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RESUMEN

Objetivo: Demostrar el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico Chondracanthus
chamissoi “COCHAYUYO” sobre Staphylococcus aureus

Método: El tipo de investigacion corresponde al cuantitativo, aplicado de disefio
experimental con grupos control, la poblacion estuvo conformada por Chondracanthus
chamissoi (cochayuyo) del cual se consideré una muestra de 4 kilogramos para la obtencion
del extracto etandlico por medio de maceracion (10 dias), el efecto antibacteriano del
extracto sobre Staphylococcus aureus fue determinado por medio de el método de difusion
en pozo en agar Miuller Hinton, previa activacion de la cepa ATCC.

Resultados: Los valores medio de halos de inhibicion obtenidos fueron de 10,86+0,40mm
para el extracto de etandlico de cochayuyo al 50%; de 14,49 para el etandlico de cochayuyo
al 100%, el ciprofloxacino (control positivo) presento halo de inhibicion de 32,30+0,21mm
y el control negativo fue de 6,08+0,19. Mediante el andlisis de ANOVA y Tukey se
determind diferencias significativas en todos los grupos y mediante la escala de Duraffourd
se observé gque Staphylococcus aureus presenta Sensibilidad Nula al grupo control negativo;
sin embargo, es sensible al extracto etandlico de cochayuyo al 50%; muy sensible al extracto

etandlico de cochayuyo al 100% y altamente sensible al control positivo (ciprofloxacino).

Conclusiones: El extracto alcoholico Chondracanthus chamissoi “Cochayuyo” a las
concentraciones del 50% y 100% presenta efecto antibacteriano sobre Staphylococcus

aureus.

Palabras claves: Extracto alcohélico, Chondracanthus chamissoi, Staphylococcus aureus,

Cochayuyo



ABSTRACT

Objective: To demonstrate the antibacterial effect of the alcoholic extract Chondracanthus

chamissoi "COCHAYUYQ" on Staphylococcus aureus

Method: The type of research corresponds to the quantitative, applied experimental design
with control groups, the population consisted of Chondracanthus chamissoi (cochayuyo) of
which a 4 kilogram sample was considered to obtain the ethanolic extract by means of
maceration (10 days ), the antibacterial effect of the extract on Staphylococcus aureus was
determined by means of the well diffusion method on Miuller Hinton agar, after activation
of the ATCC strain.

Results: The mean values of inhibition halos obtained were 10.86 + 0.40mm for the 50%
cochayuyo ethanolic extract; of 14.49 for the 100% cochayuyo ethanolic, the ciprofloxacin
(positive control) presented an inhibition halo of 32.30 + 0.21mm and the negative control
was 6.08 + 0.19. By means of the ANOVA and Tukey analysis, significant differences were
determined in all the groups and by means of the Duraffourd scale it was observed that
Staphylococcus aureus presents Null Sensitivity to the negative control group; however, it
is sensitive to 50% cochayuyo ethanolic extract; very sensitive to the 100% ethanolic extract

of cochayuyo and highly sensitive to the positive control (ciprofloxacin).

Conclusions: The alcoholic extract Chondracanthus chamissoi "Cochayuyo™" at

concentrations of 50% and 100% has an antibacterial effect on Staphylococcus aureus.

Key words: Alcoholic extract, Chondracanthus chamissoi, Staphylococcus aureus,

Cochayuyo



1. INTRODUCCION

Aunque las infecciones bacterianas han sido controladas con los antibidticos por muchos afios,
existe una gran problematica mundial con respecto a ciertas bacterias que han logrado ser
resistentes a estos antibioticos y estan causando un gran problema en las politicas sanitarias de

los paises a nivel mundial®

Las infecciones bacterianas ocasionan una serie de sintomas clinicos que pueden llevar a la
muerte a las personas si no son atendidas a tiempo. Se estima que 3.46 millones de muertes son
producidas por infecciones de las vias respiratorias inferiores, esto representa el 5.8% de total

de las muertes en el mundo?.

Se estima también que para el 2050 el nimero de muertes producidas por microorganismos
resistentes a los antibi6ticos serd mayor al nimero de muerte producidas por el cancer, esto
debido a que la industria farmacéutica no avanza al mismo ritmo de la resistencia bacteriana en

el descubrimiento de nuevas moléculas con mayor poder lesivo contra las bacterias®.

Staphylococcus aureus, es una bacteria que protagoniza innumerables infecciones tanto en el
ambiente hospitalario como en la comunidad, debido a su amplia distribucion y forma de
contagio. Un mecanismo de defensa de esta bacteria al ataque de los antibi6ticos ha provocado
cambios genéticos apareciendo Staphylococcus aureus meticilinorresistentes (SAMR) que los

hace mas letales al portador?.

Esta bacteria a generado altos indices de resistencia a nivel mundial, el Sistema Mundial de
Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos de la OMS (GLASS) ha encontrado que
quinientas mil personas de un estudio en 22 paises presentaban resistencia a los antibacterianos,
las bacterias encontradas en este estudio fueron Staphylococcus aureus, Streptococcus

pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, y Scherichia coli, seguidas de Salmonella spp®.

El Centro para la Prevencion y Control de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC) indico
que las bacterias que presentan resistencia producen 2°000,000 de infecciones y 23,000 muertes

en los Estados Unidos de Ameérica y probablemente esta cifra sea igual a la realidad de América
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Latina, no se puede tener datos precisos ya que en los paises de América Latina no existe
politicas de salud que nos indiquen los reportes de los casos con infecciones encontradas en los

pacientes’.

