticulosa (SARM) donde se determiné que Clinopodium pulchellum tiene
buena actividad antibacteriana frente a las 4 cepas, Bamberger K., Collave
S.(2010), EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE LAS HOJAS DE Clinopodium
taxifolium “Chinininga” FRENTE A CEPAS DE Staphylococcus aureus y
Klebsiella pneumoniae in vitro, donde se determiné con el método de kirby
bauer que Clinopodium taxifolium que en concentraciones mayor o igual al
10% presenta buena actividad antimicrobiana en las dos cepas., Palacios L.
(2016), ESTUDIO FITOQUIMICO Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DE LAS ESPECIES VEGETALES Bidens odorata Y
Clinopodium procumbens PROCEDENTES DE LOS ESTADOS DE HIDALGO
Y PUEBLA”. Se determiné la actividad antimicrobiana de Bidens odorata y
Clinopodium procumbens contra cepas de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeuriginosa, Salmonella typhi y Escherichia coli, donde el
Clinopodium procumbens, donde presento una mayor actividad inhibitoria
frente a Staphylococcus aureus con un CMI 300ug /mL., Claro paz M. (2006)
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTI-HELICOBACTER PYLORI DE
Plantago major (Llanten), Verbena officinalis (Verbena), Clinopodium

bolivianum (Khoa), Calendula officinalis (Calendula), Piper angustifolium
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(Matico), Rubus boliviensis (Khari Khari), donde refiere que el Clinopodium
bolivianum presenta una buena actividad antibacteriana frente a la cepa de

Helicobacter pylori al 99% de confianza.

Este estudio de investigacion aporta nueva informacion que puede ser
utilizada como base para investigaciones futuras, se tiene que considerar que
los resultados obtenidos pueden variar de acuerdo al lugar u origen, donde
fue realizada la recoleccion del recurso vegetal, asi mismo las condiciones

climaticas, el suelo y las diferentes técnicas de cultivo.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

1. El extracto etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth)
Kuntze (Pachachamcua) presentd grupos de metabolitos secundarios

como alcaloides, compuestos fenoles, taninos, triterpenos y esteroides.

2. Las cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 son sensibles al
extracto etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth)

Kuntze (Pachachamcua) en las concentraciones de 50%, 75% y 100%.

3. El extracto etandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth)
Kuntze (Pachachamcua) en la concentracion de 50%, 75% y 100%
poseen efecto antibacteriano comparable con el control positivo de
Bacitracina 0,04 mg, siendo la concentracién de 100% la de mayor

efecto.
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5.2. Recomendaciones

1. Desarrollar estudios con cepas de similares caracteristicas tales como el
Streptococcus pneumoniae ya que es otra bacteria que causa infecciones

como la neumonia, sinusitis y la peritonitis.

2. Investigar si en otro 6rgano del Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze

presenta metabolitos secundarios con efecto antibacteriano.
3. Realizar la recoleccion de este recurso vegetal en los primeros meses del

afio entre marzo y mayo ya que hay mas disponibilidad del vegetal en el

ano.
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ANEXOS



"EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS DE Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua) SOBRE CEPAS DE Streptococcus pyogenes ATCC 19615

ANEXO N° 1 Matriz de consistencia

PROBLEMA GEMERAL DEJETIVO GENERAL HIPOTESIS GEMERAL DOPERACIONALIZACION DE VARIABLES METODOLOGIA
AEl extracto etandlico de | Detzrminar si el extracto | El extracto etandlico de las Vi DIMEMNSIDMES INDICADDRES Tipo:
las hojas de clinopodivm | Etandlico de hojas de | hojas de climopodivm INDEPEMDIENTE - in witro
nubigenum [(Kwnth) Kuntze | Clinopodium  nubigenum | pubigenum (Kunth} Kuntze - muy soluble [+++) - Transwersal
{Kumnitz} kuntze | [Kunith) Kuntze | [Pachachamcua) tiene - Poco soluble (++) - Prospectivo
{Pachachamcual presenta | {Pachachamcua) presenta | efecto antibacteriano sobre PRUEBA DE - Débilmente soluble (+]
efecto antibacteriana | efecto antibacteriano | cepas de Streptococcws SOLUBILIDAD - Insoluble {-} Diseno:
sobra CEpas de | sobre Cepas de | pyogenes ATCCI19615.
Streptococcus pyogenes | Streptococcus  pyogenes - Experimental in vitro
ATCC 196157 ATCCI0615.
Nivel:

