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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano el extracto etanolico de Piper aduncum

“matico” y Thymus vulgaris "tomillo™ sobre Sthaphylococcus aureus

Metodologia: Se plante6 un estudio de tipo cuantitativo, transversal con disefio
experimental de dos variables independientes y una dependiente; la poblacion de estudio
estuvo conformada por Piper aduncum "matico™ y Thymus vulgaris "tomillo™ y como
muestra microbioldgica se considerd Staphylococcus aureus, se emplearon 4 kg de cada
planta para la preparacion del extracto por medio de maceracion y empleo el método de

difusion en pozo para la determinacion del efecto antibacteriano.

Resultados: El extracto etandlico de matico al 50% y 100% sobre Staphylococcus aureus
fue de 20,53 + 0,29mm y 22,66 + 0,24mm respectivamente, por otro lado, el extracto
etandlico de tomillo al 50% y 100% tuvo halos de inhibicion promedio de 21,39 + 0,35mm
y 25,33 + 0,27mm, asi mimo, el control negativo (etanol) obtuvo halo de inhibicién de 6,01

+0,28mm y el control positivo de 32,50 + 0,33mm.

Conclusion: Los extractos etandlicos de Piper aduncum “matico” y Thymus vulgaris
"tomillo" a las concentraciones del 50% y 100% presentan efecto antibacteriano sobre

Sthaphylococcus aureus

Palabras clave: Extracto etanolico, Piper aduncum, Thymus vulgaris, Staphylococcus

aureus



ABSTRACT

OBJECTIVE: Determine the antibacterial effect of Piper aduncum "spiked pepper" and
Thymus vulgaris "german thyme™ ethanolic extract on Staphylococcus aureus.
METHODOLOGY: A quantitative, cross-sectional study with experimental design of two
independent variables and one dependent variable was proposed; the study population
consisted of Piper aduncum "spiked pepper" and Thymus vulgaris "german thyme" and
Staphylococcus aureus was considered as microbiological sample, 4 kg of each plant were
used for the preparation of the extract by maceration and the Agar well diffusion method
was used to determine the antibacterial effect.

RESULTS: The spiked pepper (matico) ethanolic extract at 50% and 100% on
Staphylococcus aureus was 20.53 + 0.29mm and 22.66 + 0.24mm respectively, on the other
hand, the ethanolic extract of german thyme at 50% and 100% had average inhibition halos
of 21.39 + 0.35mm and 25.33 + 0.27mm, likewise, the negative control (ethanol) obtained
an inhibition halo of 6.01 + 0.28mm and the positive control of 32.50 + 0.33mm.
CONCLUSION: The ethanolic extracts of Piper aduncum "spiked pepper" and Thymus
vulgaris "german thyme" at concentrations of 50% and 100% present antibacterial effect on
Staphylococcus aureus.

KEY WORDS: Ethanolic extract, Piper aduncum, Thymus vulgaris, Staphylococcus aureus
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l. INTRODUCCION

La especie Piper aduncum. se conoce popularmente como “matico” crece en sitios
parcialmente cubiertos de maleza y tiene diversas aplicaciones terapéuticas como diurético,
antipirético y como agente antiinflamatorio de uso interno y externo en algunas regiones de
la Amazonia peruana y boliviana. De esta especie se ha aislado y caracterizado un gran
nimero de compuestos quimicos como amidas, lignanos, neolignanos, hidroguinonas,

alcaloides, terpenos, compuestos oxigenados, y derivados del &cido benzoico.!

Por otro lado, Thymus vulgaris L. es una planta distribuida ampliamente en el mediterraneo
y Asia, pertenece a la familia Lamiaceae, presentan diversas actividades bioldgicas con
accion antiséptica, expectorante, carminativa y antiespasmaddica relacionadas con el
contenido en timol y carvacrol, que constituyen 40 a 50 % del aceite esencial utilizado como
antiseptico, saborizante y antioxidante, el timol y el carvacrol presentan mayor actividad

antibacteriana y fungicida.?

