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RESUMEN

El presente trabajo tiene por finalidad demostrar la actividad antibacteriana in
vitro del extracto etandlico y cloroférmico de las hojas de Flourensia
polycephala Dillon (Phauka) y efecto antibacteriano in vivo elaborando una
forma farmacéutica a partir del extracto que present6 mayor actividad
antibacteriana in vitro, el extracto etandlico y cloroférmico de las de la hojas de
Flourensia polycephala Dillon (Phauka), se ha obtenido por previa maceracion

con dichos solventes.

Estos fueron sometidos al control microbioldgico, para los microorganismos de
salmonella, Coliformes fecales, mesofilos viables, hongos y levaduras, en lo
que se comprobd que los extractos no presentaron contaminacion alguna, se
realizé el analisis fitoquimico determinandose los siguientes compuestos,

esteroides, acidos fendlicos y flavonoides.

Mediante el método de Kirby Bawer o disco difusion en placa, se determind la
actividad antibacteriana in vitro, sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923. Donde los diametros de la prueba de disco difusion en placa para
Staphylococcus aureus ATCC 25923, del extracto etandlico fue de 18.50 mmy
del extracto cloroférmico fue de 14.00 mm a la concentracion de 30.21

mg/disco para ambos extractos.

La determinacién de la actividad antibacteriana sobre cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 se pudo ver que a la concentracién de 3.24 mg/disco, el
extracto etandlico presenta una actividad antibacteriana ligera con un halo de
inhibicién promedio de 8.1 mm, a la concentracion de 30.21 mg/disco el
extracto etandlico presenta una actividad antibacteriana marcada con un halo
de inhibicion de 18.50 mm, mientras que el extracto cloroférmico a una
concentracion de 4.70 mg/disco presenta una actividad antibacteriana ligera
con un halo de inhibicién de 8.4 mm, a la concentracion de 30.21 mg el extracto
cloroférmico tiene una actividad moderada con un halo de inhibicion de 14.00
mm. Con estos resultados se concluyen que el extracto etandlico de las hojas
de Flourensia polycephala Dillon (Phauka) presenta mayor actividad
antibacteriana.



~ Se realiz6 la elaboracion de la forma farmacéutica donde se probé diferentes
formulaciones, eligiéndose la formulaciéon que presenté mejor homogeneidad, y
mejores caracteristicas, siendo esta una emulsién O/W a una concentracién de
0.25 g de extracto etandlico de las hojas de Flourensia polycephala Dillon
(Phauka). el que resulté mas eficaz para curar la infeccion producida a los

ratones de experimentacion en menos dias.

Se concluye que los extractos etandlico y cloroformico de las hojas de
Flourensia polycephala Dillon (Phauka), presentan actividad antibacteriana in
vitro frente las a la cepa en estudio en comparacién a los farmaco patron,
mientras que para el efecto antibacteriano in vivo se concluye que la forma
- farmacéutica emulsién O/W elaborada con el extracto etanolico de las hojas de
Flourensia polycephala Dillon (Phauka) a la concentracién de 0.25 gr, curd la

infeccién en menos dias.
Palabras claves:

o Flourensia polycephala Dillon (Phauka)
o Actividad antibacteriana
o Efecto antibacteriano

o Staphylococcus aureus ATCC 25923.



ABSTRACT

This paper aims to demonstrate the in vitro antibacterial activity of ethanol and
chloroform extract of the leaves of Flourensia polycephala Dillon (Phauka) and
in vivo antibacterial pharmaceutical form developed from the extract showed
higher antibacterial activity in vitro, the extract ethanol and chloroform from the
leaves of Flourensia polycephala Dillon (Phauka) has been obtained by pre-

soaking with these solvents.

These were submitted to microbiological monitoring for microorganisms of
Salmonella, fecal coliforms, mesophilic viable fungi and yeasts, as it was found
that the extracts did not show any contamination, phytochemical analysis was
performed by determining the following compounds, steroids, phenolic acids

and flavonoids.

By Kirby Bawer or disk diffusion assay, we investigated the in vitro antibacterial
activity on Staphylococcus aureus ATCC 25923. Where the diameters of the
test disk diffusion assay for Staphylococcus aureus ATCC 25923, the ethanol
extract was 18.50 mm and the chloroform extract was 14.00 mm at a

concentration of 30.21 mg / disc for both extracts.

Determination of antibacterial activity on strains of Staphylococcus aureus
ATCC 25923 was shown that the concentration of 3.24 mg / disc, the ethanol
extract has a mild antibacterial activity with inhibition zone average of 8.1 mm, a
concentration of 30.21 mg / disc ethanol extract has a strong antibacterial
activity with inhibition zone of 18.50 mm, while the chloroform extract at a
concentration of 4.70 mg / disc has a slight antibacterial activity with inhibition
zone of 8.4 mm, the concentration 30.21 mg chloroform extract has a moderaté
activity with an inhibition zone of 14.00 mm. With these results we conclude that
the ethanol extract of the leaves of Flourensia polycephala Dillon (Phauka)

provides higher antibacterial activity.

It made the development of the pharmaceutical form which tested different
formulations, on the earlier formulation showed a better uniformity, and better

features, this being an emulsion O / W at a concentration of 0.25 g of ethanol



extract of the leaves of .-Flourensia polycephala Dillon (Phauka). Which was

more effective in curing the infection produced experimental mice within days.

It is concluded that ethanol and chloroform extracts from the leaves of
Flourensia polycephala Dillon (Phauka) showed antibacterial activity in vitro
against a strain in the study compared to the standard drug, whereas for the
antibacterial effect in vivo is concluded that the pharmaceutical form O / W
emulsion prepared with the ethanol extract of the leaves of Flourensia
polycephala Dillon (Phauka) to the concentration of 0.25 grams, cured the
infection within days.

Keywords:

e Flourensia polycephala Dillon (Phauka)
e antibacterial activity

e antibacterial effect

e Staphylococcus aureus ATCC 25923.



INTRODUCCION

En las dltimas décadas el auge por las plantas medicinales ha incrementado
notablemente a nivel mundial. Por este motivo, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) incentiva la obtencion de los medicamentos a partir de los
recursos naturales. En este marco, algunos estudios de farmacologia se han
abocado a la obtencién de antimicrobianos a partir de recursos biolégicos y de
plantas medicinales. (33) A nivel internacional existen tendencias y hechos
globales que muestran como el mundo estd en busqueda de un equilibrio,
orientandose por una preferencia cada vez mayor por lo natural u organico,
reflejada en el crecimiento sostenido de la demanda fnundial y local por
productos agricolas de este tipo. (32) La OMS estima que alrededor del 80%
de la poblacibn mundial depende de la medicina tradicional para sus
necesidades basicas de salud, y que casi el 85% de la medicina tradicional
involucra el uso de plantas medicinales, sus extractos vegetales y sus
principios activos. Por ello, en 1978 se produjo un cambio importante en el

empleo y estudio de la herbolaria en la mayor part(e del mundo. (17)

Hoy en dia se sigue utilizando una gran variedad de plantas medicinales cuyas
propiedades terapéuticas aun no son establecidas experimentalmente. Su
abundancia, gran variedad y facil comercializaciéon, hacen posible el acceso de
estas plantas a la poblacién con bajos recursos econdémicos (11)

La utilizacion de sustancias naturales en el tratamiento de diferentes
enfermedades, incluidas las de etiologia infecciosa, constituye en la actualidad
un desafio en la medicina y se ofrece como alternativa, especialmente en

aquellas dolencias para las que no existe un remedio adecuado (17)

Una amplia variedad de antimicrobianos naturales, han sido desarrollados a
partir de los microorganismos, plantas y animales, muchos de los cuales, ya
han sido empleados para la conservacion de alimentos y otros estan siendo
investigados. La mayoria de los compuestos con actividad antimicrobiana
encontrados en plantas, hierbas y especies, son compuestos fendlicos,
terpenos, alcoholes, alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos e isoflavonoides. A

estos antioxidantes naturales, especialmente los flavonoides, catequinas,



antocianinas y poliflavonoides, se les reporta como responsables de los
siguientes efectos biolégicos; antibacterial, antiviral, antiinflamatorio vy
vasodilatador (Cook y Samman, 1996)

Teniendo en cuenta que en nuestra region son recurrentes las enfermedades
dérmicas, que las bacterias que causan estas enfermedades se estan
volviendo resistentes a los antibiéticos tradicionales por el uso irracional de los
mismos, en esta investigacibn se quiere determinar la posible actividad.
antibacteriana in vitro e in vivo que poseen las hojas de Flourensia polycephala
Dillon (Phauka), las cuales son utilizadas tradicionalmente en el tratamiento de
afecciones de la piel y en la curacibn de llagas y heridas, por lo que
consideramos es importante estudiar esta propiedad curativa para darle una
base cientifica que garantice su uso, lo que nos permitira tener una alternativa
natural y de bajo costo en el tratamiento de infecciones dérmicas causadas por

bacterias.



CAPITULO|
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque la piel esté colonizada por un amplio nimero de bacterias, aquellos
que actian como patégenos cutaneos mas habituales son los estafilococos.
Se puede aislar hasta 12 especies de la piel humana, a las que se les
denomina en forma general estafilococos (coagulasa negativos), entre los
cuales los mas abundantes son, el S. epidermidis. S. haemolitycus y S.
hominis. Se encuentran raramente en la piel enferma, aunque se pueden

aisiar en las foliculitis minimas a que son propensos algunos adultos. (13)

La piel es proclive a padecer enfermedades originadas tanto por causas
internas como externas. La proteccion de la epidermis frente a la infeccidon
depende de la barrera mecanica proporcionada por el estrato cdrneo, ya
que la propia epidermis carece de vasos sanguineos. La rotura de esta
barrera por quemaduras, mordeduras, abrasiones, cuerpos extrafos,
trastornos dermatoldgicos primarios (por ejm, herpes simple, varicela,
ectima gangrenosa) permite la penetracion de bacterias en las estructuras
mas profundas. Del mismo modo, el foliculo piloso puede servir de entrada
de la flora normal (por ejm Staphylococcus) o de bacterias extrafias (por ejm

Pseudomonas en la foliculitis del bario caliente). (29)(45)

En los establecimientos de salud de la Direccién Regional de Salud Cusco
(DIRESA Cusco) durante el afio 2007 se encontré que entre las diez
principales causas de morbilidad estan; en segundo Ilugar ciertas
enfermedades infecciosas parasitarias (con 15.04%); y en octavo lugar las
enfermedades de la piel y del tejido subcutaneo (con 3.57%) a nivel
regional. En la provincia del Cusco con 07 grupos de patologias que
explican el 80% de las consuitas de morbilidad entre ias cuales se
encuentran; en tercer lugar ciertas enfermedades infecciosas y parasitarias
(13.46%) y en sétimo lugar enfermedades de la piel y del tejido subcutaneo
(3.83%). Estas principales causas de morbilidad en los servicios de DIRESA

Cusco, muestran en general que desde el punto de vista de morbilidad

3



tenemos un patron de enfermedades infecciosas; ligado a las condiciones
de pobreza, a practicas de habitos y estilos de vida no saludables,
condiciones insuficientes de saneamiento ambiental, inadecuada
manipulacion de alimentos, problemas persistentes de inaccesibilidad a los
servicios de salud, entre otros. (16) En cambio el Staphylococcus aureus se
distingue de los anteriores estafilococos, por ser coagulasa-positivo, es el
responsable de la mayoria de las infecciones agudas del foliculo
policebaceo, asi como de otras afecciones cutdneas mas graves, ademas
pueden desencadenar infecciones sistémicas, colonizar de forma
intermitente la nasofaringe, la piel, y la vagina en los distintos periodos de la
vida. (13)

Actualmente se encuentran serios problemas de resistencia a los
medicamentos antimicrobianos, la cual se presenta con diversos
microorganismos dentro de los cuales cabe destacar Staphylococcus
aureus, Staphylococcus coagulasa negativo, Escherichia  coli,
Pseudomonas aeruginosa, en especial en el ambito hospitalario; mientras
las infecciones por Staphylococcus no adquiridas en hospitales pueden
fratarse con los antibiéticos betalactamicos, las infecciones adquiridas en
hospitales son, en su gran mayoria resistentes a estos antibiéticos y
requieren tratamientos alternativos mas costosos y, muchas veces, de
mayor toxicidad. La resistencia se extiende a antimicéticos, antimalaricos y
antivirales, haciendo cada vez menos efectivos los viejos medicamentos.
(63)

La busqdeda de nuevos antibidticos y que mejor a base de plantas
medicinales es una alternativa nueva y promisoria, es asi, que, la especie
vegetal Flourensia polycephala Dillon (Phauka) se presenta como una
planta que podria tener propiedades antimicrobianas, sobre todo frente a
estafilococos que causan infecciones dérmicas, por lo que es necesario
investigar las propiedades medicinales de esta especie vegetal de manera
cientifica, para que su conocimiento deje de ser s6lo empirico, brindando
nuevas alternativas al tratamiento antimicrobiano de las enfermedades

dérmicas a través de una forma farmacéutica que presente un buen efecto.
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1.2.- FORMULACION DEL PROBLEMA.

¢Presentaran los extractos etandlico y cloroférmico de las hojas de la especie

vegetal Flourensia polycephala Dillon (Phauka) actividad antibacteriana in

vitro frente a Staphylococcus aureus?

¢Presentara la forma farmacéutica elaborada con el extracto que presente

mayor actividad in vitro, efecto antibacteriano in vivo en ratones albinos

infectados con Staphylococcus aureus?

1.3.- OBJETIVOS.

>

7
0’0

1.3.1.- OBJETIVO GENERAL.

Determinar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos etandlico y
cloroférmico de las hojas de la especie vegetal Flourensia polycephala
Dillon (Phauka) frenfe a Estafilococos aureus. .

Determinar el efecto antibacteriano in vivo de la forma farmacéutica
elaborada con el extracto de mayor actividad antibacteriana in vitro de la
especie Flourensia polycephala Dillon (Phauka) én un modelo de

infeccidn por Staphylococcus aureus en ratones albinos machos

1.3.2.-OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener los extractos etandlico y cloroférmico de las hojas de la especie
vegetal Flourensia polycephala Dillon (Phauka), determinar el porcentaje
de humedad, porcentaje de rendimiento e identificar los metabolitos

secundarios presentes.

Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de los extractos
etandlico y cloroférmico de las hojas de la especie vegetal Flourensia
polycephala Dillon (Phauka) frente a cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923. -



<
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Determinar la susceptibilidad bacteriana de los extractos etandlico y
cloroférmico de Flourensia polycephala Dillon (Phauka) por el método de

difusion en agar, frente a Staphylococcus aureus.

Comparar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos etandlico y
cloroférmico de las hojas de Flourensia polycephala Dillon (Phauka)
sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 con dos

medicamentos patron (neomicina y bacitracina).

Formular y elaborar una forma farmacéutica semisdlida de aplicacion
epidérmica a partir del extracto que presente mayor efecto antibacteriano in

vitro.

Determinar el efecto antibacteriano “in vivo” de la forma farmacéutica
elaborada con el extracto de mayor efecto in vitro de la especie vegetal
Flourensia polycephala Dillon (Phauka), en un modelo de infecciones
dérmicas producidas en ratones albinos machos, frente al farmaco patrén

unguento neomicina y bacitracina.

1.4.- IMPORTANCIA Y JUSTIFICACION

El presente trabajo tiene por finalidad, brindar una alternativa al tratamiento de

las infecciones dérmicas producidas por Estafilococos aureus que se

presenten en nuestro medio.

Teniendo en cuenta que en el afio 2004 dentro de los principales grupos de

morbilidad registrados por consulta externa en la Direccion de Salud Cusco las

infecciones de la piel y del tejido subcutéaneo ocupa el décimo lugar, con 15645

pacientes que corresponde al 1.83% del total. Esto podria deberse a las

[infecciones producidas por Staphylococcus aureus. (43)(45)



A causa de la constante emergencia de cepas de S. aureus resistentes a una
gran variedad de agentes terapéuticos, surge la necesidad de investigar
nuevas alternativas terapéuticas, dandole prioridad al estudio de extractos
vegetales; puesto que la mayoria de éstos poseen propiedades medicinales
que pueden ser aprovechados principalmente en los paises en vias de
desarrollo, en donde la utilizaciéon de plantas con finalidad terapéutica resulta

mas accesible a la poblacion.

Considerando que el Perd, es un pais que cuenta con una gran diversidad de
plantas, cuya actividad terapéutica no ha sido estudiada en su totalidad, resulta
importante realizar estudios acerca de los beneficios de las mismas y asi
puedan ser aprovechados dentro del campo médico. Por consiguiente, este
estudio tiene como finalidad comprobar el efecto inhibitorio sobre la bacteria S.
aureus de las hojas de Flourensia polycephala Dillon (Phauka) popularmente
para tratar enfermedades de la piel en heridas y golpes y ser utilizadas como
tratamiento alternativo para las infecciones causadas por esta bacteria,

ampliando las opciones terapéuticas en nuestro pais.

Por tal razén es necesario el conocimiento cientifico de las propiedades
antibacterianas de Flourensia polycephala Dillon (Phauka) y difundir su uso
terapéutico. Es importante estudiar dicha planta andina, ya que realizando el
presente trabajo de investigacibn pueda demostrar el probable efecto
antibacteriano frente a Estafilococos aureus microorganismo causante de
infecciones dérmicas, y asi de esta manera incentivar el desarrolio de nuevos

estudios de dicha especie vegetal.



1.5.-HIPOTESIS.

% Los extractos etandlico y cloroférmico de las hojas de la especie vegetal
Flourensia polycephala Dillon (Phauka) presentan diferente actividad
antibacteriana in vitro frente a Staphylococcus aureus.

)
0.0

El extracto de la especie vegetal Flourensia polycephala Dillon (Phauka)
que presenta mayor actividad antibacteriana in vitro frente a Staphylococcus
aureus; incorporado a una forma farmacéutica semisélida, presenta buen
efecto antibacteriano in vivo en ratones albinos machos en un modelo de

infecciones dérmicas.
1.6.- LIMITACIONES

% La poca informacién bibliogréfica sobre la especie en estudio, pues sélo se
pudo encontrar antecedentes de especies relacionadas y que pertenecen a

la misma familia botanica.

+ El laboratorio de microbiologia de la Carrera profesional de Farmacia y
Bioquimica, no cuenta con el material suficiente para el desarrollo de la
parte microbiolégica de este trabajo de tesis, por lo que tuvo que realizarse

en el laboratorio de Microbiologia de la facultad de Medicina Humana.



CAPITULO I
MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1 ANTECEDENTES DEL ESTUDIO
2.1.1. ANTECEDENTES ETNOBOTANICOS

> Mantilla Holguin Justo; Olazabal Castillo Oscar instituto de ecologia
" y plantas medicinales “Pachamama Hampi Qhoranchiskuna” Peri 2008
(39). Indican que esta planta es utilizada en Heridas, las hojas chancadas se
pone encima de las heridas; en Golpes, las hojas secas se muelen y se mezcla
con alcohol, para luego pasarse por la parte afectada; en Reumatismo, se
realiza un err;plasto con "chiri chiri", "yawarchong'a" y "maich’a", se coloca

cada dos dias.

> Delb6n Natalia, Eynard Cecilia, Jardin Botanico Gaspar Xuarez S.J.
Facultad de Ciencias Agropecuarias. Flourensia oolepis {Asteraceae).
Universidad Catdlica de Cordoba Argentina 2006 (15). Flourensia oolepis
(Asteraceae, n.v. Chilca) es una especie endémica, resinoso, esta especie ha
sido tradicionalmente utilizada como tintérea, aromatica, medicinal y para lefio
Actualmente numérosas investigaciones enfocan la caracterizacion de los

compuestos quimicos de la resina, e indagan la accion biocida y otros usos.
2.1.2. ANTECEDENTES SOBRE METODOLOGIA

» Martinez J., Sulbaran de Ferrer B., Ojeda de Rodriguez G., Ferrer a. y
Nava r. Revista de la facultad de Agronomia “Actividad antibacteriana
del aceite esencial de mandarina” Venezuela 2003 (40). Se estudio la
actividad antibacteriana y la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) del .
aceite esencial de mandarina (Citrus reticulada Blanco) variedad Dancy. Las
cortezas de las frutas fueron prensadas al frio para la obtencién del aceite.
Las. cepas bacterianas que se utilizaron para determinar la actividad
antibacteriana fueron: Baciffus subtilis, Staphylococcus aureus ATCC
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259923, Listeria monocytogenes, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, y Escherichia coli ATCC 25922. La
actividad antibacteriana se determind por el método de difusion en agar
utilizando las siguientes concentraciones de aceite: 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 y 100%. La CMI se determind por el método de dilucién en caldo
utilizando 6 concentraciones. El aceite esencial presentd actividad
antibacteriana del tipo bactericida contra B. subtilis, S. aureus y L.
monocytogenes a todas la concentraciones excepto al 1%. La CMI del
aceite esencial de mandarina variedad Dancy para B. subtilis fue de 9%,
para S. aureus y L. monocytogenes fue de 7%.

Valle Alvarez Gladys Maria, Déjalo Michelena Mercedes; McCook Noa
Leysis, Piloto Fernandez Marta, Sebazco Pernas Caridad; Ruiz Alcorta
Vladimir instituto superior de medicina militar “Modelo de herida
infectada” Cuba 2005 (59). Se estableci® un modelo bioldgico para
reproducir una infeccién en heridas quirdrgicas por Staphylococcus aureus
en 10 cobayos machos de la linea Hartley con un peso variable entre 269-
320 g. Se realizaron colgajos curvos en la piel a cada lado de la linea media
de aproximadamente 2 cm de didmetro y se aplicé con hisopo un cultivo
bacteriano de Staphylococcus aureus procedente de un aislamiento clinico
a una concentracion de 2 x10% UFC. Seguidamente se sutur6 la piel en su
posicion normal y se evaluaron los signos de infeccidén durante 72 h, al
término de las cuales se realizé el sacrificio y la toma de muestra del tejido
infectado para estudio histopatolégico. Desde el punto de vista
macroscopico se observé edema, rubor, exudacion y absceso. Al estudio
microscopico se encontro predominio de infiltrado agudo en toda la piel
desde la epidermis y la dermis inferior que en el 30 % de los animales
incluyé la muscular con presencia de fibrina. En el estudio microbioldgico se
recuperd Staphylococcus aureus con similar patrén anti biotipo al de la cepa
inoculada. Estos resultados permiten Concluir que bajo las condiciones de
_trabajo sefialadas se logré la infeccion de heridas quirdrgicas, lo que
coincide con lo reportado internacionalmente. Este modelo constituye una

ayuda eficaz en estudios terapéuticos de las infecciones por este germen.
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> Avellaneda Saucedo Senovio, Rojas Hernandez Nidia M., Cuéllar
Armando y Fonseca Juarez Rosa Maria “Actividad antibacteriana de
Diphysa minutifolia Rose” México 2005 (3). Se realizé un anélisis
fitoquimico y de la actividad antibacteriana del extracto alcohdlico de la
corteza de Diphysa minutifolia Rose (Leguminaceae), colectada de la Region
Tierra Caliente del Estado de Guerrero, México. El estudio quimico
cualitativo del extracto sugiri6 fa presencia de compuestos reductores,
flavonoides, fenoles y taninos. Para determinar su posible efecto
antibacteriano, el extracto se enfrentd a 33 cepas bacterianas de la coleccion
ATCC y de otros origenes por el método de difusion radial en monocapa en
medio con agar y con pocillos cilindricos. La concentracién maxima del
extracto evaluado fue 100 mg/mL. Se determiné que el extracto alcohdlico
posee actividad inhibitoria frente al 84,3 % de las cepas bacterianas
probadas incluyendo Gram positivas y Gram negativas y que su efecto es
bacteriostatico y bactericida. Para valores de concentracibn minima
inhibitoria de 100 mg/ mL, este extracto presentd baja actividad sobre el 37,0
% de las cepas probadas, con valores entre 25 y 50 mg/mL mostré mediana
actividad sobre el 29,6 % de las cepas y para valores de concentracidon
minima inhibitoria inferiores a 12,5 mg/mL, tuvo elevada actividad sobre el
33,3 % de las cepas. El extracto presento efecto bactericida sobre el 66,6 %
de las cepas bacterianas inhibidas (54,4 % de total de cepas ensayadas). Se
requieren estudios posteriores para dilucidar la naturaleza de los principios
activos de la corteza del tronco de esta planta, responsables de las

propiedades antibacterianas del extracto evaluado.

