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RESUMEN

En la actualidad podemos observar con frecuencia que los
medicamentos que se aplican para las infecciones urinarias son
medicamentos semisinteticos en su mayoria, estos muchas veces con
reacciones adversas, contraindicaciones. Existen numerosas plantas
medicinales que en su uso en medicina tradicional ha salvado muchas
vidas y al parecer no presentan efectos nocivos. La presente
investigacién es un estudio de tipo experimental y tuvo como objetivo
general determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso
de Tarasa capitata “malva” frente a cepas ATCC de Eschericha coli
25922 y Staphylococcus aureus 25923, mediante el método de
difusion en agar soélido. ElI material utilizado en la presente
investigacién fueron las hojas de Malva y cepas de Staphylococcus
aureus 25923 y Eschericha coli 25922. El método a utilizar fue el de
difusién en agar solido. Se evaluo el efecto antibacteriano del extracto
acuoso de la Malva (Tarasa capitata) a diferentes concentraciones de
100mg, 50mg y 25mg frente a bacterias Staphylococcus aureus 25923
y Eschericha coli 25922. Los resultados mostraron que la
concentracion del extracto acuoso sobre la bacteria Staphylococcus
aureus 25923 se vio a las concentraciones de 100mg. El extracto
acuoso liofilizado de las hojas de Tarasa capitata “malva” tiene
actividad antibacteriana sobre el crecimiento de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Conclusion La actividad antibacteriana fue
evidenciada en los ensayos realizados, Anova, prueba de tukey y los
halos en los que se demuestra la inhibicién del crecimiento producida
por el extracto de acuoso liofilizado de Tarasa capitata “malva” sobre
el crecimiento de estas bacterias

Palabras Clave: Malva, Bactericida, Medicina tradicional.



ABSTRACT

Today we can see that drugs often applied for urinary tract infections are
mostly semisynthetic drugs, these often with adverse reactions,
contraindications. There are many medicinal plants in use in traditional
medicine has saved many lives and apparently have no harmful effects. This
research is an experimental study and had as its overall objective to
determine the antibacterial effects of aqueous extract of Tarasa capitata
“‘mauve " against strains of Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus
aureus 25923, by the method of diffusion in solid agar. The material used in
this investigation was the leaves of Malva and strains of Staphylococcus
aureus 25923 and Escherichia coli 25922. The method used was the solid
agar diffusion. The antibacterial effect of aqueous extract of mallow (Tarasa
capitata) at different concentrations of 100mg, 50mg and 25mg was
evaluated against Staphylococcus aureus 25923 and Escherichia coli 25922.
The results showed that the concentration of the aqueous extract of the
bacterium Staphylococcus aureus 25923 | was at concentrations of 100mg.
Conclusion The antibacterial activity was evidenced in tests performed,
Anova, Tukey and halos where the growth inhibition produced by the

aqueous extract lyophilized Tarasa capitata “mallow " on growth of these

bacteria is demonstrated

Keywords: mauve, bactericide, traditional medicine.
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INTRODUCCION

Se sabe que los antiguos peruanos empleaban las plantas de forma
alimenticia, sino que ademés lo empleaban para curar los males que los

aguejaban.

Existen informaciones bibliogréficas™ ? y folkléricas en la que se da a

conocer el empleo de plantas para estos fines.

En la actualidad podemos observar con frecuencia que los antibiéticos o
antibacterianos, ya no son tan eficaces contra bacterias patdgenas, debido a
la resistencia que ellas crean para tales medicamento, se conoce infinidad de
antibiéticos que poseen diferente mecanismo de accion, entonces vemos que

el principal problema es la resistencia bacteriana.

Por tales motivos es necesario pensar en alternativas terapéuticas seguras y
eficaces, es por eso que se propone a la fitoterapia, que pertenece a la
medicina alternativa ya que los efectos de las plantas medicinales por lo

general son poco nocivas, guardando siempre las excepciones.

Los productos de la medicina tradicional tienen muy pocos efectos nocivos
sobre nuestro organismo, a no ser que sean usadas en grandes dosis®, el

problema general recae en que esta medicina no es avalada cientificamente.

En la fitoterapia existen numerosas plantas con efectos antibacterianos como
por ejemplo: Ruda (Ruta graveolens), Romero (Rosmarinus officinalis) y
Tomillo (Thymus vulgaris).

La importancia de la presente investigacion radica en que de comprobarse el
efecto antibacteriano del extracto acuoso de la malva, podria representar una
buena base de investigacion futura buscando el desarrollo de una alternativa
terapéutica para el tratamiento de infecciones urinarias e infecciones

respiratorias, ya que estos productos son seguros y eficaces.



La presente investigacion tuvo como objetivo general evaluar el efecto
antibacteriano in vitro del extracto acuoso de Tarasa capitata “malva” frente a
cepas de Eschericha coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC
25923.

La determinacién de la actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso
de las hojas de malva se realiz6 por el método de Kirby bauer difusién en

agar sdlido.



CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1.- Descripcion de la Realidad Problematica

En las Ultimas décadas, con la importancia que empezd a cobrar la
medicina natural y los productos naturales, la malva se rescatd por sus
multiples usos como  actividad antiespasmodica, antiinflamatorio,
actividad sedante, actividad antibacteriana. etc. En la actualidad
podemos observar con frecuencia que los antimicrobianos ya no son
eficaces contra bacterias patégenas debido a diversos mecanismos de
resistencia que estas “ingenian” para tal producto farmacéutico, por otro
lado, observamos que los medicamentos convencionales es decir
pertenecientes a la medicina ortodoxa. Pueden tener reacciones
adversas peligrosas, contraindicaciones numerosas e interacciones
medicamentosas de cuidado, inclusive hay casos en los que se debe

evaluar el riesgo beneficio.

Por ultimo y por eso no menos importante que los demas; es la
accesibilidad por parte de la poblacién de escasos recursos y zonas
alejadas a la gran urbe a los medicamentos ya que por lo general estos
son caros o de dificil acceso. Por tales motivos es que se ve la
necesidad de pensar en otras alternativas que sean seguras y eficaces,
es por eso que se propone a la fitoterapia perteneciente al campo de la
medicina alternativa, ya que se ha observado que el empleo de plantas
medicinales constituye menores efectos perjudiciales para quienes las
utilizan, ademas de representar bajos costos y gran aceptacion por la
poblacion de escasos recursos. Por otro lado las infecciones urinarias e

infecciones respiratorias son causadas por infecciones bacterianas.
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Las principales bacterias causantes de estas patologias son Eschericha

coli 25922 y Staphylococcus aureus 25923.

Las infecciones urinarias e infecciones respiratorias, se presentan hoy
en dia muy a menudo, por lo que resultaria una alternativa natural para

el tratamiento de dichas afecciones.

Asi mismo existen numerosas investigaciones de las variedades de
estas  especies, pero como extracto alcohdlico los cuales no
presentaron efecto antibacteriano frente a diferentes microorganismos,
es por ello que se busca realizar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto acuoso de Tarasa capitata “malva” frente a una bacteria

presente en las infecciones urinarias.

1.2.-Formulaciéon del Problema
1.2.1.- Problema General

e (El Extracto acuoso de Tarasa capitata “malva” presentara
actividad antibacteriana sobre cepas de Eschericha coli ATCC
25922 y Staphylococcus aureus ATCC 259237

1.2.2.- Problema Especificos
e (A qué concentracion el extracto acuoso de Tarasa capitata

‘malva” presentara actividad antibacteriana sobre cepas de
Eschericha coli ATCC 259227
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e (A qué concentracion el extracto acuoso de Tarasa capitata
‘malva” presentara actividad antibacteriana sobre cepas de

Staphylococcus aureus 259237

1.3.- Objetivos de la Investigacion

1.3.1.- Objetivo General

e Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso
de Tarasa capitata “malva” frente a cepas ATCC de Eschericha

coli y Staphylococcus aureus.

1.3.2.- Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso
de las hojas de Tarasa capitata “malva” frente Eschericha

coli 25922 mediante el método de difusion en agar solido.

e Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
acuoso de Tarasa capitata “malva” frente a cepas ATCC
de Staphylococcus aureus 25923, mediante el método de

difusién en agar sdélido.

18



1.4.- Hipo6tesis de la Investigacion

1.4.1.- Hipotesis General:

El extracto acuoso de las hojas de Tarasa capitata “malva”
tendra un efecto significativo antibacteriano in vitro frente a
cepas ATCC de Eschericha coli 25922 y Staphylococcus aureus
25923, al ser evaluado mediante el método de difusién en agar

solido.