En el Peru se muestra una realidad similar a todo el mundo, existen reportes de microorganismos
altamente resistente a los antibioticos, esta resistencia segin parece se debe al uso
indiscriminado de medicamentos tanto para uso humano como en animales que sucede en
nuestra sociedad, el Ministerio de Salud a través de su organismo regulador en materia de
medicamentos “La Direccion General de Medicamentos Insumos y Drogas” viene planteando

politicas de control de medicamentos y Farmacovigilancia®.

Por otro lado, Chondracanthus chamissoi, es un alga que crece en gran cantidad en las costas
peruanas gracias a su temperatura fria, este tipo de alga presenta gran desarrollo usandose
comUnmente en los platos tradicionales de la comida peruana sobre todo en la costa ademés

presenta estudios que demuestran su propiedades nutritivas y medicinales.

El presente proyecto de investigacion tomando en consideracion la problemética sobre la
resistencia bacterianay las potenciales propiedades que puede presentar el alga Chondracanthus
chamissoi en el tratamiento de las infecciones busca demostrar su efecto antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus mediante un estudio experimental in vitro el cual pretende sirva de ayuda
a la problemaética local que se presenta en nuestra sociedad; en ese sentido, se ha recopilado

antecedentes que serviran de base para el sustento del presente proyecto.

A nivel nacional, contamos con el estudio de Coérdova, D. (2018) quien presentd una
investigacion cuyo objetivo fue determinar el contenido de compuestos fenolicos y actividad
antioxidante del extracto hidroalcoholico de Chondracanthus chamissoi. Metodologia: El
estudio corresponde a un disefio no experimental de disefio descriptivo, se tom6 una muestra
obtenida de un balneario, las muestras fueron limpiadas y desinfectadas para posteriormente
prepararse dos tipos de extractos por maceracién con etanol (extracto crudo y cocido). Para la
determinacion de los compuestos fendlicos se empled el método de Folin Ciocalteu y para la
determinacion de la actividad antioxidante se empleo el método de DPPH, con el empleo de un
espectrofotometro para la determinacion de la concentracion. Resultados: Se encontraron los

siguientes resultados, con respecto a los componentes fendlicos se encontrd 4.81 + 0.35 ug
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AG/ml de extracto crudo y 14 + 0.27 ug AG/ml del extracto cocido y con respecto a la actividad
antioxidante se observé que el IC50 es 97.91 ug/mL para el extracto crudo y su IC50 es 102.73
ug/mL. para el extacto cocido. Conclusiones: Se concluyo que el Chondracanthus chamissoi
cocido contiene mayor cantidad de compuestos fendlicos pero que sin embargo el

Chondracanthus chamissoi crudo contiene ligeramente mayor actividad antioxidante.®

A nivel Internacional contamos con el estudio de Soares, F. (2017) cuya investigacion tuvo por
objetivo: Evaluar la actividad antifingica, antibacteriana y antiviral de los extractos de
carragenina de Chondracanthus teedei var. Lusitanicus. Metodologia: Se realiz6 extracciones
alcalinas de esta especie en la fase tetrasporofita lo que produjo el mayor rendimiento de
carragenina seguida de la fase gametofita femenina, estos extractos se probaron en Alternaria
infectoria y Aspergillus fumigatus . Resultados: Los resultados demostraron la induccion de
cambios morfologicos en las hifas de Alternaria infectoria y Aspergillus fumigatus. Sin
embargo, ninguno de los extractos ha demostrado inhibir el crecimiento o causar cambios
morfoldgicos en la levadura Candida albicans. Con respecto a la actividad antibacteriana, los
resultados obtenidos revelaron que ambos extractos fueron ineficaces contra Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Con respecto a la actividad antiviral, los resultados obtenidos en el
pretratamiento mostraron una tendencia de ambos extractos a inhibir la infeccion viral de
Lentivirus después de la exposicidn a una concentracién de extracto de 200 pg / ml. En el ensayo
virucida, Solo el extracto de gametofito femenino mostré tendencia inhibitoria. Conclusion:
Luego se puede concluir que ambos extractos de carragenano revelaron un posible efecto
antifangico contra A. infectoria y Asp.fumigatus y una tendencia inhibitoria hacia
Lentivirus. Sin embargo, ninguno de los extractos fue efectivo contra C. albicans, E. coliy S.

aureus. fumigatus.*

Con respecto a la base tedrica de la cual se fundamenta el estudio sabemos que Chondracanthus
chamissoi “Cochayuyo”, es una macroalga roja de la familia de las gigartinaceas, bentdnica
puede llegar a medir hasta 30 cm. Presenta frondas ramificadas, con varias axilas, de aspecto
cartilaginoso, aplanadas o redondas, se observan adheridas a rocas o redes en el mar'®. Esta tiene
mucho valor comercial en la industria, puesto que de ella se obtienen los carragenanos

(polisacaridos sulfatados) ademas de su valor en la cocina peruana y paises de Asia“.
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Esta alga ocupa habitats rocosos intermareales expuestos como la zona submareal poco
profunda de bahias protegidas con fondos rocosos a 15 m de profundidad. A pesar de la
importancia socioeconomica de las algas marinas, no ha habido responsabilidad en su cultivo in
situ, ni esfuerzos dirigidos a manejo de las poblaciones silvestres. Esto ha resultado en graves

problemas de sobreexplotacion de este recurso'*®,

Es apreciada, ademas, por la buena calidad de su carragenina, que es ampliamente utilizada en
procesos industriales. En el Peru, es ampliamente consumida fresca como guarnicion secundaria

del ceviche y de la tradicional sopa de pescado Chilcano®®.