Avila Liliana, Baquero Eduard, Vifia Amparo, Murillo “Actividad
Antibacteriana DE Diplostephium tolimense Cuatrec. (Asteraceae)
frente a Staphylococcus aureus”, universidad de Antioquia, Medellin
Colombia 2006 (4). Se presenta el estudio de la actividad antibacteriana de
la especie vegetal Diplostephium tolimense Cuatrec. (Asteraceae), colectada
en el paramo del Nevado del Tolima, la cual ha tenido pocos estudios
quimicos y Farmacologicos, al igual que muchas otras especies de este
ecosistema. A partir de un extracto etandlico crudo, y mediante particién

biodirigida, se obtiene la fraccibn mas simple de mayor actividad frente a
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Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Paralelamente se realizan analisis
fitoquimicos a las porciones de mayor bioactividad obtenidas durante todo el
proceso. Se observa que la accién antibacteriana se incrementa al aumentar
la simplicidad quimica del extracto, y que terpenos y flavonoides parecen
estar relacionados con la accién revelada. Se trata del primer reporte, hasta

la fecha conocido, de actividad antibacteriana in vitro para D. tolimense.

» Truyenque Ramos Ludwing. Realizo un estudio “efécto anti
estafilococico in vitro e in vivo de Argemone Subfusiformes
(cjarhuincho)” para optar el titulo profesional de Quimico
Farmacéutico en la Universidad Nacional San Antonio Abad Cusco
Facultad de Ciencias, Quimicas, Matematicas, Farmacia e Informatica
Cusco- Perua 2005 (57). realizé6 un estudio anti estafilocdcica in vivo e in
vitro del extracto hidroalcohdlico al 90% de la especie vegetal Argemone
subfusiformes (cjarhuincho) utilizando para este estudio cepas de
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis. Para la
determinacion de la actividad antibacteriana utilizo et método de difusion de
disco en agar y el método espectrofotométrico, con las que pudo determinar

la actividad anti estafilocécica de Argemone subfusiformes (cjarhuincho).

> Lopez, H.F.L., Villagéomez, LJ.R y Castro-Rosas J. Centro de
Investigaciones Quimicas, Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria,
Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo. “Efecto Antimicrobiano
de Flourensia resinosa” (T.S. Brandeg) Blake. 2006 (31). Se trabaj6é con
Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae, V.
parahaemolyticus, Staphyloccocus aureus, Pseudomonas aeruginosa Yy
Escherichia coli; no patégena, enteropatégena, enterotoxigénica y entero
invasiva. Las plantas se separaron en tallo, flor y hojas; a partir de estos, se
obtuvieron extractos con agua, etanol, hexano y acetato de etilo. Por
separado, cada exitracto se ensayd contra cada microorganismo. La
actividad antimicrobiana se investigd con ayuda de discos de papel
impregnados de los extractos y colocados sobre medio de cultivo inoculado

con los microorganismos.
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> Ramirez a. Luis; Diaz b. Hilda, Universidad Tecnoldgica de Pereira
Colombia “actividad antibacteriana de extractos y fracciones del
ruibarbo (Rumex conélomeratus) ruibarbo” Colombia 2007 (50). Se
realizd una investigacion de los extractos y fracciones etandlicos de la
raices, hojas y espigas de Rumex conglomeratus donde presentaron
actividad inhibitoria frente a Estafilococos aureus ATCC 25923. La fraccién
etérea de espigas fue efectiva contra Escherichia coli ATCC 25922. Las
contra placas de la bioautografia tratadas con fluorescencia y vapores de

amoniaco sugieren la presencia de flavonoides y quinonas.

> Sheeja E Edwin e, Toppo E, Tiwari V, Dutt Kr Department of Herbal
Drug Research, b.r. Nahata College Pharmacy & Contract Research
Center, Mandsaur “Efecto antimicrobiano de las hojas de buganvilla
(Bougainvillea glabra Choisy)” Colombia 2007 (54). Se realiz6 el presente
estudio para examinar la actividad antimicrobiana mediante un método de
difusion en disco con una concentracién de 500 ug/disco de extracto, utilizando
ofloxacina (5 pg/disco) como estandar. Los organismos utilizados fueron
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus y Proteus vulgaris, y se determind la zona de inhibicién. Los extractos
de la planta mostraron una significativa actividad antimicrobiana en el presente
estudio. Los resultados obtenidos corroboran o sostenido por los profesionales

de la medicina locales.

> Pérez Jorge; Isaza Gustabo; Acosta Sandra “Actividad
Antibacteriana de Extractos de Phenax Rugosus y Tabebuia Chrysantha”
Chile 2007 (49). Se evaludé la actividad antibacteriana de extractos
metandlicos, cloroférmicos y de éter de petrdleo de [as hojas de Phenax
rugosusy Tabebuia Chrysantha frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Escherichia coli, Proteus vulgaris y Pseudomona aeruginosa; en
los resultados obtenidos se observa muy leve actividad antibacteriana con los
extractos metandlicos de ambas plantas; los extractos cloroférmicos y los
etéreos no presentaron actividad antimicrobiana. Estos hallazgos indican que

posiblemente el uso empirico de estas plantas no se deba a un efecto
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antibacteriano, pues las concentraciones de los extractos que inhiben el

crecimiento bacteriano son demasiado altas para considerarlas antibacterianas.

> Vega Conza Marilyn. Realiz6 un estudio de la “Actividad
Antimicética y Antibacteriana in vitro de las hojas de Juglans neotropica
(nogal) sobre Trychophytum rubrum y Staphylococcus epidermidis,
Microorganismos Causantes se Infecciones Dérmicas” para optar el titulo
profesional de Quimico Farmacéutico en la Universidad Nacional San
Antonio Abad Cusco Facultad de Ciencias, Fisicas, Quimicas,
Matematicas, Farmacia e Informatica, Cusco - Pera 2009 (61). realizd un
estudio antimicético y antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico al 70%
de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal” sobre cepas de Trychophytum
rubrum y Staphylococcus epidermidis. Para la determinacion de la actividad
antimicética utilizé el método de excavacién en placa y para la determinacién
de la actividad antibacteriana utilizo el método de kirby Bauer o disco difusidn.
Con las que pudo determinar la actividad antimicética y antibacteriana de

Juglans neotropica Diels “nogal”.
2.1.3. ANTECEDENTES DE ESTUDIO DEL GENERO FLOURENSIA

> Delb6n, Natalia; Cosa, Maria Teresa; Dottori Nilda, Laboratorio de
Morfologia Vegetal, Facultad de Ciencias Exactas Fisicas y Naturales.
Universidad Nacional de Coérdoba, e Instituto Mdltidisciplinario de
Biologia Vegetal (I.M.B.1.V.). C.C. 495. 5000 Cérdoba. Argentina. 2007(15).
Se realiz6 un estudio comparativo de la fisiologia de Flourensia campestris
Griseb. Y Flourensia oolepis S. F. Blake, habiéndose comprobado que la
~ anatomia de los érganos’ vegetativos; en ambas éspecies es similar, sblo se
encontraron diferencias en la anatomia del pedunculo de la inflorescencia. Con
respecto a las estructuras secretoras se estudid la ontogenia y anatomia, su
localizacion y -patrén de distribucion en el cuerpo de la planta. Se presentan en
tallos y hojas de dos tipos: 1- tricomas glandulares, constan generalmente de
12 células, dispuestas en dos hileras, el pie es pequefio bicelular biseriado y
una gran cabezuela pluricelular biseriada de contenido denso; son abundantes

en los tallos y hojas jovenes y responsables de la secrecidn resinosa y el brillo
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de las hojas. 2- conductos secretores, se encuentran asociados al sistema
vascular, se.originan por procesos esquizdgenos y estan formados por un
epitelio secretor uniestratificado, rodeado por una vaina parenquimética.
Ayudarian a proteger a la planta de herbivoros y patdégenos. Ambas especies
han desarrollado una variedad de modificaciones estructurales en los tallos y

hojas por lo que muestran estar bien adaptadas a su habitat.

> Guerrero Rodriguez Eugenio, Solis- Gao.na Susana, Hernandez
Castillo Francisco Daniel, Sandoval Lépez Victor, Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN), Depto., de Parasitologia Agricola,
“Actividad bioldgica in vitro de Flourensia cernua. c.d en patdogenos de
cosecha: Alternaria alternata, Colletotrichum gloesporioides y Penicillium
digitatum” Revista mexicana en Fitopatologia. 2007 (22). evalu6 el
extracto de hojas frescas de Flourensia cernua sobre la inhibicidon miscelar y
esporulacion de Alternaria alternata, Colletotrichum gloesporioides y Panicillium
digitatum, los extractos se obtuvieron con metanol y cloroformo 1:1, y con
extraccion sucesiva con hexano, éter di etilico, etanol, las concentraciones
fueron de 500, 1000, 2000,4000 mg por litro en medio de cultivo papa-
dextrosa- agar. Los analisis de espectro infrarrojo se realizaron en
espectroscopio mediante la técnica de infrarrojos transformados de Fourier
(FTIR). EI mayor rendimiento de resina 19.1% se obtuvo con metanol:
cloroformo. La inhibicién del micelio en Alternaria alternata fue mejor con las
fracciones de hexano (91.9%) y metanol y cloroformo (88,4% a 4000mg/L),
mientras que Colletotrichum gloesporioides y Panicillium digitatum fueron
inhibidos en 93.4 y 94%, respectivamente, a partir de 500mg/L de la fraccion de
etanol; en todos los casos el efecto fue fungistatico, no se observaron conidios
Alternaria alternata con los extractos de etanol a 4000mg/L y metanol y
cloroformo a 2000 y 4000mg/L, el extracto etandlico desde 2000mg/L provoco
la menor produccién de conidios en Colletotrichum gloesporioides los 4
extractos provocaron disminucién del ndmero de conidios de penicillium
digitatum, aunque no hubo diferencias estadisticas entre ellos. En general el
extracto etandlico fue el mas eficiente para inhibir el micelio y afectar la

produccion de conidios de Colletotrichum gloesporioides y Panicillium
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digitatum. Los espectros de FTIR de los extractos mostraron que las fracciones

tienen los mismos grupos funcionales pero en distinta proporcion.

> Cardenas Ortega C, Pérez Gutiérrez, Zavala Sanchez Miguel A, Aguirre
Rivera Juan R., Cuauhtémoc Pérez Gonzalez Facultad de Ciencias
Quimicas Universidad Auténoma de San Luis Potosi, Depto. de Sistemas
Biologicos, Universidad Auténoma WNietropolitana. “Actividad Anti
fungica de seis plantas sobre Aspergillus. Avus Link”. 2008 (12). Se
obtuvieron y evaluaron los extractos hexanico, cloroférmico y etandlico por
“percolacion y por calentamiento a temperatura de ebullicién; y los extractos
de hexano, cloroformo, diclorometano, etanol y metanol por maceracién de
Casimiroa pringlei, Decatropis bicolor, Chrysactinia mexicana, Heliopsi
longipes, Flourensia cernua, y Brickellia veronicaefofia. Se prob¢ fa actividad
antifingica de cada uno de los extractos obtenidos sobre Aspergillus avus
Link. Los resultados mostraron que los extractos hexanicos obtenidos por
“maceracion de D. bicolor y H. longipes, asi como los obtenidos por
percolacion de C. pringlei y, C. Mexicana, inhibieron significativamente el
crecimiento del microorganismo, sin embargo cuando se obtienen estos
extractos por calentamiento, la actividad antifungica disminuyd en forma
apreciable. La concentracién minima inhibitoria (CMI) de los extractos
hexanicos obtenidos por maceracion de D. bicolor y H. longipes y de los
extractos obtenidos por percolacion de C. Pringlei y, C. mexicana fueron 12.5,

12.5, 6.2 y 18.7 ug/mL respectivamente.

> Molina- Salinas Gloria Maria, Pefia Rodriguez Luis Manuel, Mata-
Cardena Benito David, Escalante- Erosa Fabiola, Sait- Fernandez
Salvador. “Actividad Antituberculosa de hojas de Flourensia cernua
hojase Comparacion de Métodos de extraccion y técnicas de
fraccionamiento”. (5° Reunion nacional de investigacién en Productos
Naturales Universidad de Guadalajara 2008 (44). Se evalu6 distintos tipos
de extraccion, maceracion estatica, maceracion dinamica, extracciéon asistida
con. onda de microondas extraccion soxhlet y decoccion, fueron utilizados
para extraer los principios antituberculosos de hojas de Flourensia cernua.

Los términos de extraccion fueron comparados en términos de rendimiento de
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(%) y actividad antituberculosa en concentracién minima inhibitoria (CMI) de
los diferentes extractos en diferentes contra una cepa sensible y un farmaco
resistente de Mycobacterium tuberculosis. Aun cuando la extraccion soxhlet
y la extraccidn de maceracidén dinamica mostraron rendimientos ligeramente
mayores. Todos los extractos crudos presentaron baja 0 moderada actividad
‘contra las cepas farmaco-sensible, farmaco-resistente, de Mycobacterium
tubercufosis respectivamente. Ei fraccionamiento preliminar de los distintos
extractos crudos mediante particién liquido-liquido con disolventes de
polaridad ascendente, condujo a la obtencién de las correspondientes
fracciones de baja, mediana, de alta polaridad; la bioevaluacién de estas
fracciones revelé que en las fracciones de baja polaridad (hexanica) se
concentra la actividad antituberculosa. Con base a los resultados obtenidos, la
extraccion via maceracién dinamica etanol, seguida de una participacion
liqguido - liquido con hexano, representa la estrategia mas eficiente para
concentrar los metabolitos antituberculosos presentes en las hojas de
Flourensia cernua.

Los antecedentes en si no son de la misma planta en estudio sino de su
familia relacionada a ella debido a que no se encontraron referencias
bibliograficas de estudios en esta planta en los libros de medicina tradicional
investigados en las bibliotecas de Biologia, Farmacia y Bioquimica,
Hemeroteca de la UNSAAC, UNMSM, que resalta su poco uso, al menos en
el Perd, solo una referencia de su uso tradicional en el internet, siendo
encontradas en su mayoria referencias de estudios de algunas especies
cercanas que ya se mencionaron , que son muy similares a la planta de

- investigacion.
2.2 BASES TEORICO CIENTIFICAS.

2.2.1 ASPECTOS BOTANICOS DE LA ESPECIE EN ESTUDIO.

2.2.1.1 Caracteristicas de la familia Asteraceae. (1)
Plantas herbaceas anuales o perénnes, mas raramente arbustos o arboles. Se
caracterizan por presentar las flores agrupadas en capitulos, inflorescencia que

funcionalmente se comporta como una flor.
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Hojas sin estipulas, generalmente alternas, en ocasiones en roseta basal;

pueden presentar espinas.

La inflorescencia es un capitulo, que consiste en una estructura ensanchada
(receptaculo) donde se sitlan desde una a cientos de flores, rodeadas por las
bracteas del involucro. El receptaculo puede ser plano, céoncavo o convexo y

tener escamas o pelos entre las flores.

Flores hermafroditas, unisexuales o estériles. Sin cdliz o con éste
reemplazado por vilano de pelos o escamas; los pelos pueden ser lisos,
escébridos o plumosos. Corola formada por 5 pétalos soldados; puede ser
tubulosa, con forma de tubo (flésculos o flores flosculosas) o de lengueta con 3

o 5 dientes (ligulas o flores liguladas).

En un mismo capitulo todas las flores pueden ser flosculosas (Cirsium), todas
liguladas (Taraxacum) o una combinacion de flosculosas y liguladas
(Anthemis). Androceo formado por 5 estambres epipétalos soldados por sus
anteras (singenésicos). Son plantas entomdgamas. El gineceo es infero y

unilocular.

Fruto tipo aquenio o cipsela. Puede presentar en su extremo superior vilano,

en ocasiones sobre una prolongacion estrecha o pico.

Pueden almacenar inulina, un polisacarido, como sustancia de reserva en

6rganos subterraneos.

Distribucion: cosmopolita; diversidad: es la familia mas numerosa de las

plantas con flores, con unos 1100 géneros y 20.000 especies.

2.2.1.2 Nombre cientifico (39)
% Flourensia polycephala Dillon
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2.2.1.3 clasificaciéon taxondmica (34)

Dominio Eucariota
Reino Plantae
Subreino Viridaeplantae
Filo Magnoliophyta
Suborden Euphyllophytina
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Superorden Asteranae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Flourensia
Epiteto especifico polycephala — Dillon

Nombre cientifico Flourensia polycephala Dillon

Fuente: Herbario Vargas (CUZ). Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional
San Antonio Abad del Cusco (Anexo N° 1)

2.2.1.4 Nombres vulgares en esparnol: Phauka, Pauwka (39)
2.2.1.5 Descripciéon Botanica de la Flourensia polycephala
(Phauka) (34)

..
K

FOTOGRAFIA N° 2.1
Planta (Flourensia polycephala Dillon) (Phauka)
Fuente: V.C.S (Oropesa-Cusco)
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Plantas Anuales, bianuales, perennes, arbustos, o arboles. Raices
generalmente raices primarias, a veces fibroso. Tallos erectos generalmente, a
veces postrada a ascendente (tallos subterraneos caudices a veces lefiosas o
rizomas, a veces carnosos). Hojas generalmente alternas o opuestas, a veces
en roseta basal, raramente en verticilos; rara vez se establecen, generalmente'
pecioladas, a veces sésiles, a veces con bases'decurrentes en los tallos, las
hojas generalmente sencillas (a veces los margenes de 1, 2 + veces pinnadas,
rara vez compuesto. cabezas Inflorescencias indeterminadas (también
llamados capitulos); cada cabeza que generalmente incluye un involucro
alrededor de phyllaries (bracteas envolventes), involucros a veces subtendido
por, fuera o abaxial). flores bisexuales, pistiladas, funcionalmente masculinas,
0 neutro sépalos (cada ovario por lo general tiene un vilano de cerdas, las
barbas, y / 0 escalas, a veces en combinacion dentro de un vilano sola);
pétalos con nados, corola (3) 5-rosos, * actinomorfas o zigomorfas (uno o
ambos tipos en una sola cabeza; estambres 4 a 5, se alternan con l6bulos de la
corola, filamentos insertados en la corola, por lo general diferentes, anteras
introverso, generalmente con nados y formacion de tubos en torno a los estilos
(raramente filamentos con nados y anteras distintas, por ejemplo, Heliantheae,
Ambrosiinae); ovarios inferior, 2-carpellate, y 1-locular con 1 basalmente
adjunta, évulo anatropo; estilos de 1 en cada bisexuales, funcionalmente
estaminadas o pistiladas cada estilo generalmente rodeada en la base por un
nectario, distalmente 2-ramificada con papilas estigmatico tiene en la cara
adaxial de cada rama en las lineas 2 separadas o contiguas o en 1 banda
continua (estilos generalmente no ramificados en funcionalmente flores
masculinas), las ramas de estilo apice truncado o apéndices mas alla de las
bandas estigmatizante o lineas, normalmente apéndices papilados a hirsuto
distal en la abaxial (0 abaxial y adaxial) caras. Frutas (histéricamente llamado
aquenios) generalmente seco son relativamente gruesos, pericarpio duro, a
veces pico (rostrata) y / o alado , a menudo dispersa . Semillas 1 por fruto, ex

albuminosa; embriones recta.
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2.2.1.6 Composiciéon Fitoquimica. (39)(9)

‘Aceite esencial (mayor porcentaje terpenoides), las hojas contienen resinas,
flavonoides (desoxiflavonoides), fitoalexinas, cumarinas, compuestos fendlicos,

benzofuranos, acido p-cumarico.

2.2.2 Flora Normal de la Piel (27)
Debido a su continua exposicion y contacto en el ambiente, la piel es
particularmente apta para alojar microorganismos transitorios. No obstante, hay
una flora residente constante y bien definida, modificada en las diferentes
partes anatdmicas por secreciones.

Los microorganismos residentes predominantes de la piel son bacilos
difteroides aerobios y anaerobios Corynebacterium y propionibacterium,
Estafilococo no hemolitico aerobio y anaerobio Estafilococos epidermidis, y
ocasionalmente Estafilococo aureus, entre los posibles factores importantes
para la eliminaciéon de microorganismos no residentes en la piel estan: pH bajo,
acidos grasos en la secrecidn sebacea y presencia de lisozima. Ni el sudor
profuso, el lavado o el bafio pueden eliminar o modificar de manera significativa
la flora residente normal.

Con frecuencia, las bacterias aerobias y anaerobias se unen y causan
infecciones sinérgicas (gangrena, ascitis necrosante, celulitis) en piel y tejidos

blandos.
2.2.3 Infeccion:(27)

Multiplicacién de un agente infeccioso dentro del cuerpo. Por lo general, la
multiplicacién de bacterias de la flora normal del conducto gastrointestinal, piel,
etc., no se considera infeccién; la multiplicacién de las bacterias patdégenas (por
ejemplo de Salmonella — aun si la persona no presenta sintomas — si se

considera infeccion.
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2.2.4 Heridas y abscesos: (6)

Las infecciones asociadas con lesiones traumaticas ejm mordidas de animales
o de humanos, quemaduras, cortes o0 por la penetracion de objetos extrarios.
Frecuentemente son contaminadas con los miembros de la flora normal, varias
patogenias pueden estar asociadas con las infecciones de heridas, un
patégeno asociado con descarga purulenta es Stfaphylococcus aureus.
También se encuentran a menudo Pseudomonas aeruginosa y los anaerobios
Bacteroides y clostridium.

2.2.5 Patogenia de la infeccion bacteriana. (13)

La patogenia bacteriana se inicia con el proceso infeccioso y los mecanismos
que conducen al desarrollo de los signos y sintomas de la enfermedad. EI
resultado de la interaccion entre las bacterias y el huésped determinan las
caracteristicas que favorecen el establecimiento de las bacterias dentro del
huésped y su habilidad para lesionarlo, en oposicibn a los mecanismos de

defensa de huésped.
2.2.6 Infeccidn bacteriana de la piel. (27)(47)

Las infecciones de la piel pueden dividirse con fines clinicos en primarias y
secundarias. Las infecciones primarias tienen caracteristicas morfoldgicas vy
evolucién de la enfermedad distintiva, se inicia con la infeccién causada por un
solo tipo de microorganismo y por lo general surgen en la piel normal. Se
relacionan con mayor frecuencia los Estafilococos coagulasa -positivos o
Estreptococos Beta-hemoliticos. Las infecciones secundarias se originan en
areas de la piel dafiadas y las bacterias presentes se multiplican e invaden

areas cercanas para agravar y prolongar el trastorno subcutaneo adyacente.
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2.2.7 BACTERIA EN ESTUDIO: ESTAFILOCOCOS AUREUS

2.2.7.1 Genero estafilococos: (23)

El género Staphylococcus esta constituido por cocos grampositivos que
se agrupan en racimos. Son bacterias capaces de fermentar glucosa en
medio anaerobio y pueden sobrevivir en muchas condiciones ambientales
lo que permite que se hallen en multiples superficies, tanto orgéanicas
como inanimadas. Su capacidad variable de coagular el plasma los
subdivide en plasmacoagulasa positivos, caracteristicamente S. aureus o
Estafifococo dorado, y ptasmacoagulasa negativos 0 S. albus, entre los
que se distinguen varias especies.

2.2.7.2 Clasificacion del genero estafilococos. (13)

Dentro de este género se puede distinguir las siguientes especies:

) Estafilococos aureus
o Estafilococos epidermidis
o Estafilococos saprophyticcus.

A) Estafilococos aureus: (11)

Microorganismo gran positivo caracterizado por cocos con un diametro de
0.7um a 1.2um aparecen aislados, en pares, cadenas cortas y tienen una fuerte
tendencia a formar grupos.

Es la especie mas patdgena, agente etiolégico de muchas infecciones, también
conocido como estafilococo dorado por el pigmento no difusible de color

amarillo que forma bioquimicamente produce coagulasa y fermenta el manitol.

% Taxonomia (11, 13)
La Familia Micrococcaceae comprende cocos Gram positivos, no exigentes,
catalasa positivos, con agrupacidbn en racimos, aerobios o anaerobios
facultativos. De los tres géneros que la integran, Micrococcus, Planococcus
y Staphylococcus, este Ultimo es el Unico de importancia médica. Se
caracteriza por ser aerobio anaerobio facultativo, capaz de fermentar la
glucosa en anaerobiosis; poseer acidos teicoicos en su pared, y ser sensible a
la enzima lisostafina. Dentro del género Staphylococcus se conocen mas de
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20 especies, de las cuales S. aureus es la mas importante. Otras especies

como S. epidermidis y S. saprophyticcus son actualmente reconocidas

como capaces de actuar como patdgenos bajo determinadas circunstancias.