Actualmente existe una problematica que ha surgido con la resistencia bacteriana producida
por microorganismos que se hacen insensibles al ataque de los antibi6ticos, aumentado los
casos de morbi-mortalidad, hasta cifras tales que se ha considerado la resistencia bacteriana
en estado de alerta a nivel mundial, implementandose programas para combatirla esta

problematica en casi todos los paises del mundo?®.

Los antibioticos son farmacos que se utilizan para el tratamiento de infecciones bacterianas.
Algunas bacterias tienen la capacidad de mutar frente al uso de estos medicamentos,
produciéndose lo que se le conoce como farmaco-resistencia, haciendo que las infecciones
sean mas dificiles de controlar, provocando un aumento de los costos de medicamentos y
prolongando la estancia hospitalaria e incrementando el riesgo de muerte*. Staphylococcus
aureus es uno de los microorganismos que mas reportes de resistencia bacteriana a reportado

a los antimicrobianos segun datos de la OMS®.
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Muchas infecciones como la neumonia, la tuberculosis, la septicemia, la gonorrea o
enfermedades de transmision alimentaria, son cada vez mas dificiles de tratar, debido a que
los medicamentos van perdiendo su eficacia, teniendo que recurrir a medicamentos mas
caros, aumentando de esta manera los costos de atencion sanitaria y perjudicando la

economia en las familias y la sociedad®.

En Uruguay, en el afio 2004 se notificd la presencia de una cepa de Staphylococcus aureus
meticilino-resistente, que infecto a 417 personas, al menos un 80% fue por infecciones a

nivel de piel, estas se trataron ambulatoriamente y se report6 4 fallecimientos®.

En los Gltimos afios este microorganismo que se encuentra diseminado por todo el medio
ambiente es causante de muchas enfermedades en especial intra o0 extra hospitalarias es
causante de muchas muertes alrededor del mundo en especial paises subdesarrollados donde
no existe un lineamiento o una politica de salud publica que nos pueda ayudar a revertir estos
datos. Su gran capacidad para adaptarse en sistemas u Organos hacen que este
microorganismo pueda ser muy mortal, tanto la OMS como otras organizaciones tratan de
proporcionar esquemas Yy tratamientos para poder dar frente a estas enfermedades. Otro
problema para estas organizaciones es la resistencia del microorganismo hacia ciertos

antibidticos esto se debe al uso irracional de los antibioticos.’

En América, con mayor implicancia en cuanto a la resistencia de las cepas de S. aureus en
infecciones, llegando a presentarse hasta un 90% de resistencia a la metilicina, lo que indica

que el tratamiento habitual con los antibi6ticos no funciona.®

En paises como Estados Unidos y Canada Staphylococcus aureus es el responsable principal
del 43% y hasta el 46% de todas las infecciones producidas en la piel y partes blandas,
ademas, en pacientes hospitalizados es causante del 25 a 30% de los abscesos en los

pacientes.®

Por otro lado, en Argentina se realiz6 una evaluacion de los focos infecciosos mas frecuentes

por Staphylococcus aureus y se reportd su presencia en infecciones localizadas en piel y
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tejidos blandos con un 43.8% y 24.3% en adultos, mientras que en Paraguay la celulitis y la

fascitis necrotizante son las infecciones de piel y tejido blando mas frecuentes.°

De igual manera, en Colombia se ha reportado que el 69% de las infecciones causadas por
Staphylococcus aureus son cepas resistentes (SARM) y el lugar de infeccion mas frecuente

es en la piel.*

En el Peru, Garcia presento6 un articulo donde encontrd que el 50% de los S. aureus aislados
de hemocultivos de varios hospitales presentaban resistencia a la meticilina, y que este tipo

de infecciones tiene como factor comun relacién con los servicios de salud.®

Ademaés, se ha reportado en nuestro pais que Staphylococcus aureus esta fuertemente
involucrado en la infeccion bacteriana cutanea aguda, llamada erisipela y probablemente
actia en sinergia con el estreptococo B hemolitico produciendo ampollas, edema y

descamaciones en la piel, dolor local y fiebre.?