Esta especie presenta un ciclo vital isomdrfico y gametofitos dioicos. Desde el disco de fijacion,
se desarrollan numerosos talos erectos formados por médulas de filamentos dispersos y corteza
de celulas pequefias, pigmentadas, muy ramificadas. La Rama carpogoniales tricelulares, tras la
fertilizacion el carpogonio transfiere el nicleo cigotico a la célula sustentadora por una conexion
amplia, la célula sustentadora funciona como célula auxiliar. Presenta tetrasporangios con

divisiones cruzadas ubicados en ramificaciones laterales al eje central'’.

Habita en el litoral del mar de Chile y Per(, en las costas frias de la costa del Pacifico, que es bafiada
por la corriente de Humboldt. Su distribucidn natural va desde las costas de Paita, Per(, hasta
las costas de Ancud, en Chile. Habita la zona intermareal baja y submareal Ilegando hasta 15
m. de profundidad en bahias protegidas del oleaje. Alcanza tamafio variable pudiendo llegar

hasta los 50 cm. de longitud®®.
La taxonomia del alga en estudio se describe a continuacion®

Descripcion Taxondmica de Chondracanthus chamissoi

DIVISION: Rhodophyta
CLASE: Florideophyceae
FAMILIA: Gigartinaceae

NOMBRE CIENTIFICO: Chondracanthus chamissoi

NOMBRE COMUN: Chicoria de mar

Fuente: Imarpe (2016)
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Por otra parte, con respecto a Staphylococcus aureus es una bacteria esférica, grampositiva que
se presentan en grupos microscopicos que se asemejan a las uvas. El cultivo bacterioldgico de

la nariz y la piel de humanos normales produce invariablemente estafilococos?.

Aunque en el Manual de Bergey se describen mas de 20 especies de Staphylococcus,
solo Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis son importantes en sus interacciones
con los humanos. S. aureus coloniza principalmente los conductos nasales, pero se puede
encontrar regularmente en la mayoria de los otros lugares anatdmicos, como la piel, la cavidad

oral y el tracto gastrointestinal. S epidermidis es un habitante de la piel?.

Taxonomicamente, el género Staphylococcus pertenece a la familia Staphylococcaceae, que
incluye tres géneros, Gamella, Macrococcus y Salinicoccus. EI mas conocido de sus parientes
filogenéticos cercanos son los miembros del género Bacillus en la familia Bacillaceae, que esta
en el mismo nivel que la familia Staphylococcaceae. Las Listeriaceae también son una familia

cercana®.

Staphylococcus aureus forma una colonia amarilla bastante grande en medio rico; S.
epidermidis tiene una colonia blanca relativamente pequefia.S. aureus es a menudo hemolitico
en agar sangre; S. epidermidis no es hemolitico. Los estafilococos son anaerobios facultativos
que crecen por respiracién aerdbica o por fermentacion que produce principalmente acido

lactico?.

Las bacterias son catalasa positivas y oxidasa negativas. S. aureus puede crecer en un rango de
temperatura de 15 a 45 grados y en concentraciones de NaCl de hasta 15 por ciento. Casi todas
las cepas deS. aureusproducen la enzima coagulasa: casi todas las cepas deS.
epidermidis carecen de esta enzima.S. aureussiempre debe considerarse un posible
patdgeno; la mayoria de las cepas de S. epidermidis no son patdégenos e incluso pueden
desempefiar un papel protector en los humanos como flora normal. Staphylococcus

epidermidis puede ser un patogeno en el entorno hospitalario®*.

Staphylococcus aureus causa una variedad de infecciones supurativas (formadoras de pus) y
toxinosis en humanos. Es la causa de lesiones superficiales de la piel tales como forinculos,

orzuelos y furuncules; infecciones mas graves como neumonia
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mastitis, flebitis, meningitis e infecciones del tracto urinario; e infecciones profundas, como
la osteomielitis y la endocarditis. S. aureuses una causa importante de infeccion hospitalaria
(nosocomial) de heridas quirargicas e infecciones asociadas con dispositivos médicos
permanentes. S. aureus causa intoxicacion alimentaria al liberar enterotoxinas en los alimentos
y sindrome de shock tdxicoal liberar superantigenos en el torrente sanguineo? .
Aunque el Stafilococus aureus resistente a la meticilina ( MRSA ) se ha arraigado en entornos
hospitalarios durante varias décadas, las cepas de MRSA han surgido recientemente fuera del
hospital y se conocen como MRSA asociado a la comunidad ( ( CA-MRSA ) o superbacteria)
cepas del organismo, que ahora representan la mayoria de las infecciones estafilococicas

observadas en la sala de emergencias o en la clinica?’.

Para la mayoria de enfermedades causadas por S. aureus, la patogénesis es multifactorial, por
lo que es dificil determinar con precision el papel de cualquier factor dado. Sin embargo, existen
correlaciones entre cepas aisladas de enfermedades particulares y la expresion de determinantes

de virulencia particulares, lo que sugiere su papel en una enfermedad particular?®,

Las infecciones por estafilococos humanos son frecuentes, pero generalmente permanecen
localizadas en el portal de entrada por las defensas normales del huésped. El portal puede ser un
foliculo piloso, pero generalmente es una fractura en la piel que puede ser un pinchazo de aguja
o una herida quirargica. Los cuerpos extrafios, incluidas las suturas, son colonizados facilmente
por estafilococos, lo que puede dificultar el control de las infecciones. Otro portal de entrada es

el tracto respiratorio?.

