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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos
hidroalcohdlicos de frutos de aguaymanto (Physalis peruviana L.) y de hojas
de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) frente a Staphylococcus aureus.

Material y métodos: El estudio fue comparativo y experimental; analizando
una cepa de Staphylococcus aureus con la que se realizaron 15 repeticiones,
por cada concentracién para cada extracto hidroalcohdlico mas un control
positivo con vancomicina. Con una regla milimetrada se midié el halo de
inhibicion generado alrededor del disco impregnado con el extracto en las
placas Petri con la cepa de Staphylococcus aureus. Los datos recolectados se
procesaron en el programa SPSS Statistics 22 y se emplearon las pruebas
ANOVA vy la prueba de comparaciones multiples de Duncan para el analisis
estadistico.

Resultados: No hubo diferencia entre los resultados en las 3 concentraciones
del extracto de Physalis peruviana L. y no presentd una actividad
antimicrobiana significativa en comparacion con el control. En cuanto al
extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus Labill, segun la prueba de
Duncan, la actividad antimicrobiana de este a una concentracion del 100%
(16.00mm) fue significativo (p< 0.001) en comparacion al efecto producido por
vancomicina (16.30mm) contra Staphylococcus aureus.

Conclusion: El extracto hidroalcohdlico de eucalipto en la concentracion del
100% fue el que presentd mayor actividad antimicrobiana contra S. aureus.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, Eucalyptus, Physalis



ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antimicrobial activity of hydroalcoholic
extracts of aguaymanto fruits (Physalis peruviana L.) and eucalyptus leaves
(Eucalyptus globulus Labill) against Staphylococcus aureus.

Material and methods: The study was comparative and experimental;
analyzing a strain of Staphylococcus aureus with which 15 repetitions were
performed, for each concentration for each hydroalcoholic extract plus a
positive control with vancomycin. With a millimeter ruler, the inhibition halo
generated around the disk impregnated with the extract in the Petri dishes was
measured with the Staphylococcus aureus strain. The data collected was
processed in the SPSS Statistics 22 program and the ANOVA tests and the
Duncan multiple comparisons test were used for statistical analysis.

Results: There was no difference between the results in the 3 concentrations
of the extract of Physalis peruviana L. and did not present a significant
antimicrobial activity compared to the control. Regarding the hydroalcoholic
extract of Eucalyptus globulus Labill, according to the Duncan test, its
antimicrobial activity at a concentration of 100% (16.00mm) was significant (p
<0.001) compared to the effect produced by vancomycin (16.30mm) against
Staphylococcus aureus.

Conclusion: The hydroalcoholic extract of eucalyptus at a concentration of
100% was the one with the highest antimicrobial activity against S. aureus.

Key words: Staphylococcus aureus, Eucalyptus, Physalis
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INTRODUCCION

1.1 Realidad problematica

El mundo en el que vivimos actualmente es uno que evoluciona de forma
incesante en cada ambito o rama del desarrollo humano, una de ellas es

la medicina.

En medicina, el tratamiento de enfermedades mediante el uso de
sustancias antimicrobianas ha tenido un gran avance desde el
descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1928; sin
embargo, debido a la incorrecta administracion de estas sustancias hemos
conseguido originar resistencia antibiética en diferentes microorganismos
patdgenos. Esta resistencia hace que las enfermedades sean cada vez
mas dificiles y, en ocasiones, imposibles de tratar. También, debido a la
mayor duracién de la enfermedad y del tratamiento, se prolonga la
estancia de los pacientes en hospitalizacion, predisponiéndolos al
desarrollo de nuevas infecciones e incrementando los indices de
mortalidad; en cuanto al aspecto socioecondémico, aumentan cada vez
mas los costos de la atencion sanitaria y la carga econdmica para las

familias y la sociedad.'?

A causa de esta situacion, que sigue intensificandose peligrosamente a
nivel mundial, la Organizacién Mundial de la Salud publicé en el afio 2017
una lista de microorganismos patdgenos para los cuales se necesita con
urgencia nuevos antibiéticos, esta se divide en tres categorias: Prioridad
critica, elevada y media.®
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1.2 Marco Tebrico

En las Ultimas décadas, ha habido una disminucién dramatica en el
namero de nuevos antibiéticos aprobados por la FDA (Food and Drug

Administration).*

Como consecuencia se ha comenzado a prestar una notable atencion al
estudio y andlisis de plantas medicinales; y el Pert es uno de los paises
gue posee una amplia biodiversidad de flora, pese a ello las propiedades
guimicas y farmacoldgicas, de gran relevancia para el desarrollo y sintesis
de nuevos medicamentos, no son lo suficientemente estudiadas lo que

limita el reconocimiento de ciertas especies como fitofarmacos.®

El Centro Nacional de Salud Intercultural (CENSI) presenté en el 2013 un
catalogo floristico de alrededor 40 plantas medicinales peruanas, entre las
cuales se presentaban el aguaymanto (Physalis peruviana L.) y eucalipto
(Eucalyptus globulus Labill).®

En el Perl existen 7 especies de Physalis L., siendo Physalis peruviana,
de clase dicotiledonea, subclase metaclamideas, familia Solanaceae,
conocida comunmente como aguaymanto o tomatito; una planta nativa de
los Andes de Sudamérica que posee un alto contenido nutricional y

potencial vitaminico.’