PROBLEMAS ESPECIFICOS OBJETIVOS ESPECIFICDS HIPOTESIS ESPECIFICAS
1. El extracto etanclico de | 1. |dentificar los grupos | 1. Existen  metabolitos _AIF’HID'dES . . Aplicative
las hojas de Clinopodivm | de metabolitos | sscundarios en el extracto Elﬁ;?gu DE -Tnterpgnnsj’ esteroides sa

i i &l i -Carbohidratos Poblacion:
nubigenum (Kunth} Kuntze | secundarios presentes en | etanolico de las hajas de LAE  HOUAS  DE Almidones
[Pachachamcua) que | =l extracto etandlico de | Clinogodium nubigenum . . -Aalmidanes y . .

- - . . i Clinopodium MARCHA polisacaridos Poblacion vegetal: hojas de
grupos  de mE‘t'.I:lt::-Irr-:-s las hojas de clinopodivm | [Kumth) Kurnitze nbigenum FITOOUIMICA - aricarss reductores Clinopadium nubigemum (Kunth)
secundarios posesra? nubigenum (¥unth} | {Pachachamcua) COMma {Kunth) P— e , Kuntze [Pachachameua)

kumntze [Pachachamcua). posibles responsables del Aminoacidos y proteinas
efecto antibacteriano sobre (Pachachamcua) _FEHFIES . - L e
cepas de Streptococcus -Taninos Poblacion Microbiologica: cepas de
Streptococcus pyogenes ATCC
pyogenes ATCC 12615, 10615
z. iCual EEra la | 2. Determinar que | 2. Existe una concentracion Muestra:
concentracion de extracto | concenmtracion del | &ptima del gxtracto
standlico de lzs hojas de | extracto etandlico de las | standlico de las heojas de Muestra vegetal: 500ml da
Clinopodium  nubigenwm | hojas  de  clinopodium | Clinopodium mubigenum Concentracion del *  100% extracto etandlico de las hojas de
[Kunith) Kuntze | nubigenum (¥Kunth} | (Kuath) Swntze con efecto extracto etandlico de - 75 % Clinopodium nubigenum {Kunth)
[Pachachamcua) con efecto | Kuntze (Pachachamcua) | antibacteriano sobre cepas las hojas de SO0 Kuntze Porcon alto — Cajamarca.
antibacteriano sobre cepas | tiene efecto | de Streptococcus pyogenes Clinopodium
de Streptococcus pyogenes | antibacteriano sobre | ATCC 19615, nubigenum  [Eunth) Muestra Microbiologica: placas
ATCC106157 cepas de Streptococous Kumtze. petri con agar sangre cultivadas
Syogenss ATCC19E15. COm Cepas de Streptococous
pyogenes ATCE 19615.
3. éEl efecta antibacteriana | 3. El extracto etanolico de | 3. Existe efecho W2 DIMERMNSIOMNES INDICADORES
del extracto etandlico de | las hojas de Clinopodium | antibacteriano del extracto DEPENDIEMTE Instrumentos -
las hojas de Cinopodivm | nubigenum (kunth) | etandlico de las hojas de Distancia dz halo de Ficha de recoleccign de datos
nubigenum (Kunth] Kuntze | Kuntze (Pachachamcua) | Cliropodium mubigenum EFECTO inhibicidn con relacidn a.  Prueba de solubilidad
{Pachachamcua) sera | tiene efecto | (Kunth) Kuntze . k. Marcha fitoquimica
comparable a Bacitracina | antibacteriano [Pachachamcua) ANTIBACTERIAN . al desplazamiento de c.  Efecto antibacteriano
0,04 mg sobre cepas de | comparable a Bacitracina | comparable con la | O SOBRE CEPAS MET':":!':' de lz bacteria v el punto
Streptococcus — pyogenes | 0,04 mg sobre cepas de | Bacitracing 0,04 mg sobre | DE Difusian em Agar de siembra de la
ATCC106157 Streptococcus  pyogenes | cepas  de  Streptococcws | Streplococcus Cilindro - Placa muestra de
ATCCLO0615. pyogenes ATCC 19615, pyogenes ATCC Clinopoaium
159615 nubigenum [Kunth}
Kuntze.