S. aureus, presenta diversos factores de virulencia potenciales como; proteinas de
superficie, que promueven la colonizacion de los tejidos del huésped; Invasinas que promueven
la propagacion bacteriana en los tejidos (leucocidina , quinasas , hialuronidasa); Factores de
superficie que inhiben la envoltura fagocitica ( capsula , proteina A ); Propiedades bioguimicas
gue mejoran su supervivencia en fagocitos (carotenoides, catalasaproduccion); Disfraces
inmunolégicos (proteina A, coagulasa); Toxinas que dafian la membrana que lisan las
membranas de las células eucariotas (hemolisinas, leucotoxinas, leucocidinas; Exotoxinas que
dafan los tejidos del huésped o provocan sintomas de enfermedad (SEA-G, TSST, ET);

Inherentes y adquiridas resistencia a los agentes antimicrobianos®?.
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Luego del andlisis de la informacion presenta, se presenta la siguiente pregunta de investigacion,
¢Cual serd el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico Chondracanthus chamissoi
“COCHAYUYO” sobre Staphylococcus, y los problemas especificos se plantearon de la
siguiente manera, ¢Cudl sera el efecto antibacteriano del extracto alcoho6lico Chondracanthus
chamissoi “COCHAYUYO” al 100% sobre Staphylococcus aureus?, ¢Cudl sera el efecto
antibacteriano del extracto alcohdlico Chondracanthus chamissoi “COCHAYUYO” al 50%
sobre Staphylococcus aureus?, ¢ Cual el efecto antibacteriano comparado del extracto alcohdlico
Chondracanthus chamissoi “COCHAYUYO” sobre Staphylococcus aureus con

ciprofloxacino?

Es evidente la problemética que se observa en nuestra sociedad sobre la resistencia bacteriana 'y
la implicancia que conlleva a la alta prevalencia de morbi-mortalidad por estas infecciones, el
presente proyecto plantea un estudio que ayudaria a contrarrestar los indices de resistencia y de
infecciones bacterianas, de esta manera causara un beneficio de la sociedad en el ambito de
salud, por lo tanto, a través de un estudio experimental in vitro se demostrara el efecto
antibacteriano sobre una bacteria que muestra alta resistencia bacteriana de un alga accesible de
nuestro litoral peruano mediante la aplicacion de extractos en cultivos de las bacterias

mencionadas.

El objetivo del estudio se plante6 de la siguiente manera, demostrar el efecto antibacteriano del
extracto alcohdlico Chondracanthus chamissoi “COCHAYUYO” sobre Staphylococcus aureus,
a partir de este se formularon los objetivos especificos: Determinar el efecto antibacteriano del
extracto alcohdlico Chondracanthus chamissoi “COCHAYUYO” al 100% sobre
Staphylococcus aureus, Determinar el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico
Chondracanthus chamissoi “COCHAYUYO” al 50% sobre Staphylococcus aureus, Comparar
el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico Chondracanthus chamissoi “COCHAYUYO”

sobre Staphylococcus aureus con ciprofloxacino

A partir de estas premisas se planteo la hipotesis de investigacion, H1: El extracto alcoholico
Chondracanthus chamissoi “COCHAYUYO” presenta efecto antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus y Ho: El extracto alcohdlico Chondracanthus chamissoi

“COCHAYUYO” no presenta efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus, asi mismo,
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las hipotesis especificas son: EI extracto alcohdlico Chondracanthus chamissoi
“COCHAYUYO” al 100% presenta efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus, El
extracto alcohdlico Chondracanthus chamissoi “COCHAYUYO” al 50% presenta efecto
antibacteriano sobre Staphylococcus aureus, El efecto antibacteriano del extracto alcohélico
Chondracanthus chamissoi “COCHAYUYO” es mayor sobre Staphylococcus aureus que el
efecto antibacteriano sobre ciprofloxacino.
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Il. METODO

2.1. Tipo y disefio de investigacion

2.1.1 Tipo de investigacion
La investigacion corresponde al tipo cuantitativa, debido que las variables seran
cuantificadas y analizadas como datos numericos; aplicada, por el fin que persigue
en apoyo y mejora de la salud de la sociedad y prospectivo, debido a que el analisis

de las variables se realizara en un tiempo futuro.

2.1.2. Disefio de investigacion
El disefio de la investigacion es de tipo experimental, porque el experimentador

manipula las variables para obtener los resultados.

Gl X1 o1
G2 ) 02
G3 (+) 03

G1 : Cepas de Sthaphylococcus aureus
X1: Tratamiento con extracto alcoholico de Chondracanthus chamissoi
01, 02, O3: Respuesta antibacteriana observada

-- : Tratamiento Control.
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2.2. Operacionalizacion de las variables

UNIDAD DE
DIMENSIONES INDICADORES MEDIDA/PUNTO

VARIABLE DEFINICION

INDEPENDIENTE CONCEPTUAL
DE CORTE

Principios activos

Extracto alcohdlico extraidos mediante 100%
Chondracanthus
o un solvente  en | concentracion mg/ml
chamissoi

contacto con la

“ » . 50%
COCHAYUYO especie vegetal. °

) UNIDAD DE
VARIABLE DEFINICION
DIMENSIONES INDICADORES ~ MEDIDA/PUNTO
DEPENDIENTE CONCEPTUAL
DE CORTE
Capacidad  de <8mm Nada
Efecto inhibir o evitar el o 8mm a 14 mm Poco
_ ) o Halo de inhibicion ]
antibacteriano | crecimiento  de 14mm a 19mm Medio
las bacterias. >20 mm Alta

2.3. Poblacion, muestra y muestreo

2.2.1. Poblacion
Chondracanthus chamissoi “cochayuyo’ obtenido en el distrito de Santa Rosa,
departamento de Lambayeque

2.2.2. Muestra

Extracto alcohdlico obtenidos de 4 kilogramos de Chondracanthus chamissoi

“cochayuyo”
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Criterios de inclusion

e Especie identificada taxondmica
e Especie en buen estado
Criterios de exclusion

e Especie no contamina

e Especie distinta

2.2.3. Muestreo

Tipo de muestreo seleccionado es no probabilistico por conveniencia.