Gracias a sus propiedades quimicas se le atribuyen mudltiples usos
medicinales como el alivio de afecciones orofaringeas, prevencion de
faringitis, estomatitis, purificacién de la sangre en pacientes diabéticos y

también para tratar enfermedades renales.®

Dentro de su composicion se encuentran presentes multiples withanélidos

(lactonas esteroidales) que posee propiedades citotdxicas contra
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diferentes tipos de cancer. Las vitaminas, proteinas, minerales y acidos
(principalmente oleico y linoleico) que contiene, son también relacionados

a estas propiedades.®

Por otro lado, el Eucalyptus globulus Labill, cominmente llamado
eucalipto, es una planta originaria de Australia, la cual pertenece a uno de
los principales géneros de la familia Myrtaceae. Presenta 900 especies y
subespecies que fueron reclasificadas por Hill and Johnsones (1995)

segun sus caracteristicas morfolégicas y moleculares.% 11

Es una planta rica en fitoquimicos que le proporcionan una gran cantidad
de propiedades medicinales como cicatrizante, antirreumatico, antiviral,

antiséptica, antiespasmadica, antiinflamatoria, entre otros.*?

Estas propiedades se deben a diferentes compuestos quimicos presentes
en el follaje, el cual contiene altas concentraciones de metabolitos
fendlicos secundarios, particularmente taninos. En sus hojas también
encontramos la presencia de aceites esenciales que ademas proveen el

caracteristico olor de esta planta.3 14

Los usos terapéuticos del eucalipto han sido probados en la medicina
tradicional china e india. Estudios analizan sus aceites esenciales,
comprobando la actividad que tienen contra ciertas bacterias
periodontales y cariogénicas especificas. De igual manera se demostré su

actividad antibiofilm contra biopeliculas de C. albicans.'®

Tanto el aguaymanto como el eucalipto tienen dentro de su composicién
guimica compuestos fendlicos, los cuales son productos naturales que han
demostrado tener propiedades antimicrobianas y antioxidantes, asi como

también los aceites esenciales, flavonoides y extractos crudos.6 17
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Cuando hablamos de la cavidad bucal, una de las caracteristicas del
habitat microbiano que siempre debemos considerar es que es un medio
dindmico. Estudios previos documentaron cambios directos relacionados
con la edad en la microbiota oral, como un aumento en la proporcion y la
frecuencia de aislamiento de algunas especies bacterianas, principalmente

Staphylococcus aureus.*®

Esta bacteria anaerobia facultativa, Gram positiva cominmente genera
infecciones oportunistas en individuos con mala salud como en huéspedes
inmunocomprometidos o que presentan enfermedades sistémicas de
fondo que desequilibran el medio bucal propiciando su aparicion y la de
mAas microorganismos como Pseudomona aeruginosa y diferentes

subespecies de candida.!®

El S. aureus se ha convertido en uno de los patdégenos bacterianos Gram
positivos mas notorios gracias a la capacidad que posee para invadir el
sistema inmunitario a través de varios factores de virulencia y su rapida

adquisicion del fenotipo de resistencia a mdultiples farmacos.?°

Ha demostrado una versatilidad genémica excepcional. A través de varias
décadas se ha adaptado a la diferente terapéutica enviada por laindustria

farmacéutica.?!

Se asocia a S. aureus con infecciones oportunistas como mucositis
estafilococica, muy comun en individuos con cancer de cabeza y cuello
que reciben quimioterapia y/o radioterapia, en general pacientes que

presentan hiposalivacion.?? 23
Se ha encontrado presente en muestras clinicas de caries dental, en

infecciones dentales, particularmente en abscesos; también se ha

encontrado gran incidencia de esta bacteria en endocarditis infecciosa.?*
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1.3 Antecedentes del estudio

Chaves y col. (2018 - Brasil) evaluaron la composicion quimica del aceite
esencial de Eucalyptus camaldulensis Dehn (EOEc) y su potencial
modificador de la resistencia de las cepas de Staphylococcus aureus [3-
lactamasas y productoras de meticilina a los antibidticos B-lactamicos,
entre otras cosas. El EOEc se obtuvo mediante hidrodestilacion. Para
determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (MIC) y la modulacion de
resistencia bacteriana de la EOEc se realiz6é la prueba de microdilucion.
Encontraron que el aceite presenté actividad antimicrobiana sobre las
cepas de S. aureus 29 y MRSA.?°

Argote-Vega y col. (2017 - Colombia) realizaron un estudio cuyo objetivo
fue evaluar la capacidad antibacteriana de aceites esenciales de eucalipto,
limén y mandarina frente a bacterias ATCC Staphylococcus aureus y
Escherichia coli. La actividad antibacteriana se determin6 con la
concentracion minima inhibitoria CMI y bactericida CMB, obteniendo que
los mejores resultados de inhibicion fueron para eucalipto y mandarina
frente a la bacteria Gram positiva con una CMI y CMB de 6,8 uyL/mL y para
la Gram negativa el aceite esencial de cascara de mandarina y eucalipto
con una CMly CMB de 13,2 yL/mL.%¢

Azuero y col. (2016 - Ecuador) estudiaron los extractos metandlicos de
diferentes ejemplares de las especies vegetales Lippia citriodora K
(cedrén), Piper carpunya Ruiz & Pav (guaviduca); contra cepas de
bacterias Gram positiva (Staphyloccocus aureus) y Gram negativa
(Escherichia coli y P. aeruginosa), y una cepa del hongo (Candida
albicans). Obtuvieron como resultado, en cuanto a S. aureus, que no

present6 sensibilidad frente los extractos de L. citriodora y P. carpunya.?’