1.4.2.- Hipétesis Secundarias:

e EIl extracto acuoso de las hojas de Tarasa capitata “malva”
tendra efecto antibacteriano frente a Escherichia coli 25922, al

ser evaluado mediante el método de difusion en agar solido.

e EIl extracto acuoso de las hojas de Tarasa capitata “malva”
tendrd efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus
25923, al ser evaluado mediante el método de difusién en agar
solido.

1.5.- Justificacion e Importancia de la Investigacion
1.5.1.- Justificacién de la Investigacion

a.Justificacion Econdmica.

El presente proyecto de investigacion tendra como alcance
beneficiar en primera instancia al publico en general con
una alternativa natural, de costo no elevado y sencillo de
utilizar, para el tratamiento de las infecciones urinarias y
respiratorias, cuya bacterias causantes son Eschericha coli

y Staphylococcus aureus.
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b.Justificacion Social

La malva es una planta perenne con atractivas flores de
color rosa intenso y como se encuentra muy diseminada en
el distrito de Chiguata-Arequipa, sus propiedades curativas
para multiples enfermedades pueden ser aprovechadas en

casi todas las regiones geograficas.

Los beneficios de la malva abarcan las hemorroides,
vaginitis, y afecciones del aparato urinario como inflamacién
de uretra, inflamacion de la garganta, tos, inflamacién de

rifones, vejiga y cuando hay produccion escasa de orina.

c.Justificaciéon Académica

El trabajo de investigacion serd de mucha importancia ya
gue pretende justificar una alternativa natural para el
tratamiento patolégico de las infecciones urinarias y
respiratorias, y que a su vez se evidencian diversos
estudios cientificos que aseveran que la malva presenta
actividad antibacteriana frente a Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, por ello se pretende demostrar que
el extracto acuoso de la malva presenta actividad
antibacteriana frente a la bacteria causante de las
infecciones urinarias e infecciones respiratorias, vale decir

Eschericha coli y Staphylococcus aureus.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1.- Antecedentes de la Investigacion
2.1.1.- Antecedentes Nacionales

En el afio (2009), Condori Pauca, Juana Victoria en la
investigacion “EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE MALVA
PARVIFLORA L. (MALVA) EN ULCERAS GASTRICAS
INDUCIDAS POR ETANOL EN RATTUS ALBINUS AREQUIPA”.
Hace referencia del efecto regenerador de tres extractos de Malva
parviflora L “malva” empleados como tratamiento sobre la mucosa
gastrica ulcerada experimentalmente con etanol absoluto. A 36

ratas albinas Rattus albinus variedad wistar,

Los resultados demostraron un mejor efecto regenerador que se
observd con 5% de extracto etanolico que alcanzo regenerar la
mucosa mientras que 5% del extracto acetato de etilo presento un
efecto antiulceroso altamente significativo logrando a las 48 horas.
La cicatrizacion casi total En conclusion, se demostr6 que el
extracto acetato de etilo de Malva parviflora L. “malva” tiene un
excelente efecto regenerador de la mucosa gastrica injuriada con

etanol.?
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En el afio (2011), Vigo Tejada, Katherine en la investigacion
“EFICACIA DEL USO DE LA MALVA EN EL TRATAMIENTO DE
LA GINGIVITIS LEVE-MODERADA EN PACIENTES QUE
ACUDEN AL CENTRO DE SALUD DE SANTA RITA DE SIGUAS
AREQUIPA” Hace referencia que la Malva ha demostrado ser
eficaz en el tratamiento de gingivitis leve — moderada por la
disminucién de la inflamacion gingival y del indice gingival
después de la aplicacion como un Enjuagatorio Bucal, por sus

propiedades antiinflamatorias.”
2.1.2.- Antecedentes Internacionales

En el afio (2014), M. Ramos. Y V. Aguilera en la investigacion
“EXTRACCION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS A PARTIR DE
FUENTES NATURALES” Hace referencia la extraccion de
compuestos bioactivos a partir del arbol de Fuentes naturales
Dorstenia brasiliensis, Schinus molle y Malva sylvestris para
evaluar la Actividad antimicrobiana frente a Listeria
monocytogenes. Extractos de Schinus molle y Malva sylvestris
mostraron un efecto inhibitorio contra el patdégeno Listeria

monocytogenes.®

En el afio (2011), Calderén Hernandez y Johana Andrea en la
investigacion “CARACTERIZACION FITOQUIMICA, ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA Y ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS DE
PLANTAS MEDICINALES UTILIZADAS EN PEREIRA Y SANTA
ROSA DE CABAL (RISARALDA)”

Hace referencia al uso de las especies vegetales estudiadas las
cuales determind que las especies cidron (Aloysia triphylla), malva
(Malva sylvestris), toronjil (Melissa officinalis), perejil (Petroselinum

sativum) y ortiga (Urtica dioica) eran las que mas se
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comercializaban. De estas plantas se obtuvieron los extractos de
n-hexano, diclorometano y metanol, sobre los cuales se evalué la
actividad antibacteriana frente a Bacillus subtilis, Candida
albicans, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus usando la metodologia de
perforacion en placa de agar. Pero ninguno de los extractos
presentd actividad significativa a las concentraciones evaluadas
(250-4000 mg/L).*

En el afio (2010), Alvarado Alvarado, Maria Fernanda; Rodas
Mancheno, Gabriela Mercedes en la investigacion “INFLUENCIA
DE LA ALTITUD SOBRE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE
EXTRACTOS DE MALVA OLOROSA, ORTIGA Y AJENJO
MEDIANTE EL METODO DE DILUCION SERIADA EN TUBO DE
ENSAYQO” Las pruebas mostraron, frente a S. aureus, una CIM de
2mg/ml para la malva olorosa y de 8mg/ml para la ortiga y el ajenjo
con porcentajes de inhibicién de 99.99%-100%. Frente a E. coli,
ninguno de los extractos presentd efecto inhibitorio a las
concentraciones empleadas. Sin embargo, vale destacar, que
conforme revela el analisis estadistico realizado, la altitud
posiblemente influye en la actividad antibacteriana de los extractos
de malva olorosa frente a S. aureus, sin embargo, no se puede
descartar la posible influencia de la altitud sobre la actividad

antibacteriana de estas plantas.®
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2.2 Bases Teobricas
2.2.1.- Medicina Tradicional
2.2.1.1.- Definicién

La medicina tradicional de los nativos de la costa, la
selva y la sierra del Peru. Constituye el patrimonio mas
grande de la cultura inca y pre incas que ha permanecido
Vivo a través del tiempo. El Peru y casi todos los paises
de Latinoamérica en los cuales la medicina tradicional a
permanecido viva a través de los siglos, pueden brindar
una colaboracién invalorable para el alivio de miles de
personas del pais y todo el mundo, a este legado
prehispanico es necesario agregar una gran cantidad de
plantas Utiles que los emigrantes europeos, africanos y
asiaticos han traido al Peru después del siglo XVI.

Las plantas medicinales representan la categoria de
mayor expansion en los uUltimos tiempos. Son cada vez
mas populares por varias razones, entre ellas por su facil
obtencion y porque muchas personas consideran que
son inocuas y eficaces y que estan libres de efectos

adversos.?
2.2.2.- Historia del Uso Medicinal de las Plantas

En paises industrializados, las investigaciones de las plantas
medicinales han tenido sus altibajos durante las Ultimas décadas.
Sin embargo, las sustancias derivadas de plantas constituyen

aproximadamente el 25 % de las medicinas prescritas.

24



Ademas la necesidad de buscar cada vez nuevas fuentes para la
obtencién de antibiticos es de vital importancia en la salud
publica, debido a la resistencia bacteriana que se produce con el
transcurso del tiempo, por lo tanto cualquier fuente en la obtencién
de nuevos farmacos seria provechosa en el tratamiento de las

enfermedades.®
2.2.3.- Aspectos Botanicos de la Especie en Estudio.

2.2.3.1.- Clasificacion TaxonOmica de Tarasa capitata
(Malva)

Tabla N°1: Clasificacion Taxondmica

I Reino I Plantae
I Divisién Magnoliophyta
I Clase Magnoliopsida

Orden Malvales

Familia Malvaceae
Subclase Dillenidae
Género Tarasa

Tarasa capitata (Cav.)