ANEXO N°2 Certificacion Botanica

D = g UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 100
2 3 Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA i
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO E‘L;M' 9
e assnacs MUSEO DE HISTORIA NATURAL P

“Afio del Dialogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N°206-USM-2018

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

La muestra vegetal (planta completa) recibida de Rubi Orfelinda Pérez Huaman, Galo
Narciso Ginocchio Flores , estudiantes de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega;
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica ha sido estudiada y clasificada como:
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze y tiene la siguiente posicién taxonémica, segin
el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE
GENERO: Clinopodium
ESPECIE: Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze
Nombre vulgar: “Pachachamcua”
Determinado por Mag. Asuncién A. Cano Echevarria
Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que estime

conveniente.

Lima, 21 de mayo de 2018

g. ASUNCION A. CANO ECHEVARRIA
FE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

Av. Arenales 1256, Jesiis Maria Teléfono: E-mail: muscobn@unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Perii 619-7000 anexo 5701, 5703, 5704 http:/imuseobn.unmsm.edu.pe
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ANEXO N°3 Certificado de la cepa Streptococcus pyogenes ATCC 19615

[nstituto Nacional de Salud

B35860050743 CEPA STREPTOCOCCUS PYOGENES ATCC19615"

Denominacion CEPA STREPTOCOCCUS PYOGENES arcc1o615™

Principal
Presentacion Unidad
Documento(s):
- Hoja de datos de sequridad (Safety Daia
Sheet)
- Hoja de datos del producto (Product Sheet).
- Certificado de analisis del mismo lote
Caracteristicas

- Cepas de cultivo inicial (pasaje cero)

- Nimero ATCC: 19615

- Presentacion: Vial. Conteniendo culfivo lioflizado.

- Vial con precinto de seguridad

- Condiciones de almacenamiento

Congelado: -80°C 0 menos

Liofilizado: 2°C2 8°C

- Condiciones de fransporte: Transporte en contenedor de bioseguridad.

Fecha de Vencimiento

No menor de 2 Afos
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ANEXO N°4 Protocolo de sangre de ovino

// g® PROTOCOLO DE SANGRE DE OVINO DESFIBRINADA

\ ,\ CONTROLADA

"/
\'s &
"Rloui /

Investigar para Proteger fa Salud FECHA: 19/10/2018
PROTOCOLO DE ANALISIS N° 041-191018

Fecha de Extraccion : 16/10/2018

Fecha de Vencimiento: 26/10/2018

Cantidad : 700 mL

Presentacidn: Frasco de Polipropileno por 50 mL.

CONSTANCIA:  La Coordinacion del Laboralorio de Vacunas Bacterianas dejo  LABORATORIO  VACUNAS BACTERIANAS
constancia que el producto denominado “Sangre Controlada CENTRO NACIONAL DE
Desfiiinada” cumple con el Ensayo do Contrel de Contaminantes PRODUCTOS BIOLOGICOS
Microbianos. cuyo resultado a las 72 horas de sus contiales astd
Lihre de Contaminanies, dando la conformidad del mismo el que

suscribe.
g3 CONTAMINANTES
Fecha Descripcion MICROBIANOS RESULTADO
19-10-2018 LOTE N°*; SOD-220-161018-001 NEGATIVO CONFORME
LOTEN®: SOD-221-161018-002 NEGATIVO CONFORME
LOTEN®; SOD-222-161018-003 NEGATIVO CONFORME

V°B°® Coordinacién de Vacunas Bacterianas

NOTA- El presente Protocolo de
Andlisis certifica la calidad de los
lotes arriba mencionados y es de

uso exclusivo para clientes del INS. M 90{79 ﬂﬂz Mmm

Coordinacién de Laboraterio de Vacunas Bacterianas
DEPIV-CNPE/NS

Advertencia: El Laboratorio recomienda al cliente sobre el correcto iransporte del producto y que se debe de considerar la cadena de frio y evitar movimientos bruscos
ya que puede generar hemolisis y posible contaminacion. Usar el contenido total de los frascos una vez abierto.