15



Pimentel y col. (2015 — Peru) analizaron la actividad antibacteriana in vitro
del extracto etandlico de Origanum vulgare (orégano), Tagetes elliptica
(chincho) y del Tagetes minuta (huacatay), determinan que Tagetes
elliptica (chincho) dentro de sus compuestos quimicos contiene
flavonoides, tienoles y terpenoides, estos principios activos atribuyen su
efectividad antibacteriana frente a bacterias gram positivas como

Staphylococcus aureus.?®

Mota y col. (2015 — Brasil) evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro de
los aceites esenciales Eucalyptus globulus y de las sustancias de xilitol y
papaina contra Pseudomonas aeruginosa; Samonella sp.; Staphylococus
aureus; Proteus vulgaris; Escherichia coli y Candida albicans. Utilizaron la
prueba de difusion en agar y midieron el diametro de la zona de inhibicién
para la evaluacién de la actividad antimicrobiana resultando en que el
aceite esencial de Eucalyptus globulus presenté una alta inhibicion en
comparacion con el control (clorhexidina 0.5%) frente a S. aureus,
concluyendo que los aceites esenciales de dicha planta es una alternativa

viable como agente germicida.?®

1.4 Justificacion del estudio

Con el fin de poder desarrollar, en un futuro, férmulas terapéuticas que
puedan ser utilizadas en formas farmacéuticas de origen natural vy
accesibles para la poblacion en general. Ademas, de estudiar la
susceptibilidad antimicrobiana de S. aureus, que se encuentra dentro de
la lista de microorganismos patdogenos gque necesitan nuevos antibioticos
debido a la resistencia que estan desarrollando, frente a extractos
hidroalcoholicos en diferentes concentraciones de las plantas

mencionadas.
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Asimismo, proveer informacion actualizada en cuanto a eficacia de
extractos de plantas medicinales sobre microorganismos, el cual es de un
gran interés cientifico por la variedad de compuestos quimicos con
diferentes propiedades y bioactividad que presentan.

Por lo expuesto la presente investigacion tiene como propoésito estudiar la
actividad antimicrobiana in vitro de los extractos hidroalcohdlicos de frutos
de aguaymanto (Physalis peruviana L.) y de hojas de eucalipto
(Eucalyptus globulus Labill) frente a Staphylococcus aureus e identificar la

concentracion con mayor actividad antimicrobiana.

1.5 Formulacién del problema
¢, Presentan actividad antimicrobiana in vitro los extractos hidroalcohdlicos
de frutos de aguaymanto (Physalis peruviana L.) y de hojas de eucalipto

(Eucalyptus globulus Labill) frente a Staphylococcus aureus?

1.6 Hipotesis

Hipotesis alterna (Ha):

Los extractos hidroalcohdlicos de frutos de aguaymanto (Physalis
peruviana L.) y de hojas de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) si
presentan actividad antimicrobiana in vitro frente a Staphylococcus aureus.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo general

Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos
hidroalcoholicos de frutos de aguaymanto (Physalis peruviana L.) y de
hojas de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) frente a Staphylococcus

aureus.

17



1.7.2 Objetivos especificos

e Determinar

la actividad antimicrobiana

in vitro de

los extractos

hidroalcohdlicos de frutos de aguaymanto (Physalis peruviana L.) a

las concentraciones de 40%, 70% y 100% frente a Staphylococcus

aureus.

e Determinar

la actividad antimicrobiana

in vitro de

los extractos

hidroalcohdlicos de hojas de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) a

las concentraciones de 40%, 70% y 100% frente a Staphylococcus

aureus.
1.8 Variables
L L Tipo de variable Escala
) Definicidn Definicion
Variable . Segln su Segln su de
conceptual operacional o
naturaleza funcion medicion
Volumen de
extracto
hidroalcohdlico de
aguaymanto y
» Unidad que :
Concentracion eucalipto por
expresa la o ] )
del extracto 3 100 mL de Cuantitativa | Independiente | Ordinal
_ o concentracién de . .
hidroalcohélico _ 3 disolucion
una disolucién3® .
Indicador:
¢ 40%
¢ 70%
¢ 100%

18




Actividad

antimicrobiana

Capacidad de
detener el
crecimiento o
eliminar
microorganismos

patdégenos.3!