2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad

2.3.1. Técnicas
Extraccién etandlica: Técnica empleada para la obtencidn de principios activos de
la muestra vegetal, mediante la maceracion con etanol de 96°.
Difusion en pozo: Mediante esta técnica se determinara la actividad antibacteriana,
es una técnica estandarizada, se aplica la muestra en uno pocitos de diametro

uniforme.
2.3.2. Instrumentos de recoleccion de datos

Ficha de registro de datos: Ficha en la cual se registrara los datos obtenidos en cada

experiencia.

Vernier digital: Instrumento electronico que permite medir magnitudes en el orden

de milimetros.
2.5. Procedimiento
Recoleccion y acondicionamiento de la muestra:

La muestra sera adquirida del balneario de Santa Rosa, en el distrito del mismo nombre,
localizado en el departamento de Lambayeque, una vez recolectado se llevara al laboratorio

donde se lavara con una solucién de hipoclorito de sodio al 0,5% y después se enjuagara varias
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veces con agua corriente y luego destilada, después de este paso, se dejara secar a corriente de
aire directa bajo sombra y llevara a estufa por un tiempo de 10 horas a 45 ° Celsius.

Obtencion del extracto alcohélico:

Una vez seco, el material se pulverizard y colocara en maceracién en frascos ambar con etanol
96°, una vez obtenido el extracto se concentraran mediante un bafio maria hasta obtener una

consistencia pastosa.
Activacion de las cepas microbiologicas:

La activacion de las cepas se realizara de acuerdo a la ficha técnica proporcionada por el
laboratorio proveedor de las cepas, una vez activada la cepa se tomara una alicuota de esta y
preparara una concentracion igual a 0.5 en la escala de McFarland mediante diluciones seriadas,
de esta concentracion se tomaré con un asa bacteriolégica y realizara sembrado en los medios

de cultivo especificos y dejaran secar por 20 minutos.
Determinacion del efecto antibacteriano:

Los extractos se probaran contra cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, considerandose 2
tratamientos (50% y 100%), asi mismo, se preparara los pozos en el agar de 6.0 mm de diametro
donde se colocaran 30 uL de cada extracto y los grupos control (etanol y ciprofloxacino) luego

se llevarén a incubacién por un tiempo de 24 horas.
Recoleccion de datos:

Se identificara los halos de inhibicidn obtenidos en cada placa y con la ayuda de un pie de rey
se procedera a medir el tamafio del diametro de cada halo, los datos se recolectaran en la ficha
de recoleccion de datos para su analisis posterior.

2.6. Método de Analisis de datos

El anélisis de los datos se realizara mediante el empleo del software Microsoft Excel 2016
y el programa estadistico SPSS v.26, donde se presentaran los datos en tablas de frecuencia
y porcentajes, ademas de pruebas inferenciales de normalidad y ANOVA y Tukey, con un

nivel de significancia alfa del 0.05.
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2.7. Aspectos éticos

El presente trabajo de investigacion se desarrollaré sobre la linea de investigacion in vitro,
en ese sentido, se mantendra en todo momento los principios éticos de no maleficencia a
los investigadores y personal de apoyo, asi como el medio ambiente, cumpliendo de manera
estricta los protocolos de bioseguridad en el laboratorio y manejo de residuos solidos, asi

mismo, cumplira con el principio de veracidad en todo su desarrollo.?2°

25



1. RESULTADOS

Tabla 1. Estadistica descriptiva para los grupos experimentales y control

Diametro del halo de inhibicion

95% Intervalo de confianza para

Desviacion Error la media

N Media estandar estandar  Limite Superior Limite Inferior Minimo Maximo
Extracto etandlico de Cochayuyo 15 10,86 0,40 0,10 10,64 11,08 10,10 11,30
(50%)
Extracto etandlico de Cochayuyo 15 14,49 0,40 0,10 14,26 1471 1390 15,30
(100%)
Control negativo (etanol) 15 6,08 0,19 0,05 5,98 6,18 5,90 6,40
Control positivo (ciprofloxacino) 15 32,30 0,21 0,05 32,18 32,42 31,80 32,60

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 1 se muestra la estadistica descriptiva para cada grupo de datos analizado con
respecto a los parametros de media, desviacion estandar, error estandar, limites de confianza y
los valores maximos y minimos encontrados en cada grupo de datos, los valores medio de halos
de inhibicion de 10,86+0,40mm para el extracto de etandlico de cochayuyo al 50%; de
14,49+0,40mm para el etanodlico de cochayuyo al 100%, el ciprofloxacino presento halo de
inhibicion de 32,30+0,21mm y el control negativo fue de 6,08+0,19mm
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Figura 1. Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Chondracanthus chamissoi

Cochayuyo) al 50%, 100% vy grupos control frente a Staphylococcus aureus

Extracto etandlico Extracto etandlico Control negativo Control positivo
de Cochayuyo (50%) de Cochayuyo (etanol) (ciprofloxacino)
(100%)

Grupos de trabajo

c
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Fuente: Elaboracion propia

En la figura 1, se observa el comportamiento de los grupos experimentales y control en funcion
del tamafio del halo de inhibicion obtenidos, se muestran valores inferiores para los extractos de
cochayuyo al 50% y 100% de 10,86mm y 14,49mm respectivamente comparados con el control
positivo, siendo estos superiores al grupo control negativo (6,08mm) lo que demuestra su
efectividad antibacteriana; asi mismo, el grupo control positivo representado por el

ciprofloxacino muestra un halo de inhibicion de 32,30mm.
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Tabla 2. Prueba de distribucién normal para cada grupo de tratamientos