R’
0.0

O/
0‘0

Division taxonémica (6,13)
Reino: procariota
Divisién: bacterias
Seccioén: cocos gran positivos
Clase: escotobacteriales
Orden: eubacteriales
Familia: Micrococcaceae
Genero: estafilococos

Especie: aureus

Fisiologia.(21)

Son cocos gran positivos, inmoviles, aerobios y anaerobios facultativos

habitualmente estan dispuestos en racimos irregulares, no forman esporas y

tienen un tamanfo de 0.5um a 2um.

a)

b)

Catalasa: Los diferencia delos estreptococos catalasa-negativos se basa
en la descomposicién catalitica de H,O» en presencia de Fe +3.
Coagulasa: permite la diferenciacion con Estafilococos epidermidis y se
basa en la accidn de una enzima bacteriana que actia directamente sobre
el fibrindégeno, para producir un coagulo de fibrina en ausencia de Ca+2.
Fermentaciébn del manitol: para diferenciarlo de los Estafilococos
epidermidis, ya que el Estafilococos aureus degrada el manitol poli hidrico
a compuestos acidos en condiciones anaerobias.

Prueba de desoxirribonucleasa: se basa en la solubilizacion diferencial del
DNA completo, o sus fragmentos en acidos y lo diferencia de los

Estafilococos epidermidis.
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s Accion patogena:(48)

S. aureus es un microorganismo especialmente capacitado para producir
infecciones supuradas locales y a distancia. Por contacto directo o a través del
aire puede transmitirse de individuo a individuo. Particularmente importante es
su predisposicién a colonizar las fosas nasales desde donde puede distribuirse
por la piel y causar infecciones. En Ia poblacién normal se estima que entre un
20%-40% de individuos son portadores nasales de S. aureus.

Si los mecanismos defensivos iocales no son eficaces, S. aureus alcanza los
vasos linfaticos regionales y a partir de ellos el torrente sanguineo,
distribuyéndose por toda la economia. Esto puede dar lugar a la apariciéon de
multiples abscesos metastasicos de origen bacteriémico en cualquier parte del
organismo, son frecuentes los cutaneos, la artritis y/u osteomielitis en el curso
de una Sepsis Estafilococica. Ciertas cepas de estafilococo dorado estan
Capacifadas para liberar una serie de toxinas con efectos locales cutaneos,
como rash, epidermdlisis, etc., o bien generales, como el sindrome del shock
toxico.

Aunque S. aureus es una bacteria dotada de unos mecanismos patdégenos muy
importantes existen una serie de factores del hospedador que favorecen la

aparicion y desarrollo de la infeccidn estafilocdcica.

% Clinica:(21)(18)(46)

En la piel y mucosas pueden ser frecuentes procesos inflamatorios,
fordnculos, infeccion de heridas y quemaduras, procesos supurativos y
piégenos que cicatrizan con rapidez cuando estas drenan.

Las infecciones locales son particularmente importantes a nivel de la piel y de
los anejos cutaneos. Son tipicos diversos piodermas como las foliculitis,
forinculos, e impétigos que se caracterizan por ser lesiones supuradas, de un
pus amarillo cremoso, y que puede cursar con o sin fiebre. La infeccion por
Estafilococos aureus también puede Resultar de la contaminaciéon directa de
una herida, por Ejm, infeccién de las heridas pos-operatorias o infeccion
Después de traumatismos (fracturas abiertas, meningitis Después de fractura

de craneo).

25



Si el Staphylococcus sobrevive puede producir bacteriemia, puede producir

endocarditis, osteomielitis hematogena aguda, meningitis o infeccién pulmonar.
% Tratamiento:(7)(13)

Debido a la alta resistencia que ofrece el Estafilococo sobre todo a nivel
intrahospitalario, se debe usar penicilinas resistentes a Ia penicilinas (meticilina,
oxacilina, nafcilina, dicloxacilina), cefalosporinas (cefalotina, cefazolina,
cefalexina, y de tercera generacion), gentamicina, eritromicina, vancomicina,

lincomicina, clindamicina debido a que la mayoria de las cepas son sensibles.
% Epidemiologia (27)

Las principales fuentes de infeccidbn son las lesiones humanas que los
diseminan, los fomites contaminados provenientes de estas lesiones, asi como
el aparato respiratorio y la piel de los humanos. La propagacion de la infeccion

adquiere importancia adicional en los hospitales.
2.2.8. CRECIMIENTO MICROBIANO (26)

2.2.8.1. Fisiologia del crecimiento microbiano (36) (53)

Se entiende por crecimiento el incremento de materia viva, y por lo
general, el incremento en el numero de células y de la masa celular. En
microbiologia la palabra crecimiento se define como un incremento en el
numero de células. El crecimiento es un componente escencial de la
funcién microbiana, ya que en la naturaleza cualquier célula tiene un
periodo de vida finito y la especie de matiné como resultado def
crecimiento continuo de la poblacién. La tasa de crecimiento es una
medida de la modificacion delo numero de células o de la masa celular

en una unidad de tiempo.
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2.2.8.2. Nutricion microbiana (36)

Las células estan compuestas fundamentalmente de macromoléculas y
de agua, y las macromoléculas se componen de unidades més
pequerias denominadas mondmeros, en esencia, [a nutricion microbiana
consiste en suministrar a las células los ingredientes quimicos que
necesitan para hacer monémeros. Estos compuestos quimicos son los
nutrientes. Diferentes organismos necesitan diferentes tipos de

nutrientes y a menudo son especificos.

2.2.8.3. Medios de cultivo (53)

Los medios de cultivo son las soluciones nutritivas que se usan en
laboratorio para el cultivo de microorganismos. En microbiologia se usan
dos tipos generales de medios de cultivos; los quimicamente definidos y
los complejos o no definidos.

Los medios definidos se preparan afadiendo cantidades precisas de
compuestos organicos o inorganicos purificados a un volumen en agua
destilada. Por lo tanto se sabe la composicidon quimica exacta de un
medio definido. Sin embargo en muchos casos la composicion exacta de

un medio no es importante.

2.2.8.4 Cultivo de microorganismos en el laboratorio. (56)

Una vez que ha sido preparado un medio de cultivo, puede ser inoculado
(es decir, se le afaden organismos) y a continuacion incubado en
condiciones que favorezcan el crecimiento microbiano. En general se
tratara de un cultivo enéxico o puro, esto es, de un cultivo que contiene
solo un Unico tipo de microorganismo. Para mantener un cultivo enéxico
0 puro es esencial evitar la entrada de otros organismos. Un método
importante para obtener cultivos anéxicos o puros y para asegurar la

pureza de un cultivo es el uso de medios sdlidos en placas petri.

2.2.8.5. Medicion del crecimiento microbiano (30)
E! calculo del numero de células que existen en una suspension se
puede llevar a cabo mediante el recuento celular (microscopia, numero

de colonias), masa celular (peso seco, medida del nitrégeno celular,
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turbidimetria) o actividad celular (grado de actividad bioquimica con
relacién al tamafio de la poblacion). Todos estos métodos se clasifican

en dos apartados; métodos directos y métodos indirectos.

Métodos directos

Métodos indirectos

Recuento del numero de células en
una camara thoma.

Recuento de colonias en placa

Peso seco celular

Recuento sobre filtro de membrana

Determinacion de nitrégeno o de

proteinas totales

Consumo de oxigeno

Determinacion de DNA

Liberacidén de didxido de carbono

Concentracion de una enzima

Incorporacién de precursores

radioactivos

Medida de turbidez.

Fuente: Lastra Jorge; Arias Edison

(HTTP://MONOGRAFIAS.COM.TRABAJOS10/10CINCREC/10CINCREC.SHTM#DOS) (30)

2.2.8.6 Curva de Crecimiento Microbiano (25) (26) (30)

Si la bacteria crece en un medio liquido, en la mayoria de los casos las

células que se producen en cada division contindan su vida

independientemente formandose una suspensién de células libres.

El crecimiento en un “sistema cerrado” de este tipo esta sometido a leyes

que son validas para los organismos uni y pluricelulares. En la practica la

curva representa 4 fases:
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FIGURA N° 2.2

Curva de crecimiento microbiano en un cultivo discontinuo
Fuente: Gonzales cabeza (http://www.gonzalezcabeza.com/documentos/CRECIMIENTO_MICROBIANO.pdf) (25)

En el grafico se pueden distinguir 4 fases en la curva de crecimiento.

1.- Fase lag o de adaptacién:

Durante la que los microorganismos adaptan su metabolismo a las nuevas
condiciones ambientales (abundancia de nutrientes y condiciones de cultivo)

para iniciar la fase de crecimiento exponencial.

2.- Fase exponencial o logaritmica:

En ella la velocidad de crecimiento es maxima y el tiempo de generacion es
minimo. Durante esta fase las bacterias consumen a velocidad méaxima [os

nutrientes del medio. La evolucién del nimero de células durante esta fase se

explica con los modelos matematicos que describiremos a continuacion.
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3.- Fase estacionaria:

En ella no se incrementa el nimero de bacterias (ni la masa u otros parametros
del cultivo). Las células en fase estacionaria desarrollan un metabolismo
diferente al de la fase exponencial y durante ella se produce una acumulacién y
liberacién de metabolitos secundarios que pueden tener importancia industrial.
Los microorganismos entran en fase estacionaria porque se agota algun
nutriente esencial del medio o porque los productos de desecho que han
liberado durante la fase exponencial hacen que el medio sea inhospito para el
crecimiento microbiano. La fase estacionaria tiene gran importancia porque
probablemente represente con mayor fidelidad el estado metabdlico real de los

microorganismos en los ambientes naturales.

4.-Fase de muerte

Si la incubacion continla después de que una poblacion microbiana alcanza la
fase estacionaria, las células pueden seguir vivas y continuar metabolizando,
pero va a comenzar una disminucién progresiva en el numero de células
viables y cuando esto ocurre se dice que la poblacion ha entrado en fase de

muerte.
2.2.9 Actividad Antimicrobiana

2.2.9.1 Efectos de los agentes antimicrobianos sobre el crecimiento
bacteriano (26) (37)

A) Agentes antimicrobianos.
Los antibidticos y los quimioterapicos son compuestos quimicos capases de
inhibir el crecimiento e incluso destruir especies microbianas de forma
especifica a bajas concentraciones y sin toxicidad (o muy baja) para el

organismo humano.

B) Quimioterapicos: son agentes quimicos antibacterianos, producidos en

forma sintética o semisintética, en el laboratorio bioquimico farmacoldgico.
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C) Bacteriostatico.

Aguello que en las concentraciones que alcanza en el plasma y tejidos solo son
capaces de inhibir el desarrollo y la multiplicacién bacteriana, las cuales se
reanudan una vez que se suspende el tratamiento. Los antibidticos
bacteriostaticos resultan ser eficaces por que las bacterias cuyo crecimiento se
inhibe moriran con el tiempo o bien seran atacadas por los mecanismos de

defensa del huésped.

D) Bactericida.

Aguellos gque son capaces para destruir la bacteria, su accién terapéutica es,
por tanto, irreversible. El prototipo de este grupo lo constituyen los farmacos
que actuan sobre la pared o la membrana citoplasmatica.

2.2.9.2 Modo y mecanismo de accion de los antimicrobianos. (29,37)
a) Inhibicion de la sintesis de la pared celular

La pared celular rigida de todas las bacterias, salvo los mico plasma mantiene
su integridad cuando infectan al hombre, ya que son microorganismos
hiperosmolares con respecto a los tejidos y al liquido intersticial de los
mamiferos, la inhibicion de la sintesis de la pared bacteriana tiene por tanto
consecuencias bactericidas. Ademas dado que no hay pared celular en células
del ser humano, los antibacterianos que actiian mediante este mecanismo son
de accibn muy selectiva y, en principio, de escasa toxicidad para el enfermo.

El componente esencial de la pared es un mucopeptido (peptidoglucano) cuyo
sintesis es impedida por el antibidtico por inhibicion de los sistemas
enzimaticos correspondientes, la droga se fija en la pared celular y cuando se
produce la divisibn de la bacteria aparecen efectos en dicha pared el
microorganismo se hace osméticamente sensible, penetra liquido en el interior,

estalla y se lisa.las penicilinas, cefalosporinas, y vancomicina actuan asi.
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b) Lesion de la membrana celular(26)

El citoplasma de todo ser viviente esta limitado por la membrana
citoplasmatica, que sirve como barrera de permeabilidad selectiva y efectia
funciones de transporte activo, y por tanto, controla la composicion interna de la
célula. Si la integridad funcional de la membrana citoplasmatica se altera, las
macromoléculas y los iones escapan de la célula y sobreviene dafio celular o

muerte. La polimixina, nistatina, anfotericina B actian de este modo.
c) inhibicion de la sintesis proteica o de los acidos nucleicos (26)

Los antibidticos pueden inhibir la sintesis proteica bacteriana, generalmente en
forma reversible de las siguientes maneras. a) por inhibicion selectiva de la
sintesis o replicacion del DNA bacteriano: asi actian el acido nalidixico y
sus analogos, la griseofulvina, el metronidazol y otros.; b) inhibiciéon del DNA
polimerasa, por ligadura especifica afectando el metabolismo de los acidos
nucleicos e impidiendo la sintesis de todas las formas de RNA bacteriano. Asi
actian basicamente las rifampicinas; c) interferencia con la fusién de los
ribosomas bacterianos: estas estructuras bacterianas actan como una linea
de montaje en la sintesis proteica, por lo que la afectacion de su funcidén
provoca una supresion de la sintesis proteica. Los antibidticos que interfieren
con los ribosomas bacterianos actian de las siguientes maneras diferentes:
inhibicidn de la sub unidad 30S: asi actuan los aminoglucosidos, las
tetraciclinas y la espectinomicina. Inhibicién de la subunidad ribosomal 50S: asi
actuan el cloranfenicol y derivados, los macrolidos, los azucares complejos, la
espiramicina y la virginiamicina entre otros, fijacibn a enzimas virales
“esenciales para la sintesis del DNA, impidiendo la replicacion viral; asi actian
el aciclovir, la vidaravina; d) inhibicion de la sintesis del acido félico bacteriano.
Los agentes que actlan por este mecanismo no son antibidticos sino
quimioterapicos y son considerados aqui solamente para unificar los conceptos
acerca de mecanismos de acciéon. Estos agentes compiten con el PAB
interfiriendo con la sintesis de acido folico e inhibiendo secuencialmente la
enzima dihidrofolico reductasa. Asi actian las sulfonamidas, la trimetropima, la

~ tetroxoprima, la pirimetamina y las sulfonas. Los tetrahidrofolatos que se
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forman finalmente a partir del acido folico actian como enzimas necesarias
para la transferencia de unidades de un atomo de C, metilos, formilos, en la
sintesis de purinas, pirimidinas, componentes escenciales del DNA y RNA

bacterianos.

Existen antibiéticos (cloranfenicol, aminoglucosidos, macrolidos, tetraciclinas,
etc.) pueden inhibir la sintesis de las proteinas en las bacterias, actuando

sobre los ribosomas y de esta forma la vida de la bacteria queda blogueada.

BLANCOS DE ALGUNOS AGENTES ANTIMICROBIANOS

Sintesisdela  Sintesis de

‘ o,
Pared Celular la Proteina
(Inhibidores 50s) (Inhibidores 30s)
B ta- lactamicos

Macralidos Clindamicina Tetraciclina
Cloranfemicol Aminoglucdsidos

ADN Girasa
Fluoroquinolonas

ADN - Dirigido Metabolismo
ARN - Polimerasa del Acido Fdlico

Rifampicina

FIGURA N° 2.3

Fuente:
VELASCO ALFONSO. FARMACOLOGIA FUNDAMENTAL, 1° edicién en espaiol, Editorial San Marcos. Madrid.
Espafia. 2003 (60).
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1)

2)

3)

4)

2.2.9.3 Medicion de la actividad antimicrobiana (41) (46)

Método de Difusion en agar. Mediante este sistema se prueba la eficacia
de varios antibiéticos a partir de una siembra de superficie sobre un medio
solido de una éuspensién bacteriana, depositando a continuacién sobre
ellos discos de papel impregnado de antimicrobianos. Los antimicrobianos
se difunden en el agar himedo y se crea asi concentraciones
progresivamente decrecientes a partir del disco. Es aquella zona donde la
concentracidbn de antibiéticos es capaz de impedir el crecimiento de la
bacteria, aparece un halo de inhibicidn. Se valora los halos por patrones

-obtenidos de tal forma que se hayan correlacionado la CMI y el halo de

inhibicion de un Nro. Amplio de cepas.los resultados se representan en un
sistema de coordenadas, se traza la recta regresion que refleja la
correspondencia existente entre el halo de inhibicion y la CMI para un
antibiético determinado, de esta forma si conocemos el halo de inhibicién de
una cepa por el método disco- placa, trasladando este a la escala anterior

puede conocerse su CMI.

Dilucién en agar. Es considerado el método de referencia. En este
método, placas conteniendo una determinada concentracion de un
antibidtico son inoculadas con el microorganismo en estudio y luego son
incubadas. Después de la incubacion, se examina si el organismo crece o
no en cada una de las placas, con lo cual se determina la concentracion

inhibitoria minima (CIM) para el antibiético.

Dilucion en caldo. En este caso, tubos (macro dilucién) o micro placas
(micro dilucidn) contienen concentraciones crecientes de un determinado
antibiético. El organismo en estudio es inoculado en los diferentes tubos o
pocillos de la micro placa y la CIM es determinada después de la
incubacion, de la misma forma descrita anteriormente para el método de la

dilucién en agar.

E- test. Este método ha sido descrito mas recientemente y representa una

sofisticada combinacion de métodos descritos anteriormente. El E — test es
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5)

b)

mas simple que otros métodos para obtener una CIM. Utiliza una tira de
plastico que contiene concentraciones crecientes de un determinado
antibiético que van desde 0.016 ug/ml esta tira se pone sobre una placa, se
forma un area de inhibicion de forma eliptica, en el cual la concentracion

inhibitoria minima puede ser leida directamente.

Métodos automatizados. En este método existen varios sistemas que
ofrecen diferentes niveles de automatizacidbn para el estudio de la
susceptibilidad. Utilizan una mediciéon turbidimetria o fluorometrica para
detectar crecimiento bacteriano en un medio liquido. La mayoria de ellos
emplea el método de micro dilucion y periodos de incubacion menores que
los habituales. Estos métodos son bastante confiables para el estudio de
enterobacterias y otros gérmenes de crecimiento rapido, pero generalmente
no son adecuados para los de crecimiento lento o con requerimientos

especiales.
2.2.9.4. Interpretacion del Antibiograma (27) (46)

Susceptible: significa que la infeccidbn causada por ese organismo puede
ser apropiadamente tratada con las dosis habituales del antibidtico

estudiado.

Sensibilidad intermedia: esta categoria incluye organismos que son
inhibidos por concentraciones del antibiotico que estéan muy cercanas a las
alcanzadas en el plasma, por lo que pueden responder probablemente a la
terapia. Esta categoria, ademas, implica que ese antibidtico puede ser
usada si la infeccion esta localizada en sitios donde el farmaco es
fisioldbgicamente concentrado (quino lonas en vias urinarias), o cuando

pueden ser usadas altas dosis (ejemplo penicilinas).

Resistente. significa que el organismo no seria inhibido por el antibidtico en
las dosis habituales o que el organismo tiene mecanismos de resistencia

contra ese determinado antibidtico.
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2.2.9.5 Criterios de Toda y Col (10)

Para definir el tipo de actividad antimicrobiana, se utilizan, generalmente, los
criterios expuestos por Toda y Col. (1994)

TABLA N° 2.1

Criterios de actividad antimicrobiana atendiendo al halo de inhibiciéon

ACTIVIDAD HALO DE INHIBICION {mm)
Marcada 16
moderada 16< halo< 12
ligera 12< halo < 8
No actividad <8

Leyenda

mm: milimetros

Fuente: http://www.monografias.comftrabajos29/eficacia-cikron-v/eficacia-cikron-v-shtmi. {10)

2.2.10. CONTROL MICROBIOLOGICO
Los criterios para el control microbiolégico recomendados por la Organizacion

Mundial de Salud (OMS) y la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS)
son los siguientes:

¢ Criterio imperativo
¢ Criterio indicativo de higiene

| ¢ Criterio de alerta o Limites criticos
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CUADRO N° 2.1
CRITERIOS DE CONTROL MICROBIOLOGICO

CRITERIOS

PESO
EXTRACTO

BACTERIAS

CANTIDAD
PERMISIBLE

Criterio  imperativo:
este microorganismo
no debe
presentarse. La
presencia de este
indica un riesgo
elevado.

10g

Salmonella

Ausente

Criterio indicativo de
higiene: la presencia
excesiva de este
indica que la higiene
en el proceso ha
sido deficiente. Por
lo que el producto

podria rechazarse.

10g

Coliformes Fecales
(E. coli)

Ausente
rango aceptado
10 - 10% UFC

Criterios  alerta o
limites criticos:
significa que el
producto no debe
exceder los limites
especificados en

este rubro.

10g

e Aerobios
mesofilos
e Hongosy
levaduras

e 10%10° ufc/g

e 10%10° ufc/g

Leyenda: UFC: unidades formadoras de colonia
Fuente: Normas Técnicas de Control de Calidad DIGESA 2004.
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2.2.11 Farmacos utilizados como patrones en el ensayo in vitro:

2.2.11.1. BACITRACINA (24) (28)
Es un poli péptido que impide el reuso del lipido transportador de la membrana
citoplasmatica, por lo que inhibe el transporte del N-Acetil Muramico fuera de

la célula.

L-. P ] E{!—‘QS’ " U"Iﬁj ; ? ¥ﬂ .w‘ﬂuef
A M e A L . N N

=YY [ I,LN
Q"Lg ¢] :‘ik e g“ ",g vi""\.E“_“\]
X ® :
l:§“°lei1n " rmll'}‘u e

-z o A, ,_L%

N

neR, .~ Q e

i "‘ijr!m
FIGURA N° 2.4

Estructura quimica de bacitracina

Fuente: Goodman & Gilman 11° edicion (24)

Mecanismo de accién: Es un farmaco que inhibe la formacién de la pared
celular bacteriana. Actua en el interior de la célula al unirse al lipido portador de
fosfato de isoprenilo, al cual deja inservible, encargado de transportar
precursores de la pared celular desde el citoplasma de la bacteria al exterior de
la membrana celular. Por esto, la bacitracina carece del alto grado de toxicidad
selectiva antibacteriana de la mayoria de los antibidticos clasificados como
inhibidores de fa pared celular y también tiene capacidad para causar dafio a

células susceptibles de mamifero.

Farmacocinética: Debido a un alto grado inaceptablemente alto de
nefrotoxicidad cuando se administra por via sistémica, el empleo de la
bacitracina en le terapéutica anti infecciosa se limita a la aplicacidn topica en
forma de unglentos oftalmicos o dermatoldégicos y como polvo para

aplicaciones toépicas especiales, en sitios donde no se absorbe.
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Indicaciones: La bacitracina inhibe varios cocos y bacilos grampositivos y
algunas especies de Neisseria y Haemophilus. Debido a sus limitaciones
cuando se emplea sola en el tratamiento de infecciones superficiales de la piel,
se encuentra disponible para uso tépico mezclada con neomicina, polimixina o
ambas. Su otro empleo clinico principal es en la erradicacién de S. aureus
alojado en la nariz.

Efectos adversos: Las reacciones de hipersensibilidad a la bacitracina son

muy escasas. Es altamente neurotdxico, por este motivo es de uso tépico.

2.2.11.2 NEOMICINA (24) (28)
La neomicina es un farmaco de la familia de los aminoglucdsidos, que se utiliza
en clinica como antibiético bactericida. Se obtiene del Streptomyces fradiae.
Este compuesto de Neomicina A, B (la mas usada) y C. es hidrosoluble y mas

activo a PH alcalino.
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FIGURA N° 2.5
Estructura quimica de bacitracina

Fuente: Goodman & Gilman 11° edicion (24)

Mecanismo de accién: La neomicina es un farmaco anti infeccioso
perteneciente al grupo de los aminoglucésidos, los cuales inhiben la sintesis de
proteinas celulares. Se unen firmemente a la subunidad 30S del ribosoma
bacteriano e inhiben la sintesis de proteina e varios puntos, al bloquear la
actividad normal del complejo de inicio, al interferir con la unién a ARN y al
deformar el triplete coddén de ARN de modo que el mensaje se lea de manera
errdnea y se formen proteinas defectuosas.
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Indicaciones: Este farmaco puede emplearse por via tdépica en combinacion
con otros antibidticos (a fin de evitar el surgimiento dé bacterias resistentes)
contra infecciones superficiales por estafilococos o por gramnegativos. La
neomicina oral también se emplea para reducir la cantidad de flora intestinal en
pacientes con insuficiencia hepatica. La irrigacién de la vejiga con neomicina se
emplea en la prevencion o tratamiento de infecciones de vias urinarias en
pacientes con catéter uretral permanente o en aquellos que acaban de sufrir un

procedimiento urologico (por ej. Cistoscopia).