Didmetro de los

halos alrededor

de los discos de
difusion en el
antibiograma

Indicador: mm

Cuantitativa

Dependiente

De razén

. METODOLOGIA

2.1 Tipo de investigacion

2.1.1 De acuerdo al fin que se persigue: Aplicada

2.1.2 De acuerdo al disefio de contrastacion: Experimental

2.2 Poblacion y muestra

2.2.1 Caracteristicas Generales

Fue constituida por el total de aplicaciones de los extractos

hidroalcohdlicos de aguaymanto y eucalipto en agar Mueller

Hinton con la cepa bacteriana de Staphylococcus aureus.

a. Criterios deinclusiéon

e Cultivos de Staphylococcus aureus cuya pureza fue

verificada mediante coloracién Gram.

e Cultivos de Staphylococcus aureus a los que se les aplicé

de manera estéril discos con extractos hidroalcohdlicos de

aguaymanto a las concentraciones de 40%, 70% y 100%.

e Cultivos de Staphylococcus aureus a los que se les aplico

de manera estéril discos con extractos hidroalcohdlicos de

eucalipto a las concentraciones de 40%, 70% y 100%.
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b. Criterios de exclusién

Contaminacién de la cepa de Staphylococcus aureus
antes del sembrado en agar nutritivo.

Contaminacién del agar nutritivo en el que sembrara la

cepa de Staphylococcus aureus.

c. Criterios de eliminacioén

2.2.2

Contaminacibn de la  muestra de  extractos
hidroalcohdlicos de aguaymanto durante el periodo de
conservacion.

Contaminacibn de la  muestra de  extractos
hidroalcohdlicos de eucalipto durante el periodo de
conservacion.

Contaminacién del agar nutritivo durante el periodo de
incubacion.

Deterioro del agar nutritivo durante la conservacion o los

procedimientos que no permita su medicion posterior.

Tamarfio muestral

Debido al interés de comparar las medias de dos o mas
grupos de estudio para variable cuantitativa; y habiéndose
realizado una prueba piloto de 8 repeticiones para cada
grupo, el tamafio muestral se calculard con la siguiente

formula estadistica:
B (Zf;z+ Zﬁ)2(521+ S2)2
X —%)?

n

Siendo n = numero de repeticiones a analizar.
Za2 = 1.96 para a = 0.05, para una confianza del 95%

Zg = 0.84 para 3 = 0.20, para una potencia del 80%

20



X=12.5 mm, halo de inhibicién — eucalipto 100%
S$1=1.60 mm

%=10.75mm, halo de inhibicién — aguaymanto 100%
S2=0.89 mm

De estas desviaciones estandar se tomo la mayor para

obtener mayor muestra.

(1.96 + 0.84)22(1.6)2

- =13.1072
n (12.5 — 10.75)2 3.10

n=13

Siendo 13 el minimo numero de repeticiones, para el
presente estudio, se decidi6 hacer 15 repeticiones para
cada concentracion de cada extracto con la cepa de S.
aureus con la que contaba el laboratorio de microbiologia

de la Universidad Nacional de Cajamarca.

n=15

2.3 Técnicas e instrumentos de investigacion

2.3.1 Método de recoleccion de datos

Observacional
2.3.2 Instrumento de recoleccion de datos

Se utiliz6 una ficha de recoleccion de datos elaborada

especificamente para la presente investigacion. (Anexo N° 1)
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2.3.3 Procedimiento de recoleccion de datos

Autorizacion de la ejecucion del proyecto

Se solicité la autorizacion correspondiente a los lugares en los
que se realiz6 la presente investigacion (laboratorio de quimica
de la UNC y laboratorio de microbiologia de la UNC).

(Anexo N° 2)

Identificacion de las muestras:

Tanto los frutos de aguaymanto como las hojas de eucalipto,
ambas muestras fueron identificadas taxonémicamente por el
especialista del Herbario de la Universidad Nacional de

Cajamarca. (Anexo N° 3)

Preparacion de los extractos hidroalcoholicos a aplicar:

Tanto los frutos de aguaymanto como las hojas de eucalipto
fueron sometidos a una extraccién por destilacion a reflujo,
utiizando como solvente una disolucion hidroalcohodlica
(CH3OH@e) al 50%) y preparados a tres diferentes
concentraciones: 40%, 70% y 100%.

Para el aguaymanto, en una balanza electronica se pesaron
aproximadamente 100g de sus frutos que luego fueron afadidos
a una solucién de 250ml de CH3OHac) al 50% en un balén de dos
bocas colocado sobre un agitador magnético el cual mezcl6é por

5 horas ambos elementos.

Para el eucalipto se realizé el mismo procedimiento con 50g de

hojas de eucalipto mezcladas con 500ml de CH3OHjac) al 50%.
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Durante la extraccion se control6 el tiempo (5 horas) y la
temperatura de la mezcla (no mayor 40°C) para prevenir la
alteraciéon de los compuestos quimicos del aguaymanto y

eucalipto.

Después de la extraccion se filtr6 al vacio para obtener el

extracto hidroalcohdlico de aguaymanto y el de eucalipto.

Posteriormente se colocé ambos extractos en la estufa a una
temperatura promedio de 60°C hasta conseguir una mayor

concentracion de ambos extractos.

Para la reactivacion de cultivos de S. aureus:

Se inocul6 una porcién del cultivo en preservacion en caldo BHI
para su reactivacion y se incub6 por 18 horas. A partir de los
tubos turbios se sembro por estriado en placas con agar sangre,
e incubo por otras 18 horas en aerobiosis, luego se verifico la

pureza de los cultivos mediante coloracién Gram.

Luego se realiz6 una prueba de sensibilidad bacteriana contra
cefoxitina, oxacilina y vancomicina, obteniendo que la cepa a

estudiar era resistente a oxacilina. Imagen 15. (ay b)
Antibiograma por método de disco-difusion®?