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupos de trabajo Estadistico df Sig. Estadistico df Sig.
Extracto etandlico de Cochayuyo 0,237 15 0,023 0,886 15 0,058
(50%)
Diémetro del halo de Extracto etandlico de Cochayuyo 0,153 15 0,200" 0,935 15 0,326
inhibicion (mm) (100%)
Control negativo (etanol) 0,233 15 0,270 0,850 15 0,180
Control positivo (ciprofloxacino) 0,167 15 0,200" 0,933 15 0,300

*. Este es un limite inferior del verdadero significado.

a. Correccion de la significancia de Lilliefors
Fuente: SPSS ver. 26

En la tabla 2 se muestra el andlisis realizado mediante el software estadistico SPSS ver. 26 para
la determinacion de la distribucion normal de cada grupo de datos trabajados, de las dos pruebas
aplicadas se observa que todos los grupos cumplen con una distribucién normal luego de

comparar sus valores de significancia con el valor alfa de significancia del estudio (0,05).

Tabla 3. Prueba de homogeneidad de varianzas (Levene)

Estadistico p-
de Levene dfl df2  valor
Basado en la media 4,791 3 56 0,005
Diametro del halo Basado en la mediana 2,727 3 56 0,053
de inhibicién Basado en la mediana con ajuste de df 2,727 3 38,908 0,057
Basado en la media recortada 4,455 3 56 0,070

Fuente: SPSS ver. 26

En la tabla 3; mediante la prueba de Levene o de homogeneidad de varianzas determinamos el
comportamiento homogéneo observado en la recoleccion de los datos de cada grupo de trabajo,
del analisis realizado se observa con respecto al valor basado en la media un valor p de
significancia superior al 0,05; por lo tanto, se confirma que los datos recolectados en cada grupo

de trabajo presentan homogeneidad de varianzas.
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Tabla 4. Anélisis de la varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicion

Suma de cuadrados df Media al cuadrado F p-valor.
Entre grupos 5891,813 3 1963,938 19578,774 0,000
Dentro de los grupos 5,617 56 0,100
Total 5897,430 59

Fuente: SPSS ver. 26
En la tabla 4, mediante la prueba de ANOVA se observo diferencias estadisticamente

significativas con respecto al tamafio del halo inhibicion promedio de los grupos analizados,
mediante la comparacion del p-valor (0,00) inferior al valor alfa de 0,05 aceptando la hipotesis

alterna, lo que demuestra que los grupos analizados presentan diferentes halos de inhibicién.

Tabla 5. Analisis por sub grupos homogéneos mediante la prueba de Tukey

Diadmetro del halo de inhibicion (mm)

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

Grupos de trabajo N 1 2 3 4
Control negativo (etanol) 15 6,0800
Extracto etandlico de Cochayuyo (50%) 15 10,8600
Extracto etanolico de Cochayuyo (100%) 15 14,4867
Control positivo (ciprofloxacino) 15 32,3000
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 15,000.
Fuente: SPSS ver. 26

La tabla 5, luego del andlisis del analisis de la varianza (ANOVA), se procedi6 a confirmar las
diferencias estadisticamente significativas relacionandolas entre si, para lo cual se desarroll6 la
prueba de Tukey, el analisis de esta prueba diferencias significativas en todos los grupos de
datos, no existiendo efecto similar entre los grupos control y los grupos experimentales,

demostrando que existe diferencia significativa en sus efectos antibacterianos.
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Tabla 6. Sensibilidad antibacteriana segun la escala de Duraffourd

Sensibilidad . . Altamente
| Sensible Muy sensible ibl
Tratamiento nula sensible
8-14 mm 14-20 mm
<8 mm >20 mm
Control negativo (etanol) 6,08
Extracto etanélico de 10,86
Cochayuyo (50%)
Extracto etanélico de 14,48
Cochayuyo (100%)
Control positivo 32,30

(ciprofloxacino)

En la tabla 6, se representan los halos promedios obtenidos por los grupos de tratamiento y

control mediante la escala de Duraffourd, donde se puede apreciar que Staphylococcus aureus

presenta Sensibilidad Nula al grupo control negativo; sin embargo, es sensible al extracto

etanolico de cochayuyo al 50%; muy sensible al extracto etandlico de cochayuyo al 100% vy

altamente sensible al control positivo (ciprofloxacino).
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IV. DISCUSION

Las algas marinas han sido fuente de alimento para el ser humano por su contenido en nutrientes;
sin embargo, existen estudios que atribuyen otras propiedades como las medicinales, motivo por
el cual el presente proyecto estudio las propiedades antibacterianas del extracto etandlico de
Chondracanthus chamissoi “Cochayuyo” sobre la cepa de Sthaphylococcus aureus para

confirmar dichas propiedades la discusion de los resultados se muestra a continuacion.

Se trabajé con dos grupos experimentales, el extracto etandlico de Chondracanthus chamissoi
“Cochayuyo” al 50% y 100% los cuales obtuvieron halos de inhibicion en placa sobre cultivos
de Sthaphylococcus aureus de 10,86+0,40mm para el extracto de etandlico de cochayuyo al
50% Yy de 14,49+0,40mm para el etandlico de cochayuyo al 100%. Los grupos control posiivo
conformado por el ciprofloxacino presento halo de inhibicion de 32,30+0,21mm y el control
negativo conformado por el etanol 96° obtuvo halo de inhibicién de 6,08+0,19mm.