En el departamento de Lambayeque un estudio realizado por Aguilar et al. mostré la
prevalencia de cepas de S. aureus meticilino resistentes, en muestras tomadas de portadores
de diferentes areas del hospital.® Particularmente en el hospital provincial docente Belén de
Lambayeque, se tomaron muestras nasofaringeas a 70 trabajadores de salud; siendo los
resultados preocupantes, ya que se encontraron cepas de S. aureus y S. pneumoniae resistente

a las penicilinas'®.

La farmacorresistencia se ha convertido en un problema de suma importancia a nivel de
salud publica, provocando el fracaso de los tratamientos farmacoldgicos; por tal motivo el
presente estudio, a través de un extracto, de la planta Piper aduncum "matico” y Thymus
vulgaris "tomillo”, se demostrd su efecto antibacteriano contra las bacterias S. aureus
aportando de esta manera un nuevo conocimiento que puede ser utilizado para el tratamiento

de enfermedades causadas por estas bacterias.

Al respecto de los antecedentes del estudio, tenemos a nivel nacional a Mendoza M, (2019)

en su investigacion evaluo el efecto antibacteriano del aceite esencial de P. aduncum
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“matico” sobre S. aureus, se evalud el aceite esencial de matico al 100%, 75%, 50% y 25%
y para la actividad antibacteriana se aplicé el método difusion en disco. En los resultados
obtenidos el matico formo halos inhibitorios a partir de la concentracion de 75% (13.70mm)
y 100% (16.50mm), pero no supero al control positivo (oxacilina). Se concluye aceite
esencial de Piper aduncum presenta efecto antibacteriano sobre S. aureus, aunque, no supera

al farmaco Oxacilina.'*

Ingaroca S, Castro A, Ramos N. (2019), elaboraron un estudio con el aceite esencial de
Piper aduncum “matico” con ¢l objetivo de determinar su composicion quimica, actividad
antioxidante y efecto fungistatico mediante microdilucion en caldo. Los componentes
principales fueron metileugenol, germacreno D, biciclogermacreno, B-cariofileno, &-
cadineno y B-ocimeno; su actividad antioxidante fue minimay el efecto fungistatico sobre
C. albicans también mostro resultados satisfactorios. Se concluyd que la accién del aceite

esencial de matico sobre C. albicans es minima.'®

Asimismo, Montero M, Mira C, Avilés D, Pazmifio P, Erazo R, (2018), en su investigacion
tuvieron como objetivo evaluar la eficacia antimicrobiana in vitro del aceite esencial de
tomillo (Thymus vulgaris) sobre Staphylococcus aureus. Se evaluaron concentraciones al 1,
5, 10, 30, 50, 70 y 90% en dilucion en etanol al 96.8%. Se determind la Concentracion
Minima Inhibitoria mediante el método de microdilucion en caldo. Los resultados indican
que los tratamientos al 5y 10% no son significativamente diferentes con valores de halos de
inhibicion de 15.35 mm y 15.9 mm, respectivamente, en comparacion al 1% que presento

12.2 mm de halo de inhibicién.®

Arratea B, Mamani Y. (2017), en su estudio realizado con el objeto de determinar la
actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso de Solanum tuberosum y del aceite
esencial Thymus vulgaris (tomillo), frente a cepa Staphylococcus aureus. Se realizd una
marcha fitoquimica para ambas muestras y realizd un sembrado con cepa liofilizada de
Staphylococcus aureus ATCC en agar Miller-Hinton, utilizando la técnica de difusién en
agar con discos impregnados. Se trabajaron 5 placas con discos de cefalexina 30ug y del