Recomendaciones:

T° de almacenamiento: 2° a §°C

T° de transporte: 4°a 8° C. t

Posicion Correcta de Transporte: Posicion Vertical,

Se recomienda mantener las condiciones asépticas durante la manipulacion para evilar la contaminacion del producto.
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ANEXO N°5 Obtencién y recoleccion de la muestra vegetal

Planta de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua), Porcon Alto -

Cajamarca
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ANEXO N°6 Prueba de Solubilidad

Extracto seco de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze

PRUEBA DE SOLUBW\A\DAD
“Cltinopodium nubigenz®




ANE °
XO N°7 Marcha fitoquimica

MA
RCHA FIToQuimicA

“c I -
nopodium nubige.
num?”

MARCHA FrroouiM\cA

uclinopodidm nubigen um”
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ANEXO N°8 Formulacion de las concentraciones del extracto etandélico de
las hojas de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua).

50% 2.5mL 2.5 mL
75% 3.75 mL 1.25 mL
100% SmL 0 mL

Concentraciones del extandlico de las hojas de Clinopodium nubigenum
(Kunth) Kuntze (Pachachamcua)
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ANEXO N°9 Efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de

Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze (Pachachamcua). Por

el método de difusién en agar cilindro- placa

Preparacion del cultivo y siembra
de Streptococcus pyogenes ATCC

Dispensacion de la muestra en las
placas petri

Incubacion de las placas Petri a
37°C por 24 horas.
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ANEXO N°10 Lectura de los resultados de los halos de inhibicidn

26/10/1§

-re'yi 5
“iUo
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CONCENTRACION
AL 75%

CONCENTRACION
AL 75%
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ANEXO N° 11 FICHA DE VALIDACION DE INSTRUMENTO (PRUEBA DE SOLUBILIDAD)

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA
EVALUACION DEL EFECTO ANTIEACTERIANO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE LAS HOJAS DE Clinopodium nubigenum (Pachachamcua)
S0BRE CEPAS DE Streptococcus pyogenes.

(PRUEEA DE SOLUBILIDAD)

FUNDAMENTO: La solubilidad #= una medda de ba capacidad de dischente una determinada
sustancia (Solute) en un determinado medio (Salvente), implictamente se comesponde con la
maxima cantidad de saluin d=uelin en una cantidad de solvents a una femperatura fija

INBTRUCCIONE §: Colacar en un tubse de ensaya 0.1mg de exiracto seco y calocsar Tmil de solventes
gue estin en la tabla ¥ observar con que salvense e solible.

REACTIVO COMPUESTD ACTIVO RESULTADOS
Apua dezllada Exfracio seco
Alcohal TOF Exfracto seco
M=tanal Exfracto seco
H-Butanal Exfracto seco
Benceno Exfracto seco
Eier diztilico Exfracto seco
Ciclohexana Exfracto seco
Claraformao Exfracto seco

Leyenda: Afamente soluble: +++;  soluble: ++;  levemente soluble: +  insoluble: -

LASO DE LA VEGA

UNIVERSIDAD INCA GARCI A
%" FACULTAD DE CIENCIAS F ACEUTICAS Y BIOQUIMIC

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

VALIDACION DE INSTRUMENTOS

1. DATOS GENERALES _\? 'Q W mﬂ. 00
1.1. Apellidos y Nombres del experto: ...\ %ﬁ\\&)nb
1.2.Cargo e institucion donde labora QG;\VC %\ 28 -
1.3. Registro de colegio profesional:.......Q.,.S..F..\.. AL TR fecto
1.4.Nombre de instrumento: instrumento de recoleccion de datos para detgmmar el' e
antimicrobiano del extracto etanolico de las hojas de Clinopodium  nubigenum

(Pachachamcua) frente a Streptococcus pyogenes.

Instrucciones: Luego de analizar el instrumento y cotejar la investigacién con la matriz 'de
consistencia de la presente, le solicitamos que en base a su criterio y experiencia profesional, valide
dicho instrumento para su aplicacion.