Estudios que confirman la actividad antimicrobiana de los de Chondracanthus, fue el de Soares,
F. (2017) quien empled los extractos de carragenina de esta especie y la expuso a bacterias,
hongos y virus; los resultados mostrados por el autor se refutan con los nuestros ya que indica
que estos extracto resultan ser ineficaces en su actividad antibacteriana contra Escherichia coli
y Staphylococcus aureus, situacion que se plantearia al utilizar solo la carragenina extraida de

la especie més no de la muestra completa como se realiz6 en nuestro estudio.

Por otro lado, se sabe que las propiedades antimicrobianas de la mayor parte de las especies, se
debe a sus compuestos fendlicos, este fundamento se presenta en el estudio de Cérdova, D.
(2018) donde determind que esta especie presenta alto contenido de compuestos fendlico
ademas de actividad antioxidante, teoria que se valida con los resultados obtenidos en nuestro

estudio al corresponder el efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus.

El analisis de los datos se realiz6 mediante estadisticas descriptivas e inferenciales empleando
las pruebas de ANOVA y Tukey para contrastar la hipotesis del estudio, se determind diferencia
significativa en los datos procesados mediante el software estadistico SPSS version 26,

confirmando que el extracto etandlico de Chondracanthus chamissoi “Cochayuyo” al 50% y
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100% presentan efecto antibacteriano sobre Sthaphylococcus aureus; sin embargo, el efecto es

inferior al producido por el ciprofloxacino.

Se realiz6 un analisis del estudio de sensibilidad antibacteriana de Sthaphylococcus aureus
obteniendo que esta presenta Sensibilidad Nula al grupo control negativo; sin embargo, es
sensible al extracto etanolico de cochayuyo al 50%; muy sensible al extracto etandlico de

cochayuyo al 100% y altamente sensible al control positivo (ciprofloxacino).
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V. CONCLUSIONES

Se demostro el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico Chondracanthus chamissoi
“COCHAYUYO” sobre Staphylococcus aureus mediante la comparacion con la prueba
de ANOVA y Tukey de los halos de inhibicion.

Se determino el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico Chondracanthus chamissoi
“COCHAYUYO” al 100% sobre Staphylococcus aureus mediante la formacion de halo
de inhibicion promedio de 14,48mm

Se determino el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico Chondracanthus chamissoi
“COCHAYUYO” al 50% sobre Staphylococcus aureus mediante la formacion de halo de
inhibicién promedio de 10,86mm

Se comparo el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico Chondracanthus chamissoi
“COCHAYUYO” sobre Staphylococcus aureus con ciprofloxacino encontrando

diferencia significativa en sus efectos siendo superior el del control positivo.
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VI. RECOMENDACIONES

Al igual que las plantas existen otras fuentes de principios activos naturales presentes en
las algas marinas, por lo tanto, se recomienda a futuros investigadores orientar estudios
hacia el descubrimiento de estas propiedades.

El consumo de algas marinas no es muy comun en nuestra localidad; por lo tanto, se
recomienda a la poblacion incluir dentro de su dieta alimenticia el consumo de estas por sus
diferentes propiedades nutritivas y medicinales.

Las universidades e instituciones de salud deben promover e incentivar las investigaciones

orientadas hacia el descubrimiento de nuevas fuentes con propiedades medicinales.
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Anexo 1. Matriz de consistencia

Autor (es): Jose Eleodoro Puescas Querebalu / José Francisco Quijano Velasquez

Tema:

EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE Chondracanthus chamissoi
“COCHAYUYO?” sobre Staphylococcus aureus

Problema general Objetivo general Ao ConmE ;;r;ﬁ?ilgzgs Metodologia
¢Cudl sera el efecto | Demostrar el efecto | El extracto alcohdlico Variable_ Alcan_ce _de la
antibacteriano del extracto | antibacteriano  del  extracto | Chondracanthus Independiente (x) | investigacion:
alcohdlico  Chondracanthus | alcohdlico  Chondracanthus | chamissoi Aplicada

s chamissoi “COCHAYUYO” | “COCHAYUYO” X1: Extracto
chamissoi “COCHAYUYO” Al 5

OCHAYUYO™ | Copre Staphylococcus aureus | presenta efecto | alcohdlico MElodo S ress A
sobre Staphylococcus antibacteriano  sobre | Chondracanthus | investigacion:
Staphylococcus aureus | chamissoi Prospectivo
Problemas especificos Obijetivos especificos Hipotesis especificas “COCHAYUYO”
¢Cual sera el efecto Determinar el efecto | El extracto alcoholico | _ Disefio  de la

) ) ) ) Dimensiones: investigacion:

antibacteriano del extracto antibacteriano  del extracto | Chondracanthus . 9 :
Concentracion Experimental

alcoholico Chondracanthus alcoholico Chondracanthus | chamissoi Variable
chamissoi “COCHAYUYO” | chamissoi “COCHAYUYO” al | “COCHAYUYO” al | Dependiente (y) | Poblacion:
al 100% sobre 100% sobre Staphylococcus | 100% presenta efecto | Efecto Chondracanthus

. . . antibacteriano chamissoi
Staphylococcus aureus?, aureus, Determinar el efecto | antibacteriano  sobre

. . ; o Muestra:

¢Cual ser4 el efecto antibacteriano  del  extracto | Staphylococcus Dimension:

i i Ali Didmetro del halo | 4 kg de
antibacteriano del extracto alcoholico Chondracanthus | aureus, EIl extracto 4o inhbioion Chondracanthus
alcohélico Chondracanthus chamissoi “COCHAYUYO?” al | alcohdlico chamissol
chamissoi “COCHAYUYO” |50% sobre Staphylococcus | Chondracanthus
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al 50% sobre Staphylococcus
aureus?, ¢Cual el efecto
antibacteriano comparado del
extracto alcoholico
Chondracanthus chamissoi
“COCHAYUYO” sobre
Staphylococcus aureus con

ciprofloxacino?