Especie Bates

Fuente: Herbarium Areqvipense (Husa)
2.2.3.2.- Descripcion Botanica.

Arbusto perenne, erecto hasta 2 m de altura, pubescente

en su totalidad, cubierto de pelos estrellados.

Hoja de lamina 3 — 5 lobada, triangular, I6bulos de borde

entero, crespo, ambas superficies incanas.
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Alcanzan de 3 — 8 cm de largo y 2 — 4 cm de ancho,
pecioladas, estipulas filiformes de menos de 5 mm de

ancho.

Flores dispuestas en cincinos axilares, plurifloros mucho

mas largos que la hoja con bracteas anchas.

Caliculo de 2 — 3 bractéolas oval — lanceoladas, de hasta
10 mm de largo por 3 mm de ancho algo acrescente en
la madurez, provista de 5 nectarios basales mas o menos

isodiamétricos, pequefios.

Pétalos lilaceos, de hasta 2 cm de largo, auriculados, uia
pilosa, levemente asimétricos, tubo de la corola glabro,
de menos de 1 mm de largo, tubo estaminal mas corto
que los pétalos, anteras reniformes, estigmas capitados,

carpelos uniovulados, évulo erecto.

Fruto esquizocarpo con mericarpos dehiscentes con dos
aristas apicales largas verticales de igual largo 0 mas
corto que el mericarpo, generalmente oblicuas, paredes
laterales lisas, dorso y aristas cubiertas de pelos

estrellados. Semilla reniforme, parda.’
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GRAFICO N°1: Tarasa capitata “Malva”

FUENTE: RIQUEZA FLORISTICA DEL DISTRITO DE
CHIGUATA - AREQUIPA 2007 MARITZA

GLADYS RODRIGUEZ DIAZ UNAS

2.2.3.3.- Habitat y Ecologia

Arbusto perenne que desarrolla en areas disturbadas,
pendientes rocosas, laderas de cerros, cerca de los

cultivos y caminos.

Brako y Zaruchi indican que es arbusto, crece en los
Andes Il — lll, en areas disturbadas, pendientes rocosas,
desde los 1500 — 4000 m,

En la zona de estudios se encontro desde los 2600 —
3700 m en Tilumpaya, San Bernardo, Chiguata, la
Rinconada, Miraflores, Cari Cari, Arenales Contune,
Cachamarca y Espiritu Santo.’
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2.2.3.4.- Partes Utiles de la Planta
Hojas y flores.?
2.2.3.5.- Composicion Quimica

La malva tiene una importante cantidad
de mucilagos.’Estas  sustancias corresponden a
polisacaridos heterogéneos, los cuales posee varias
aplicaciones  medicinales. Entre  otras, son
responsables de las propiedades emolientes que
posee la malva. Los mucilagos se encuentran tanto

en las flores como en las hojas de esta planta.

Esta planta posee propiedades nutritivas, esto se
debe a que posee unaabundante cantidad de
vitaminas entre sus componentes. La malva es rica en
vitaminas A, B, C (acido ascorbico) y posee pequefias

cantidad de vitamina E.

También contiene una importante cantidad
de flavonoides. Estas sustancias poseen importantes
propiedades antioxidantes. Debido a lo anterior
ayudan a eliminar radicales libres del organismo,

previniendo de esta forma la aparicion de cancer.

Las principales sustancias flavonoides que contiene la
malva son las antocianinas, destacandose entre ellas,

la malvidina.

La planta de la malva posee pequefias cantidades
de taninos en su composicion, estas sustancias tienen

propiedades antioxidantes.®



2.2.3.6.- Usos Tradicionales.
A) Propiedades Medicinales

Antiinflamatorio de la mucosa del estbmago, de la vejiga,
del intestino, boca, encias, la garganta y las amigdalas.
También contra sequedad bucal, las ulceras estomacales

e intestinales.

Estimula la produccion de orina y combate la cistitis,

pielitis, nefritis, uretritis.?

Es buena para la piel, los tractos gastrointestinales y
respiratorios. Culturas ancestrales solian usarla en sus
bafos, por ejemplo. Sus hojas son comestibles y tiene un

sabor muy suave.*®

2.2.4.- Descripcion de los Microorganismos en Estudio
2.2.4.1.- Bacteria Gram Negativa

En microbiologia se denomina bacteria Gram Negativas
a aquellas bacterias que no se tifien de violeta por la
tincion de Gram. Esta caracteristica esta intimamente

ligada a la estructura celular.**
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2.2.4.2.- Taxonomia.

Tabla N° 2: Escherichia coli

Filo : Proteobacteria.

Especie : Escherichia coli.
Migula, 1895.

il

Fuente: Maita Vasquez, Jessica Jeaneth; Guerra Davila, Percy
Jonathan. Actividad Antibacteriana In Vitro Del Extracto
Etandlico De Las Hojas De Ruta Graveolens (Ruda), Mediante
El Método De Macrodilucion Frente A Staphylococcus Aureus Y

Escherichia Coli. [Tesis].

2.2.4.3.- Escherichia coli

Es uno de los habitantes mas comunes del tracto
intestinal de los humanos y tal vez el microorganismo
mas familiar en microbiologia. Su presencia en el agua o
en los alimentos es una indicaciébn de contaminacion
fecal. E. coli no suele ser un microorganismo patégeno
pero puede causar infecciones urinarias y ciertas cepas
segregan enterotoxinas que producen la diarrea del
viajero y en ocasiones enfermedades muy graves

transmitidas por los alimentos.*?
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Escherichia coli es un bacilo corto de extremos
redondeados, Gram negativos, presenta movilidad, sin

capsula, anaerobio facultativo.

La morfologia tipica de las colonias con brillo iridiscente,
forman colonias convexas no viscosas, aplanadas con

bordes definidos.

Escherichia coli es la causa mas comun de infeccion en
las vias urinarias y constituye cerca del 90% de las
infecciones de estas vias en mujeres jovenes. Los
sintomas y signos consisten en miccion frecuente, disuria
y a veces piuria. La mortalidad por septicemia debida a
Escherichia coli, depende de la fuente de infeccion y la
enfermedad  subyacente del paciente y es
significativamente mas alta en los enfermos

inmunodeprimidos.

A menudo para su identificacion se emplea la
diferenciacion bioquimica, utilizando patrones de los
aminodcidos y otras enzimas. Se emplea a menudo
algunas pruebas como por ejemplo produccion de indol a
partir de triptéfano. Escherichia coli, produce de manera
tipica pruebas positivas de indol, descarboxila la lisina,
fermenta el manitol, produccién de gas a partir de
glucosa y fermenta la lactosa.*
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GRAFICO N°2: Escherichia coli

Fuente:http://skorpiomenlamedicina.blogspot.pe/2013/01/infeccion

-urinaria-y-uropatia.html
- Infecciones del Aparato Urinario:

E. coli es la principal causa de infeccion del aparato urinario, sobre
todo en mujeres jovenes. Los sintomas y signos incluyen poliuria,
disuria, hematuria y piuria. El dolor en el flanco se asocia con
infeccion de la parte superior del aparato urinario. Las infecciones
de las vias urinarias pueden provocar bacteriemia con signos

clinicos de septicemia.’

La poblacién microbiana de la vagina es muy heterogénea y se ve

influida en gran medida por diversos factores hormonales.

Las recién nacidas estan colonizadas ya por lactobacilos desde su
nacimiento los cuales predominan aproximadamente 6 semanas.
Después de ese periodo los valores de estrégeno maternos han
disminuido y la flora vaginal se modifica e incluye estafilococcus y

estreptococcus y miembros de la familia Enterobacteriaceae.*
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2.2.4.4.- Reconocimiento de la Bacteria

A) PRUEBA DE LA OXIDASA
Fundamento: La prueba de oxidasa se basa en la

produccion de la enzima oxidasa intracelular.