Efectos adversos: La neomicina es uno de los aminoglucésidos que tiene
mayor probabilidad de causar ototoxicidad por toxicidad coclear, relacionada
con la ablacién de células pilosas. La toxicidad coclear con neomicina es tan
grave que excluye su uso generalizado. Después de emplear una dosis
terapéutica intramuscular diaria de tan sélo 0.5 a 1g durante una o dos
semanas puede ocurrir sordera irreversible. La acumulacion de los
aminoglucdsidos en los tabulos proximales de la corteza renal predispone al

desarrollo de nefrotoxicidad.
2.2.11.3 Farmaco utilizado como patron en el ensayo in vivo:
1) Bacitracina Neomicina ungiiento (24) (28)

Es un medicamento destinado a uso dermatoldgico. Su empleo esté indicado
en los siguientes casos: Tratamiento de las infecciones cutédneas producidas
por microorganismos sensibles a sus componentes. Piodermitis, impétigo,
foliculitis, ectima. Infecciones en lesiones abiertas 0 quemaduras. Ulceras
dérmicas infectadas. Tratamiento complementario en casos de forunculosis o

antrax.

Accion Farmacoldgica
El espectro antimicrobiano de la Bacitracina abarca especialmente bacterias
grampositivos, tales como el género Streptococcus sobre todo el Streptococcus

pyogenes o Estreptococo hemolitico beta y el Strepfococcus pneumoniae 0
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neumococo, también actia sobre el Staphylococcus aureus. Tiene efectividad
contra cocos gramnegativos como los del género Neisseria-gonococo vy
meningococo. Ademas la asociacion fusoespirilar de la infecciéon de Vincent y
otras espiroquetas como el Treponema pallidum son afectadas; lo mismo que
el Actynomices israeli y la Entamoeba hystolitica. Su acciéon es
predominantemente bactericida y es semejante a la de la peniciling,
observandose sus efectos tanto in vitro como in vivo. La Neomicina es un
antibidtico de amplio espectro. Los organismos susceptibles son usualmente
inhibidos a concentraciones de 5 a 10 microgramos por mililitro, o menores. Las
especies grampositivos sobre las que actua son:. el Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Streptoccocus pyogenes, Corynebacterium diphteriae,
Bacillus anthracis y Mycobacterium tuberculosis. Algunas cepas de
Pseudomonas aeruginosas son resistentes a la Neomicina. Los gérmenes
gramnegativos altamente sensibles a la Neomicina son: la Escherichia coll,
Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris y sobre el
género Shigella. No actua en cambio sobre la Pseudomonas aeruginosas, ni
sobre Rickettsias, virus o protozoarios. Los efectos se observan tanto in vitro
como in vivo, su accién es preferentemente bacteriana, con la peculiaridad de

aumentar en intensidad en medio alcalino.

Contraindicaciones
El medicamento no se debe usar en pacientes con hipersensibilidad (alergia) a

alguno de sus componentes.

Dosificacion
Aplicar sobre la zona afectada 2 a 3 veces al dia, o de acuerdo a criterio

médico.

Formas de conservacion
Conservar en lugar fresco y seco a temperatura no mayor a 35°C y lejos del

alcance de los nifos.

Vias de administracion
Uso Tépico.
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2.3 Forma Farmacéutica

Es la disposicidn individualizada a que se adaptan las sustancias medicinales
(principios activos) y excipientes (materia farmacolégicamente inactiva) para
constituir un medicamento (14).

Formas farmacéuticas son mezclas, soluciones, destilados, extractos u otros
productos de sustancias en las cuales estas sustancias estan contenidas
parcial totalmente. (20)

Preparados farmacéuticos son productos obtenidos por medios manuales 0
mecanicos que pueden contener ademas de sustancias activas, también
excipientes y que muestran una determinada concentracidn en sustancia
activa. Su aspecto exterior puede ser liquido, solidd o en algunos casos
también gaseoso.

Estan contenidos en envases adecuados y rotulados de acuerdo con las

normas vigentes. (20)

2.3.1 Clasificacién
Formas liquidas.
Formas pulverulentas
Formas semisdlidas

Formas soélidas

2.3.2 Preparacion de Formas Farmacéuticas Semisoélidas para
Aplicacion Cutanea

¢ Definicién

Las preparaciones semisdlidas para aplicacion cutanea se formulan para
conseguir una liberacién local o transdérmica de los principios activos, o para
su accion emoliente o protectora.

Tienen un aspecto homogéneo. Las preparaciones semisélidas para aplicacion
_cutdnea estan constituidas por una base, simple o compuesta, en la cual
habitualmente estan disueltos o dispersos uno o mas principios activos. La
composicion de esta base puede tener influencia sobre los efectos de la

preparacién. (51,20)
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Las bases utilizadas pueden ser sustancias de origen natural o sintético y estar
constituidas por un sistema de una o varias fases. De acuerdo con la
naturaleza de la base, la preparacién puede tener propiedades hidréfilas o
hidréfobas; puede contener excipientes adecuados, como conservantes
antimicrobianos, antioxidantes, estabilizantes, emulgentes, espesantes y
agentes de penetracion.

Las preparaciones semisdlidas para aplicacion cutdnea destinadas.a ser
aplicadas en heridas abiertas importantes o en la piel gravemente dariada son
estériles. '

Se pueden distinguir varias categorias de preparaciones semisélidas para
aplicacién cutanea (14).

— pomadas,

— cremas,

— geles,

— pastas,

— cataplasmas,

— emplastos medicados.

Segun su estructura, las pomadas, cremas y geles presentan normalmente un
comportamiento visco elastico y propiedades de fluidos no newtonianos (el flujo

no empieza hasta que la fuerza aplicada adquiere cierto valor)

2.3.2.1 Formulacidén preparaciones semisoélidas
|._ Caracteristicas generales
PH: neutro o débil mente acido (similar a La piel)
Estabilidad fisica y quimica, compatibilidad con p.a. (51)

Il._ Propiedades reoldgicas:

Viscosidad: es un parametro que describe la resistencia que presenta un
fluido a su desplazamiento. La podemos definir como una resistencia al flujo.
Este parametro esta relacionado con las fuerzas existentes entre las moléculas

del fluido, que se oponen al desplazamiento.

lll._ Clasificacion excipientes y base: Tres tipos sustancias: polvos, grasas y

liguidos -Excipientes monofasicos: polvos, grasas, liquidos
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-Excipientes bifasicos: cremas, pastas grasas, pastas secantes

-Excipientes trifasicos: pastas frias, pastas cremosas (51)

EMULSIONES
Una emulsién es un sistema bifasico en el cual un liquido se dispersa, en otro

perfectamente, en forma de pequenas gotitas. (56)

If_ Emulsificacion._ la Emulsificacion de dos fases inmiscibles se logra
cuando se aplica energia al sistema (trituracidn u homogenizacioén) para formar
pequerias gotas y producir una barrera fisica o electrostatica, o de ambos tipos,
en torno a estas, para impedir su coalescencia. El conjunto de gotitas
dispersadés se denomina fase interna y el liquido en el que se dispersan, fase

externa. (56)

a) Agentes emulsificantes._ Son tensoactivos que se concentran en la
interfase de dos fases inmiscibles y reducen la tensién interfacial entre
ambas, generando una barrera en torno a las gotitas formadas y evitando la

coalescencia de las mismas. (35)

b) Formacién de crema._ Es la migracion de gotitas (fase interna) hacia la
parte superior o inferior de la emulsién, ocasionada por diferencias de
densidad entre las dos fases, el sentido del movimiento dependera de si la

fase interna es mas densa o0 menos que la externa. (35) (56)
c) Coalescencia._ Es la fusion de pequefias gotas para formar otras mas

grandes, con posterior separacion total de fases, de modo que las gotitas no

se reemulsifican por simple agitacién del producto. (56)
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2.3.2.2 Tipos de Emulsiones

a) Aceite en agua (O/A)

En este tipo de emulsién, el aceite se dispersa como gotitas en una solucidn
acuosa. Es la clase mas comun y siempre se prefiere para productos orales.
También se usa para productos externos, a los cuales se requiere eliminar

facilmente o se desea una preparacion sin sensacién grasosa. (56)

b) Agua en aceite (A/O)
En este tipo de emulsion, el agua se dispersa como gotas en un aceite o
material oleaginoso, se usa para impartir propiedades emolientes, lubricantes o

protectoras a los productos tépicos. (56)

Procedimiento para la elaboracion de emulsiones:

1. Pesar los componentes de la fase oleosa.

2. Pesar los componentes de la fase acuosa y reunirlos en otro recipiente.

3. A) Si la totalidad de los componentes de la formula son fluidos a temperatura
ambiente y, las caracteristicas del sistema emulgente lo permiten, se puede
proceder a la emulsificacion a temperatura ambiente.

B) Si se precisa calentar, los componentes (principios activos y excipientes),
tanto de la fase acuosa como de la oleosa, termolabiles o volatiles deberan
adicionarse al final del proceso de enfriamiento. _

4. Calentar la fase oleosa como minimo a la temperatura de fusion del
componente con punto de fusidbn més elevado, bajo agitacibn moderada para
asegurar su homogeneidad.

5. Calentar la fase acuosa a la misma temperatura que la fase oleosa, bajo
agitacion moderada para garantizar su homogeneidad.

6. Emulsificar por adicién de la fase acuosa sobre la oleosa. La velocidad de
adicién, duracidn, velocidad de agitacion y tipo de agitacion empleads,
dependera de las caracteristicas de cada formulacién.

7. En los procesos de emulsificacidn en caliente, proceder a estabilizar el
sistema mediante agitacién moderada durante toda la fase de enfriamiento.

8. Incorporacion del principio activo:

45



* Principios activos termolabiles o insolubles en la fase externa: disoiverlos o
dispersarlos en el minimo volumen posible de un solvente con la polaridad
adecuada (glicerina, propilenglicol, vaselina liquida, etc.), incorporandolos
cuando la temperatura de la emulsién haya descendido a unos 30°C — 35°C, en
el caso de una emulsién en caliente.

* Principios activos hidrosolubles no termolabiles: disolverlos en la fase acuosa.
* Principios activos liposolubies no termolabiles: disolverios en la fase grasa.

9. Proceder a la limpieza del material y equipo.

10. Medir el pH (20, 51,56)

2.3.3. Preformulacion (20)

Los estudios de Preformulacién consisten en la aplicaciéon de los conceptos
biofarmacéuticos a las caracteristicas fisicoquimicas del principio activo con el
objetivo de disefiar el sistema de liberaciébn adecuado, es decir la forma
farmacéutica. El desarrollo de una nueva formulacién implica una seleccién de
excipientes y la realizacién de un proceso tecnoldgico de complejidad variable.
Entre las razones que justifican la formulacién farmacéutica podemos destacar
las siguientes:

e Mejorar las caracteristicas organolépticas desagradables que presenten

algunos principios activos.
¢ Proteger al farmaco de una degradacion.
e Evitar la degradacion por accién de agentes externos (luz, oxigeno) etc.

e Alcanzar una distribucion selectiva del farmaco.

tas formas farmacéuticas con aplicacion topica presupone que no hay
absorcion del principio activo o bien que la velocidad de absorcion es
despreciable, de tal modo que nunca se alcazan en sangre niveles suficientes
para que aparezca cualquier tipo de respuesta farmacologica; en ofras
palabras, se persiguen efectos terapéuticos localizados cerca del punto de

aplicacion.
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2.4 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS (19)

= Absceso: coleccion localizada de pus en una cavidad formada por la
desintegracion de tejidos.

=  Ampolla: vesicula flacida grande, por lo general 1 cm de diametro.

= Antibacteriano: sustancia que destruye a las bacterias o les impide que
crescan y causen enfermedad.

*» Antimicrobiano: que destruye los microorganismos o que impide su
multiplicacion o crecimiento. agente que tiene esa accién.

» Bacteria: en general cualquiera de l0s microorganismos procariotas
unicelulares que se multiplican comunmente por divisién celular, carecen
de nucleo y organulos unidos a la membrana y poseen una pared
celular. ’

» Eccema: proceso inflamatorio superficial que afecta principalmente a la
epidermis, caracterizada por la aparicion precoz de enrojecimiento,
prurito, papulas, y vesiculas diminutas, exudacién, costras y mas tarde,
por cicatrizacion liquenificacion y, a menudo, pigmentacion.

» Eritema: enrojecimiento de la piel producido por congestion de los
capilares.

* Foliculitis: inflamacién de un foliculo.

» Foliculo: saco, depresion o cavidad con forma de bolsa.

» Gangrena: muerte tisular, generalmente de volumen considerable,
normalmente asociada a la pérdida de irrigacion vascular y seguida de
invasion bacteriana y putrefaccion.

= |nfeccidn: invasidon o multiplicacion de microorganismos en los tejidos
corporales, en especial la que causa una lesidon celular local por
metabolismo compO.etitiva, toxinas o replicacion celular.

« Impétigo: infeccion cutdnea estreptocécica o estafilocdcica,
caracterizadas por vesiculas que se vuelven pustulosas, se rompen y
forman costras amarillentas.

* Microorganismo: organismo microscépico; los de interés medico
incluyan bacterias, hongos, virus, y protozoos.

» Papula: pequefia lesion elevada y circunscrita de la piel.
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» Pus: producto de la inflamacién, liquido y rico en proteinas constituido
por células (leucocitos), liquido y restos celulares.

» Toxina: proteina conjugada producida por algunas plantas, ciertos
animales y bacterias patégenas, que son altamente tdxica para otros
organismos Vivos.

* Vesicula: pequefa elevacién circunscrita de la epidermis que contiene

un liquido claro; una ampolla pequenia.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1.- MATERIAL BIOLOGICO

R/
0’0

&
*

o
%

3.1.1 MUESTRA VEGETAL.

Se utilizaron las hojas de la especie vegetal Flourensia polycephala Dillon
(Phauka), siendo la zona de recoleccion de la muestra vegetal la localidad
de Oropesa (3350 m.s.n.m), ubicada al sur este de la ciudad de Cusco,
Provincia de Quispicanchis, Departamento del Cusco.

3.1.2 MUESTRA BIOLOGICA

Para la determinacion de la actividad antibacteriana in vitro se utilizé cepas
estandar de Estafilococos aureus ATCC 25923. Microorganismo
adquirido a través de laboratorios GENLAB del Peru, el cual esté
autorizado por MICROBIOLOGICS con licencia de ATCC.

Se utilizaron 24 ratones albinos machos de raza Mus musculus cepa Balb/c/
CNPB de 2 a 3 meses de edad con un peso promedio de de 25 gramos

obtenidos del bioterio del Instituto Nacional de Salud (INS). Lima.

3.2 MATERIALES E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO

YV V.V V V V

3.2.1 MATERIALES DE CAMPO.

Bolsas de polietileno.
Papel periddico.
Tijeras podadoras.
Papel kraf

Cuaderno de campo.

Lapiceros
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» Camara fotografica

3.2.2 MATERIALES DE LABORATORIO

Tubos de ensayo 5 a 10 mL.
Pipetas de 1ml 5mly 10mL.
Fiolas de 50y 100 y mL.
Matraz de 100mL.
Baguetas.

Gradillas.

Vaso de precipitados de 100 y 200 mL.
Placas de vidrio

Goteros de 10 Y 20 mL
Gradillas.

Embudos.

Micro pipetas de 100 pL
pizetas

Papel filtro.

Probetas de 10 y 100 mL.

Lunas de reloj.

¥ V.V V V V VYV V V VYV VY V V VYV VYV V¥V

3.2.3 MEDIOS DE CULTIVO

> Agar Muller Hinton.

> Agar tripticasa soya.

> Caldo brain heart infusién (BHI)
> Agua peptonada

> Agar plate count

3.2.4 REACTIVOS

» Agua destilada

Etanol 40°, 70°y 96° C
N-hexano Q.P

Eter etilico Q.P

Eter de petréleo

Y V V VY



Cloroformo QP

Acetato de etilo QP

Acetona

Metanol

Cloruro ferrico al 1%

Acido clorhidrico concentrado
acido sulfurico concentrado
Limaduras de magnesio
Reactivo Dragendorff
Reactivo de Mayer

VvV VV VYV ¥V V V V V V VY

Reactivo de Wagner

3.2.5 EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Estufa de cultivo Fanem modelo 002CB. Cultivo entre 25°C Y 56°C
Refrigeradora marca coldek

Fotocolorimetro clinicon MANNHEIM — 6MBH (340 -620 nm)

Horno Pasteur Memmert. T° max. 220°C

Balanza analitica electronica sensible al 0.001 g

Cocinilla eléctrica | '

Termoémetros de laboratorio (rango de temperatura. 0°C — 100°C)
Autoclave Modelo LS — B501 — 1. Pres. Max. 0.22 Mpa, T° max. 134°C

vV V. V V V V V VY

3.2.6 MATERIALES PARA EL ENSAYO IN (VITRO)
Discos de sensibilidad neomicina

Discos de sensibilidad bacitracina

Asa de siembra

Ligas

Mechero de alcohol

Guantes estériles

Barbijo

Jeringas de tuberculina

Espatula de drigraski

Frascos viales

Y V.V V V V V V V Vv V¥V

Jeringas de 10 mL.
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> Placas petri.

3.2.7 MATERIALES PARA EL ENSAYO IN (VIVO)

Neomicina sulfato + Bacitracina zinc 5mg/500Ul/g (ungtiento)
Gasas

Plastico estéril

Crema depiladora opilca
Bisturies

Vaselina

Lanolina

Acido estearico

Cera de abeja
Trietanolamina
Propilenglicol

Agua purificada

Tijera

vV V.V V V V V V V V V V VY VY

Soporte de madera para los ratones

3.2.8 OTROS MATERIALES
Algoddn

Jaulas de metal

Papel kraf

Papel secante

Papel de aluminio
Plumén indeleble

Pabilo

Cinta maskin

Hisopos de algodon

YV V V V V V V V V VY

Envase para la forma farmacéutica
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> 3.2.9 RECURSOS E INFRAESTRUCTURA

v' Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Humana de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

v" Laboratorio de Quimica de la Universidad Nacional de San Antonio Abad
del Cusco.

v' Laboratorio de Farmacologia de la carrera de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco.

3.3 METODOLOGIA
DISENO DE LA INVESTIGACION

3.3.1 TIPO DE INVESTIGACION '

El presente trabajo de investigacion es un estudio comparativo con disefio
cuasi experimental, es cuasi experimental por que se manipula
deliberadamente, al menos una variable independiente las dosis del los
extractos secos etandlico y cloroférmico de Flourensia polycephala Dillon
(Phauka). '

El estudio es prospectivo por que permite la observacidon del efecto
antibacteriano “in vitro” e “in vivo” segin va ocurriendo el proceso de
investigacion. ,

» Por el analisis y alcance de los resultados: estudio cuasi experimental

> Por el tiempo de ocurrencia de los hechos. Prospectivo

» Por el periodo y secuencia del estudio transversal.
3.3.2 DISENO DEL EXPERIMENTO

A) Diseio experimental para evaluar el ensayo de la Actividad
Antibacteriana “In Vitro”.

Para determinar la CMI de la actividad antibacteriana del extracto etandlico

y cloroférmico de las hojas de Flourensia polycephala Dillon (Phauka) se

siguid el disefio de post prueba y grupo control de la siguiente manera.
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CUADRO 3.1

Disefio para el ensayo de la actividad antibacteriana in vitro

GRUPO 3G, | 3G, | 3Gy | 3Gy | - 3Gy 3Gxy
TRATAMIENTO X Xy Xy Xv |~ Xxiv Xxv
EXPERIMENTAL

MEDICION DE LA PRUEBA | O, Ou | Om Ow - | Oxiv Oxv

3G;; 3Gi; 3G, e 3Gxiv:-3Gyxv: cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923 que fueron sembradas en las placas petri por triplicado.

Xi; Xu; Xy Xiv; — Xxm Xxwv: son las diferentes concentraciones del
extracto etandlico y cloroférmico fueron 0.1 mg/disco, 0.3 mg/disco, 0.5
mg/disco, 0.8mg/disco, 1.0 mg/disco,3.0 mg/disco, 4.0 mg/disco, 5.0
mg/disco,10.0 mg/disco, 20.0 mg/disco,30 mg/disco, 50 mg/disco

Xxv: concentracion del farmaco que fue utilizado como patrén, discos de
sensibilidad Bacitracina 0.04U, y discos de sensibilidad de Neomicina de
30ug.

O:. O, On; Ow; — Oxwv; Oxv: observacion y medicién de los halos de
inhibicion formados por las diferentes concentraciones de los extractos y

los farmacos patrén.

B) Disefio experimental para evaluar el Efecto Antibacteriano “In Vivo”

de la forma farmacéutica semisélida elaborada a base del extracto
que mayor efecto presente en el ensayo in vitro sea extracto
etandlico o cloroférmico de Flourensia polycephala Diflon
(Phauka).

Después de obtener la concentracién minima efectiva antibacteriano
del extracto que presente mayor actividad in vitro, se disefio la forma
farmacéutica.

G: Grupo de sujetos

X: Tratamientos, estimulo o condicién experimental
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O: Medicibn de

experimentacion.

respuestas que daran

CUADRO N° 3. 2

Disefio para el ensayo de la actividad antibacteriana “in vivo”

los sujetos de

GRUPOS DOSIS MEDICION DE LA
PRUEBA
G1 X1 O1
G2 X2 02
G3 X3 03
Donde:

G1=grupo de 4 ratones albinos tratados vaselina (control).
G2=grupo de 4 ratones albinos tratados con la formulacién (emulsion).

G3=grupo de 4 ratones albinos tratados con el farmaco patrén (bacitracina,

neomicina unguento).

X1=Aplicacion de la vaselina (control)

X2=aplicacidn con la formulacion (emulsién)

X3=Aplicacién del farmaco patron ungtento (Neomicina sulfato y Bacitracina

zinc 5mg/500Ul/g)

01, 02,03, O4 medicién de los dias de curacion de los ratones inducidos a una

infeccidn bacteriana por Staphylococcus aureus.
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3.4. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

3.4.1. DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO Y EL EFECTO ANTIBACTERIANO “IN VIVO”

VARIABLES INDEPENDIENTES

DEFINICION NATURALEZA | MEDICION ESCALA INSTRUMENTO PROCEDIMIENTO DE EXP FINAL
MEDICION

Extracto etandlico: es la

cantidad de extracto Balanza analitica 0.001g Se procedi6 a pesar el mg/mL

producto solido obtenido Cuantitativa Directa Razén de sensibilidad extracto seco (mg)

por evaporacioén del etanol, luego se realiz6 su

previa maceracion de las dilucién en alcohol al

hojas de este. Disuelto en 70%

agua destilada. (62)

Extracto cloroférmico: es Se procedio a pesar el

la cantidad de extracto Balanza analitica 0.001g extracto seco (mg) mg/mL

producto solido obtenido Cuantitativa Directa Razén de sensibilidad luego se realizé su

por evaporacion del etanol,
previa maceracion de las
hojas de este. Disuelto en

dilucién en tween 80

agua destilada. (62)
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VARIABLES DEPENDIENTES

DEFINICION NATURALEZA | MEDICION ESCALA INSTRUMENTO PROCEDIMIENTO DE EXP FINAL
MEDICION
Actividad
antibacteriana “in Se midio el diametro de los mm
vitro” sobre Cuantitativa Directa Razén Regla milimetrada halos de inhibicion del
Staphylococcus crecimiento bacteriano
aureus ATCC 25923: producido por las diferentes
capacidad de una concentraciones de los
sustancia que actuando extractos
sobre una etapa
esencial y especifica
del metabolismo
microbiano de inhibir el
crecimiento a algunos
microorganismos. (21)
INDICADOR
Diametro del halo de Cuantitativa Directa Razén Regla milimetrada Se midi6 los halos de mm

inhibicién del
crecimiento
bacteriano.

inhibicion.
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VARIABLES DEPENDIENTES

DEFINICION

NATURALEZA

MEDICION

ESCALA

INSTRUMENTO

PROCEDIMIENTO DE
MEDICION

EXP FINAL

| Evaluacion

antibacteriano “in
vivo” de la forma
farmacéutica
elaborada con el
extracto etandlico de
las hojas de
Flourensia
polycephala Dillon
“Phauka®”: sera el
resultado de la accién
de la forma
farmacéutica elaborada
con capacidad
antimicrobiana que
actué en la curacién de
las heridas infectadas
por S.aureus.