Nota: Para cada criterio idere la escala de 1 a 5 donde:

1. Muy Poco | 2. Poco 3. Regular ‘ 4. Aceptable l 5. Muy aceptableJ
PUNTUACION
INDICADORES CRITERIOS 23l 418
1. Claridad El instrumento esta formulado con un lenguaje
apropiado. 2
2. Objetividad El instrumento evidencia recojo de datos observables D%
3. Actualidad Elinstrumento se adecua a los criterios cientificos y
tecnoldgicos. x
4. Organizacion El instrumento tiene una organizacién logica >
5. Suficiente Son suficientes en cantidad y calidad los elementos
que conforman el instrumento. ><
6. Intencionalidad | Es adecuado para relacionar las variables en mencion S
7. Consistencia Se basa en aspectos tedricos cientificos de la
farmacéutica como bioquimica. N
8. Coherencia Existe coherencia y relacién de los items, indicadores
las dimensiones y las variables i ¢
9. Metodologi La estrategia responde al propésito de la problematica
de la investigacion. ¢
10. Pertii i El instr muestra la relacién entre los
componentes de la investigaci ~
método centifin, T edaGumciin ol =
ol parciel  TIERE S 1~
Total
=SS=-

2. OPINION DE APLICABLIDAD: .. N\WAQ%Q\Q 7 e

3. PROMEDIODEVALORACION.. A%/

mm Puntuacion

Firma del Experto | 4160 | NO VALIDO, REFORMIGLAR
| 61-70 [ N0 VALIDG, MODIFICAR
m
81-100 VALIDO, APLICAR
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA
EVALUACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE LAS HOJAS DE Clinopodium nubigenum (Fachachamecua)
S0BRE CEPAS DE Sfreptococcus pyogenes.

(PRUEEA DE SOLUEILIDAD)

FUNDAMENTO: La solubilidad == una medida de b capacidad de disolvenie una determinada
sustancia (Solute) en un delerminado medio (Solvents), implictamente se comesponds con la
mdxima cantidad de solulo deuslio en una cantidad de sobvente 2 una temoeratura fija.

INSTRUCCIONE §: Colecar an un tubse de ensaya 0.1mg de exiracto seco v calocar Tmil de solventes
qui #5330 en b labla ¥ observar con que salvents es sohible.

REACTIVOD COMPUESTD ACTIVO RESULTADOS
Apua dezfilada Exfracio seco
Aleohal TOF Exfracto seco
W=tanal Exfracto seco
H-Butanal Exfracto seco
bencena Exfracto seco
Eter digtiico Exfracio sect
Liclohexana Exfracto seco
Claraformo Exfracto seco

Leyenda: Atamente soluble: +++;  soluble: ++;  levemente soluble: +  insoluble: -
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ANEXO N° 12 FICHA DE VALIDACION DE INSTRUMENTO (MARCHA FITOQUIMICA)

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOGQUIMICA

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA EVALUACION DEL
EFECTO ANTIBACTERIAND DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS
DE Clinopodium nubigenum {Pachachamcua) SOBRE CEPAS DE

Streptococcus pyogenes.
(RENDIMIENTO ¥ TAMIZAJE FITCGQUINMICC)

OBJETIVO: Identificar las metabolitas secundarios que estn presenbes en el exracts etandlico de
las hojas de Cincpodiom rubigenum (Pachachamcoua)
FUNDAMENTO: El tamizaje fitaquimics o screening fRoquimico &5 una de las elapas iniciges de la

invesligaddn filoquimica, que permite delermnar cusltativameante los principales grupos quimicos

E LA VEGA

D
UNIVERSIDAD INCA GARCILASO 3
=1 FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMIC

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA
VALIDACION DE INSTRUMENTOS

1. DATOS GENERALES
1.1. Apellidos y Nombres del expeno:?

1
1.2.Cargo e institucion donde labora: 2

ey

1.3. Registro de colegio profesional:.... B

1.4, Nombre de instrumento: instrumento de recolec i ; :
antimicrobiano del extracto etanolico de las hojas de Clinopodium  nubigenum
(Pachachamcua) frente a Streptococcus pyogenes.

preserbes en una planta y a partic de alli, ofentar la extraccikin yio freccionamisnto de los extracios

para &l aislamisnto de los grupos de mayar inlerés.