extracto acuoso al 5 por ciento de S. tuberosum (chufio negro), 5 placas con aceite esencial
16



de Thymus vulgaris (tomillo) al 90 por ciento. Los resultados de la marcha fitoquimica del
aceite esencial del Thymus vulgaris se presentan terpenoides, taninos y compuestos
fendlicos. Los resultados del halo de inhibicion del extracto acuoso del Solanum tuberosum
(chufio negro) 20,8 + 0.3mm, Thymus vulgaris (tomillo) 15.7 £ 0.3mm y cefalexina 31.2 +
0.3mm. Se concluye que frente a cepa Staphylococcus aureus el extracto acuoso de S.
tuberosum (chufio negro) tiene actividad antibacteriana considerada como sensible segln
CLSI y sumamente sensible para Duraffourd, y en el caso del aceite esencial Thymus
vulgaris (tomillo), actividad antibacteriana intermedia, segun CSLI, y muy sensible para
Duraffourd.!2

A nivel internacional también se muestra el estudio de Guayas J, Lazo P. (2020), evaluaron
in vitro la actividad antibacteriana de extractos etanélicos de U. tomentosa, Piper aduncum,
A. absinthium frente a E. coli. Se prepararon extractos etanolicos por maceracién y la
actividad antibacteriana se evalud por el método de microdilucion en placa estandarizado.
En los resultados se observd que el extracto etandlico de U. tomentosa presento una CMI a
los 625uL y los extractos de Piper aduncum y A. absinthium no presentaron efecto
bactericida, no obstante, se visualizé una disminucion leve en el crecimiento bacteriano, por
lo que se podria deducir que presenta un efecto bacteriostatico. Se concluye que Piper

aduncum presenta un ligero efecto inhibidor en el crecimiento bacteriano.

Rasha M, Farkad M, Bashaer M, Ali A. (2020) en su estudio tuvieron como objetivo observar
los resultados del extracto alcoholico de Thymus vulgaris en Staphylococcus aureus, los
causantes del acné en humanos, particularmente en mujeres. El extracto se adquirié
mezclando 25 g de Tomillo en polvo con 350 ml de etanol al 80% durante 6 horas. Las
actividades antimicrobianas del extracto vegetal y del aceite integral hacia S. aureus se
decidieron mediante la técnica de difusién en agar. Las consecuencias demostraron que
concentraciones especiales de extracto alcohdlico (5, 10, 15 mg / ml) provocaron didmetros
acelerados de zonas de inhibicidn del boom bacteriano (20, 40, y 27,7mm respectivamente)
en comparacion con el control (20 mm). Se han determinado adicionalmente diametros
incrementados de zonas de inhibicion (20.6, 32.33, 22 mm) en respuesta al aceite esencial.
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Las consecuencias inhibitorias de los extractos y el aceite vital se correlacionaron
directamente con su concentracion. El extracto alcoh6lico mostro un ejercicio antibacteriano
superior contra la bacteria grampositiva examinada que el aceite de tomillo. Se concluy6 que
de acuerdo con la viabilidad de los extractos de T. Vulgaris para inhibir las bacterias

probadas, puede ser utilizado contra Staphylococcus aureus causante del acné.®

Ordoyo A, Sepe M. (2019), publicaron un articulo con el objetivo de formular un jabon
liquido para manos con extracto de Piper aduncum como componente antibacteriano natural.
Se evaluaron las propiedades fisico-quimicas, el potencial antibacteriano fue evaluado por
difusion en agar disco. Los valores del pH de diferentes jabones estan dentro del rango de
pH aceptado de 8.5-10.5. En capacidad de retencidn de espuma, la concentracién del 25%
del aceite tiene la duracion més larga de 110 minutos mientras que la concentracion del 75%
tiene la duracion mas corta de 75 minutos. Los resultados revelaron que la zona de inhibicién
del jabon de manos liquido (JML) comercial varia significativamente en comparacion con
los JIML formulados con extracto P. aduncum. Por tanto, se comprobo que el extracto crudo
de P. aduncum no es eficaz como componente antibacteriano en la formulacion de jabon

liquido para manos.’