INDICADOR
Curacion de la
infeccion de los
ratones de
experimentacion

Cuantitativa

Cuantitativa

Directa

Directa

Razén

Razén

Observacién visual

Observacion visual

Se determiné los dias de
curacion que tardé en
curarse las heridas
infectadas en los ratones de
experimentacion.

Numero de dias que tardé en
curarse las heridas.

Ratones curados /Dias

Dias
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3.4.2. VARIABLES INTERVINIENTES
3.4.2.1 DE LOS RATONES DE EXPERIMENTACION
» Raza: poblacion con diferente distribucion de la secuencia de genes (2),
se utilizé ratones de la cepa Mus musculus, Bald/c.
= Sexo: tiempo que ha vivido el ratén (55). Para el experimento se usaron
ratones de 2 a 3 meses de edad.
* Peso: depende de [a masa del cuerpo def raton (5). Se utilizé ratones de

30 a 35 gramos.
= Alimentacidén: accidén de dar sustancias nutritivas (2). A los ratones se

les brindd una dieta balanceada a base de TOMASINO.

3.4.2.2 DE LA MUESTRA VEGETAL

= Estadio de crecimiento: se recolectaron las hojas durante la etapa de
floracion.
= Altitud de recoleccion: se recolectaron las hojas de la especie en

estudio de la localidad de Oropesa a una altitud de 3350 msnm.

3.4.3 CRITERIOS DE SELECCION

3.4.3.1. De la Muestra vegetal.
Criterios de inclusion:
> Se recolectaron hojas sanas, enteras, durante la floracién libre de

hongos, polvo, insectos.

Criterios de exclusion:
» Se excluyeron las muestras vegetaies las partes aéreas dariadas

o contaminadas con hongos, bacterias, polvo, marchitas, asi

mismo secas estando en el terreno de crecimiento.

3.4.3.2. De las bacterias.
Criterios de inclusion
> Se trabajo con las bacterias de Staphylococcus aureus ATCC
25923 que se encontré en buenas condiciones de temperatura,

humedad, y libres de contaminantes.
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> Siembra y repique adecuado de las bacterias de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 que fueron certificados por el [aboratorio
GenLAB SAC.
Criterios de exclusion
> No se tomaron en cuenta aquellas cepas que pudieron presentar

contaminacion.

3.4.3.3. De los ratones

Criterios de inclusion

» Se utilizaron ratones albinos machos de la especie Mus musculus
Bald/C/CNPB de 3 meses de edad.

» Condiciones de crecimiento y alimentacion de la especie: se
controlé que el ambiente sea adecuado y limpio para el nimero
total de ratones con una alimentacidén balanceada
administrandoles ratonina y tomasino.

Criterios de exclusion

» Se excluyeron a los ratones albinos machos de raza Mus

musculus Bald/C/CNPB que presentaron resistencia al desarrollo

de la infeccidon forzada que se practico en estos.
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3.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

FLUJOGRAMA N° 3.1
OBTENCION DE LOS EXTRACTOS SECOS ETANOLICO y CLOROFORMICO ANALISIS
FITOQUIMICO CUALITATIVO.

l Ubicacion y recoleccion ’

Limpieza y seleccion |= —=—ig

A

: erminacion
del

J

Estabilizacion y

secado

: :

Filtracion y

maceracion

Obtencién de los extractos
etandlico y cloroférmico

De Flourensia polycephala

Pruebas fitoquimicas

cualitativas.

Fuente: Elaboracion propia
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PROCEDIMIENTO
3.5.1. PREPARACION DE LA PLANTA EN ESTUDIO.
3.5.1.1 Recoleccion de la Planta en Estudio

Se recolectd la especie vegetal Flourensia polycephala Dillon (Phauka), en
el distrito de oropesa provincia de Quispicanchis departamento del cusco
ubicado a 21 km al sur del la cuidad del cusco a 3350 m.s.n.m.
Rebolecténdose las hojas sanas, frescas y libres de plagas empleandose como
recipientes bolsas de polietileno.

3.5.1.2 Identificacién Botanica: se realizé en el Herbario Vargas (CUZ) de la

Universidad Nacional San Antonio Abad Del Cusco.

3.5.1.3 Seleccion y secado de la Muestra

Una vez obtenida la muestra se procedié a la seleccion y limpieza de los
mejores ejemplares de hojas de la planta, luego se extendieron las hojas
seleccionadas en papel kraf para su secado el cual se realizé en un lugar

fresco, limpio, ventilado, en sombra a temperatura ambiente.

3.5.1.4 Molienda

Una vez secas las hojas seleccionadas de procedieron a molerlas con un
molino de cuchillas, previamente desinfectado, luego se tamizé la muestra para

obtener un producto homogéneo el cual se envasd en un recipiente de vidrio

oscuro y limpio con tapa hermética.
3.5.1.5 Determinacion del porcentaje de humedad
A una parte de la muestra selecdionada (5g) se determind el porcentaje de

humedad de la siguiente manera: se colocé 5 gramos de la muestra fresca en

una placa petri, previamente pesada, esta se llevé a una estufa con un rango
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de temperatura de 40°, se dejo secar hasta obtener un peso constante. Esta
operacion se realizd por triplicado.
Para la determinacién del porcentaje de humedad se aplico la siguiente

formulia.

Mf — Ms

Donde:

% H: Porcentaje de humedad
Mf: Peso de muestra fresca
Ms: Peso de muestra seca

3.5.1.6 Obtencion de extractos

La parte molida y envasada se sometié a maceracion con etanol al 70% y
cloroformo durante 15 dias, preferiblemente en un envase color caramelo.
Pasado este tiempo se procedié a filtrar el macerado. El producto filtrado se
puso en envases de boca ancha y se sometid a evaporacion a una temperatura
aproximada de 37°C.

Se realizo la extraccidon con etanol y cloroformo utilizando un sistema de
agotamiento hasta la obtencién del etanol de un color transparente y de igual

forma se realizo con el cloroférmico.

El porcentaje de extraccion se calculdé con la siguiente relacién para cada

extracto utilizado.

pf
WE =—x100
pi

Donde:

% E: Porcentaje de la extraccién del extracto.
Pf. peso del extracto seco

Pi: peso de la muestra molida
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3.5.1.7 Pruebas de Solubilidad

Para este ensayo se pesara aproximadamente 100 mg de los extractos secos
en diferentes tubos de ensayo, luego se agregaron a cada uno de ellos 1 a 3
mililitros de un solvente de diferente polaridad, asi como el agua, etanol a 40%,

70%,96%,cloroformo, acetato de etilo, éter etilico, hexano.

3.5.1.8 Analisis Fitoquimico Cualitativo
A unos cuantos gramos del extracto se le realizo un analisis Fitoquimico para

la determinacion de metabolitos secundarios. (ANEXO N° 3)

CUADRO N° 3.3
ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

SECUNDARIO
Benedict Azucares reductores y
glucésidos
Ninhidrina Aminoacidos
Shinoda Flavonoides

{ Cloruro ferrico

Compuestos fendlicos

Dragendorff y Mayer Alcaloides
Gelatina — sal Taninos

Hidroxamato ferrico Lactonas
Baljet Cumarinas
Borntranger Quinonas
Lieberman Burchard Esteroides

Fuente: villar del fresno, Angel (1999)
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3.5.2 Control Microbiolégico

Las muestras vegetales no estan libres de microorganismos y al momento de
su recoleccidn el riesgo de la contaminacién aumenta. Para disminuir la carga
microbiana se realiza el proceso de secado y esta carga también puede
reducirse durante el proceso de maceracién con etanol al 70% y cloroformo,
pero esto no nos garantiza que los extractos obtenidos este libre de
microorganismos, por lo cual es necesario realizar un control microbiolégico a
los extractos para evitar que durante el ensayo se produzcan posibles errores
en los resultados.

(Anexo N° 5)

Para la realizacion del control microbiolégico se procedidé segun los flujogramas

que se describen a continuacion.
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FLUJOGRAMA 3.2.
CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS ETANOLICO Y
CLOROFORMICO DE Flourensia polycephala Dillon (Phauka) EN BASE
AL CRITERIO IMPERATIVO.

(Salmonella)

Fuente: Elaboracién propia
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FLUJOGRAMA 3.3
CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOY
CLOROFORMICO DE Flourensia polycephala Dillon (Phauka) EN BASE
AL CRITERIO IMPERATIVO.

(Coliformes fecales)

Tomar 10 g de cada extracto -

Reahzar dllumones decxmales 1074, f
‘ 10—2 10— CE L

LRI

Colocar 1m| de las dlIuC|ones en tubos con-caldo lactosado B
oo S vende bnllante bms 2% por tnphcado ; e

- No hay
. Jproduccion:de

,APrueAb_a R
presuntiva - §
__positiva para.. §
) cohformes

' Ausencna de -
cohformes

Fuente: Elaboracion propia.
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FLUJOGRAMA 3.4
CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS ETANOLICO Y
CLOROFORMICO DE Flourensia polycephala Dillon (Phauka) EN
BASE AL CRITERO DE ALERTA O LIMITES CRITICOS.

(Mesofilos viables)

Reallzar dllucmnes decnmales g
10 1 10 ~2 10 3

Preceder a separar placas petn estenles 'y agregar: 1 5m| de - :
agar Plate Count & mcubara a 45°C {_; " :

Homogenlzar el moculo cohn el medlo de
. e cultlvo Sl e

Prueba negativa. &

- Prueba positiva::

Fuente: Elaboracion propia
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FLUJOGRAMA 3.5
CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS ETANOLICO Y
CLOROFORMICO DE Flourensia polycephala Dillon (Phauka) EN BASE AL
CRITERO DE ALERTA O LIMITES CRITICOS.

(HONGOS Y LEVADURAS)

Tom r~1 gramo delos |

rueba negativa: 3

Fuente: Elaboracion propia
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3.5.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA “IN VITRO”
A. ACTIVACION DE Stafilococcus aureus ATCC 25923

> Obtenida la cepa liofilizada de Stafilococcus aureus ATCC 25923, esta fue
sembrada en agar tripticasa soya (TSA) e incubada a una temperatura de
35°C por 24 a 48 horas segun las instrucciones.(ahexo 3)

» Para conservar la cepa se repico las colonias y se pasaron a tubos de con
agar TSA se incubaron por 18 y luego se refrigero..

B. ESTANDARIZACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO DE
Stafilococcus aureus ATCC 25923

» Una vez activada la cepa, se tomo una asada de esta la que fue inoculada
en 5ml de caldo BHI (Brain Heart infusion) e incubada a 37°C por 24 horas.

> Transcurridos las 24 horas se tomo 1ml del caldo que contenia la bacteria el
cual se paso a un matraz con 99ml de caldo BHI (Brain Heart infusién) (para

obtener una dilucion de 1:100) y luego se incubo a 37°C.

» Al cultivo anterior se le realizo una evaluacion del crecimiento a través de la
lectura de las densidades Opticas, primero al tiempo cero y luego a un
intervalo de una hora. La lectura de las absorbancias se realizo a una

longitud de onda de 623nm y se calibro con caido BHI puro.

» Se obtuvo la curva de las fases de crecimiento de la bacteria en estudio

realizando un grafico del tiempo vs absorbancia.

En el Flujograma N° 3.6 se resume la estandarizacién de la curva de

crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923
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FLUJOGRAMA N° 3.6
ESTANDARIZACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO DE Stafilococcus
aureus ATCC 25923.

- Activacion de las cepas de
Staftlococcus aureus ATCC-
! - 26923

Inocular una asada en 5 ml
de caldo BHI

no e e . v < e ®
Sl S S

( Incubar por 24 a 37 grados

f g RO - .
ST AT L A

iE

Colocar 1ml de cultivo
ame1 1or en 99n11 de caldo
BHI '

li
Vi

(Incubar a 37 grados durante '
foL toda la pmeba L

N Llftm

L
Leer las densidades Opticas
durante los mtervalos del
hora '

l»VL

Graficar la curva de
. crecimiento

Fuente: elaboracion propia
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A. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO

(Método de disco difusion en placa)

» Se prepararon las placas que contenian Agar Muller Hinton con una
cantidad de 20ml aproximadamente. Luego se incubaron a 37°C por 24

horas para el respectivo control de esterilidad.

» Se elaboraron los discos de sensibilidad con cantidades crecientes de
extracto de la siguiente manera: se prepar6 una solucidén saturada con una
concentracion conocida de los extractos, para el etanédlico con etanol al 70%
y para el cloroférmico con tween 80, se determind [a concentracidon en
mg/mL de la solucidon saturada. sabiendo cual es la concentracion en
mg/mL que contiene la solucion. Con ayuda de una micro pipeta se
colocaron las cantidades necesarias en discos de sensibilidad de papel

Whatman de 6mm de diametro y se dejo secar.

> Se cuitivo la especie bacteriana en estudio en 10ml de caldo BHI durante 5
a 6 horas (segun la curva de crecimiento), con la finalidad de realizar a

partir de este el sembrado en las placas.

» Una vez obtenida la suspensién bacteriana se procedio a la siembra por
agotamiento en superficie, con la ayuda de un hisopo estéril, en las placas

con agar Muller Hinton ya preparadas.

» A cada placa se le colocaron los discos de sensibilidad que contienen las
diferentes concentraciones del extracto y los discos de control con ayuda de

una pinza estéril.
> Se llevaron las placas a incubacién por 18 a 24 horas a una temperatura de

37°C, transcurrido este tiempo se realizaron las lecturas de los halos de

inhibicidn de crecimiento bacteriano.
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FLUJOGRAMA 3.7
PROCESO DEL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO

. _Placas con aoar Muller
| Hmton esten es"‘

/ Incubar 437 °C por 54,
o 6 horas o

:_.splacas Mullérk/
. Hinton *

Colocar los dlSCOS
de sens1b1hda> ;
con los extractos

L ,j:.de Sen51blhdad
 preparados conrlos |
- extractos "

resultados i

Fuente: elaboracion propia
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3.5.4. ESTANDARIZACION DE LAS CONCENTRACIONES
ANTIBACTERIANAS

A. PRUEBA PILOTO
Se realizd una prueba piloto para determinar la Concentracion Minima
inhibitoria y la Concentracion Maxima Inhibitoria para el ensayo de la actividad
antibacteriana, esto con la finalidad de realizar una estandarizacion de las
concentraciones antibacferianas. Para este ensayo se utilizaron diferentes
concentraciones de los extractos; los cuales se presentan a continuacion.
CUADRO N° 3.4
CONCENTRACIONES USADAS EN LAS PRUEBAS PILOTO

: COANC)ENTRACFIAONES PARA LA CON_CENTRACI@NES PARALA
. ACT{IV_IQAD ANTI)BACTERIANA N ACTI\’IIE»)AD\A'NTIBACTERI}\NA IN
" VITRO DEL EXTRACTO VITRO DEL EXTRACTO
ETANOLICO : ) CLOROFORMICO
Concentracién del extracto Concentracion del extracto
(mg/disco) (mg/disco)
0.1 0.1
0.3 0.3
0.5 0.5
0.8 0.8
1.0 1.0
3.0 3.0
4.0 4.0
5.0 5.0
10.0 10.0
20.0 20.0
30.0 30.0
50.0 50.0

Fuente: datos experimentales
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B. ESTANDARIZACION DE LAS CONCENTRACIONES

Las concentraciones estandarizadas se obtuvieron a través de la formula de
factor de incremento, teniendo en por referencia las concentraciones Minima y
Maxima inhibitoria obtenidas en la prueba piloto.

La formula es la siguiente:

F=\VI
Donde
F: factor de incremento

. — concentracion maxima
Liintervalo / concentracion minima

r: N -1= Numero de dosis en la serie logaritmica
N: Numero de concentraciones con las que las trabajo
Para determinar las concentraciones con las que se trabajo se procedio de la
siguiente manera.
TABLA N° 3.1
DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES ESTANDARIZADAS
PARA EL. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL
EXTRACTO ETANOLICO Y CLOROFORMICO.

OPERACION N° DE CONCENTRACION

Concentraciéon Minima .. | concentracion 1.

Concentracion 1 x F Concentracién 2

‘Concentracion 2 x F ~ | Concentracion 3

Concentracion 3 x F Concentracion 4

Concentracion4xF .~. ‘| Concentracion 5 : -

Concentracion 5 x F Concentracion 6

Concentracion 6 x F ** ‘Concentracion 7 - .

Concentracion 7 x F Concentracion 8

Concentracion 8xE - . | Concentracion 9

Conc‘entraciénVQ xF ‘ wConcentracién 10

Cong@ntraqié'rj MOXF-T,

.Conceniracion 11:

Concenffacién 1 1 X F

' ‘Concen4traci6'n 12
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3.5.5 ENSAYO CON LOS FARMACOS PATRON

Para cada ensayo se utilizaron farmacos patrén de acuerdo al tipo de
microorganismo. En este caso de la actividad antibacteriana se usaron discos
de sensibilidad de Neomicina 30u y Bacitracina 0.04Ul (farmacos que estan
contenidos en varias marcas de cremas indicadas en casos de infecciones de

la piel por Staphylococcus). En este caso se precedio segun el protocolo.

3.5.6 METODO PARA EL EFECTO ANTIBACTERINO IN VIVO (21)
INDUCCION DE LAS INFECCIONES BACTERIANAS EN LOS RATONES
ALBINOS MACHOS MUS MUSCULUS CEPA BALBI/C.

Se utilizaron 24 ratones albinos aproximadamente 30 y 35 g de peso,
suministrados por el Instituto Nacional de Salud (INS), los cuales se
mantuvieron en cuarentena durante 7 dias con suministro de agua y alimentos
a libre demanda. En el momento del estudio se les rasuro las regiones lumbo-
sacras, y se anestesiaran con pentobarbital sédico por via intraperitoneal (i.p.)
a 35 gr de peso corporal /1.4ml. Después de lavar la piel con agua y jabén, se
realizo desinfeccion local con Hibitane-alcohdlico y posteriormente el area
quirdrgica se cubrié con panos estériles, y se procedié a realizar colgajos
curvos de 1.0 cm de base en forma de media luna a ambos lados de la linea
media con un bisturi. Produciéndole una herida en el cual se inocularon por
. hisopado de los bordes cruentos de la piel, tejido graso y superficie
aponeurética con un crecimiento en caldo Brain Heart infusién (BHI) de
Staphylococcus aureus a una concentracion de 1 x 10° UFC y los animales se
colocaron en cajas individuales con viruta estéril. Las lesiones histicas se
observaran diariamente durante 72 h (tres dias) para detectar la aparicion de
aumento de volumen, con formacion de absceso y pus produciéndose una

infeccion.
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FLUJOGRAMA 3.8
METODO PARA EL EFECTO ANTIBACTERIANO IN VIVO.

Ratones alblnos
machos

(r Alzinmén‘tac‘iiiﬁﬁ:‘anbrg?:;: _
- demanda. -

Del 'estudib .

I COP mICFOblOIOQICO
t“'i - v1tro

Inducmon de : - Aislamiento e
_-infeccion en ratones _ identificacion dé. |

‘albinos- machos R “-microorganismo- -
o 2 j " s causantes de
I ' la infeccion

l S i
S/ N7 V4

- Un grupo de ratones
.como patrén: tratados
“con unguento de . i
aneomlcma y bacntracma l“‘z?

Ensayo antimicrobiano “in
vivo” del extracto a dosis

~ conomda en un grupo de ]
ratones

\Un grupo de ratones
~~como control.-

;
£
13
N /
Evaluacnon de
‘ Ios resultados. - -

Fuente: elaboracion propia
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PRE FORMULACION DE LAS FORMAS FARMACEUTICAS TOPICAS

POMADA

Formulacién 1: Pomada conteniendo 0.25g de extracto etandlico de las hojas de

Flourensia polycephala Dillon (Phauka).

Extracto etandlico de las hojas Flourensia polycephala Dillon (Phauka)
0.25¢g
Vaselina

Lanolina

7.00 g
3.00g

RESULTADO: Color verde opalescente, olor caracteristico, buena consistencia, la curacién de

la infeccion con esta forma farmacéutica demoré 6 dias. (4 Ratones).

Formulacién 2: Pomada conteniendo 0.5g de extracto etandlico de las hojas de

Flourensia polycephala Dillon (Phauka)

Extracto etandlico de las hojas de Flourensia polycephala Dillon (Phauka)
0.50¢g

Vaselina

Lanolina

7.00g
3.00g

RESULTADO: Color verde oscuro, olor caracteristico, buena consistencia, la curacién de la

infeccion con esta forma farmacéutica demoré 8 dias. (4 Ratones).

EMULSION

Formulacién 3: Emulsion O/W conteniendo 0.25g de extracto etandlico de las hojas de

Flourensia polycephala Dillon (Phauka)

Acido estearico
Cera blanca
Vaselina amarillo
Trietanolamina
Propilenglicol

Agua purificada: csp

Extracto etandlico

7.50 g
10049
400¢g
0.50¢g
400¢g
50.00g
0.25¢g

RESULTADO: Emulsion verdosa, presenta buena fluidez, de facil aplicacion, buena
estabilidad, la curacion de la infeccién con esta forma farmacéutica demord 4 dias. (4

Ratones).
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Formulacion 4: Emulsién O/W conteniendo 0.5 g de extracto etandlico de las hojas de

Flourensia polycephala Dillon (Phauka)

Acido estearico
Cera blanca
Vaselina amarillo
Trietanolamina
Propilenglicol

Agua purificada: csp

Extracto etandlico

750¢
1.00¢g
400¢g
050g¢g
400¢g
50.00g

0.50 g

RESULTADO: Emulsién verdosa, no presenta buena consistencia, tiende a secarse y perder

fluidez, inestabilidad con el tiempo se separa en dos fases, la curacién de la infeccién con esta

forma farmacéutica demord 9 dias. (4 Ratones).

PRUEBA PILOTO PARA ELEGIR LA MEJOR FORMA FARMACEUTICA PARA EVALUAR

EL EFECTO ANTIMICROBIANO (ANTIBACTERIANO) IN VIVO EN RATONES ALBINOS

FOTOGRAFIA N° 3.1

En la fotografia N° 3.1 se observa la
emuisiéon prepararada con el extracto
etanolico de las hojas de Flourensia
polycephala Dillon (Phauka) a una
concentracion de 0.25 gr vy al raton de
experimentacion el -cual fué curado,

favorablemente en 4 dias’

E_JEﬂte:__y.‘C.s,l;i, :
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FOTOGRAFIA N° 3.2

En la fotografia N° 3.2 se observa la
emulsién preparada con el extracto etanélico
de las hojas de Flourensia polycephala Dillon
(Phauka) a una concentracion de 0.5 gry al
raton de experiméntacion el cual fue curado
en 9 dias

Fuente: V.C.S

FOTOGRAFIA N° 3.3

P v S

En la fotografia N° 3.3 se observa la
pomada preparada con el extracto etandlico
de las hojas Flourénsia polycephala Dillon
(Phauka) a una concentracion de 0.25gr y
al raton de experimentacion el cual fue
curado en 6 dias.

o -Fdeﬁte: V.C.s

FOTOGRAFIA N° 3.4

En la fotografia N° 3.4 se observa la
pomada preparada con el extracto etandlico
de las hojas de Flourensia polycephala
Dillon (Phauka) a una concentracion de 0.5
gr y al ratén de experimentacién el cual fue
curado en 8 dias. ’ o
Fuente: V.C.S
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CAPITULO IV
ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1.- DE LA DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD DE
LAS HOJAS DE Flourensia polycephala Dillon (PHAUKA)
Esta se determin6é mediante la siguiente formula.

- %H = Mf—_—MS x 100
Mf
Donde:
%H: Porcentaje de humedad
Mf: peso de la muestra fresca
Ms: peso de la muestra seca.

Se obtuvieron los siguientes resultados

CUADRO N° 4.1
DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD

| NUMERO DE - PESODELA ~  PESODELA  PORCENTAJE DE -
DERMINACIONES. MUJESTRA .. MUESTRA SECA HUMEDAD .

'FRESCA

59 13749 7252%

PROVEDID T7a8%
ANALISIS Y DISCUSION

El porcentaje de humedad promedio obtenido para las hojas de Flourensia
polycephala Dillon (Phauka), fue de 72.53%. Como se puede observar,

presentd un alto porcentaje de humedad lo que hace propensa a la muestra
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vegetal de contaminacion por bacterias y especialmente de hongos (los que se
desarrollan bien en la humedad).

Gracias a este dato se pudo tomar las medidas necesarias para la realizacion
del secado de la muestra, por el cual estas medidas nos permiten evitar el
desarrollo de bacterias y ademas estabilizan los procesos enzimaticos e
interrumpen la degradacién de los metabolitos secundarios de la planta, con esto
se pudo lograr obtener una muestra adecuada para el estudio.