A partir de las colonias aisladas en medios no selectivos, se
prepararon suspensiones en solucion salina fisiolégica estéril

(SSFE) ajustadas a la escala de concentracion del tubo 0.5 de

Mac Farland.
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Se sumergieron hisopos estériles en la suspension bacteriana e
inocularon en el agar Mueller Hinton contenido en placa Petri,

dejandolos luego secar a temperatura ambiente.

Se colocaron los discos impregnados con 10 yL de los extractos
hidroalcohdlicos tanto de aguaymanto como de eucalipto en la

placa Petri que corresponda.

Los discos impregnados con las diferentes concentraciones del
extracto estuvieron a una distancia no menor de 3 cm uno del

otro.

A las 48 horas se realizé la medicion del diametro de los halos
con una regla milimetrada y luego estas fueron analizadas
siguiendo la escala de Duraffourd, la cual es utlizada para
determinar el efecto inhibitorio in vitro, segun diametro de

inhibicion.

e Nula (-): diametro inferior a 8 mm.

e Sensibilidad limite (sensible +): diametro comprendido entre
8 a 14 mm.

e Medio (muy sensible ++): diametro entre 14 y 20 mm.

e Sumamente sensible (+++): diametro superior a 20 mm.
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2.4 Disefio de investigacion

Tiempo en Posibilidad
. Namero de el que Forma de de
Numero de » _ .
o grupos a ocurrio el recolectar |intervencion
mediciones ' ]
estudiar fendbmeno a | los datos del
estudiar investigador
Transversal | Comparativo | Prospectivo Prolectivo | Experimental

2.5 Procesamiento y analisis de datos

Los datos recolectados fueron procesados de manera automatizada en el
programa estadistico SPSS Statistics 22.0 (IBM, Armonk, NY, USA), para

obtener los valores absolutos, promedio, desviacion estandar y graficos

mostrando los resultados de acuerdo a los objetivos planteados.

El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba ANOVA, siendo

complementado con una prueba de comparaciones mudltiples usando

Duncan; y posteriormente representar los datos en un grafico de medias.

La significancia estadistica considerada fue de 5% (P<0.05).

2.6 Consideraciones bioéticas

El presente trabajo se realizé considerando las siguientes normas:

v' Declaracion de Helsinki 32
v Ley General de Salud N° 26842 34

v' Comité de Bioética UPAO (Anexo N° 4)
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RESULTADOS

El presente estudio fue de tipo experimental “in vitro”, que se realizd en los
ambientes del Laboratorio de Microbiologia y del laboratorio de Quimica de la

Universidad Nacional de Cajamarca.

Se tuvo como objetivo determinar si existe un efecto antimicrobiano de los
extractos hidroalcohdlicos de Physalis peruviana L. (aguaymanto) y de
Eucaliptus globulus Labill (eucalipto) frente a la bacteria Staphylococcus

aureus.

3.1 Extracto hidroalcohdlico de Physalis peruviana L. (aguaymanto)

En el andlisis descriptivo se pueden apreciar diferencias entre los
valores de las desviaciones estandar de cada concentracion al 40%,
70% y 100% (0.00, 0.00, 0.26 respectivamente) y del control (2.35).
Luego, a través del andlisis de varianza (ANOVA) se mostrd que entre

estos grupos existe una diferencia significativa (p< 0.001). Tabla N° 1

Posterior al analisis de ANOVA se ejecutd la prueba de Duncan. Esta
prueba determind 2 grupos; en el primer grupo se ubicé la
concentracion al 100% (6.07mm), al 70% (6.00mm) y al 40% (6.00); en
el segundo grupo solo se incluy6 al grupo control (16.30mm). Tabla N°2

Segun los resultados obtenidos se establece que el extracto
hidroalcohdlico de Physalis peruviana L. en sus tres diferentes
concentraciones no poseen un efecto antimicrobiano significativo en

comparacién con el grupo control que se realiz6 con vancomicina.
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En el grafico de medias realizado, se observé una notable diferencia
entre el efecto del extracto de aguaymanto en sus 3 concentraciones en

comparacion con el grupo control. Grafico N° 1.
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Actividad antimicrobiana In Vitro de los extractos hidroalcohdlicos de Frutos de Aguaymanto
(Physalis peruviana L.) en las concentraciones de 40, 70 y 100% y Control Vancomicina frente a
Staphylococcus aureus, segun halos de Inhibicion (mm).

FV SC gl CM F P
Entre grupos 1188.41 3 396.14 283.20 0.0000
Dentro de grupos 78.33 56 1.40
Total 1266.75 59
Tabla l.a
Concentraciones de extracto Grupos para alfa = 0.05
hidroalcohdlicos de frutos de ni
Aguaymanto Gl G2
40% 15 6.00
70% 15 6.00
100% 15 6.07
Vancomicina 15 16.30
Tabla 1.b
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Media de Halos de inhibicion en mm para cada
concentracion de extracto hidroalcoholico de frutos de

aguaymanto

Grafico N°1
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Concentraciones de extracto hidroalcoholicos de frutos de aguaymanto
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3.2 Extracto hidroalcohdlico de Eucaliptus globulus Labill (eucalipto)

Se pudo apreciar cierta diferencia entre los valores de las desviaciones
estandar de las concentraciones al 40%, 70% y 100% (0.83, 2.03, 0.76
respectivamente) y del control (2.35). Seguidamente, al realizarse la
prueba de ANOVA se corrobord que existia una diferencia significativa

entre los grupos (p< 0.001). Tabla N°3

Con el fin de hallar en dénde se encuentra la diferencia se realizd la

prueba de DUNCAN. Tabla N° 4

Con ello se determina que el extracto hidroalcohdlico de eucalipto a una

concentracion del 100% tiene un efecto antimicrobiano similar al de

vancomicina frente a esta cepa de S. aureus.