Instrucciones: Luego de analizar el instrumento y cotejar la investigacién con la matriz 'de
consistencia de la presente, le solicitamos que en base a su criterio y experiencia profesional, valide

dicho instrumento para su aplicacion.
INSTRUCCIONE 8: Colocar una pegueia mussina del extracta seco @n un buba de ensays y emplear

Nota: Para cada criterio idere la escala de 1 a 5 donde:
los reactivas mencianados en la tabla para identificar los metaboltos sscundanias de CAnopogium 1. MuyPoco | 2. Poco 3. Regular | 4 Aceptable [ B Wy aceptableJ
nukigenum (Pachachamowa)
PUNTUACION
INDICADORES CRITERIOS 230415
L Metabolito Ensayo Resultado 1. Claridad El instrumento esta formulado con un lenguaje %
Terirand apropiado.
2. Objetividad El instrumento evidencia recojo de datos observables %
1 Alcaloides Wayer 3. Actualidad El instrumento se adecua a los criterios cientificos y
tecnoldgicos. x
Fopoft 4. Organizacion | El instrumento tiene una organizacién 16gica >
5. Suficiente Son suficientes en cantidad y calidad los elementos
2 Triterpenos y que conforman el instrumento. P
esteroides Liehenman — Burchard 6. Intencionalidad | Es adecuado para relacionar las variables en mencion N
7. Consistencia Se basa en aspectos tedricos cientificos de la
Larbohidraios Enirona — farmacéutica como bioquimica. &
. Coherencia Existe coherencia y relacién de los items, indicado
Z Almidones y Solucion de yodo las dimensiones y las variables =5 Ne
- 9. Metodologi: La gia responde al propésito de la i
palisacaridos de la investigacion. i PstiaStica ><
% FZioares Ted0ndas FERng By E 10. Pertinencia El instrumento muestra Ia_relapién entre los
componentes de la investigacion y su adecuacién al
Eminoacidos ¥ método cientifico. S
i Total parcial et S S
proteinas Ninhidrina Total :_,“ é
)
T [ Compussio Tanoles 2. OPINION DE APLICABLIDAD: .. T‘WA(WE‘Q\@ “H
taninos E=Cl 3. PROMEDIO DE VALORACION:.. 1.7/ o
3 Tndowdes Wainila clorhidncs mm Puntuacion
Firma del Experto

% NO VALIDO, REFORMULAR
NO VALIDO, MODIFICAR
81-100 VALIDO, APLICAR

Leyenda: Abundanie: +++; Regular: ++; lewe: + AUSENCia; -




UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOGUIMICA

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA EVALUACION DEL
EFECTO ANTIBACTERIAND DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS
DE Clinopodium nubigenum (Pachachamcua) SOBRE CEPAS DE

Streptococcus pyogenses.
(RENDIMIENTO ¥ TAMIZAJE FITOGUINMICO)

OBJETIVO: Identificar los metabolitos secundarics que sstan presentes en el extracta atandlico de
las hojas de Cnopogivm nutigenum (Pachachamoua)

FUNDAMENTO: El tamizaje fitaquimics o screening froquimico e una de las etapas inicisles de |a
investigacian fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales grupos quimicos
presentes en una planta y a partic ge alli, orentar la extracsian ye reccionamisnto de los exiracios
para el aislamiento de |0s grupos de mayar inferés.

INSTRUCCIONE 3: Colocar una peguefia muesira del extracta seco en un tubo de ensays y emplear
los reactivas mencianados en la tabla para identificar los metaboltes secundarias de CARCpofum

Aubigenum (Pachachamoua)

L Metabolito Ensayo Resuftado
Eertrand
1 Alcaloides Mayer
Fopoff
2 Triterpenos y
esteraides Lieberman — Burchard
Carbohidraios Anirona
Alrmidones y Salucion de yoda
polisacaridos
Azucares reducidas FehlingAy B
[:] Aminoacidos y
protzinas Ninhidrina
T | Compuesto fenoles y
taninos FeCl3
3 Indosdes. Wainilz clorhignics
Leyenda: Abundanie: +++; Regular: ++; lewve: +  aussnciac -
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ANEXO N° 13 FICHA DE VALIDACION DE INSTRUMENTO (ANALISIS MICROBIOLOGICO)

i @ : UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS ¥ BIOQUIMICA

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS PARA DETERMINAR EL
EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS
HOJAS DE Clinopodium nubigenum (Pachachamcua) FRENTE A

StreptococcUs pyogenses.
FICHA DE OBSERVACION

OBJETIVO: Identificar la sensibilidad del Sirepfococcus pyogenes frente a ks concentracicn
de 50%, TE% y 100% del extracio =tanolico de lss hojas de Clnopodivm nubigenum
{Pachachamcua).