Durante el proceso de secado al medio ambiente (lugar fresco y limpio) por el

cual la planta en estudio no sufrié contaminacion por bacterias u hongos.

4.2. DE LA OBTENCION DEL EXTRACTO DE LAS HOJAS DE Flourensia
polycephala Dillon (PHAUKA)

4.2.1. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE EXTRACCION DE LAS
HOJAS DE Flourensia polycephala Dillon (Phauka)
El porcentaje de extraccidn por maceracion, se calculd con la siguiente

Formula:

pf
%E =—x100
pi

Donde:
%E: porcentaje de extraccion
Pi: peso inicial de la muestra molida

Pf. peso del extracto seco.
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CUADRO N° 4.2
PORCENTAJE DE EXTRACCION DE LAS HOJAS DE Flourensia
polycephala Dillon (PHAUKA)

0.3158g 0.1644g 52.10%
0.3079g 0.0721g 23.42%
ANALISIS Y DISCUSION

Estos datos nos permiten determinar la cantidad de muestra vegetal que
necesitamos para la realizacion de los diferentes ensayos del trabajo de
investigacion ademas nos da informacién que permite saber si la planta es una
buena materia prima o no.

El porcentaje de extraccion obtenido por maceracion con etanol al 70% de las
hojas de Flourensia polycephala Dillon (PHAUKA) fue de 52.10% como se
puede observar esta planta posee un alto porcentaje de extraccion con etanol 1o
cual nos indica que esta planta es una buena materia prima para la realizacion
del trabajo de investigacion.

Encabio el porcentaje de extraccion obtenido por maceracion con cloroformo de
las hojas de Flourensia polycephala Dillon (PHAUKA) fue de 23.42%. Como
se puede observar esta planta posee un porcentaje de extraccion no muy alto
con este solvente cloroférmo, el cual nos indica que también es una buena

materia prima para la realizacion del estudio.

4.2.2. DE LAS PRUEBAS DE SOLUBILIDAD DEL EXTRACTO DE LAS
HOJAS DE Fiourensia polycephala Dillon (PHAUKA)
Para las pruebas de solubilidad del extracto se utilizé diferentes solventes de

diferente polaridad obteniéndose los siguientes resuitados.
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EXTRACTO ETANOLICO
CUADRO N° 4.3

SOLUBILIDAD "7}

H20 (Agua) e
Etanol 40% B R
_Etanol 70% - I . SN . 1+
Eianol 96% ; ++
Hexano I ) -
Cioroformo - = ' +
Acetato de etilo : ' .
Eter etilico ’ “ +

Fuente: Curso tedrico experimental Pontificia Universidad Catélica del Peru

Donde:

+++ Totalmente soluble
++ : Parcialmente soluble
+ : Poco soluble

- : insoluble
ANALISIS Y DISCUCION

Como podemos apreciar en el cuadro N° 4.3, el extracto de las hojas de
Flourensia polycephala Dillon (Phauka) obtenido por ia maceracion con
etanol al 70% muestra poca solubilidad en los diferentes solventes polares y
apolares.

El extracto es totalmente soluble en alcohol al 70% cumpliéndose que lo
semejante disuelve a lo semejante como se puede observar parcialmente
soluble en el agua ,etanol al 40%, 96% y poco soluble, cloroformo, acetato de
etilo, éter etilico e insoluble en el hexano, que es a polar.

Segun estos resultados el extracto de las hojas Flourensia polycephala Dillon

(Phauka) presenta naturaleza parcialmente polar.
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EXTRACTO CLOROFORMICO
CUADRO N° 4.4

H2O (Agua) . . . . e )
Etanol 40% | ’ — EE— -

Etanol 70% o C s T+
Etanol 96% ' — ' 3

Hexano - A R
Cloroformo = ‘ = s
Acetatodeetilo T o L T el

Eter etilico ' ' = Y

Fuente: Curso tedrico experimental Pontificia Universidad Catélica del Peru

Donde:

++H+ Totalmente soluble
++ : Parcialmente soluble
+ : Poco soluble

- : insoluble
ANALISIS Y DISCUSION

Como podemos apreciar en el cuadro N° 4.4 el extracio de las hojas de
Flourensia polycephala Dillon (Phauka) obtenido por la maceracion en
cloroférmo es parcialmente soluble en agua y etanol al 96% y poco soluble en
etanol al 70% en cambio en cloroformo, acetato de etilo, éter etilico que son
solventes apolares es totalmente soluble y en etanol al 40% y hexano es
insoluble, segun estos resultados el extracto cloroformico de las hojas

Flourensia polycephala Dillon (Phauka) presenta naturaleza no polar.
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4.2.3. ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE LAS HOJAS DE Flourensia polycephala Dillon

(PHAUKA)

Las pruebas del analisis fitoquimico cualitativo se realizaron en el laboratorio de

Quimica Orgénica de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

(Se procedié segun el protocolo de la Pontificia Universidad Catélica del Peru).

Este ensayo se hizo con a finalidad de identificar cualitativamente [os

metabolitos secundarios presentes en el extracto de las hojas de Flourensia

polycephala Dillon (Phauka), en el cual se obtuvo los siguientes resultados.

CUADRO N° 4.5

METABOLITOS SECUNDARIOS REACTIVO RESUTADOS
Esterondes . T :rLiebefmann-Bu'rghartt S SR
Compuestos Fenohcos ' CIorurd férrico ‘ Frv
FIavonoudes .7| Shinoda. -~ R S
Qumonas "‘Bomtranvger & —

Taninos resinas =~ .- -1 Gelating -sal -
Leucoantoclamdmas “ ‘Rosenhelm -
Saponinas - ‘ - ‘Espuma -
-Aicéloidés h Dragehdorff o
Alcaloides- Mayer -

Leyenda
+++: Abundante cantidad

++-: Moderada cantidad

+--: Escasa cantidad
- Ausencia
ANALISIS Y DISCUSION

Fuente: Curso teonco expenmental Pontlflma Unlver5|dad Catollca del Peru

Para la deteccidon de los metabolitos secundarios se utilizaron reactivos de

identificacion especificos para cada compuesto. Obteniéndose en algunas

pruebas, coloraciones especificas y otras de precipitacion.
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En el cuadro 4.5 podemos evidenciar que el extracto presenta una abundante
presencia de Esteroides, Compuestos Fendlicos, Flavonoides.

Y ausencia de quinonas, taninos, Leucoantocianidinas, Saponinas, Alcaloides.
Su actividad antibacteriana se deberia a la presencia de Fiavonoides y

compuestos fendlicos. (8) (62)

4.2.4. ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO DEL EXTRACTO

CLOROFORMICO DE LAS HOJAS DE Flourensia polycephala Dillon

(PHAUKA)
Las pruebas del analisis fitoquimico cualitativo se realizaron en el laboratorio de
Quimica Organica de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.
(Se procedio segun el protocolo de la pontificia universidad catélica del Peru).
Este ensayo se hizo con la finalidad de identificar cualitativamente los
metabolitos secundarios presentes en el extracto cloroférmico de las hojas de
Flourensia polycephala Dillon (Phauka), en el cual se obtuvo los siguientes

resultados.
CUADRO N° 4.6
METABOLITOS SECUNDARIOS REACTIVO RESUTADOS

Esteroides .~ "' . o0 7| Liebermann-Burchart i |4+ o D
Compuestos Fenollcos — | Cloruro Férrico T ' - —
Flavonoides 7~ 77 |Shwoda T w0

Quinonas. — Bomtrénger —

Tgninos resinas. 17 i Celinasal v G e
Leucoantomamdmaé Rosenheim —— [—

~Saponinas™. . . r - g s Espuma . | .. - . N BT
‘AlcaI0|des — ‘Dl”agendorff SR MRES ox

Alcaloides. SR e Mayer; T T

Fuente: Curso teorlco expenmental PontlflCla Umversndad Catollca del Peru

Leyenda

+++: Abundante cantidad
++-: Moderada cantidad
+--: Escasa cantidad

- Ausencia.
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ANALISIS Y DISCUSION

Para la deteccién de los metabolitos secundarios se utilizaron reactivos de
identificacion especificos para cada compuesto. Obteniéndose en algunas
pruebas, coloraciones especificas y otras de precipitacion.

En el cuadro 4.6 podemos evidenciar que el extracto cloroférmico presenta una
abundante presencia de Esteroides y moderada cantidad de compuestos
Fendlicos, Flavonoides.

Y ausencia de quinonas, taninos, Leucoantocianidinas, Saponinas, Alcaloides.
Su actividad antibacteriana se deberia a la presencia de Flavonoides vy
compuestos fendlicos. (8) (62)

4.3. DEL CONTROL MICROBIOLOGICO DEL EXTRACTO DE LAS HOJAS
DE Flourensia polycephala Dillon (PHAUKA).

CUADRO N°4.7
RESULTADOS DEL CONTROL MICROBIOLOGICO DEL EXTRACTO DE LAS
HOJAS DE Flourensia polycephala Dillon (PHAUKA)

CRITERIOS “l BACTERIAS CANTIDAD PERMISIBLE

;.. saimonella
presencna de este . o
mlcroorgamsmo mdlca
rlesgo elevado, la prueba
debe resultar negatlva : . . s B , i o
CRITERIO INDICATVO DE | Coliformes fecales | Negativo
HIGIENE: su presencia (Escherichia coli)

indica la deficiente higiene
del producto y por lo tanto
puede rechazarse.

CRITERIOS.DE ALERTA O::
LlMlTES CRITICOS' ‘
producto no debe cedé

~_~Aerobios: riiesof los: - |- ‘a’Ng‘;”ga’;tivd AR

Hongos y Ievadur

los hmltes spec:f cos
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ANALISIS Y DISCUSON

En el cuadro N° 4.7 se observan los resultados del control microbiolégico que se
realizo a los extractos etanélico 70% y cloroférmico de las hojas de Flourensia
polycephala Dillon (Phauka).

Los resultados nos indican que los extractos estan libres de contaminacién por

microorganismos, lo cual nos llevé a decir que los extractos estaban aptos para

el ensayo de la actividad antibacteriana “in vitro”

antibacteriano “in vivo”. (Anexo N° 5).

y el ensayo del

efecto

RESULTADOS DE LA CURVA DE CRECIMIENTO DEL STAPHYLOCOCCUS

AUREUS

TIEMPO (HORAS)

ABSORBANCIA
(A 623 nm)

0291

0,783

1453

T1468

1497

L3240

71320

11

1,288

o2

221

Fuente: datos experimentales
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4.4. DE LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA FRENTE A CEPAS DE Staphylococcus aureus ATCC 25923
4.4.1. DE LA ESTANDARIZACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO Staphylococcus aureus ATCC 25923

GRAFICO N° 4.1
CURVA DE CRECIMIENTO DE Staphylococcus aureus ATCC 25923

Fuente: datos experimentales
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ANALISIS Y DISCUSION

En el grafico N° 4.1 se puede observar claramente la curva de crecimiento
bacteriano del Staphylococcus aureus ATCC 25923, en este grafico se puede
apreciar las 4 fases tipicas del crecimiento bacteriano como son: fase de
latencia, fase exponencial, fase estacionaria, y fase muerte.

En la curva exponencial se observa que la fase de latencia o log dura
aproximadamente 3 horas, lo cual nos indica que en esta fase la cepa de S.
aureus se estuvo adaptando a su nuevo ambiente; la fase exponencial
logaritmica del crecimiento esta entre la tercera y octava hora, en esta fase la
bacteria ya se adapté a su nuevo medio por lo que presenta un crecimiento
exponencial, segun Brokc un inoculo tomado en el punto medio de esta fase
son indicadas para la realizacidon de diferentes estudios; a partir de la octava a
la onceava la bacteria enfra en la fase estacionaria; esto debido a que los
nutrientes del medio de cultivo ya se estaban agotando y ademés a la
acumulacion de desechos metabdlicos de la bacteria ; la fase de la muerte
empieza aproximadamente a las 12 horas la que se evidencia por un descenso
en las lecturas.

LLa curva de crecimiento bacteriano del Staphylococcus aureus ATCC 25923 se
obtuvo graficando la absorbancia vs tiempo con los datos que se obtuvieron en

el ensayo.
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4.4.2. DEL ENSAYO DE LA SENSIBILIDAD BACTERIANA

4.4.21. DE LA PRUEBA PILOTO
CUADRO N° 4.8
RESULTADOS DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION DE LA
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS
HOJAS DE Flourensia polycephala (Phauka) OBTENIDOS EN LA PRUEBA
PILOTO.

N° de disco

concentracion

del extracto

Diametro del halo de inhibicion (mm) en cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923

(moldisco) g TG . WG| Promedio
1 0.1 0 0 o 0
‘2 B IR e L R K A T I
3 05 |70 170 |68 |69
T Tos . |73 175 -~ {70 . |73
5 1.0 185 g0 |90 52
O TIB0 . T E 95 |80 . 85 T 88
7 T40 9.0 00 [100 97
5 50 [0 o [120 . 120 M7
5 Ti00 T Tia0 140 [ia0
0 1200 . |160 - . [150 © © - [160 . |57 "
11 1300 22.0 21.0 200 21.0
7 [500 T 220 TIEe A0 (2

F(u;ntxéh: Fiéha de :'riécbpilaci'(ir:x(‘ijéﬁlols dlametros ae los halosde in’hi‘bic':i'c’;hw(hanhexo 'N'0 6) —
Leyenda:

IG: primer grupo de placas

lIG: segundo grupo de placas

HIG: tercer grupo de placas

ANALISIS Y DISCUSION

En el cuadro 4.8 se encuentran los resultados de los diametros de los halos de
inhibicidon obtenidos en la prueba piloto, se observa que el extracto etandlico de
las hojas de Flourensia polycephala Dillon (Phauka) posee actividad
antibacteriana in vitro sobre las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

En el cuadro podemos ver que el extracto presenta un halo minimo de inhibicion
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de 6.9 mm en promedio a una concentracién de 0.5 mg/disco con un halo de
inhibicién minimo de 6.9 mm y un halo maximo de inhibicién de 21.0 mm en
promedio a una concentracién de 30 mg/disco. Con estos dos datos se realizé la

estandarizacién de las concentraciones antibacterianas del extracto etandlico.

4.4.2.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LA PRUEBA PILOTO DEL
ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO
ETANOLICO.

CUADRO N° 4.9 .
RESULTADOS DESCRIPTIVOS PARA EL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DE LA PRUEBA PILOTO DEL EXTRACTO ETANOLICO

CONCENTRACIONE | N | Desviacion | Diametros |  Intervalo de Minimo | Maximo
‘ S  estandar | de halos -} confianza al 95% (fnm) . {mm)
. POTO | -} h de | -
CTUEXTRACTO ¢ | “f [ inhibicion ‘| Limite | Limite- | .o
- ETANGLICO B - “ - ' Y‘f " media ~{ inferior s’yperibr Ce
0.imgidisco |3 | 00 | 00 0,0 0,0 0,0 0,0
0.3mg/disco” |3}~ 00 - | 00 . - 0,0 00 0,0 0,0
0.5mg/discpo 3 0,1155 6,933 ' 6,646 ‘ 7,220 6,800 7,000

- -0.8mg/disco - | 3.5 0,2517- .} " 7267~ “| 6,642 | 17,802 | 7,000 -| 7,500

~1.0mg/disco 31 02887 | 8167 7450 | 8.884 | 8.000 8.500

_ 3.0mgidisco |3 | 0,5000 . : 9,000 | 7,758 | 10,24 | 8500 | 9,500

40mgidisco | 3| 05774 | 6667 | 8235 | 11.10 | 9,000 10,00

5O0mgidisco | 3| 05774 | 167 | 1023 | 1310 | 11,00 | 1200
Toomoidisco |3 02887 | i385 | 131z | 1455 | 380 | 1400
Zomgidisco | 3 |- 05774 | . 1567 | 14,23 |- 17,10 | 1500 | 16,00
Somgidisco 3 05000 | 1850 | 1726 | 1974 | 1800 | 19.00

-y .50mg/disco. " "3 1. 0,5000 ‘e 020,50 "} 19,26 21,74 <+20,00 ‘5?'1;{00“~ ’
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ANALISIS Y DISCUSION

En el presente cuadro N° 4.9 se observan los resultados descriptivos de la
prueba piloto, donde el promedio de las muestras obtenidas del extracto
etandlico de las hojas de Flourensia polycephala Dillon (Phauka), presentan
halos de inhibicién desde 0,0 mm a una concentraciéon de 0.1 mg/disco, con un
valor minimo representativo se encuentra a una concentracion de 50.0
mg/disco del mismo extracto con un halo de inhibicibn de 21.00 mm sobre

cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

CUADRO N° 4.10
ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA EL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA IN VITRO DE LA PRUEBA PILOTO DEL EXTRACTO

ETANOLICO
ANOVA Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos | 2143,836 .| - 14 . | 153,431 | . 492,912: - |- 0,000 -
intra-grupos | 9320 | 30 | 0311 |
Total 5 | 2153,156 | A& "L | .

'Fuénteﬁ lja’tos (;éfadigticos —
Leyenda:

gl = grados de libertad

F = distribucién Fisher
Sig = significancia

Sig = > 0.05, existe diferencia significativa entre dos halos de inhibicion.

Sig =< 0.05, existe diferencia significativa entre los halos de inhibicion.

ANALISIS Y DISCUSION

Segun los resultados del anadlisis de varianza (ANOVA), del cuadro 4.10 se
observa que el valor de significancia es de 0.000, un valor que esta por debajo
de 0.05 por lo que se puede afirmar que existe diferencia significativa entre los

halos de inhibicion formados por el extracto etandlico de las hojas de
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Flourensia polycephala Dillon (Phauka) lo que significa que presentan

diferente actividad antibacteriana en sus diferentes concentraciones.
CUADRO N° 4.11
PRUEBA DE DUNCAN PARA EL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DE LA PRUEBA PILOTO DEL EXTRACTO ETANOLICO.

ODNCENTRA
\ES PILOTO
:XTRACTO
TANOLICO

Subconjunto para alfa = 0.05

1~ Y

e 5. _L i

i . ey
B - T . 3

0 -

B

1mg/disco

0000

3mg/disco:{ 3"

Smg/disco

56,0333

Bmg/disco’ |

| 7,2667.

726671 ¢ .

Omg/disco v

81667

8,1667

Omg/disco .|

7179,0000

9,0000

Omg/disco

96667

Omg/disco

11,6667

.Omg/disco

13,6333

.Omg/disco

15,6667

mgldiscd k

18,5000

mg7disco. |

20,5000

‘ Sig.

1,000

0.470

0,057

0077

0,153

1.000

1,000

1,000

7000

1,600

1,000

Fuente: datos estadisticos

ANALISIS Y DISCUSION

Finalmente, después de realizar las comparaciones de las diferentes
concentraciones se realizé las pruebas de Duncan para determinar como se
agrupan los 12 sub grupos de las diferentes concentraciones del extracto
etandlico, ddnde se concluye que la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de las hojas de Flourensia polycephala Dillon (Phauka), no es
efectivo a menos de 0.5 mg/disco, mientras que al 30 mg/disco y 50 mg/disco
de concentracion los resultados son mas efectivos obteniéndose halos de
inhibicion superiores de 18.5 mm y 20.5 mm respectivamente sobre cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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CUADRO N° 4.12
RESULTADOS DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION DE
LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO CLOROFORMICO DE
LAS HOJAS DE Flourensia polycephala (PHAUKA) OBTENIDOS EN LA
PRUEBA PILOTO.

N° de disco | concentracion | Diametro del halo de inhibicion (mm) en cepas de

del extracto Staphylococcus aureus ATCC 25923

(mgldisco) =TT TG WG Promedio

3 0.1 0 70 0 0

3 05 5.0 56 |85 ~T62
e 108 =163 . [65 .. |70 .. |68

3 70 ~Ts5 75 (75 78
6" fe0 . erles Tt leo w85 90

7 1740 05 [100 |95 10.0
8. - |50 |1 |18 . [0, |07
9 00 120 130 120 [123

0 1200 ¢ [480 . [180 . |140 . | 133

1 1360 1806|200 180 [i%0
A2 500 =.-|200 .o [190. . . [180 - . (490

Fuéhte: ﬁcha aéﬁﬁéco"pil‘aci‘c’)ﬁ de los diémet:r(;ﬁvs de ios hal>c‘)‘sl de i’nh‘ibiciéhn' ,Eéhexo N° 6) B
Leyenda: -

IG: primer grupo de placas

lIG: segundo grupo de placas

IG: tercer grupo de placas

ANALISIS Y DISCUSION

En el cuadro 4.12 se encuentran los resultados de los diametros de los halos de
inhibicidn obtenidos en la prueba piloto se observa que el extracto cloroférmico
de las hojas de Flourensia polycephala Dillon (Phauka) posee actividad
antibacteriana “in vitro” sobre las cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923. En el cuadro podemos ver que el extracto presenta un halo minimo de
inhibicion de 6.2 mm en promedio a una concentracién de 0.5 mg/disco y un halo

méximo de inhibicion de 19.0 mm en promedio a una concentracion de 30
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mg/disco y 50 mg /disco. Con estos resultados se realiz6 la estandarizacién de

las concentraciones antibacterianas del extracto cloroférmico.

4.4.2.3 ANALISIS ESTADISTICO DEL ENSAYO ANTIBACTERIANO DE LA
PRUEBA PILOTO DEL EXTRACTO CLOROFORMICO.

CUADRO N°4.13
RESULTADOS DESCRIPTIVOS PARA EL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO CLOROFORMICO DE LA PRUEBA

PILOTO.
CONCENTRACIONES | N | Desviacion | Diametros Intervalo de Minimo Maximo
PILOTO esténdar de halos. confianza ’al 95% (mm) (mm)
EXTRACTO de o o
CLOROFORMICO inhibicion '_L'm'_te ' ‘L'm"t_e!
media mfenor superior
(mm)
0.1mg/disco 3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0.3mg/disco 3 0,0 0,0 - 0,0 0,0 0,0 0,0
0.5mgldiséo 4 3 0,2887 6,167 5,450 6,884 6,000 6,500
0.8mg/disco 3| . 0,3606 6,600 - 5,704 | '7,496 1 6,300. 7,000
1.0mg7disco 3 0,5774 7,833 6,399 9,268 ‘ 7,500 8,500
3.0mg/disco "3 - Q,SOOO 9,000 7,758 +10,24 8,500 { 9,500
4.0mg/disco 3 0,4041 9,933 8,929 10,94 9,500 10,30
5.0mg/disco 31 05774 10,67 9,232 | 12,10 10,00 . | 11,00
10.0mg/disco 3 0,5774 12,33 10,90 13,77 12,00 13,00
- 20mg/disco 3| 05774 13,33 . 11,90 | 14,77 -| 13,00 14,00
30mg/disco 3 1,000 19,00 16,52 21,48 18,00 20,00
50mg/disco 1.3 13000‘ 19,00. © 16,52 | 21,48 .1 18,00 20,00 -

Fuente: datos estadisticos

ANALISIS Y DISCUSION
En el presente cuadro N° 4.13 se observan ios resultados descriptivos de la

prueba piloto, donde el promedio de las muestras obtenidas del extracto

cloroférmico de las hojas de

Flourensia polycephala Dillon (Phauka),

97




presentan halos de inhibicion desde 6,5 mm a una concentracion de 0.5
mg/disco, como un valor minimo representativo y el mayor valor representativo
se encuentra a una concentracion de 30.0 mg/disco y-50 mg/disco del mismo
extracto con un halo de inhibicion de 19,0 mm sobre cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

CUADRO 4.14
ANALISIS DE LA VARIANZA PARA EL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD

ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO CLOROFORMICO DE LA PRUEBA
PILOTO.

ANOVA Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética

Inter-grupos -

753 30

“intra-grupos

Fdénfeﬁ daAt(')As” éstédisfi&bs

Leyenda:

gl =grados de libertad

F = distribucidn Fisher

Sig = significancia

Sig = > 0.05, existe diferencia significativa entre dos halos de inhibicion.

Sig =< 0.05, existe diferencia significativa entre los halos de inhibicion.

ANALISIS Y DISCUSION

Seglin los resultados del andlisis de varianza (ANOVA), del cuadro 4.14 se
observa que el valor de significancia es de 0.000, un valor que esta por debajo
de 0.05 por lo que se puede afirmar que existe diferencia significativa entre los
halos de inhibicion formados por el extracto cloroformico de las hojas de
Flourensia polycephala Dillon (Phauka) lo que significa en la practica que

presentan diferente actividad antibacteriana en sus diferentes concentraciones.
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PRUEBA DE DUNCAN PARA EL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD

CUADRO N° 4.15

ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO CLOROFORMICO DE LA PRUEBA

PILOTO.