En el grafico de medias se vuelve a recalcar la similitud del efecto

antimicrobiano entre estos dos grupos. Grafico N° 2
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Actividad antimicrobiana In Vitro de los extractos hidroalcoh6licos de Hojas de Eucalipto
(Eucalyptus globulus Labill) en las concentraciones de 40, 70 y 100% y Control Vancomicina frente
a Staphylococcus aureus, segun halos de Inhibicion (mm).

FV SC al CM F P
Entre grupos 940.05 3 313.35 114.79 0.0000
Dentro de grupos 152.87 56 2.73
Total 1092.91 59

Tabla 2.a

Concentraciones de extracto

Gr Jpos para alfa = 0.05

Eidrolalcohélicos de hojas de ni
ucalipto

Ol (G4 (G}
40% 15 6.47
70% 15 12.53
100% 15 16.00
Vancomicina 15 16.30

Tabla 2.b
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Gréafico N° 2
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DISCUSION

Desde tiempos antiguos se han evaluado y utilizado a las plantas como una
fuente natural terapéutica contra el dolor, inflamacién e incluso infecciones; sin
embargo en la actualidad las investigaciones realizadas han aumentado
considerablemente con el propdsito de hallar nuevos compuestos quimicos en
extractos y aceites esenciales que puedan contrarrestar a los
microorganismos patdégenos que han adquirido resistencia antibiética; algunos
de los cuales pueden presentarse en la cavidad oral tal como lo es el
Staphylococcus aureus, especialmente en individuos susceptibles a
infecciones, inmunolégicamente comprometidos, sometidos a tratamientos de
radio 0 quimioterapia y otros casos ya mencionados anteriormente y a los que
es también de vital importancia prestarles la debida atencién y estudio.

Por lo mencionado; este estudio se realiz6 bajo condiciones in vitro para
poder determinar la actividad antimicrobiana de dos extractos hidroalcohélicos
de dos plantas conocidas mundialmente por presentar propiedades
medicinales y nutricionales destacables. Por otra parte se conoce a la
vancomicina como un antibiotico glucopéptido utilizado en infecciones graves
debido a su gran efecto bactericida al inhibir la sintesis de la pared celular
bacteriana en bacterias Gram +, por estas caracteristicas fue el control

positivo ideal para este estudio.

A pesar las limitaciones que presentd esta investigacion como el no contar con
discos estandarizados para la prueba de disco difusion, lo que restringio la
cantidad de extracto que se colocé en cada disco (de 30 pyL a 10 uL por
disco); lo cual pudo haber afectado el nivel de actividad antimicrobiana de los
extractos, se demostré que ambos tenian un efecto antimicrobiano frente a S.

aureus.
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Los resultados que Chaves y col.?®> obtuvieron con el aceite esencial de
Eucalyptus camaldulensis Dehn (EOEc) obtenido mediante una extraccion por
hidrodestilacion aplicado sobre cepas de S. aureus meticilino resistentes
concuerdan con los resultados del presente estudio, a pesar de que son
diferentes subespecies de eucalipto, este presentd actividad antimicrobiana
gue se comprobo con el resultado de la concentracion inhibitoria minima en el
primer estudio y con el método de discodifusion en este estudio; por lo tanto
los compuestos quimicos del Eucalyptus sp. si poseen propiedades

antimicrobianas frente a S. aureus.

Al igual que Chaves y col.?®, con las investigaciones que realizaron Argote-
Vega y col.?® y Mota y col.?® sobre el aceite esencial de eucalipto entre otras
plantas, se corroboran los resultados hallados por este estudio, ya que se
encontré que S. aureus era sensible al aceite esencial de eucalipto (CMI y
CMB de 6,8 pL/mL) y también presentd una alta inhibicion en comparacion con
el control (clorhexidina 0.5%), respectivamente para cada estudio. Siendo
ademas la misma especie de eucalipto la que se utilizé en la investigacion de