Lengyel E, Panasitescu M. (2019) con su estudio “Compuestos quimicos de Thymus vulgaris
y su actividad antimicrobiana”, tuvo como objetivo destacar la actividad antibacteriana de
los aceites esenciales de tomillo (Thymus vulgaris) frente a la cepa Staphylococcus aureus
aislada de la secrecion nasal de un paciente andénimo, mediante el método de Kirby-Bauer,
y establecer su composicion quimica mediante métodos GC MS. Los aceites se elaboraron
a partir de plantas cultivadas industrialmente en varias areas geograficas. Las mediciones
realizadas mostraron que los aceites de tomillo contienen timol (entre 32% y 41,5%), y que
la accion antibacteriana del tomillo depende tanto de la procedencia de la cultura de la cual
se extrajo el aceite esencial y en la concentracion de timol en él, asi como en la sensibilidad
de la cepa aislada. En los resultados se identificd tres compuestos con efecto antibacteriano,
es decir, timol, a-terpineol y terpineno, el timol alcanzo valores entre 32% y 41,52%. Se
concluyd que el aceite esencial de Thymus vulgaris presenta efecto antibacteriano sobre la
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cepa Staphylococcus aureus, por lo que podria ser utilizado como tratamiento, especialmente
en los casos en los que, debido por diversas razones médicas, no se pueden administrar

antibioticos.®

Con respecto a las bases teoricas del estudio tenemos que Piper aduncum (matico), presenta
en su aceite asarona 'y coneol. También, es usado para matar mosquitos y moluscos. Contiene
safrol, que se viene utilizando con éxito en la fabricacion de poderosos insecticidas,

fragancias, jabones y productos detergentes.8

P. aduncum se caracteriza por presenta amidas, fenilpropanoides, terpenos, chalconas y
dihidrochalconas, flavonas y compuestos adicionales que abarcan derivados del &cido

benzoico y sustancias cromdgenas. °

Por otro lado, Thymus vulgaris L. es un subarbusto de la familia Lamiaceae, que es perenne
y aromatica, rica en aceite esencial, cuyo principal componente es el timol. Es una planta
introducida de Europa y en la medicina tradicional peruana se conoce como ‘tomillo’ y se
utiliza el aceite esencial como antiséptico. Se ha demostrado que el extracto de esta planta
tiene efecto antiviral contra HSV-I, HSV- 2 y HSV-I resistente a aciclovir y efecto relajante
sobre anillos tragueales de cobayo comparable a teofilina; mientras que el aceite esencial de
Thymus vulgaris ha mostrado actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Proteus vulgaris, Vibrio spp, Listeria monocytogenes,
Propionibacterium acnes; ademas, actividad citotoxica contra 3 lineas celulares de cancer
humano -células de carcinoma de préstata humano (PC-3), carcinoma pulmonar humano

(A549) y cancer de mama humano (MCF-7) (11), y significativa actividad antioxidante.'*

El aceite esencial de tomillo esta compuesto principalmente por monoterpenos oxigenados
(timol, carvacrol y linalol) y monoterpenos hidrocarbonados (y-terpineno, p-cimeno, a-
Pineno y a-Tujueno) también puede contener ésteres acéticos, cetonas y aldheidos. El
tomillo ha sido muy utilizado y recomendado desde la antigliedad. ComUnmente se usa como
té de hierbas, condimento y para diversos fines medicinales, esta propiedad se atribuye a el