La reacciéon de la oxidasa se debe a un sistema de
citocromo oxidasa que activa la oxidaciéon del
citocromo reducido por el oxigeno molecular, el que a
Su vez actla como un aceptor de electrones en la
fase terminal del sistema de transferencia de

electrones.®

B) KLIGLER
Fundamento: Determina capacidad de un
microorganismo para atacar un carbohidrato
especifico incorporado en un medio de desarrollo
basal, con produccion de gas o sin ella, junto con la
determinaciéon de la posible produccion de &cido

sulfhidrico.®

C) LISINA DESCARBOXILASA (LIA)
Fundamento: Determina la capacidad enzimatica de
un microorganismo de descarboxilar un aminoacido
(L-lisina) paraformar una diamina (cadaverina) con la

resultantealcalinidad.®

D) CITRATO
Fundamento: Determina si un microorganismo es
capaz de utilizar el citrato como Unica fuente de
carbono para el metabolismo y el crecimiento con

alcalinidad resultante.®

33



E) UREASA
Fundamento: Se basa en la capacidad de un
microorganismo de hidrolizar la urea en dos
moléculas de amoniaco por la accion de la enzima

ureasa, con la resultante alcalinidad.®

F) ROJO DE METILO - VOGUES PROSKAUER
(MRVP)
ROJO DE METILO (MR)

Fundamento: Esta prueba esta basada en el uso de
un indicador de pH, el rojo de metilo, para determinar
la concentracién de i6n hidrégeno (pH) cuando un

microorganismo fermenta la glucosa.
VOGUES PROSKAUER (VP)

Fundamento: Determina la capacidad de algunos
microorganismos para producir un producto final
neutro, acetil-metilcarbinol (AMC, acetoina), a partir

de la fermentacién de laglucosa.’

G) SULFURO, INDOL
SULFURO

Inoculacion: Se siembra por picadura en el centro
del medio, introduciendo la aguja con cuidado hasta
unos 0.6 cm del fondo y extrayéndola siguiendo el

mismo recorrido de entrada.

Formacion de H2S (S): Se manifiesta por un
ennegrecimiento del medio en la linea de

inoculacion. E. coli: H2S negativo
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H) INDOL (1)
Fundamento: Determina la capacidad de las

bacterias de degradar el triptéfano dando indol.®

2.2.4.5.- Staphylococcus aureus

Es una bacteria anaerobia facultativa, gram positiva,
productora de coagulasa, catalasa, inmévil y no
esporulada que se encuentra ampliamente distribuida por
todo el mundo, estimandose que una de cada tres
personas se hallan colonizadas, que no infectadas, por
ella. Puede producir una amplia gama de enfermedades,
que van desde infecciones cutdneas y de las mucosas
relativamente  benignas, tales como foliculitis,
forunculosis o conjuntivitis, hasta enfermedades de
riesgo vital, como celulitis, abscesos profundos,
osteomielitis, meningitis, sepsis, infecciones urinarias,

endocarditis o neumonia.

Ademas, también puede afectar al aparato
gastrointestinal, ya sea por presencia fisica de
Staphylococcus aureus o por la ingesta de la
enterotoxina estafilocécica secretada por la bacteria. En
la actualidad, este microorganismo se encuentra como el

principal causante de las infecciones nosocomiales.

Esta situacion se ve favorecida por el hecho de que esta
especie habita tanto en las mucosas como en la piel de

los seres humanos.
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Lo que permite que a través de las heridas quirtrgicas
pueda penetrar en el torrente sanguineo del paciente por
medio del contacto directo o indirecto con el personal
sanitario, con un objeto contaminado o incluso con otro

paciente.

Las cepas habituales de Staphylococcus aureus son
resistentes a la penicilina, dejando como los antibidticos
mas eficaces para combatirlos a los aminoglucosidos, las
cefalosporinas, la oxacilina o la nafcilina. Ademas de la
administracion del tratamiento antimicrobiano
correspondiente, puede ser conveniente, en funcion del
caso, la eliminacibn de puertas de entradas como

catéteres venosos permanentes o drenajes quirtrgicos.™

GRAFICO N°3: Staphyloccocus aureus

Fuente:https://analizacalidad.wordpress.com/2014/07/17/caracteris

ticas-del-staphylococcus-aureus/
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2.2.4.6.- Morfologia

S. aureus es un coco inmoévil, de 0,5 a 1 ym de diametro,
gue se divide en tres planos para formar grupos de

células irregulares semejantes a racimos de uvas.

En extendidos de pus los cocos aparecen solos, en

pares, en racimos o0 en cadenas cortas.

Los racimos irregulares son caracteristicos de extendidos
tomados de cultivos que se desarrollan en medios
sélidos, mientras que en otros cultivos son frecuentes las

formas de diplococos y en cadenas cortas.™

2.2.4.7.- Reconocimiento de la Bacteria

A) Prueba de Catalasa

La catalasa funciona para catalizar la destrucciéon de
peréxido de hidrégeno en oxigeno y agua, y es de
utilidad para evitar la formacion de radicales toxicos
formados por el sistema de la mieloperoxidasa en las
células fagociticas.'

B) Prueba de Coagulasa

El S. aureus coagula el plasma descalcificado debido a la
produccioén de una  enzima  conocida  por
estafilocoagulasa que actiia como un agente activo en la
coagulacion capaz de convertir el fibrinégeno en fibrina.
Existe una correlacion positiva entre la presencia de la

misma v la virulencia del patégeno en humanos.*

37



La enzima se encuentra presente en dos formas.

» Coagulasa Libre: Es una proteina extracelular, que se
encuentra presente en los filtrados de cultivos, la misma
reacciona con el factor reactivo de la coagulasa (FRC)
presente en el plasma, para formar una sustancia similar
a la trombina (estafilotrombina), actia indirectamente en

la conversion del fibrindgeno en fibrina.

* Coagulasa Ligada: La coagulasa ligada o factor de
aglutinacion no esta presente en filtrado de -cultivos.
Convierte el fibrinbgeno en fibrina insoluble de forma

directa sin intervencion de los factores plasmaticos.™

2.2.5.- Extractos de Plantas

Los extractos de drogas, animales o vegetales, plantas o trozos de

plantas pertenecen a las formas farmacéuticas mas antiguas.

Tanto las plantas medicinales, como sus extractos, sirvieron en
principio como medicamento, cuyo objetivo era el aislamiento de
sustancias puras y exactamente definidas, a partir de drogas de

diferentes procedencias.*®

2.2.6.- ENSAYOS ANTIMICROBIANOS

Existe una gran variedad de métodos para detectar actividad

antibacteriana.
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Dependiendo del método los resultados pueden ser grandemente
influenciados una vez que ellos no son igualmente sensitivos o0 no se
basan en los mismos principios. Normalmente, esos métodos son
clasificados en tres grandes grupos: métodos de difusion, dilucion y

antibiograma.

Estos son los mas comunmente utilizados por los grupos de basqueda

de antibacteriano de origen vegetal y seran descritos abajo.*’
2.2.6.1.- Método de Difusién en Agar

El principio de las pruebas de difusion por disco ha sido
utiizado por mas de 70 afios en los laboratorios de
microbiologia. Alexander Fleming utiliz6 una variante de esta
técnica cuando trabajaba con la penicilina en los afios
cincuenta. En ese tiempo, habia tantos procedimientos

diferentes en uso como microbiologos.

Los doctores Bauer, Kirby, Sherris y Turck probaron
minuciosamente todas las variables involucradas en el
proceso, tales como los medios de cultivo, la temperatura y el
espesor del agar. En 1966, ellos publicaron su estudio cimero

describiendo la prueba que se usa en la actualidad.

El NCCLS adopté los pasos basicos del procedimiento
descritos en el estudio de Bauer como el método de

referencia para difusién por disco.®
2.3.- Definicion de Términos Basicos:

» Antibacteriano.- Dicese del farmaco capaz de inhibir el crecimiento
y desarrollo de bacterias o su eliminacién sin dafiar el organismo

infectado, como los antibiéticos.
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» Extracto Acuoso.- Preparacion en agua de la sustancia de una

planta o un animal que contiene la porcién biolégicamente activa sin
el residuo celular, separacion de una mezcla de sustancias por
disolucidon de cada componente, sirviendose de uno o varios

disolventes.

Liofilizacién.- Método de conservacion de una cosa que consiste
en deshidratarla sometiéndola a una répida congelacion vy
eliminando el hielo posteriormente mediante un ligero calentamiento

al vacio que lo transforma en vapor.

Infeccion.- Es un término clinico que indica la contaminacion, con
respuesta inmunoldgica y dafio estructural de un hospedero,
causada por un microorganismo patdégeno, es decir, que existe
invasion con lesion tisular por esos mismos gérmenes, Sus

productos o ambos a la vez

Cepas Certificadas: Es un material biolégico de referencia
certificado. La coleccion certifica que se suministra una determinada
cepa, que es un cultivo puro, y que se han observado las
convenientes pruebas morfologicas, bioguimicas y moleculares

correspondientes.
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CAPITULO IlI
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
3.1.- Tipo de Investigacion

e Aplicativa

3.2.- Nivel de Investigacion

e Explicativo: Porque se busca explicar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto acuoso de las hojas de Malva (Tarasa Capitata) sobre

cepas de Eschericha Coli y Staphylococcus aureus.