Mota y col.?®

Los mencionados estudios utilizaron el aceite esencial de Eucalyptus sp., sin
embargo los métodos de extraccion de aceites esenciales aunque pueden ser
sencillos tienen rendimientos bajos, requieren también de grandes cantidades
del elemento del cual se va a obtener el extracto y el equipo necesario para
una extraccion satisfactoria suele ser muy sofisticado y costo.®® Pese a ello los
resultados obtenidos nos muestran que los compuestos quimicos de
Eucalyptus sp. si poseen propiedades antimicrobianas frente a S. aureus y
gue esas propiedades se mantienen independientemente al método de
extraccion, ya que al haber realizado un extracto hidroalcohodlico de eucalipto
utilizando el método de destilacion a reflujo, este igualmente presentd una
actividad antimicrobiana frente a S. aureus como se pudo observar en los

resultados.
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Por otro lado, Pimentel y col.?® estudiaron extractos etandlicos de diferentes
plantas y al analizar sus principios activos encontraron que si pueden poseer
cierta efectividad antibacteriana frente a bacterias Gram positivos como lo es
Staphylococcus aureus. Sin embargo, Azuero y col.?” evaluaron los extractos
metandlicos de diferentes ejemplares de especies vegetales, cabe recalcar
gue entre ellas no se incluia el eucalipto ni el aguaymanto, y las enfrentaron
contra cepas de Staphylococcus aureus, ademas de otras bacterias Gram
negativas, obteniendo que S. aureus no presentd sensibilidad frente los
extractos de las especies vegetales que utilizaron. Estos dos estudios
efectuaron la extraccion de estos componentes quimicos de las plantas que
estudiaron en cada caso, utilizando un alcohol como medio; la discrepancia
puede deberse a que los componentes quimicos de las plantas eran
diferentes, no siendo la razén el método de extraccion. En comparacion a la
presente investigacion en la que se utilizé un extracto hidroalcohdlico, es decir
gue se utilizé un alcohol (metanol) diluido con agua destilada como medio para
la obtencion del extracto y que al momento del analisis de la actividad
antimicrobiana que presentaban se observé que el extracto hidroalcohdlico de
eucalipto si present6 una actividad antimicrobiana contra S. aureus, pero no el
extracto hidroalcohdlico de aguaymanto; este hecho confirma que la
discrepancia puede deberse a los componentes quimicos y/o principios activos

de cada extracto.
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V.

CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de aguaymanto no presentd una actividad
antimicrobiana significativa, en cambio el de eucalipto si presenté una
accion antibacteriana significativa frente a S. aureus.

La concentracion al 100% del extracto hidroalcohdlico de aguaymanto no
presentd una actividad antimicrobiana significativa contra S. aureus en
comparacion a las concentraciones de 40% y 70% ni al control de
vancomicina.

El extracto hidroalcohdlico de eucalipto a una concentracion al 100% fue
mas eficaz que las concentraciones al 40% y 70% y fue también

comparable a la accién antimicrobiana producida por la vancomicina.
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VI.

RECOMENDACIONES

- Larealizacion de mas trabajos de investigacion sobre el tema con el fin de
estandarizar la efectividad de un extracto hidroalcohdlico de aguaymanto y
eucalipto segun el diametro del halo en la técnica de disco-difusion.

- El uso de diferentes cepas clinicas en las que se prueben los extractos

hidroalcohdlicos.
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VIII. ANEXQOS
ANEXO N° 1
Instrumento de recoleccion de datos

» Cuadro de medicion de los halos inhibitorios expresada en milimetros (mm)

para evaluar la susceptibilidad del extracto hidroalcohdlico de Physalis

peruviana L.
N° d Concentracion del extracto hidroalcohdlico de Physalis Control
°de
_ peruviana L. positivo
cultivo o
40% 70% 100% (vancomicina)

» Cuadro de medicion de los halos inhibitorios expresada en milimetros (mm)

para evaluar la susceptibilidad del extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus

globulus Labill.
N° d Concentracion del extracto hidroalcohdlico de Control
°de
_ Eucalyptus globulus Labill Positivo
cultivo .
40% 70% 100% (vancomicina)
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ANEXO N° 2
Autorizacion de los laboratorios de Quimica y Microbiologia

de la Universidad Nacional de Cajamarca

UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA

“Norte de la Universidad Peruana™

AUTORIZACION

El que suscribe, jefe del laboratorio de Quimica Ambiental del Departamento
Académico de Quimica, por medio de la presente concede la autorizacion para que
la Srta. DIANA ELIZABETH URIOL PLASENCIA pueda hacer uso de las
instalaciones, materiales y equipos del laboratorio de Quimica Ambiental con la
finalidad de realizar las pruebas experimentales relacionadas con su tesis.

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

Cajamarca, 8 de mayo de 2019

/l > ¢
%Wﬂf/m |

MCs. Ing® DAVID RICARDO YRIOL VALVERDE
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA
Licenciada con Resolucién del Consejo Directivo N*080-2018-SUNEDU/CD

‘Worte de la Universidad Peruana™

AUTORIZACION

El que suscribe Responsable del Bbboratorio de Microbiologia del
Departamento Académico de Ciencias Bwlégicas, por medio de la presente
concede la autorizacion para que la Srta. DIANA ELIZABETH URIOL
PLASENCIA, estudiante de la EAP de Estomatologia de la Universidad Privada
Antenor Orrego de Trujillo, pueda hacer uso de las instalaciones, materiales y
equipes del laboratorio de Microbiologia, con la finalidad de realizar las pruabas
expermentales relacionadas con su tesis,

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

Cajamgrta, 6 de mayo de 2019
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ANEXO N° 3

Constancia de identificacién del Herbarium CPUN

HERBAR'IUM CPUN
“ISIDORO SANCHEZ VEGA”
w UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

CONSTANCIA

El que suscribe;

Director del Herbario CPUN “Isidoro Sanchez Vega”, hace constar; que después de haber
comparado y analizado las dos (2) muestras botdnicas procedentes del valle de
Cajamarca, (distrito, provincia y departamento del mismo nombre); hace constar que
corresponde, taxonémicamente a las especies que a continuacion detallamos:

Muestra 1:
Especie: Eucalyptus globulus Labill.
Familia: Myrtaceae
Orden: Myrtales
N. V. : "“eucalipto”
Muestra 2:

Especie: Physalis peruviano L.
Familia: Solanaceae

Orden: Solanales

N. V. : "aguaymanto”, “tomatillo”, “tomatillo silvestre”

La muestra fue colectada por la estudiante de la escuela académico profesional de
Estomatologia Diana Elizabeth Uriol Plasencia, identificada en este Herbario.