CONCENTRACIONES
PILOTO EXTRACTO
CLOROFORMICO

Subconjunto para alfa = 0.05

0.1mg/disco

,000

" 0.3mg/disco -

Byt

. 0.5mg/diséo

.- 0:3mg/disco

' 1.0mgldisco

isc R

4.0mgidisco

12,3333

30mgﬁ1isco

19,0000

+50mg7disco

Sig.

1,000

1,000

1,000

Fuente: datos estadisticos

ANALISIS Y DISCUSION

Finalmente, después de realizar las comparaciones de los diferentes

concentraciones, se realizd las pruebas de Duncan para determinar como se

agrupan los sub grupos de las diferentes concentraciones, donde se concluye

que la actividad antibacteriana del extracto cloroférmico de las hojas de

Flourensia polycephala Dillon (Phauka), no es efectivo a menos de 0.5

mg/disco, mientras que al 30 mg /disco , 50 mg/disco de concentracion los

resultados son mas efectivos obteniéndose halos de inhibicién 19,0 mm 19,.0

mm respectivamente sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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4.4.2.4 DE LA ESTANDARIZACION DE LAS CONCENTRACIONES
ANTIBACTERIANAS

Para la estandarizacion de las concentraciones antibacterianas se utilizo la

siguiente formula.

F=4I

Donde
F: factor de incremento

concentracion maxima

I: intervalo = - —
concentracion minima

r: N-1= Numero de dosis en la serie logaritmica
N: numero de concentraciones con las que se trabajo

Reemplazando valores con los datos obtenidos en la prueba piloto se tiene:

1=32 r=12-1=11
0.5

F = /60 =1.4509

Como se observa en la formula el factor de incremento F obtenido es de
1.4509 con este dato se realizo a la estandarizacion de las concentraciones

procediendo segun la tabla N° 4.1.
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TABLA N° 4.1
DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES ESTANDARIZADAS
PARA EL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.
EXTRACTO ETANOLICO Y CLOROFORMICO

'RESULTADO -]
mg/disco

Conceﬂtracién 1 -x'F — Concéﬁtraciéh 2 — ,0,.73 ‘

"Conce tracion 2x F - © == Concentracion:3-

Concentracion 3 x F Concentracion 4

~Concentracion4 xF - Concentracion.5..."

Concentracion 5 x F Concentracion 6

-Concentracion. 6 x F - .7 Concentracion 7 -

Concentracion 7 x F Concentracion 8

~Concentracion 8xF ..~ Concentracion9:: "

'éoncé;iét'rétién;’éhk F T C-oncéﬁtré(‘:irébh’ 10

C.oncer;t\ré(-:vié‘n 1r1;xF — Concentrécibn 12 — 30.21

Fuente: Datos experimentales

ANALISIS Y DISCUSION

En la tabla N° 4.1 se encuentran los valores de las concentraciones
antibacterianas estandarizadas determinadas luego de hallar el factor de
incremento, con los datos obtenidos en la prueba piloto. Con estas

concentraciones se desarrollé un nuevo ensayo de la actividad antibacteriana.
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4.4.2.5 DEL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA CON LAS
CONCENTRACIONES ESTANDARIZADAS.

CUADRO N° 4.16
RESULTADOS DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION DE
LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO DE LAS HOJAS DE
Flourensia polycephala Dillon (PHAUKA) SOBRE CEPAS DE
Staphylococcus aureus ATCC 25923 OBTENIDOS CON LAS
CONCENTRACIONES ESTANDARIZADAS.

EXTRACTO ETANOLICO

~ coricentracion Diametro del halo de inhibicion (mm) en cepas de |
del extracto -  Staphylococc ureus ATCC 25923
{mag/disco) ;

.3

74

e 90 0 785 7 98 . 94

980 15 102 100 107

1 w82 180 450 155 155

Fuente: ficha de recopilacion de fos diametros de 10s halos de inhibicion (anexo 6)

ANALISIS Y DISCUSION

En el cuadro N° 4.16 podemos observar los diametros de los halos de inhibicion
que resultaron con las concentraciones estandarizadas. Se observa que al
incrementarse la concentraciéon del extracto etandlico el diametro del halo de
inhibicién se incrementa.

También al tomar en cuenta los criterios de Toda y Col (pagina 36) se puede
apreciar que entre las concenfraciones 3.24 — 4.70 mg/disco el exfracto

presenta una actividad antibacteriana ligera; entre las concentraciones 6.82 —
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14.35 mg/disco el extracto etandlico presenta una actividad antibacteriana
moderada; y entre las concentraciones 20.82 - 30.21 mg/disco el extracto
etandlico presenta una actividad antibacteriana marcada. En este sentido se
toma la CMI de Ia actividad antibacteriana para el extracto etandlico de las hojas
de Flourensia polycephala Dillon (Phauka) el valor de 3.24 mg/disco.

CUADRDO 4.17

EXTRACTO CLOROFORMICO

' ‘del extracto
(mg/disco) . . ypsa

1 050 .
3 106 - 63 .7
6. v 324 .78, 080 -7 T5 . 78
i S S A o PR AT i
8 R T S ¥ 55 - ... 93,
9 980 410 105 100 108
10 1485 7 25, ni20 . A10 o 118
11 3082 130 130 135 135
KT R T SR v S < i A ¥ ¥R SRR 1 I

Fuente: ficha de recopilacion de Tos GEMoros 46 105 halos de Tnhibicion (ané;(b 6)
Leyenda

IG: primer grupo de placas

lIG: segundo grupo de placas

HIG: tercer grupo de placas

ANALISIS Y DISCUSION

En el cuadro N° 4.17 podemos observar los didmetros de los halos de inhibicion
que resultaron con las concentraciones estandarizadas. Se observa que al
incrementarse la concentraciéon del extracto cloroférmico el diametro del halo de

inhibicion se incrementa.
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También al tomar en cuenta los criterios de Toda y Col (pag. N° 36) se puede

apreciar que entre las concentraciones 4.70 — 6.82 mg/disco

el extracto

presenta una actividad antibacteriana ligera; entre las concentraciones 9.89 —

14.35 mg/disco el extracto cloroférmico presenta una actividad antibacteriana

moderada; y entre las concentraciones 20.82 - 30.21 mg/disco el extracto

cloroférmico presenta una actividad antibacteriana igual moderada. En este

sentido se toma la CMI de ia actividad antibacteriana para el extracto

cloroférmico de las hojas de Flourensia polycephala Dillon (Phauka) el valor

de 4.70 mg/disco.

4.4.3. DEL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA CON LOS

FARMACOS PATRON

Cuadro N° 4.18
DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION FORMADOS CON LOS
FARMACOS PATRON Y EL BLANCO SOBRE Staphylococcus aureus ATCC

25923.

VETROSIDE T os“%“ RS
B 5% ot 4%&@63%5‘* e : <
:taphylococcus NEOMICINA BACITRACINA
aureus ATCC |16 G NG |IG G TG |G 16 |G
05923, 220 {220 [21.0 {100 |90 110 [0 |0 0
PROMEDIO 517 10.0 0
ANALISIS Y DISCUSION

Los resultados de los diametros de los halos de inhibicion obtenidos con los

discos de sensibilidad de los farmacos utilizados como patrén; neomicina 30 g

y bacitracina 0.04 Ul se observan en el cuadro N° 4.18.

En este cuadro podemos observar que la neomicina presenta un halo de

inhibicion promedio de 21.7 mm el cual es mayor al de la bacitracina con un

halo de inhibicién promedio de 10.0 mm.

Si se compara con los halos de inhibicion formados por el extracto etandlico y

cloroférmico con los farmacos patrén encontramos que: a la concentracion de

6.82 mg/disco de extracto etandlico el haio de inhibicion es 9.4 mm que es
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menor al de la bacitracina que reportd un halo de inhibicion 10 mm y a la
concentracién del extracto cloroférmico de 6.82 mg/disco el halo de inhibicion
fue de 9.5 mm que es menor que la bacitracina que presenta un halo de
inhibicion de 10 mm; y si comparamos con la neomicina que obtuvo un halo de
inhibicién de 21.7 mm se observa que este es ligeramente mayor que el
extracto etandlico no asi que el extracto cloroférmico; siendo la concentracién
de los extractos etandlico y cioroférmico de 30.21 mg/disco, que reportan halos
de inhibicion de el extracto etandlico 18.5 mm mientras que el extracto
cloroformico de 14 mm, por lo tanto el extracto etandlico es el que se aproxima

mas al halo de inhibicidn de la neomicina.
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4.4.4. ANALISIS ESTADISTICO DEL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA CON LAS CONCENTRACIONES ESTANDARIZADAS Y
LOS FARMACOS PATRON

CUADRO 4.19
RESULTADOS DESCRIPTIVOS PARA EL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO CON LAS

CONCENTRACIONES ESTANDARIZADAS
CONCENTRACIONES Dlametros Deswaclon lntervalo de

-~|-Minimo’;| Maximo-

' Qe_ ha_l,g_s . estandar

inhibicién |

o o L | inferd fsuperlor 1.
Agua destilada | 3 00 00 00 | 00 | 00 0,0

5 0.5mgldisco “ 75220

~073mgidisco | 3 | 7267 | 02082 | 6750 | 7.784 | 7400 | 7.300

06 mg/disco

154 mgldisco | 3 7400 | 0.1000 7152 | 7648 | 7300 | 7.500

o .2.23mg/disco - 7820

~3.24mgidisco | 3 | 8067 | 01155 | 7.760 | 8354 | 8000 | 8200

~6.82 mg/disco

~14.35mg/disco

... 20.82mg/disco

“30.2imgidisco

T NEOWICINA . | 3.1 2167 |

—BACITRACINA | 3 | 1000 | 1000 | 7516 | 1248 | 9000 | 11,00

Fuente: datos estadisticos
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ANALISIS Y DISCUSION

En el cuadro N° 4.19 se observan los resultados descriptivos de los diametros
de los halos de inhibicion del efecto antibacteriano del extracto etandlico de las
hojas de Flourensia polycephala Dillon (Phauka); asi mismo los didmetros
de los halos de inhibicién formados con los farmacos patrén y el blanco, donde
el promedio de las muestras obtenidas después de seleccionar las
concentraciones presentaron halos de inhibicion desde 6.9 mm a una
concentracion de 0.5 mg/disco, hasta un diametro de halo de inhibicidon en
promedio de 19.0 mm a una concentracién de 30.21 mg/disco del mismo
extracto sobre cepas de Staphylococcds aureus, el cual se aproxima al
farmaco patron neomicina, logrando diametros de halos de inhibicién igual a
21.67 mm, superior a la actividad antibacteriana de la bacitracina con halos de

inhibicion de 11.0 mm sobre cepas de Staphylococcus aureus.

CUADRO N° 4.20
ANALISIS DE VARIANZA PARA EL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO CON LAS
CONCENTRACIONES ESTANDARIZADAS.

ANOVA Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos |. 199,959 | . 14 - | 85711 | 444869 .| 0,000
Intra-grupos | 5780 | 30 0193 |
Total --°1205,739

Fuente datos estadisticos
Leyenda:

gl =grados de libertad

F = distribucion Fisher

Sig = significancia

Sig => 0.05, existe diferencia significativa entre dos halos de inhibicion.

Sig =< 0.05, existe diferencia significativa entre ios halos de inhibicion.
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ANALISIS Y DISCUSION
Segun los resultados del andlisis de varianza (ANOVA), se observa que existe
diferencias significativas de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
las hojas de Flourensia Polycephala Dillon (Phauka) en sus diferentes
concentraciones, con un nivel de significancia de 0,000; sobre cepas de
Staphylococcus aureus, lo que significa en la practica que el extracto
etandlico presenta diferente actividad antibacteriana en sus diferentes
concentraciones.
CUADRO N° 4.21
PRUEBA DE DUNCAN PARA EL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO CON LAS
CONCENTRACIONES ESTANANDARIZADAS.

DUNCAN N Subconjunto para alfa = 0.05
T ]2 1 3 | -4 5 .6 [ 7 [ 8 9 10 .

AGUA 3 :,(ﬂ)oo’(A) S : ~ k

DESTILADA

:60mgidisco. | 3 k 69333

Tamgdiee |3 | 73557 [ 75557

\06mg/disco. } | 3. o' PAIIBLASII | v Ko

Bimgidiseo |3 54655 74000

2.23mg/disco | . 3. - [ | 7:5333 17,5333

3.24mg/disco 3 ’ v 5,0667 8,0667

;jomg/discd“ 3T ©. 186000 |- "

B2mgidisco | 3 ’ ' 54333

ACITRACINA'T 3 ER . .1 10,0000 | 1Q;0000 1

§.89mg/disc<; 3 ' = ‘ ‘ 10,6667

4.35mg/disco | 3 - IR E ‘ g 14,3333

0.8'2mgld%sco- 3 T T T ' I » 15,5600

0.21rg/disco 3 |- R o S e «1'8’5000 ,

NEOWICINA | 3 . 1727.6667
. Sig. - I 1.1,000 10,144 _ ,0’053 ) ’_0,147 0,124 0,073 1,000 ~ 1,000 { 1,000 1~,OOO,;‘

Fdénte: datos estadisticos. A
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ANALISIS Y DISCUSION

En el analisis del post hoc, donde se realizd las pruebas de Duncan para
determinar como se agrupan los sub grupos de concentraciones, se concluye
que la actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de
Flourensia polycephala Dillon (Phauka), tiene una actividad menor al
farmaco patron, neomicina; obteniéndose una diferencia de 3.17 mm de
diametro de halos de inhibicién en cepas de Staphyfococcus aureus, mientras
que la actividad antibacteriana del farmaco bacitracina es mayor a la
concentracion de 6.82 mg/disco, obteniéndose una diferencia de de 0.5 mm en

cepas de Staphylococcus aureus.

GRAFICO N° 4.2 DIFERENCIA ENTRE EL CONTROL NEGATIVO Y LAS
CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO ETANOLICO Y LOS FARMACO
PATRON DE LAS CONCENTRACIONES ESTANDARIZADAS.

 Halo de:_‘;lnhibi;ziéinf (rrm) y

E682{_
E9.89T —

T T T. T T 1
E3% 2EE
= Y58
RN 0w W

Leyenda:

C: control negativo (agua destilada)

B: bacitracina

N: neomicina

E: extracto etandlico a diferentes concentraciones.

El grafico N° 4.2 nos muestra la diferencia entre el blanco, las diferentes
concentraciones del extracto etandlico con los farmacos patrén, se puede
observar que entre la concentracién de 30.21 mg/disco no hay una diferencia

marcada entre el farmaco de neomicina, mientras con el farmaco de la
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bacitracina si existe una diferencia minima de 0.5 mm con la concentracion de.
6.82 mg/disco sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

ANALISIS ESTADISTICO DEL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL
EXTRACTO CLOROFORMICO CON LAS CONCENTRACIONES ESTANDARIZADAS.

CUADRO 4.22

CONCENTRACIONES N Diametros Desviacion Intervalo de Minimo | maximo
‘ de halos de | estandar confianza para la
inhibicion media al
95%
Limite Limite
inferior | superior

Agua destilada 3 0,0 0,0 ‘ 0,0 0,0 0,0 0,0

0.5mg/disco 3 6,267 0,4619 5119 : 7,414 6,000 6,800
0.73 mg/disco 3 6,233 0,2517 5,608 6,858 6,000 6,500
1.06 mg/disco 3 6,700 0,3606 5,804 7,596 6,300 7,000
1.54 mg/disco 3 7,067 0,05773 6,923 7,210 7,000 7,100
2.23 mg/disco 3 7,200 0,1000 6,952 7,448 7,100 7,300
3.24 mg/disco 3 7,767 0,2517 7,142 8,392 7,500 8,000
4.70 mg/disco 3 8,600 0,3606 7,704 9,496 8,300 9,000
6.82 mg/disco 3 9,500 0,5000 8,258 10,74 9,000 10,00
9.89 mg/disco 3 10,50 0,5000 9,258 11,74 10,00 11,00
14.35mg/disco 3 11 ,83 0,7638 9,936 13,73 11,00 12,50
20.82mg/disco 3 13,17 0,2887 12,45 13,88 13,00 13,50
30.21mg/disco 3 14,00 0,5000 12,76 15,24 13,50 14,50

NEOMICINA 3 21,67 0,5774 20,23 23,10 21,00 22,00
BACITRACINA 3 10,00 1,000 7,516 12,48 9,000 11,00

Fuente: datos estadisticos
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ANALISIS Y DISCUSION

En el cuadro N° 4.22 se observan los resultados descriptivos de los diametros
de los halos de inhibicion de la actividad antibacteriana del extracto
cloroférmico de las hojas de Flourensia polycephala Dillon (Phauka); asi
mismo [os diametros de los halos de inhibicién formados con los farmacos
patrén y el blanco, donde el promedio de las muestras obtenidas después de
seleccionar [as concenfraciones presentaron halos de inhibicion desde 6.2 mm
a una concentraciéon de 0.5 mg/disco, hasta un diametro de halo de inhibicion
en promedio de 14.0 mm; a una concentracion de 30.21 mg/disco del mismo
extracto sobre cepas de Staphylococcus aureus, el cual es menor a la
actividad antibacteriana de la neomicina con un halo de inhibicién de 21.67 mm
por lo tanto hay una diferencia marcada , el cual es superior a la actividad
antibacteriana de la bacitracina con halos de inhibicién de 11.0 mm sobre

cepas de Staphylococcus aureus.

CUADRO N° 4.23
ANALISIS DE VARIANZA PARA EL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO CLOROFORMICO CON LAS
CONCENTRACIONES ESTANDARIZADAS.

ANOVA Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Intg(-gmeS‘ { 967,473 14 B }69,70'84 b A, 438,473, “ 1+ 0,000°
Ihtra-"grupbs ' 4,727 T 30 0,158 — ‘ —
Total * . - | 971,900: | = - 44 :

Fuente: datos estadisticos
Leyenda:

gl = grados de libertad

F = distribucidon Fisher
Sig = significancia

Sig => 0.05, existe diferencia significativa entre dos halos de inhibicién.

Sig =<0.05, existe diferencia significativa entre los halos de inhibicion.
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ANALISIS Y DISCUSION

Segun los resultados del andlisis de varianza (ANOVA), se observa que existe
diferencias significativas de la actividad antibacteriana en sus diferentes
concentraciones  del extracto cloroférmico de las hojas de Flourensia
polycephala Dillon (Phauka), con un nivel de significancia de 0,000; sobre

cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
CUADRO N° 4.24 .
PRUEBA DE DUNCAN PARA EL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL
EXTRACTO CLOROFORMICO CON
LAS CONCENTRACIONES ESTANDARIZADAS

DUNCAN N Subconjunto para alfa = 0.056
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
AGUA 3 | ,0000 v -
DESTILADA
0.50mg/disco 3 6,2333
0.73mg/disco 3 6,2667
1.06mg/disco 3 6,7000 | 6,7000
1.54mg/disco 3 7,0667
2.23mg/disco 3 7,2000 | 7,2000
3.24mg/disco 3 . 7,7667
4.70mg/disco 3 . : : ‘ 8,6000
6.82mg/disco 3 9,5000
BACITRACINA 3 10,0000 { 10,0000
9.89mg/disco 3 ’ 7 10,5000
14.35mg/disco 3 11,8333
20.82mg/disco 3 13,1667
30.21mg/disco | 3 . , : ] -1 14,0000
NEOMICINA 3 21,6667
Sig. . 1,000 0,184 0,155 0,091 1,000 0,133 0,133 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: datos estadisticos
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ANALISIS Y DISCUSION

En el analisis del post hoc, donde se realizo las pruebas de Duncan para
determinar como se agrupan los sub grupos de concentraciones,' se concluye
que la actividad antibacteriana del extracto cloroférmico de las hojas de
Flourensia polycephala Dillon (Phauka), tiene una actividad antibacteriana
menor al farmaco patrén, neomicina; obteniéndose una diferencia de 8 mm de
didmetro de halos de inhibicion sobre cepas de Staphylococcus aureus,
mientras que la actividad antibacteriana del farmaco bacitracina es mayor ala
cohcentracic’)n de 6.82 mg/disco, obteniéndose una diferencia de 0.5 mm en
cepas de Staphylococcus aureus.

GRAFICO N° 4.3 DIFERENCIA ENTRE EL CONTROL NEGATIVO Y LAS
CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO CLOROFORMICO Y LOS
FARMACOS PATRON DE LAS CONCENTRACIONES ESTANDARIZADAS.

dé inhibicién (mm)’

.. -Tratamientos .~ = .

Leyenda:

C: control negativo (agua destilada)
B: bacitracina

N: neomicina

E: extractos a diferentes concentraciones
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El grafico N° 4.3 nos muestra la diferencia entre el blanco, las diferentes
concentraciones del extracto y con los farmacos patrén, se puede apreciar que
entre la concentracion de 30.21 mg/disco hay una diferencia marcada entre el
farmaco de neomicina mientras con el farmaco de la bacifracina existe una
diferencia minima de 0.5 mm con la concentracién de 6.82 mg/disco sobre
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

4.4.5. EVALUACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO “IN VIVO” DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS DE Flourensia polycephala
(Phauka) EN LAS HERIDAS INFECTADAS CON Staphylococcus aureus
EN LOS RATONES DE EXPERIMENTACION.

CUADRO N° 4.25
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS ANTIMICROBIANAS “IN VIVO” DE LAS
INFECCIONES DERMICAS PRODUCIDAS POR Staphylococcus aureus EN
. RATONES CEPA Balb/C CON LA EMULSION DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE LA HOJAS DE Flourensia polycephala Dillon (Phauka).

R @ RA DA ) RA 9 ) O RA O QA
» A ADA 1(2[3(4(5[6|7[8]9|10 11 |12 |13 |14 [
RATO RATO
1 CONTROL _ 1 (1 1 4
2 EMULSION 1 1 1|1 4
EXTRACTO
0.25g/10g
3 PATRON 1 111 4
UNGUENTO
NEOMICINA Y -
BACITRACINA
TOTAL DE RATONES 2 2121 |1 |1 1 12
CURADOS

Fuente: datos experimentales
Los numeros indican el nUmero de ratones curados por dia
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ANALISIS Y DISCUSION

Como se puede observar en el cuadro N° 4.25, se trabajo con 4 ratones por
grupo; usando un total de 3 grupos de ratones. El primer grupo fue tratado con
vaselina sin contener ninguna otra sustancia (control); el segundo grupo fue
tomado como patron ungliento neomicina y bacitracina; y el tercer grupo con la
emulsion antibacteriana a base de 50 gramos de la mezcla: acido estearico
(7.5g) + cera blanca (1g) + vaselina amarilla (4g) + Trietanolamina (0,5g) +
propilenglicol (4g) + agua purificada (csp. 50 mL) que contenia una cantidad

adecuada del extracto (0.25gr).

CUADRO N° 4.26
ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DEL EFECTO ANTIBACTERIANO “IN
VIVO” DE LA EMULSION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS DE
Flourensia polycephala Dillon (Phauka) EN LAS INFECCIONES DERMICAS
PRODUCIDAS POR Staphylococcus aureus EN LOS RATONES CEPA

Balb/C.
ANOVA Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos | 74,000~ | -2 o 37,000 i - 11,008 | 0,004
Intragrupos ~30250 | 9 3361 |
 Total = Lat

vFueAnté: datos estadirsticos” -

Leyenda:

gr = grados de libertad

F = distribucién Fisher

Sig = significancia

Sig => 0.05, existe diferencia significativa entre los dias de curacion.

Sig = <0.05, existe diferencia significativa entre los dias de curacion.
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ANALISIS Y DISCUSION

En el cuadro N° 4.26, se puede apreciar que la significancia alcanzada es de
0,004 (sig. < 0.05) lo que indica es que existe diferencia significativa entre los
dias de curacién obtenido al utilizar la concentracién adecuada del extracto
etandlico 0.25 gr, con lo que existe influencia del extracto para manifestar la

curacion de la infeccion de los ratones.

CUADRO N° 4.27
PRUEBA DE DUNCAN PARA EL ENSAYO DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO “IN VIVO” EN

RATONES ALBINOS.
Subconjunto para alfa = 0.05
DUNCAN N - : N ,
Patron 4 — 7,‘21500 - -
ungiiento
Neomicina y
Bacitracina
- Emulsion” f -4 ) s 7,7500
extracto . | . : oo
" Etanélico - - R c e
Control 4 12,7500
Sig. o Sl o7e9 - 4 1,000

F uenteﬁ datos esiadisticds

ANALISIS Y DISCUSION

En el cuadro N° 4.27 se observa un valor de significancia mayor a 0.05 por lo
tanto no existe diferencia significativa entre la dosis usada del extracto y el
patron y los dias que tardan en curarse los ratones, en un mismo subconjunto,
es decir que estadisticamente da lo mismo utilizar la emulsién con extracto
etandlico y el patrén ungliento neomicina y bacitracina. Por que presentan un
promedio de dias de curacidn proximos por io que podemos afirmar que el
promedio de dias de curacion del extracto etandlico es de 7,750 dias y con el
patrén unglento neomicina y bacitracina presenta un promedio de dias de
curacion de 7,250 dias el cual se afirma que tienen efectos iguales sin
embargo con el control negativo (vaselina) el promedio de dias de curacién fue

de 12,75 dias y forma parte del ultimo subconjunto en donde no se encuentra
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ningun otro valor, lo que nos indica que el extracto etandlico incorporado a una
forma farmacéutica (emulsién O/W agua en aceite) aplicado en los ratones de

experimentacion, posee efecto antibacteriano “in vivo’.