3.3.- Método de Investigacion

e Andlisis: El objeto de estudio es la determinacion de la actividad
antibacteriana del extracto de Malva sobre las cepas de Eschericha

Coli y Staphylococcus aureus.
e Inductivo: Se partira de algo particular para luego poder generalizarlo.
e Método estandarizado de difusion en disco descrito por el Laboratorio
Internacional de Referencia: National Committee for Clinical

Laboratory Standars (NCCLYS).

3.4.- Disefio de Investigacion

e Experimental porque se pueden manipular las variables y pueden

ser controladas.
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3.5.- Poblacién y Muestreo de la Investigacion
3.5.1.- Poblacién

A) Poblacién Vegetal.

» Constituido por el conjunto de plantas de Tarasa capitata.

B) Poblacion Bacteriana.

» El estudio se realizd en cepas bacterianas puras de,
Escherichia coli ATCC y Staphylococcus aureus ATCC,
provenientes de la UNMSM, en la ciudad de Lima.

3.5.2.- Muestra

A) Muestra Vegetal.

» 500gr del pulverizado de la hoja de Tarasa capitata.

e Criterios de Inclusion.

Plantas adultas.
Plantas sanas.

Plantas en buen estado de conservacion.

YV V V V

Plantas libre de excremento animal.

e Criterios de Exclusion.

» Plantas infestadas por microorganismos.

» Plantas secas o en mal estado de conservacion.

> Plantas con resto de excremento animal.
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B) Muestra Bacteriana.

>

Colonias de Escherichia coli y Staphylococcus aureus; que

se emplearan para la preparacion del inéculo bacteriano.

Criterios de Inclusion.

Colonias que reunan las caracteristicas microscopicas Yy

macroscopicas del microorganismo.

Colonias con resultado positivo a las pruebas bioquimicas

propias del microorganismo.

Criterios de Exclusion.

Colonias que no reunan las caracteristicas microscopicas y

macroscopicas del microorganismo.

Colonias con resultado negativo a las pruebas bioquimicas
propias del microorganismo.

Colonias con presencia de contaminantes.

3.6.- Variables e Indicadores

3.6.1.- Variable Independiente (Y)

Extracto acuoso de las hojas de Tarasa capitata “malva”

Definicibn conceptual: Es la cantidad de extracto, producto
seco obtenido por la liofilizacion, previa extraccion de las

hojas.
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Definicion operacional:

o Naturaleza: Cuantitativa.

o Medicion: Directa

o Escala: De razon o proporcion.

o Instrumento de medicidn: Balanza analitica.

o Procedimiento de medicidén: Se pesara el extracto seco (gr)
luego se realizara su dilucion con agua destilada.

o Indicadores: Diluciones seriadas porcentuales.

o Expresion final: %.

3.6.2.- Variable Dependiente (X)

e Efecto antibacteriano in vitro sobre cepas de Eschericha coliy

Staphylococcus aureus.

Definicion conceptual: Es la capacidad inherente a una
sustancia de origen sintético o natural de inhibir el crecimiento

de la bacteria.
Definicion operacional:

o Naturaleza: Cualitativa

o Medicion: Directa.

o Escala: De razon y nominal.

o Instrumento de medicion: visual.

o Procedimiento de medicién: Se midi6 los halos en las placas
por las diferentes concentraciones del extracto.

o Indicador: Ausencia o presencia de la formacion del halo del

crecimiento bacteriano.
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3.6.3.- Variable Implicada

e Cepas Dbacterianas puras de Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus.

- Variables Intervinientes.
De la planta:
o Lugar de recoleccion: Distrito de Chiguata
o Parte de la planta a estudiar: Hojas.
o Tipo de extraccién: decoccién

o Solvente usado: agua

Tabla N°3: Tabla de Variable Independiente (Y)

Cantidad del
extracto disuelto Independiente
/ cantidad de Materia seca Cuantitativa
agua

FUENTE: Elaboracion Propia
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Tabla N°4: Tabla de Variable Dependiente (X)

FUENTE: Elaboracion Propia

Tabla N°5: Tabla de Variable Implicada

FUENTE: Elaboracion Propia
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3.7.- Procedimiento, Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos
3.7.1.- Procedimiento
3.7.2.- Técnicas

A) Material Vegetal: Se utilizé las hojas de Tarasa capitata

‘Malva”.

B) Recoleccion de la Muestra Vegetal:
Las muestras de las hojas de Tarasa capitata “Malva”.
Fueron recolectadas en la comunidad de Chiguata

Departamento de Arequipa-Peru.

C) Identificacion de la Muestra Vegetal:
Parte de la muestra vegetal de las hojas de Tarasa capitata
“‘Malva”.  Fue identificada en el “‘HERBARIUM
AREQVIPENSE (HUSA)".

D) Limpieza, Secado y Molienda de la Muestra Vegetal:

Limpieza y Esterilizacion: Primero se sometié a una
clasificacion por tamafio, seleccionando los de mejor
desarrollo y uniformidad, eliminando las hojas en mal

estado. Posteriormente se lavo para eliminar la tierra.

Secado: Las hojas fueron extendidas para facilitar el

secado, que fue natural a medio ambiente.

Molienda: Se utilizd6 mortero hasta obtener un polvo

impalpable.
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Identificacion ~ Cromatografia: Se identifico  sus

metabolitos.’

E) Preparacion de Extracto Acuoso.

> Se llevo a cabo mediante la coccion del pulverizado de la
planta entera de 10 a 15 minutos, empleando como liquido
extractivo el agua; luego se filtré con papel filtro r4pido y
luego con papel filtro lento, se congeld y se llevo a liofilizar.

F) Liofilizacion.

» Se coloco las muestras en un frasco especial que soporta
grandes presiones.

» Se congelo las muestras a una temperatura de — 4°C.

» Luego se coloco en el equipo de Liofilizacion por un tiempo
de 72 horas.

> Se retir6 para su conservacion al medio ambiente.*®

G) Determinacion de Extraccion en Caliente de las Hojas de
Tarasa capitata (Malva)

» Se coloco 4.0gr de material seco de malva polvo grueso,
pesado exactamente, en un matraz Erlenmeyer. Afiadimos
100 ml de agua se pes6 para obtener el peso total, incluido

el matraz.
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>

>

Agitamos bien y dejamos reposar durante 1 hora.
Adjuntamos un condensador de reflujo al matraz y se dejo
hervir suavemente durante 1 hora; enfriamos y pesamos.
Reajustamos al peso total original con el disolvente
especificado en el procedimiento de prueba para el material

de la malva.

Agitamos bien y filtramos por succion a través de un filtro
seco. Transferimos 25 ml del filtrado a un plato de fondo
plano tarado y se evaporo a sequedad en un bafio de agua.
Secamos a 105°C durante 6 horas, enfriamos en un
desecador durante 30 minutos, a continuacién, pesamos y

sin demora.

Calculamos el contenido de materia extraible en mg por g
de malva. Lo cual se hizo por duplicado dandonos asi

materia extraible 0.80mg en promedio. *°

H) Preparacién del Estandar (0,5 Mc. Farland).

» Se agregé 0,5 ml de una solucion de BaCl2 0,048 M

(BaCl22H20 al 1,175% P/V) a 99,5mL de una solucion de
H2S04 0,18 M (0,36 N) (1% V/V) en constante movimiento
para mantener la suspension.

Se verifico la densidad correcta del estdndar usando un
fotocolorimetro o espectrofotometro, cuya absorbancia a
625nm sea de 0,08 a 0,10 para el estandar 0,5 de Mc.

Farland.
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» Luego se distribuyé de 4 ml a 6 ml en tubos de ensayo con
tapa de rosca o tapon de jebe, similares a los que se usaran
para preparar el inoculo.

» Se ajustd bien las tapas o tapones y almacend en la
oscuridad a temperatura ambiente.

» Antes de ser usado se agito vigorosamente utilizando un
agitador mecanico.

» Se verifico la densidad de los estandares de sulfato de

bario, para el control respectivo.™

I) Preparacion del Agar Nutritivo.

» Se prepardé el medio a partir de la base deshidratada,
disolviendo 23gr en 1t de agua destilada.