AE de sus hojas; se usa como tdnico, carminativo, digestivo, antiespasmaodico,
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antimicrobiano, antioxidante, antiviral, antiinflamatorio, sedante y expectorante. El AE de
tomillo presenta actividad antitumoral, antibacteriana (frente a gram positivas y gram

negativas), posee propiedades antifiingicas y antioxidantes.®

Con respecto, a Staphylococcus aureus es una especie bacteriana perteneciente a la familia
Staphylococcaceae. son cocos grampositivos que miden de 0.5 a 1.5 micras de diametro. En
el microscopio se les encuentra agrupadas en pares, tétradas, cadenas cortas o en forma de
racimos de uvas. Staphylococcus aureus coloniza mucosas, como los orificios nasales, la

boca, tracto gastrointestinal y la piel.2%2

Los enfoques conceptuales se definen a continuacion:

- Extracto: son sustancias obtenidas de una planta a través de técnicas maceracion con
un solvente apropiado.

- Antibacteriano: sustancias que no permiten el crecimiento de microrganismo, como
bacterias.

- Cepa: es un conjunto de bacteria de una misma especie.

- Enzimas: son moléculas de naturaleza proteica que aceleran reacciones metabdlicas en
los organismos.

- Medios de cultivo: sustancias enriquecidas con nutrientes que permite el crecimiento

microbiano.

Tomando en consideracion lo mencionado, se planted el siguiente problema de
investigacion: ¢Cual sera el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Piper aduncum
“matico” y Thymus vulgaris "tomillo™ sobre Sthaphylococcus aureus?

Las infecciones bacterianas ocasionan diferentes enfermedades y algunas mortales, sobre
todo las bacterias que tienen la facilidad de producir resistencia bacteriana como el
Staphylococcus aureus, el cual ha ocasionado graves problemas al sector salud por su
elevada resistencia; en ese sentido, buscar alternativas de solucion a este problema sanitario
a partir del uso de plantas medicinales de facil acceso y bajo costo permitira ayudar a la

poblacién en los tratamientos farmacol6gicos de sus enfermedades, servira de apoyo al
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sector salud para reducir los indices de resistencia bacteriana, profundizara el conocimiento
cientifico con respecto al uso de las plantas y servird de aporte y sustento para nuevos
estudios, lo cual justificara la ejecucion del presente estudio.

Por otro lado, para lograr responder a las interrogantes del estudio se plante6 como objetivo
Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Piper aduncum “matico” y
Thymus vulgaris "tomillo" sobre Sthaphylococcus aureus; asi mismo, Determinar el efecto
antibacteriano del extracto etanolico de Piper aduncum “matico” sobre Sthaphylococcus
aureus; Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Thymus vulgaris
"tomillo" sobre Sthaphylococcus aureus y Comparar el efecto antibacteriano de los extractos
etandlicos de Piper aduncum “matico”y Thymus vulgaris "tomillo" con ciprofloxacino sobre
Sthaphylococcus aureus.

Asi mismo, se formulo la hipdtesis del estudio: El extracto etandlico de Piper aduncum
“matico” 'y Thymus vulgaris "tomillo" presentan efecto antibacteriano sobre

Sthaphylococcus aureus.
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2.1. Tipo y disefio de investigacion

2.1.1 Tipo de investigacion

METODO

El estudio fue tipo cuantitativo, debido al manejo de las variables de estudio las

cuales son cuantificables; fue transversal debido a la recoleccién de datos en un

determinado momento del estudio; prospectivo debido a que la toma de los datos

se realizar6n en un momento posterior en la ejecucion del estudio y experimental

debido a que se manipularon las variables independientes y luego se analizo el

efecto producido sobre la variable dependiente.

2.1.2. Disefio de investigacion

El disefio de la investigacion se represento6 de la siguiente manera:

G1
G2
G3
G4

X1
X2

+

o1
02
(OX]
04

G: Grupos de cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923
X1, X2: Tratamientos
01, 02, O3 y O4: Efecto observado.