GRAFICO N° 4.4 DIFERENCIA ENTRE EL. CONTROL NEGATIVO Y LA
EMULSION PTREPARADA CON EL EXTRACTO ETANOLICO Y PATRON
POSITIVO UNGUENTO DE NEOMICINA Y BACITRACINA.
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Leyenda:

C: Control negativo (vaselina)

P: Patrén (ungliento neomicina y bacitracina)

E: Emulsion (elaborado con el extracto etandlico)

ANALISIS E INTERPRETACION

Se puede observar en el grafico N° 4.4 que si hay una aproximacion del efecto
antibacteriano “in vivo” entre la emulsion o/w elaborada con el extracto
etandlico de las hojas de Flourensia polycephala Dillon (Phauka) con el
farmaco patrén ungtento neomicina y bacitracina pues se tuvo menos dias de
curacion, mientras con el control negativo (vaselina) se obtuvo mas dias de
curacion, Teniendo en cuenta que la elaboraciéon de la forma farmacéutica se

realiz6 con el extracto que presenté mayor actividad “in vitro”.
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CONCLUSIONES

1. Se determiné la actividad antibacteriana “in vitro” del extracto etandlico y
cloroférmico de las hojas de Flourensia polycephala Diflon (Phauka),
sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 microorganismos

causantes de infecciones dérmicas.

2. Se determiné el efecto antibacteriano “in vivo” de la forma farmacéutica
elaborada con el extracto etandlico de las hojas de Flourensia
polycephala Dillon (Phauka) que presentd mayor actividad
antibacteriana “in vitro”, en ratones a los que se indujo infecciones
dérmicas con cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923

microorganismos causantes de infecciones dérmicas.

3. Se determind el porcentaje de humedad de 72.53%; para las hojas de
Flourensia polycephala Dillon (Phauka); se obtuvieron los extractos
etandlico y cloroférmico de las hojas de Flourensia polycephala Dillon
(Phauka) hallando un porcentaje de rendimiento de 52.10% para el
extracto etandlico y de 23.42% para el extracto cloroformico; en' las
pruebas de solubilidad, el extracto etandlico demostré una naturaleza
parcialmente polar, en cambio el exiracto cloroférmico presentd una
naturaleza no polar y en el andlisis fitoquimico cualitativo ambos
extractos presentaron en abundante cantidad flavonoides y compuestos

fendlicos.

4. En el ensayo de la actividad antibacteriana “in vitro” los extractos
etandlico y cloroférmico de las hojas de Flourensia polycephala Dillon
(Phauka) presentaron una CMI de 3.24 mg/disco y 4.70 mg/disco,
respectivamente sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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5. Se realizé la comparacién de la actividad antibacteriana “in vitro” de los
extractos etandlico y cloroférmico de las hojas de  Flourensia
polycephala Dillon (Phauka), sobre cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 se obtuvo que el extracto etandlico presenté mayor
actividad antibacteriana con un halo de inhibicion de 20.5 mm superior
al del extracto cloroférmico con un halo de inhibicibn de 14.0 mm

utilizando el método de disco difusion en placa.

6. Se determind la comparacién de la actividad antibacteriana “in vitro” de
los extractos etandlico y cloroféormico de las hojas de Flourensia
polycephala Dillon (Phauka) sobre cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 , con dos farmacos patrones (Neomicina y Bacitracina) ,
halldndose para la neomicina un halo de inhibicidn mayor al de los
extractos etandlico y cloroférmico a una concentracion de 30.21
mg/disco el cual se aproxima a la neomicina es del extracto etandlico ,
en el caso de la bacitracina se obtuvo para esto un halo de inhibicién
similar al de los extractos etandlico y cloroférmico a una concentracion

de 6.82 mgl/disco.

7. Se formulé y elaboré una Forma Farmacéutica semisdlida de facil
aplicacion epidérmica a partir del extracto etandlico de las hojas de
Flourensia polycephala Dillon (Phauka) que fue el extracto con mayor
actividad in vitro frente Staphylococcus aureus ATCC 25923.

8. Se determindé el efecto antibacteriano “in vivo" de la forma farmacéutica
(emulsion) elaborado con el extracto etandlico de las hojas de
Flourensia polycephala Dillon (Phauka), frente al farmaco patron
unglento de neomicina y bacitracina, demostrandose estadisticamente
que la emuision que contiene 0.25g de extracto etandlico /10g presenta

- un efecto antibacteriano igual al farmaco patrén.
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RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

Realizar proyectos de investigacion que involucren nuevas

metodologias para ser realizados en nuestra casa de estudios.

A los estudiantes de la carrera profesional de Farmacia y Bioquimica
Realizar andlisis fitoquimico mas profundo para determinar la estructura

de los activos responsables de la actividad y efecto antibacteriano.

Realizar estudios sobre las otras propiedades farmacoldgicas de

Flourensia polycephala Dillon (Phauka).

Realizar el estudio de toxicidad de Flourensia polycephala Dillon
(Phauka).

Emplear la formulacién disefiada en estudios clinicos posteriores para
determinar su utilidad en el tratamiento de las infecciones dérmicas

producidas por Staphylococcus aureus.
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ANEXO N° 1
CERTIFICADO DE IDENTIFICACION DE LA PLANTA

r

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

APARTADO POSTAL CIUDAD UNIVERSITARIA « MUSEGINKA
N*921 - Cusco - Perd - %ZSDIC;’IJ 5\3[5%1 N2'3 7.331!,5T:2|:l'0nos 228661 - Cuesta del Almirante N° 103 - Teléfono: 237380
- FAX: 238156~ 238173222512 . CENTRAL DRV EFONIE 25210 * CENTROAGRONOMICO K'AYRA
- B Ferrr oliae San Jerdnimo s Cusco - Teléfonos: 277145 - 277246
. RECTORADO 243835.- 243836 - 243837 - 243838 2 -
IO « 1OCAL cr:rmm, » COLEGIQ “FORTUNATO L. HERRERA”

Plaza de Armas Av. Dela Cultura N° 724

Teléforios: 222271 - 224891 - 224181 - 254398 “Telsfonos: 2’1571 225721 - 224015 “Estadio Universitario™ - Teléfono: 227192

LA QUE SUSCRIBE DIRECTORA DEL HERBARIO VARGAS (CUZ)

CERTIFICA

Que, la Bachiller. CASTRO SUMARIA, VERONICA de la Carrera Profesional
de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas, Fisicas,
Matematicas, Farmacia e Informatica de la Universidad Macional de San
Antonio Abad del Cusco; ha presentado al Herbario Vargas (CUZ) una muestra
boténica herborizada para su determinacion.

Dicho material ha sido sometido a una diagnosis en base - a claves
taxonémicas, analisis morfolégico, filogenético y comparacién con muestras
existentes en el herbario, de la que se desprende que el material analizado
corresponde a la especie Flourensia polycephala. Siendo su posicion
taxondmica de acuerdo al Sistema de Clasificacidn de Arthur Cronquist (1981)

Reino : Vegetal
Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Asteridae
Orden ; Asterales
Familia : Asteraceae
= Género ; Flourensia
5 Especie Flourensia polycephala Dilion
N. wigar : Phauka.

Se le expide, la presente certificacion de determinacion de la especie para los
fines que viera por conveniente

Cusco, Abrilde 2010




ANEXO N° 2

CERTIFICADO DE ANALISIS DE LA BACTERIA

MicroBioLogics - Welcome

v

Page I of 2

MicreBBislegics®

Specifications

Microgorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Catalog Number: 0360

Lot Number: 36076
Reference Number:
Purity:  Pure
Recovery: > 1000 CFUs per Pellet
Passage from Reference: 4
Expiration Date: 2011/04

ATCC® 25923™+

Certificate of Analxsls: Lyophilized Microorganism Specifications and Performance Upon Initial Release

Additional Information
Releasa Informatation:
Quality Control Technologist:
Release Date: 2009-06-02
Disclaimer:
Last digit(s) of the Lot Number appearing on the
packing slip is merely a packaging event number. The
actual Lot Number is the first S digits of the printed
Yot number for Catatog #'s of 0999 or less. The actual
Lot Numbers for Catalog #'s 010800 and greater are
the first 6 digits of the printed lot number,

Kelly Ehnes

Ferformance
Macrosopic Features:
Medium to large, convex, entire edge, both white and pale white. colonies, smooth,
opaque, beta hemolytic

Microscopic Features: .
Gram positive coccl occurring singly, in pairs and in irregular dusters

Medlum:
SBAP

Method:
Gram Staln

fvitek GP

Phenotypic Features Results

D-AMYGDALIN -
PHOSPHATIDYLINOSITOL PHOSPHOLIPASE C
D-XYLOSE -
ARGININE DIHYDROLASE 1
BETA-GALACTOSIDASE:
ALPHA-GLUCOSIDASE
Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE
CYCLODEXTRIN
L-Aspartate ARYLAMIDASE -
BETA GALACTOPYRANOSIDASE -
AL PHA-MANNOSIDASE - -
PHOSPHATASE e
Leucine ARYLAMIDASE -
L-Proline ARYLAMIDASE -
BETA GLUCURONIDASE -
ALPHA-GALACTOSIDASE ) -
L-Pyrrolydonyl-ARYLAMIDASE - o +
BETA-GLUCURONIDASE -
Alanine ARYLAMIDASE -
Tyrosine ARYLAMIDASE -
D-SORBITOL -
UREASE -
POLYMIXIN B RESISTANCE
D-GALACTOSE -

H 0-RIBOSE

* L-LACTATE alkalinization

LACTOSE -
N-ACETYL-D-GLUCQSAMINE
D-MALTOSE

BACITRACIN RESISTANCE
NOVOBIOCIN RESISTANCE
GROWTH IN 6.5% NaCl
D-MANNITOL

D-MANNOSE
METHYL-B-D-GLUCOPYRANOSIDE
PULLULAN

D-RAFFINQSE

©0/129 RESISTANCE {comp.vibrio.)
SALICIN -
SACCHAROQSE/SUCROSE
D-TREHALOSE

ARGININE DIHYDROLASE 2
. OPTOCHIN RESISTANCE

[ S I

A L

+

+ o+ 4+

Other Features/Challenges: Resuits

Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive
Coagulase (rabbit plasma-tube): positive

Beta Lactamase {Cefinase Disk): negative

Ampicillin (10 mog - Disk Susceptbility): 27 - 35 mm
Penicitlin (10 units - Disk Susceptibility): 26 - 37 mm
Oxacillin (1 mcg - Disk Susceptibility): 18 - 24 mm

AUTHORIZED SIGNATURE

http://www.microbiologics.com/data_sheet_pop.php

13/04/2010
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MicreBielegics:

Certificate of Analysis: Lyopbhilized Microorganism Specifications and Performarice Upon Initial Release

Specifications Additional Information
Rel Infor ion:
Microorganism Name: Staphylococcus auraus subsp. aureus Quality Control FTechnologist: Kelly Ehnes
Catalog Number: 0360 Release Date: 2009-06-02
Lot Number: 36076 . Cisclaimer:
Reference Number: ATCC® 25923™* Last digit(s) of the Lot Number appearing on the
Purity:  Pure . packing slip is merely a packaging event number. The
Recovery: > 1000 CFUs per Pellet actual Lot Number is the first 5 digits of the printed
Passage from Reference: 4 lot number for Catalog #'s of 0999 ar less. The actual
Expiration Date:  2011/04 Lot Numbers for Catalog #°s 01000 and greater are
: thie first 6 digits of the printed lot number.

Note For Vitek®: Although the Vitek® panel uses many conventional tests, the unf ) of the card, with the short
Incubation period, may produce results that differ from p results d by other d:

ATCC Licensed "‘ .
Treivptie 5
* The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of ATCC.
MicroBiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures.

© 2010 MicroBiologics, Ing. All Rights Reserved, DOC.286 REVISION 2010.February,11 dt/ml
217 Osseo Avenue Noith Saint Cloud, MN 56303

http://www.microbiologics.com/data_shest_pop.php 13/04/2010



ANEXO N° 3
CERTIFICADO SANITARIO DE LOS RATONES DE EXPERIMENTACION

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS B!OLOGJCOS
COQRDINACION DE BIOTERIO

i CERTIFICADO SANITARIO N° | 1262010

Producto . Raton albino loteN® : M-22-2010

Especie : Mus musculus Cantidad : 24

Cepa © Balb/c/CNPB . Edad © 1mes % a 2 meses

Peso : Mayores a 25 gr. Sexo : Machos

BV- N° . 004-12665 G.R.021577 Destino : Veronica Castro Sumaria
Univ. San Antonio Abad -
Cuzco

Fecha : 25-06-10

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Ferndndez. Coordinador de Bioterio
Certifica, que los animales arriba descritos se  encuentran en  buenas
condiciones sanitarias * .

*Referencia : PR. T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitaric para Animales de Experimentacion.

Chorrillos, 25 de Junio del 2010

M V Arluro osales Fernandez
C.MY.P. 1586

NOTA : El Bioterio no se hace
responsable por el estado de
los animales, una vez gque
éstos egresan del mismo.




ANEXO N° 4
PRUEBAS DE ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICO Y CLOROFORMICO DE LAS HOJAS DE Flourensia
polycephala Dillon (Phauka)
Los siguientes ensayos tienen por objeto obtener una visién general de los
diferentes metabolitos secundarios que pueden estar presentes en el material en
estudio. Se obtendran extractos de diferentes polaridades.
Para ello se realizaron 4 tipos de extracciones.
1. Cloroférmico: compuestos de muy baja polaridad como. Esteroides |
quinonas
2. Etandlico: compuestos de polaridad muy variada como esteroides,
alcaloides, flavonoides ,taninos
3. Acuosa: compuestos de alta polaridad: Flavonoides,
Leucoantocianidinas, Saponinas, Taninos.

4. Acuosa acida: compuestos basicos como alcaloides.

Lieberman- Burchard esteroides

Espuma saponinas

Gelatina taninos

Cloruro férrico Hidroxilos fendlicos en general
Shinoda flavonoides

Borntranger quinonas

Rosenheim leucoantocianidinas
Dragendorff alcaloides

Mayer alcaloides

PROCEDIMIENTO
» Se peso 1 gramo de la planta en estudio
» Se agrego 10ml de solvente (para extractos 1,2,3,4)

» Se realizo los ensayos que correspondan segun el extracto tenga.



REACTIVOS DE COLORACION Y/O PRECIPITACION

1. Lieberman - Burchard: se tomo 0.5 ml del extracto vegetal, se ariadié 0.5
ml de acido acético, 1 ml de anhidrido acético y luego una gota de acido
sulfarico concentrado., se observo los cambios de coloracion en el
transcurso de los primeros 30 minutos.

2. Prueba de espuma: se puso 1 ml del extracto en un tubo de ensayo y se
llevo a 5 ml con agua destilada, se agito vigorosamente por 30 segundos,
se espero 15 minutos, y la persistencia de la espuma nos indica la
presencia de saponinas.

3. Gelatina: se tomo 0.5 ml del extracto y se afiadié una gota de solucion de
gelatina, se debe observar un precipitado blanco, que nos indica la
presencia de taninos.

4. Cloruro férrico: se tomo 0.5 ml del extracto y se afiadié una gota de
solucién férrica, donde se debe obtener una coloracion azul o verde, que
nos indica la presencia de OH fendlicos.

5. Shinoda: se tomo 0.5 ml del extracto, se agrego unos trocitos de magnesio
metalico y dos gotas de acido clorhidrico concentrado., la coloracién rojiza
nos indica la presencia de flavonoides.

6. Borntranger: se tomo 0.5 mi del extracto y se llevo a sequedad, se agrego
0.5 ml de tolueno y luego 1 mi de NaOH al 5%, la aparicibn de una
coloracién roja, en la fase acuosa, nos indica la presencia de antraquinonas
y naftoquinonas.

7. Rosenheim: se toma 0.5 ml del extracto y se agrega 0.5 ml de HCI 2N se
hierve por 15 minutos, la aparicion de una coloracion roja nos indica la
presencia de leucoantocianidinas.

8. Dragendorff: se fomo 0.5 mi del extracto disuelta en HCI al 1%, se agrega
2 a 3 gotas de reactivo el cual se debe observar un precipitado rojo o
naranja.

9. Mayer: se tomo 0.5 ml del extracto (disuelto en acido diluido), se agrego 2 a

4 gotas del reactivo, se debe observar un precipitado blanco.



ANEXO N° 5
CONTROL MWICROBIOLOGICO DEL EXTRACTO ETANOLICO Y
CLOROFORMICO DE LAS HOJAS DE Flourensia polycephala Dillon
(Phauka).
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA MEDICA

CONTROL MICROBIOLOGICO DE EXTRACTO ETANOLICO Y
CLOROFORMICO DE LAS HOJAS DE Flourensia polycephala (Phauka).

SOLICITANTE: Br Veronica Castro Sumaria

PARA : Tesis de investigacion

MUESTRA : Extracto etandlico y cloroférmico de las hojas de Flourensia
polycephala (Phauka).

FECHA : 15/04/2010

INDICADORES MICROBIOLQGICQOS

Los indicadores microbioldgicos tomados en cuenta para el analisis de la

muestra en estudio son:
1. Recuento de microorganismos de salmonella (RST)
2. Recuento de microorganismos de Coliformes totales (RCT)
3. Recuento de microorganismos aerobios mesofilos viables (RMAMV)
4

. Recuento de hongos y levaduras (RHL)

CUADRO: REPORTE DE RESULTADOS DEL CONTROL DE CALIDAD
MICROBIOLOGICO DEL EXTRACTO ETANOLICO Y CLOROFORMICO DE
LAS HOJAS DE Flourensia polycephala (Phauka).

Dilucién 10 Dilucién 10 Dilucion 10~
RST Ausente Ausente Ausente
RCT Ausente Ausente Ausente
RMAMV Ausente Ausente Ausente
RHL Ausente Ausente Ausente




METODOLOGIA

Se siguid la metodologia recomendada por el centro latinoamericano de
ensefianza e investigacion de bacteriologia alimentaria (CLEIBA)

CONCLUSION

Por los resultados obtenidos, se tiene que la muestra cumple con los valores-
guia de la OMS, sobre calidad microbiolégica.

El extracto Etandlico y cloroférmico de la especie vegetal, esta libre de
contaminacién por gérmenes patdégenos por lo que permite realizar las pruebas
de toxicidad correspondiente, sin ningun tipo de alteracidn microbiolégica en los
animales de experimentacion a ser administrados por via topica.
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

a. Los microorganismos de salmonella, al no encontrarse en la presente
muestra indica materias primas no contaminadas, limpieza y desinfeccion
correcta.

b. Los microorganismos de Coliformes totales, al no encontrarse en la
presente muestra indica materias primas no contaminadas, limpieza y
desinfeccion correcta.

c. Los microorganismos éerobios mesofilos, al no encontrarse en la presente
muestra indica materias primas no contaminadas, limpieza y desinfeccion
correcta o condiciones adecuadas de tiempo y temperatura durante la
produccién o conservacion.

d. Al recuento de hongos y levaduras, indica que las condiciones de
almacenamiento y conservacién asi como la sanitizacion de equipos y la

calidad higiénica sanitaria del producto en estudio es buena.

BIBLIOGRAFIA
(Centro latinoamericano de ensefianza e investigacion bacteriologia
alimentaria — 1984) (Ratto Alina y garrido tula UNMSM — LIMA 1983, DIGESA
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nutricion lima — 1998, OMS 1992).

el
; CBP N° 2617
EEPECATIADES ANALSS BOLOGICOS
FOUCACKIN UNNERSITARIAE INVESTIGACION
7 UNSAAC 12407 A MEDICINAHUMANA



ANEXO N° 6
FICHA DE RECOPILACION DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE
INHIBICION.

| 'N° de disco | coneentracion- | Diametro del halo'de inhibicion (mm) en cepas de
! | del extracto : Staphylococcus aureus ATCC 25923

. L{mgldisco) - § " .. e e

10

1"

12

FARMACO
PATRON

Leyenda:

IG: primer grupo de placas
liG: segundo grupo de placas
IIG: tercer grupo de placas



ANEXO N° 7
FICHA DE RECOPILACION DE DATOS DE LOS DIAS DE CURACION DE
| LOS RATONES ALBINOS

)

3

TOTAL DE RATONES
CURADOS




ANEXO N° 8

- ARCHIVO
FOTOGRAFICO



fFotegraﬁa N° 1 de la planta de\

“Phauka”

Esta fotografia nos muestra la

planta de “Phauka”’ en el

habitad natural en la localidad

del Distrito de Oropesa - Cusco
Fuente: V.C.S

. J

\\
Kotograﬁa N° 2 esta fotografia\

muestra el proceso de secado

de las hojas de Phauka que

fueron antes seleccionadas.

& Fuente: V.C.S //

N\
//Fotografia N° 3 en estN

fotografia se observa el

proceso de macerado de las

hojas de Phauka.

& Fuente: V.C.S J




Fotografia n°® 4 nos muestra el
rota vapor realizando el proceso
de evaporacion del extracto
etandlico y cloroférmico de las

hojas de Phauka.

Fuente: V.C.S

Fotografia n® 5

Se aprecia la etapa de
evaporacion del extracto
etanélico de las hojas de
Phauka en un envase blanco
libre de contaminacion.
Fuente: V.C.S

Fotografia n° 6 se observa el

control microbiolégico de los
extractos etandlico y

cloroférmico. Utilizando
diferentes medios de cultivo.
Fuente: V.C.S




Fotografia n® 7 se observa la

cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, que fue adquirido

del laboratorio Gen Lab del Pert

Fuente: V.C.S

Fotografia n°® 8 se observa la
activacion del Staphylococcus
aureus ATCC 25923, en un
medio de agar ATS (agar
tripticasa soya)

Fuente: V.C.S
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Fotografia n® 9 se observa la
cepa de Staphylococcus
aureus luego de 24 horas de
su activacion.

Fuente: V.C.S
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Fotografia n° 10 en esta
imagen se aprecia los
diferentes halos de inhibicion
producidos por los discos de
sensibilidad preparados con
las concentraciones

estandarizadas del extracto

etandlico de las hojas de
Phauka
Fuente: V.C.S

Fotografia n® 11 en esta
imagen se aprecia los
diferentes halos de inhibicion
producidos por los discos de
sensibilidad preparados con
las concentraciones
estandarizadas del extracto
cloroférmico de las hojas de
Phauka

Fuente: V.C.S

Fotografia n® 12 se observa

los halos de inhibicion

producidos por los farmacos

patrén neomicina y

bacitracina.
Fuente: V.C.S




Fotografia n® 13 se observa la

inoculacion de las bacterias de

Staphylococcus aureus ATCC
25923 con un hisopo estéril al
ratbn de experimentacion para

inducir la infeccién y realizar

el ensayo “in vivo”
Fuente: V.C.S

Fotografia n°® 14 podemos

observar la infeccion

producida al ratén de

experimentaciéon después de

las 72 horas, listo para su

tratamiento.
Fuente: V.C.S

Fotografia n® 15 se observa

la mescla de los diferentes

excipientes con el extracto

etandlico de las hojas de
Flourensia polycephala
“Phauka” para obtener la
emulsién o/w a utilizar en el
experimento.

Fuente: V.C.S




Fotografia n® 16 se observa

al control negativo (vaselina),

emulsién elaborada con las
hojas de Phauka del extracto
etandlico y al farmaco patrén
ungiento neomicina y
bacitracina. El cual se utilizo
en el tratamiento de los
ratones de experimentacion.
Fuente: V.C.S

Fotografia n® 17 se observa el
tratamiento de la infeccién
con la emulsién elaborada a
base del extracto etanélico de
las hojas de Flourensia
polycephala “Phauka”.
Fuente: V.C.S

Fotografia n® 18 se observa a

los ratones de

experimentacion ya curados

con la emulsion elaborada a

base del extracto etanélico de

las hojas de Flourensia
polycephala “Phauka” el cual

dio resultados 6ptimos.
Fuente: V.C.S