» Se calent6 la suspension en bafio maria por unos minutos
hasta disolver completamente el agar.

» A continuacién se autoclavo a 121 °C y latm de presion
durante 15min.

» Se dejo6 enfriar en bafio de agua hasta que alcance los 45 —
50 °C.

» Luego se repartio el medio en tubos de ensayo y se dejo
solidificar en forma de pico de flauta.

» Una vez esterilizado y solidificado se midio el pH, el valor
del mismo se encontrara entre 6.8 + 0.2 a temperatura
ambiente.™

J) Preparacién del Agar Mueller Hinton.

» Se prepar0 el medio a partir de la base deshidratada,
disolviendo 34qgr en 1lt de agua destilada.
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Se calento la suspension en bafio maria por unos minutos
hasta disolver completamente el agar.

A continuacion se autoclavo a 121 °C y latm de presion
durante 15min.

Se dej6 enfriar en bafio de agua hasta que alcance los 45 —
50 °C.

Luego se repartio el medio en placas Petri colocando entre
25 a 30ml del medio para las placas de 100mm de diametro
interno junto con el inoculo de manera que el grosor del
agar en la placa sera de 4mm.

Se dejo solidificar a temperatura ambiente.

Una vez esterilizado y solidificado se midio el pH, el valor
del mismo se encontrara entre 7.2 — 7.4 a temperatura

ambiente.r®

K) Seleccion del Disco (Control Positivo)

>

La seleccién del antibiético que se utilizara como control
positivo se realizd6 teniendo en cuenta los siguientes
criterios:

Eficacia clinica documentada.

Representatividad de una familia de antibioticos.
Disponibilidad de criterios técnicos fiables para la
determinacidn in vitro de su eficacia clinica.

Presencia en el mercado nacional.

Importancia para la vigilancia de la resistencia bacteriana.™
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L)

Preparacion del Inoculo.

Se seleccion6 cinco colonias bien aisladas, del mismo tipo
morfologico, del cultivo en placa.

Se procedio a tocar la superficie de cada colonia con un asa
de siembra y se transfirié a un tubo que contiene de 4 a 5ml
de Caldo Tripticasa de Soya.

Se incubo el caldo a una temperatura entre 35°C a 37°C,
hasta alcanzar la turbidez del estandar 0,5 de la escala de
Mc. Farland (por lo general de 2 a 6 horas).

Luego se ajustd la turbidez del in6culo con una solucién
salina o caldo apropiado hasta el tubo 0.5 de la escala de
Mc. Farland, por comparacion visual con el estandar. Para
realizar este paso correctamente se uso una luz apropiada
y se observo los tubos contra un fondo blanco con lineas
negras como contraste.

La suspension que se preparada contiene

aproximadamente 1 a 2 x 108 UFC/mL.*®

M) Método de Excavacion-Placa-Cultivo

Se utilizé placas Petri estéril descartable de 90 x 15 mm las
cuales fueron preparadas con agar Muller Hinton (MH
Merck)

Se agreg6 1ml de suspension del inoculo (Mac Farland 0.5
= 3 x 10® UFC/ml) por cada 100ml de medio de cultivo, se
mezclé asépticamente.

Luego se repartio en las placas a razon de 25ml por placa y

se dej6 solidificar.
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» Una vez que el agar solidifico se hicieron pozos con la
ayuda de un sacabocado de 10 mm de diametro externo.

» Se agregaron 100 ul de las tres concentraciones del
liofiizado de la planta medicinal las cuales fueron 100
mg/ml, 50 mg/mly 25 mg/ml.

» Se agreg6 100ul de Dimetilsulfoxido (DMSO Merck) como
control negativo.

» Luego de 15 minutos de reposo las placas fueron incubadas
a 35° C por 24h.

» Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

N) Aplicacion Del Disco.

» Se coloco el disco individual sobre la superficie del agar con
la ayuda de una pinza estéril presionando suavemente
sobre cada disco para asegurar un contacto completo con

la superficie del agar siendo este el control positivo.

» Se distribuy6 los discos uniformemente, de modo que estén
a una distancia minima de 25 mm uno del otro (el diametro
de los discos segun las normas de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) debe ser de 6 mm.*°

O) Incubacién.
» Se incubo las placas en posicion invertida entre 35°C —

37°C dentro de los 15 minutos posteriores a la aplicacion de

los discos.
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» Luego del tiempo recomendado de incubacion se examino
cada placa y se midi6 los diametros de los halos de

inhibicién alrededor de cada disco.*®

P) Lectura de las Placas e Interpretacion de los

Resultados.

» Se midi6 los diametros de las zonas de inhibicion completa
(incluyendo el didmetro del disco), usando una regla o
calibrador.

» Se mantiene iluminada la parte posterior de la placa petri
con una luz reflejada localizada a unos cuantos centimetros
sobre un fondo negro. Se observé la placa siguiendo una
linea vertical directa para evitar una lectura erronea de las

marcas de la regla por efecto de paralelismo.

» El punto final se tomara como el 4rea que no muestra un
crecimiento obvio, visible, que puede ser detectado
mediante observacién visual, no incluyendo velo de
crecimiento o colonias muy pequefias que puedan ser
detectadas solo con mucha dificultad en el borde de la

zona.®®

Formula para Determinar del Porcentaje de Inhibicién.

%INHIBICION: Diametro de la muestra X 100

Diametro del control
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Tabla N° 6: Clasificacion de la Actividad Antimicrobiana segun el Porcentaje

de Inhibicion

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA PORCENTAJE DE INHIBICION
I Inactivo I <40%

Poco activo 40 — 50%
Buena actividad I >76%

Concentracién Medida de Medida de Control Porcentaje [} Porcentaje
halos E. halos positivo De De

coli S. aureus Inhibicion Inhibicion

E. coli S. aureus

I 23mm I 27mm I25mm I 92% I 108%
22mm I 28mm I 25mm i 88% I 112% I

18mm 22mm I 25mm I 72% I 88%

Fuente: Actividad Antibacteriana IN VITRO de Geranium ayavacense sobre

Escherichia coli, Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus, IMET-

ESSALUD-2013.
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3.7.3.-

Y V VYV V

Instrumentos

Libros
Recoleccion de Datos
Revistas

Paginas de internet
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CAPITULO IV

PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Analisis e Interpretacion de Resultados

Tabla N°7: Resultados de Determinacion de la Presencia de Metabolitos

Segundarios Segun la Metodologia thin layer chromatography (TLC).

Determinacion de Metabolitos segundarios

Metabolitos segundarios Resultados
Taninos Positivo
Flavonoides Positivo
Alcaloides Negativo
Sesquiterpenlactonas Positivo
Saponinas terpenoidales Positivo
Mono terpenos Positivo
Di terpenos Positivo

Fuente: Elaboracién propia

INTERPRETACION: Los metabolitos segundarios que se encontraron
presentes fueron: Taninos, flavonoides, Sesquiterpenlactonas, Saponinas

Terpenoidales. Mono terpenos, Di terpenos.
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TABLA N°8: Diametros de los Halos de Inhibicién Producido por el
Extracto Acuoso Liofilizado de Tarasa capitata (Malva) Sobre

Stahylococcus aureus.

DS

X

25 mm 18,3mm = 1,07

25 mm 21,6mm = 0,58 0 mm

25 mm 27,6mm = 0,58 0 mm

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: En la siguiente tabla se observa que en las diferentes
concentraciones hubo halos de inhibicion igual y mas elevada que la muestra
patrén

TABLA N°9: Diametros de los Halos de Inhibicién Producido por el

Extracto Acuoso Liofilizado de Tarasa capitata (Malva) Sobre

Escherichia coli.

X DS

25 mm

14,6mm + 0,58
25 mm 17,6mm £ 0,58 0 mm

25 mm 22mm £ 1 0 mm

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: En la siguiente tabla se observa que en las diferentes

concentraciones hubo halos de inhibicion casi similares a la muestra patron.
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ANOVA

A fin de verificar la performance del compuesto propuesto (malva) en las
bacterias E. coli y S. aureus sera considerado un estudio ANOVA. Asi,
fueron considerados 3 réplicas (i = 1; 2; 3) y 3 niveles de concentracion
de Malva, 100, 50 y 25 asi como un grupo control (gentamicina) (j = 1; 2;
3; 4).

El modelo ANOVA es dado por

Yij =+ o5 + €5, 1= 1,2,3 7=1234 {]_:I

En que

o y;; representa las medidas observadas que en este trabajo es el diametro del disco
# /i es una constante e indica la respuesta media de todos los niveles.
» o es el efecto del nivel j.