- Control negativo, sin tratamiento. (etanol)

+ Control positivo (ciprofloxacino)

2.2. Operacionalizacion de variables

. UNIDAD DE
VARIABLE DEFINICION
INDEPENDIENTE CONCEPTUAL DIMENSIONES INDICADORES | MEDIDA/PUNTO
DE CORTE
Piper aduncum | Producto obtenido
"matico" ;rje_dlante un proc_:eso £ iracto etanolico Concentracién
isico que contiene 50%
Porcentaje
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>a20mm

Thymus vulgaris | principios activos Piper aduncum
"tomillo" solubles "matico” y Thymus Concentracion
vulgaris "tomillo" 100%
) UNIDAD DE
VARIABLE DEFINICION
DIMENSIONES INDICADORES | MEDIDA/PUNTO
DEPENDIENTE CONCEPTUAL DE CORTE
Tamafio de halo Nula
Efecto
Accidn bactericida y ) ) de inhibicion Sensible
Cepa . . antibacteriano sobre .
bacteriostética < 8mm Medio
Sthaphylococcus Sthaphylococcus .
8mm a 14mm Muy sensible
aureus ATCC 25923 aureus ATCC
15mm a 20mm
25923

2.3. Poblacion, muestra y muestreo

2.3.1.

Paoblacion

Vegetal: Piper aduncum "matico™ y Thymus vulgaris "tomillo"

Bioldgica: Staphylococcus aureus

2.3.2.

Muestra

Extracto etandlico de 4 kg de hojas Piper aduncum "matico” y Thymus vulgaris
"tomillo™

15 cultivos de Staphylococcus aureus 25923

Criterios de inclusién

e Muestras identificadas mediante clasificacion taxondmica

e Muestras vegetales frescas y en buen estado
e Muestra no contamina, sin uso de pesticidas

e Arbol de 2-8 m de altura

e Hojas en ld&mina oblongo-eliptica a lanceolada

e Hojas arqueadas de 0,4 a 0,7mm de ancho

e Fruto carnoso, ovoide, de 0,8 a Imm de diametro.

Criterios de exclusién
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e Muestras contaminadas o con plaguicidas

e Muestras que no correspondan a la especie de estudio

2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
2.4.1. Técnicas
EXTRACCION ALCOHOLICA: Producto que se obtuvo mediante la
maceracion al exponer la planta o plantas a etanol durante un tiempo determinado,
con filtrado o purificacion posterior, conteniendo los principios activos de la

planta.

DIFUSION EN AGAR (POZO0): Técnica que fue empleada para determinar el
efecto antibacteriano mediante el uso pozos en agar donde se coloco la sustancia
bactericida; el tamafio del halo de la inhibicion que producio la sustancia nos

permitio evaluar el efecto antibacteriano.

2.4.2. Instrumentos de recoleccion de datos

Vernier digital: Instrumento ideal de alta precision para medidas pequefas.

Cuaderno de registros de datos: Elaborado por el investigador, donde se
recopilaron los datos de medidas de los halos de inhibicion del control y de los

extractos acuoso y etandlico.

2.4.3. Validez y confiabilidad
El estudio obtuvo validez por medio de juicios de expertos, los que validaron el
instrumento de estudio, asi mismo, se aplic en el analisis de los datos una

confiabilidad el 95% para todos los analisis realizados.

2.5. Procedimiento

Recoleccion de la muestra

La muestra se recolectd de la zona del distrito de Ferrefiafe, departamento de

Lambayeque, con previa coordinacion con el propietario del terreno de cultivo, asi
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mismo se recolectaron muestras las cuales fueron seleccionadas segun los criterios de
inclusion y exclusion. Las muestras se transportaron cubiertas con papel Kraft hasta el

laboratorio.

Identificacion taxonémica

Se recolectaron dos especies vegetales completas las que fueron fotografiadas en el
momento de la recoleccion y colocadas en una presa con papel para ser enviadas al

bidlogo botanico para su correcta identificacion taxonémica

Preparacion del extracto alcoholico

Se pesaron 500 gr. de hojas secas de las muestras bioldgicas, se trituraron, pulverizaron
y tamizaron y luego agregaron 1000 ml de etanol de 96°, posteriormente se dejé en
maceracion en frascos &mbar por 10 dias, luego de este proceso se procedio a filtracion
y evaporacion en la estufa a 45°C hasta la eliminacion de todo rastro de humedad.