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

s Cajamarca, 27 de mayo de 2019

Av. Atahualpa 1050 — carretera Cajamarca - Banos del Inca - Telf.
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ANEXO N° 4
Resolucion del Comité de Bioética UPAO

| UP AO VICERRECTORADO DE INVESTIGACION
COMITE DE BIOETICA EN INVESTIGACION

“ANO DE LA LUCHA CONTRA LA CORRUPCION Y LA IMPUNIDAD"

Trujilio, 18 de Octubre de 2019

RESOLUCION PRESIDENCIAL COMITE DE BIOETICA N° 091-2019-UPAO
VISTO, y;

CONSIDERANDO

Que, mediante escrito de fecha 18 de octubre de 2019, la estudiante Diana Elizabeth Uriol Plasencia,
solicita que se le brinde conformidad a su proyecto de investigacitn, de acuerdo a lo establecido en el
Reglamento del Comité de Bicética en Investigacién;

Que, por Resolucion Rectoral N® 3335-2016-R-UPAQ, de fecha 07 de julio de 2016, se aprobd el
Reglamento del Comité de Bioética, que se encuentra publicado en |a pagina web de |a Universidad,
con el cbjeto de su aplicacion obligatoria en las investigaciones que comprometan a seres humanos y
ofros seres vivos dentro de los estudios que sean patrocinados por la UPAQ y sean conducidos por
aigun docente o investigador de las Facultades, Escuelas de Posgrado, Centros de investigacion y
Establecimiento de Salud administrados por la UPAO;

Que, por Resolucion de Decanato N° 1847-2019-FMEHU-UPAQ se autorizd la inscripcion del proyecto
de tesis titulado “Actividad antimicrobiana in vitro de los extraclos hidroakohdlicos de frutos de
aguaymanto (Physalis peruviana L) y de hojas de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) frente a
Staphilococcus aureus”, por reunir las caracteristicas y requisitos reglamentarios declarandola
expedita para la realizacion del trabajo correspondiente;

Que, luego de la evaluacion formulada al expediente, el Comité considera que el proyecto no
confraviene [as disposiciones del Reglamento de Bioética, por lo tanto es procedente su aprobacion;

Estando a las razones expuestas y de conformidad con el Reglamento de Bioética de Investigacitn,
SE RESUELVE:

Primero. APROBAR el proyecto de investigacion fitulado “Actividad antimicrobiana in vitro de los
extractos hidroalcohdicos de frutos de aguaymanto (Physalis peruviana L.) y de hojas de
eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) frenfe a Staphiococcus aureus”, presentado por la
estudiante Diana Efzabeth Uriol Plasencia.

Segundo: Dese cuenta al Vicemrectorado de Investigacion con 1a presente resolucion.
REGISTRESE, COMUNIQUESE Y ARCHIVESE.

Dr. VICTOR H DUVi CORNEJO

ENTE
UNVERSDAD PVADA ANTENOR ORSEGO MAmirica S 3145 Mossernoe Tl - v
Awwioec Tt [+51)108¢ 004444 e 1N

Fax X000
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IMAGENES

Imagen 1. Pesado de los frutos de Physalis peruviana L.

Imagen 2. Preparacion de la disolucién hidroalcohodlica (CH3OHac) al 50%)
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Imagen 3. Mezcla de la disolucion hidroalcohdlica con los frutos de Physalis

peruviana L.
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Imagen 5. Filtracion al vacio del extracto hidroalcohdlico de Physalis peruviana L.

Imagen 6. Concentracion del extracto hidroalcohdlico de Physalis peruviana L.

Imagen 7. Obtencion de los extractos hidroalcohdlicos de Physalis peruviana L. al
40%, 70% y 100%
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Imagen 8. Preparacion de las hojas de Eucalyptus globulus Labill

Imagen 9. Pesado de las hojas de Eucalyptus globulus Labill
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Imagen 10. Mezcla de la disolucion hidroalcoholica con las hojas de Eucalyptus

globulus Labill
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Imagen 12. Filtracién al vacio del extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus
Labill
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Imagen 14. Reactivacion de las cepas de Staphylococcus aureus

Imagen 15. (ay b) Prueba de sensibilidad bacteriana a la cepa de

Staphylococcus aureus

55



Imagen 16 (ay b). Prueba de disco-difusion de los extractos hidroalcoholicos de

Physalis peruviana L. y Eucalyptus globulus Labill frente a Staphylococcus aureus

Imagen 17 (ay b). Medicion de los halos producidos por los extractos
hidroalcohdlicos de Physalis peruviana L. y Eucalyptus globulus Labill frente a

Staphylococcus aureus
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