FUNDAMENTO: El meétodo de difusidn en agar cilindro — placa, basado en el frabajo dz
Kirby Bahuer, validado por el Mational Commites for Clinical Laboratory Standards (MCCLE)
&5 utiizado para determinar 2l efects antibacterians de los antibidticos, como lo estipula 1s
ISP 40, en su apartado de prusbas biclogicas (antbicticos valoracicn microbioldgica).

INSTRUCCIONES: Reslizar la medicidn con una regla o vernisr en mm los halos de
inhibicion correspondiente d= cada concentracion de las placas y regisirar los datos.

50 75 100 004

Wl =&k =

=

E

UNIVERSIDAD INCA GARCILQSO (I:JAESLYA ;II%GAU b
FACULTAD DE CIENCIAS FARMAC UTIl QUIMICA

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

VALIDACION DE INSTRUMENTOS

1. DATOS GENERALES I \ 1

1.1. Apellidos y Nombres del experto: ... L. A% A% L AN SN

1.2. Cargo e institucion donde labora:.... ~- RIS oaEaT

1.3. Registro de colegio profesional:u....Q..:Q‘.F..—\?........ Re W= Ifm

1.4.Nombre de instrumento: instrumento de recoleccion de datos pa(a detgnmnar e. ef
antimicrobiano del extracto etanolico de las hojas de Clinopodium  nubigenum
(Pachachamcua) frente a Streptococcus pyogenes.

Instrucciones: Luego de analizar el instrumento y cotejar la investigacién con la matriz -de
consistencia de la presente, le solicitamos que en base a su criterio y experiencia profesional, valide
dicho instrumento para su aplicacion.

Nota: Para cada criterio i la escala de 1 a 5 donde:

1. Muy Poco | 2. Poco [ 3. Regular | 4. Aceptable I 5. Muy aceptableJ
PUNTUACION
INDICADORES CRITERIOS T2 1348
1. Claridad El instrumento esta formulado con un lenguaje
apropiado. X
2. Obj d El instrumento evidencia recojo de datos observables D
3. A Eli o se adecua a los criterios cientificos y
tecnoldgicos. x
4. Organizacion | Eli > tiene una organizacion légica >
5. Suficiente Son suficientes en cantidad y calidad los elementos
que conforman el i 0. ><
6. Intencionalidad | Es adecuado para relacionar las variables en mencion S
7. Consistencia Se basa en aspectos tedricos cientificos de la
farmacéutica como bioguimica. N
8. Coherencia Existe coherencia y relacién de los items, indicadores,
. las dimensiones y las variables i D%
. dologi: La gia responde al propésito de Ia problemati
de la investigacion. g =
10. Pertinenci Elinstr T la relacién entre los [
componentes de la investigacion adecuaci
método cientifico. v s tacional >
Total parcial |
Total
e S
[

2. OPINION DE APLICABLIDAD:... H“Y/Ataﬁg\c

3. PROMEDIO DE VALORACION: . 1. %/ o

N‘L N Puntuacion
Firma del Experto | 4160 | NOVALIDO, REFORMULAR

| 61-70 [ NO VALIDG, MODIFICAR
| 7180 |

VALIDO, MEJORAR
VALIDO, APLICAR

i
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
Sl FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATO S PARA DETERMINAR EL
EFECTD DE LA CONCENTRACION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS
HOJAS DE Clinopodium nubigenum (Pachachamcua) FRENTE A

StrepfococcUs pyogenss.
FICHA DE OBSERVACION

OBJETIVO: Identificar la sensitilidad del Sfrepfococcus pyogenes frente a ks concentracicn
de 50%, TE% y 100% del extracio stanolico de lss hojas de Chnopodivm nubigenum
{Pachachamcua).

FUNDAMENTO: El método de difusidn en agar cilindro — placs, basado en &l trabajo da
Hirboy Bahuer, validado por el Mational Comrmites for Clinical Laboratory Standards (MCCLE)
25 utiizado para determinar 2l efects antibacterians de los antibidticos. como lo estipula ls
USF 40, en su apartade de pruebas biclogicas (antibicticos valoracion microbiolagica).

INSTRUCCIONES: Realizar la medicidn con una regla o vernisr en mm los halos de
inhibicion correspondienie de cada concentracion de las placas y regisirar los datos.

[E=l N Cil RN =l B N SO U U B
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