® €;; s el error no observado v es considerado una variable aletoria com distribucion normal

con media cero ¥ varianza ﬂ'z

El analisis ANOVA descompone la variacién total de la muestra, en dos
componentes:

Variacion Total = Variacion Entre + Variacion Intra

La igualdad anterior indica que la variacion total es igual a la suma de la
variacion o dispersion entre los grupos, mas la variaciéon o dispersion
dentro de cada grupo. Los grupos estan definidos por los niveles de

factor.
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Los grados de libertad (niUmero de observaciones — parametros a
estimar) correspondientes a cada uno de los componentes de la

variacion total son:

o Variacion Entre: 4 —1
o Variacion Intra: 12 —4

o Variacion Total: 12 =1

El ANOVA busca saber si los distintos niveles de un factor influye en los
valores de una variable continua (didmetro del disco), para que
efectivamente si haya diferencias en los valores de la variable continua
segun el nivel del factor, se tiene que dar simultineamente que el
comportamiento de la variable continua sea lo mas distinto posible para
los distintos niveles del factor, y a su vez, que dentro de cada grupo
(determinado por los niveles del factor) los valores sean lo mas
homogéneos posibles. Por tanto, se espera observar que la variacion

intragrupos sea minima, y que la variacion entre-grupos sea maxima.

En este contexto, en el ANOVA se tiene que la hipétesis nula a

contrastar establece la igualdad de efectos

H[] Ly = by = Qg = Oy = (0 {2)

Siendo la hipétesis alternativa (H;) que alguno de los efectos
diferenciales sea distinto de cero El estadistico utilizado para realizar la

prueba de hipétesis es dado por
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Variacion entre/(4 — 1)

~ P, 3
Variacion intra /(12 = 4) 38 (3)

A continuacion en la tabla a seguir se muestra la estadistica F calculada.
Notese que F3.g = 196:89 y el p-valor es menor que 0; 05. De acuerdo
con el p-valor, se tiene que existe evidencia para rechazar Hp y
considerar Hy, esto indica que los efectos de cada nivel son diferentes en

la longitud de cada diametro.

Df SumSq Mean Sq F value Pr(>F)
Niveles 3 767 49.22  196.89  0.0000
Residuals & 2.00 (.25

VERIFICACION DE LA HOMOGENEIDAD DE LA VARIANZA

A fin de verificar la homogeneidad de la varianza entre los diferentes
grupos (3 niveles de concentracion 100, 50 y 25) sera considerado una
prueba de hipoétesis para tener evidencia sobre la homogeneidad de la
varianza de los errores no observados. Recordemos que el modelo
ANOVA es dado por

i =p+aj+ea;, 1=123 j=123/4
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En que:

® 1;; Tepresenta las medidas observadas que en este trabajo es el didmetro del disco (E. coli
y 5. aureus)

e 1 es una constante e indica la respuesta media de todos los niveles.
o o; es el efecto del nivel j, osea, las diferentes concentraciones.

e ¢; es el error no observado y es considerado una variable aleatoria con distribucion
normal con media cero y varianza o

Se debe notar que se estd asumiendo que la varianza o 2 es igual para
todos los grupos. Una vez que se asume esto, serd verificado esta
suposicion utilizando el test de Levene’s. Las hipotesis para este test

son:

Hn il = T = g = 0y

H, : Las varianzas no son iguales,

En que el nivel de significancia generalmente es fijada en a = 0.05. Caso
el p-valor del test de Levene’s sea menor que 0.05 entonces se tiene
evidencia para rechazar la hipétesis de homogeneidad de la varianza,
esto es, los grupos tienen diferentes varianzas cri2 j =1, 2,3, 4. Sin
embargo, si el p-valor es mayor que 0,05 entonces de acuerdo con los
datos no se tienen evidencia para afirmar que las varianzas son
diferentes. Nota: Fue utilizado el software R para el analisis estadistico
junto con la libreria car. Ademas, el valor del p-valor en este sofware es
dado en Pr (>F).
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Table 1: Resultados para aureus con malva.

Df F value Pr(>F)
group 3 0.33 0.8018
8

Table 2: Resultados para coli con malva

Df F wvalue Pr(=F)

group 3 0.80  (0.4872
8

Interpretacion: Se puede observar que el p-valor para el caso de aureus
(0.8018) y para el caso de coli (0.4872) son mayores que 0.05. Esto
indica que no se tiene evidencia para rechazar la hipétesis nula, esto es,
suponer que la homogeneidad de la varianzas es plausible. Por tanto, el

ANOVA proporcioné resultados coherentes.

A fin de saber si existe diferencia entre los diferentes niveles
(comparaciones) serd considerado la prueba HSD de Tukey. Sera
denotado por A al nivel 100, B al nivel 50, C al nivel 25 y por D al grupo

control.

ditf lwr upr p dj
B-A -6 -7.30736 -4.69265 2.2E-06
C-A -9.33333 -10.6407 -8.02598 0
D-A  -2.66667 -3.97402 -1.35931 0.00083
C-B -3.33333 -4.64069 -2.02598 0.00017
D-B 333333  2.02598 4.64069 0.00017
D-C  6.66667 5.35931 7.97402 1E-06
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De acuerdo con la tabla anterior se puede observar que existen
diferencias significativas entre las diferentes concentraciones de Malva y
el grupo control. En este sentido, cuando se tiene una concentracion de

100 se observa que este supera el efecto del grupo control.

Asi, estadisticamente se tiene evidencia que la concentracion de malva
al 100 tiene un mejor desempefio al del grupo control (didmetro del

disco). Las otras concentraciones no se muestran este comportamiento.

Para el caso de la bacteria E. Coli se tiene los siguientes resultados

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(=F)
Niveles 3 188.33 62.78 150,67  0.0000
Residuals 8 3.33 (.42

Asi, de acuerdo con la tabla anterior se tiene que el p-valor es menor
que 0; 05 y por tanto se tiene evidencia para rechazar la hipétesis Ho y
considerar la hipotesis alternativa, 0sea, que los diferentes niveles de

malva tienen efectos diferentes (didmetros en el disco).

diff lwr upr P
B-A -4.33333 -6.02112 -2.64555 0.00017
C-A -T.33333 -9.02112  -5.64555  3.3E-06
D-A 3 131221  4.68779 0.00205
C-B -3 -AGETTO -1.31221  0.00205
D-B 733333 5.64555 9.02112 3.3E-06
D-C 103333 8.64555 12,0211  2E-07
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A la luz de los resultados anterior, sera considerada las comparaciones
de Tuker. De acuerdo con la tabla a continuacion, se tiene que ninguna
de las concentraciones tiene un desempefio mejor que el de grupo

control.

Observacion: Puede ser considerado una comparacion de Duncan, sin
embargo el objetivo es comparar los diferentes niveles en la relacién con
el grupo control, y en esa perspectiva es mas conveniente utilizar la

comparacion de Tukey o de Dunnett.
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DISCUSION

» Los resultados de la prueba de excavacidon-placa-cultivo nos

demuestran que esta planta posee actividad antibacteriana contra
Escherichia coli ATCC 25922 con un halo de inhibicion maximo de
23mm en 24 horas y Staphylococcus aureus ATCC 25923 con un halo
de inhibicion maximo de 27mm en 24 horas, esto es respaldado por el
trabajo realizado por Condori Pauca (2009), donde analizan el Efecto
De Los Extractos De Malva Parviflora L. (Malva) En Ulceras Gastricas

Inducidas Por Etanol En Rattus Albinus Arequipa.

De acuerdo al Grafio N° 4 y Grafico N° 5 los halos de inhibicién
hallados fueron de 28 mm a las 24 horas, para una concentracion de
100 mg/ml, la misma que indica que los extractos tiene componentes
bioactivos frente a Staphylococcus aureus, esto respaldado por Vigo
Tejada, Katherine (2011), en su trabajo de Eficacia Del Uso De La
Malva En El Tratamiento De La Gingivitis Leve-Moderada En
Pacientes Que Acuden Al Centro De Salud De Santa Rita De Siguas
Arequipa.