aureus, Comparar el efecto
antibacteriano  del  extracto
alcoholico Chondracanthus
chamissoi  “COCHAYUYO”
sobre Staphylococcus aureus

con ciprofloxacino

chamissoi
“COCHAYUYO” al
50% presenta efecto
antibacteriano  sobre
Staphylococcus
aureus, El efecto
antibacteriano del

extracto alcohdlico

Chondracanthus
chamissoi
“COCHAYUYO” es
mayor sobre

Staphylococcus aureus
que el efecto
antibacteriano  sobre

ciprofloxacino

Técnicas de
recopilacion de
informacion:
Extraccion
alcoholica

Difusién en pozo en
agar

Técnicas de
procesamiento  de
informacion:
Estadistica
descriptiva y
ANOVA 'y Tukey

mediante SPSS 26
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Anexo 2. Ficha de recoleccion de datos

Placa Extracto de Cochayuyo Grupos control
50% 100% Negativo Positivo
1 10,6 14,5 5,9 32,6
2 10,6 15,1 59 32,2
3 11,3 15,3 6,4 32,3
4 10,1 13,9 6,0 32,5
5 11,0 14,6 6,1 32,2
6 11,1 14,2 6,1 32,3
7 11,3 14,3 59 32,6
8 11,1 14,3 6,3 32,3
9 11,3 14,7 5,9 32,5
10 10,2 14,3 6,4 32,3
11 10,7 15,0 6,2 32,4
12 11,0 14,3 6,2 32,1
13 111 14,5 59 32,1
14 104 14,4 59 32,3
15 11,1 13,9 6,1 31,8
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Anexo 3. Certificado de analisis de la cepa

¢ Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophiized Microorganism Specification and Performancs U% Heiease
¥y |

G pecmicabons ﬁr o
Microorganism M : Staphylococcus aureus subsp. aureus ease information:
Catalog uu,'ﬂ.-?!.ﬁ; =g = Quality Contral Technologist: Kieshia L Megen
Lot Number- 360-407"" Release Date: 2020/5/20
Reference Number: ATCO® 25003™"
Purity: Pure
Pas=zage from Reference: 2
Performance
Macroscopic Features: Medium:

Medium fo [arge, convex. entire edge, both white and pale white colonies.  SBAP smooth,
opaque, beta hemolytic Microscopic

Features: Meathod:
Gram postive cocoi cocurming singly, in pairs and inimegular custers Gram Stain (1)
D Systemn: MALDE-TOF (1) Other Features! Challenges: Results
(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive

(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk | negative

(1) Amnpiclin (10 meg - Disk Suscepibdity): 27 - 25 mm
(1) Penicalin {10 units - Disk Su lity): 26 - 37 mim
(1) Creaclin (1 mog - Disk Susceptibility) 18 - 24 mm

’|| |
q Jriifla‘i._ﬂq_.,-\_,i_i,ﬁf;/;ﬁ; FAE

Amanda Kuperus

Cuality Contrel Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

rking =i are ] g Ewan . o

3 mer
::fﬂ'ﬂ:l:liﬂ':n:h.nltBHMrum

Wobs for WHsiel: ARhowgh the ViteicD pansl ueas many comantional fescis. the unigue snvircnment of the oard, sombired with the chort Inoubation perod, may
producs recults that dfer from publichsd rul.ﬂ: uulmmn-drwnlrm

L Refer to the snclocsd produot Incert for Instructions, Intended wes and hazard'eatsty Information.
Individual prodiscts are fraosabis bo 3 reocgnizsd culurs oollecfion.

BEPPRECE Sl TR AL A GO
(4= b5, i ]
[} The ATCC Licanssd Derrative Emblem, e ATOC Licsnssd Dervatie word mars ard the ATCC catsiog rmarks are rsdemans of ATCC.

ATCE Licensed Iicroiiologics, Inc. |3 Icensed i ume these Fademarss and i sai producs derved from ATCOE CfLmes.

Cleriaatrse

TEESTING CERT =3053.01
1) These tesls are scoredied bo IS0AEC 17052008,
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© 2012 Microbiciogics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56203 Page 10f 1 DOC.236
Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results .88"
Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols | Color
200 -3.00 (+++) green
1.70 - 1,99 Low-confidence identification (+) yellow
0.00 - 1.69 (=) red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation

High consistency: The best match is a igh-confidence identification. The second-best matchis (1) a
(A} [high-confidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a low-confidence
wdentification in which the species or genus is identical to the best match. or {3) a non-tdentification.

Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match 1s a high- or low-
(B)  |confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence identification in
which the genus s 1dentical to the best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met

Sample Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Sample Description: 0380
Sample ID: 360407
Sample Creation Date/Time:  2018-09-05T712:23:18.417 MLB
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria
Sample Name Sample Organism (best match) Score Value
D
E12 (#+4)
(A) 3680-407 Staphylococcus aureus
Comments:
N/A
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Anexo 4. Evidencias del trabajo de campo

Figura 2. Recoleccion y seleccion de la muestra

Figura 3. Acondicionamiento de la muestra
Desinfeccion Secado

Pulverizado
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Figura 4. Obtencion del extracto alcohdlico de Chondracanthus chamissoi “cochayuyo”

46



Figura 5. Preparacion de las concentraciones de trabajo
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Figura 7. Determinacion del efecto antibacteriano
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