El resultado de la prueba de identificacibn de compuestos de Tarasa
capitata (Malva) se evidencian en la tabla N2 7 tales como metabolitos
segundarios, taninos y flavonoides, esto respaldado por M. Ramos y
V. Aguilera (2014), en su trabajo Extraccion de Compuestos Bioactivos

a partir de Fuentes Naturales.
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» Los resultados esperados como lo demuestran las tablas N28 y N29 se
ve el efecto antibacteriano como extracto acuoso de Tarasa capitata
sobre cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus
aureus ATCC 25923, lo cual es distinto los resultados por la diferencia
de extractos como lo respalda Calderon Hernandez y Johana Andrea
(2011), en su trabajo Caracterizacion Fitoquimica, Actividad
Antibacteriana Y Antioxidante De Extractos De Plantas Medicinales

Utilizadas En Pereira Y Santa Rosa De Cabal (Risaralda).

» De acuerdo a las Tablas N° 6 y N° 7 los halos de inhibicion de
Gentamicina, son de 25mm a las 24 horas, se observa que los
extractos de Tarasa capitata a la concentracion de 100 mg/ml y
50mg/ml tienen halos de inhibicion de 28mm y 22mm valores
superiores y cercanos a la gentamicina, lo que respalda el trabajo de
Alvarado Alvarado, Maria Fernanda; Rodas Mancheno (2010), en su
trabajo de Influencia De La Altitud Sobre La Actividad Antibacteriana
De Extractos De Malva Olorosa, Ortiga Y Ajenjo Mediante ElI Método
De Dilucién Seriada En Tubo De Ensayo.
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CONCLUSIONES

» El extracto acuoso liofilizado de las hojas de Tarasa capitata “malva”
tiene actividad antibacteriana sobre el crecimiento de Escherichia coli
y Staphylococcus aureus. La actividad antibacteriana fue evidenciada
en los ensayos realizados, Anova, prueba de tukey y los halos en los
que se demuestra la inhibicion del crecimiento producida por el
extracto de acuoso liofilizado de Tarasa capitata “malva” sobre el

crecimiento de estas bacterias

» El extracto acuoso liofilizado de las hojas de Tarasa capitata, presenta
moderados porcentajes de inhibicion sobre el crecimiento de
Eschericha coli ATCC 25922. El mayor porcentaje de inhibicién se
obtuvo a una concentracion de 100mg/ml del extracto, sobre el
crecimiento de Eschericha coli ATCC 25922 el cual fue de 88%
respecto a la inhibicion producida por el control positivo tal como lo

muestra el ANOVA y los halos de inhibicién de 22mm.

» El extracto acuoso liofilizado de las hojas de Tarasa capitata, presenta
elevados porcentajes de inhibicibn sobre el crecimiento de
Staphylococcus aureus ATCC 25923. ElI mayor porcentaje de
inhibicién se obtuvo a una concentracion de 100mg/ml del extracto,
sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923 el cual
fue de 110.66% respecto a la inhibicion producida por el control
positivo tal como lo muestra la prueba de ANOVA, tukey y los halos de
inhibicién de 27.66mm.
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RECOMENDACIONES

Realizar bioensayos en animales de experimentacion para determinar

la toxicidad aguda de las hojas de Tarasa capitata (Malva)
Realizar ensayos de la actividad anti fungica de Tarasa capitata
(Malva)) con otros microorganismos patégenos para poder ampliar el

espectro de accidn de esta planta.

Realizar ensayos con el aceite esencial de Tarasa capitata (Malva)

con otros microorganismos patdgenos para infecciones respiratorias.

Realizar comparaciones con otro tipo de malvas para evaluar su

efecto antibacteriano.

Realizar estudios con la raiz y fruto de la Tarasa capitata (Malva) y ver

si tiene efecto antibacteriano sobre estas cepas.
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ANEXOS

Tabla N° 10: Resultados De Los Diametros De Los Halos De Inhibicién

De La Actividad Antibacteriana Del Extracto Acuoso De Las Hojas De
Tarasa capitata (Malva) Sobre Cepas ATCC 25922 De Escherichia coli Y
ATCC 25923 De Staphylococcus aureus A La Concentracion De 100mg

S. aureus control + control + control - control -
27mm 25mm 25mm 0 mm 0 mm
28mm 25mm 25mm 0 mm 0 mm
28mm 25mm 25mm 0 mm 0 mm

Fuente: Elaboracién Propia
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Tabla N°11: Resultados De Los Diametros de los Halos De Inhibicién De

la Actividad Antibacteriana Del Extracto Acuoso de las Hojas De Tarasa
capitata (Malva) Sobre Cepas ATCC 25922 De Escherichia coli Y ATCC

25923 De Staphylococcus aureus a la Concentracion De 50mg

. S. aureus control + control + control -
. 22mm 25mm 25mm 0 mm
. 21mm 25mm 25mm 0 mm
. 22mm 25mm 25mm 0 mm

Fuente: Elaboracion Propia

control -

0 mm

0 mm

0 mm
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Tabla N° 12: Resultados De Los Diametros de los Halos de Inhibicién de
la Actividad Antibacteriana Del Extracto Acuoso de las Hojas de Tarasa
capitata (Malva) Sobre Cepas ATCC 25922 De Escherichia coli Y ATCC

25923 De Staphylococcus aureus a la Concentracion De 25mg

S. aureus control + control + control - control -
18mm 25mm 25mm 0 mm 0 mm
18mm 25mm 25mm 0 mm 0 mm
19mm 25mm 25mm 0 mm 0 mm

Fuente: Elaboracion Propia
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GRAFICO N°4: Interpretacion de los Diametros de los Halos de
Inhibicion Producido por el Extracto Acuoso Liofilizado de las Hojas de
Tarasa capitata (Malva) a 100mg/ml, 50mg/ml y 25mg/ml sobre el
Crecimiento de Staphyloccocus aureus con el Control Positivo
Mediante la Prueba del ANOVA
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Fuente: Elaboracién propia
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GRAFICO N°5: Interpretacion Mediante la Prueba de Tukey de

Staphyloccocus aureus

95% family-wise confidence level
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Fuente: Elaboracion propia
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GRAFICO N°6: Interpretacion de los Diametros de los Halos de
Inhibicion Producido por el Extracto Acuoso Liofilizado de las Hojas
de Tarasa capitata (Malva) a 100mg/ml, 50mg/ml y 25mg/ml sobre el
Crecimiento de Escherichia coli con el Control Positivo Mediante la

Prueba del ANOVA
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Fuente: Elaboracion propia
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GRAFICO N°7: Interpretacion Mediante la Prueba de Tukey de
Escherichia coli

95% family-wise confidence level
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Fuente: Elaboracion propia
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GRAFICO N° 8: Tarasa capitata “Malva”

1. MALVA CAPITATA .

FUENTE:http://plantgenera.org/illustration.php?id_illustration=197366

GRAFICO N° 9: Recoleccion de Tarasa capitata “Malva” en el Distrito de
Chiguata

Fuente: Elaboracion propia

81


http://plantgenera.org/illustration.php?id_illustration=197366

GRAFICO N° 10: Secado de Tarasa capitata “Malva”

Fuente: Elaboracion propia

GRAFICO N°11: Liofilizado de Tarasa capitata “Malva”

Fuente: Elaboracion propia
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GRAFICO N°12: Incubacién de Placas
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Fuente: Elaboracion propia

GRAFICO N°13: Placa Control Negativo y Positivo para Staphyloccocus
aureus

Fuente: Elaboracién propia
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GRAFICO N°14: Placa a la Concentracién de 100mg Sobre
Staphyloccocus aureus

100 wna fm)
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Fuente: Elaboracion propia

GRAFICO N°15: Placa a la Concentracién de 50mg de Tarasa capitata
“Malva” Sobre Staphyloccocus aureus

Fuente: Elaboracién propia
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GRAFICO N°16: Placa a la Concentracién de 25mg de Tarasa capitata
“Malva” Sobre Staphyloccocus aureus
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Fuente: Elaboracién propia

GRAFICO N°17: Placa Control Negativo y Positivo para Escherichia coli

Fuente: Elaboracién propia
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GRAFICO N°18: Placa a la Concentracién de 100mg de Tarasa capitata
“Malva” Sobre Escherichia coli
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Fuente: Elaboracion propia

GRAFICO N°19: Placa a la Concentracion de 50mg de Tarasa capitata
“Malva” Sobre Escherichia coli
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Fuente: Elaboracién propia
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GRAFICO N°20: Placa a la Concentracion de 25mg de Tarasa capitata
“Malva” Sobre Escherichia coli

25 mq/mL
MaLVA -® €. coli

Fuente: Elaboracion propia
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