Reactivacion de la cepa de Staphylococcus aureus:

La reactivacion de la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 se realizé segun la
informacion técnica del catadlogo de la empresa comercializadora de la cepa,
manteniéndo en TSA para posteriormente preparar las diluciones a ensayar.

Sembrado en placa de cepa de Staphylococcus aureus

Se realiz6 un sembrado en estrias en TSA, se llevd a incubacién por 24 horas a 37°C
para despues realizar el efecto antibacteriano en placa.

Evaluacion del extracto alcohélico de Piper aduncum ""matico" y Thymus vulgaris
""tomillo™

a) Con pinzas estériles se colocaron en cada placa 4 discos de papel de filtro de la
manera siguiente:

* 1 disco con 10 ul de alcohol etilico 96% (control negativo).

« 1 disco con 10 ul de ciprofloxacino 100mg/ml (control positivo)
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2.6.

« 2 discos con 10 ul de con los extractos etandlicos al 50% y 100%
b) Las muestras se incubaron por 24 horas a 37°C
c) Luego de esto se procedio a tomar las medidas directas de los halos de inhibicion

formados. Se procedio de la misma manera para cada planta.

Meétodo de Andlisis de datos

Los datos obtenidos fueron analizados mediante estadistica descriptiva de tendencia
central y dispersion para cada variable, asi mismo, se empled una estadistica inferencial

mediante las pruebas de ANOVA y Tukey. El nivel de significancia fue del 0.05.

2.7. Aspectos éticos

El presente proyecto de investigacion no presenta ningun riesgo en personas o animales
ya que no son objeto de la investigacién, en el mismo sentido cumple con los principios
de ética y deontologia enmarcados en el Cddigo de Etica de la Universidad Franklin
Roosevelt. Durante la ejecucion del proyecto se mantuvo un alto nivel de bioseguridad
especialmente por la manipulacién de microorganismos patdgenos con los que se trabajé

en el laboratorio Microclin SRL.%2
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I11. RESULTADOS
Tabla 1. Determinacion del efecto antibacteriano del extracto etanolico de Piper
aduncum “matico” sobre Staphylococcus aureus
Descriptives
Diametro del halo de inhibicion (mm)

95% Intervalo de confianza para

Desv. Error la Media

N Media Estandar Estandar Limite inferior Limite superior Minimo Maximo

Extracto. etandlico Matico - 15 20,53 0,29 0,07 20,37 20,69 20,00 21,20
50%
Extracto. etandlico Matico - 15 22,66 0,24 0,06 22,53 22,79 22,30 23,00
100%
Control negativo (etanol) 15 6,01 0,28 0,07 5,86 6,17 5,60 6,70
Control positivo 15 32,50 0,33 0,09 32,32 32,68 31,70 32,90

(ciprofloxacino)

Fuente: SPSS ver. 26

En lainterpretacion de la tabla 1 se puede apreciar el analisis realizado a los datos del tamafio
del halo de inhibicién del grupo experimental de matico y grupos control, cada grupo de
analisis mediante el programa SPSS version 26 para obtener los datos estadisticos de media,
desviacidn estandar, los limites de confianza y valores maximo y minimo encontrados de los
valores promedio de los halos de inhibicion con respecto al obtenido por el extracto etanélico
de matico al 50% y 100% sobre Staphylococcus aureus fue de 20,53 + 0,29mm y 22,66 +
0,24mm respectivamente, por otro lado, el control negativo empleado (etanol) obtuvo halo

de inhibicion de 6,01 + 0,28mm y el control positivo obtuvo halo 32,50 + 0,33mm.
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Tabla 2. Determinacion el efecto antibacteriano del extracto etanolico de Thymus
vulgaris ""tomillo™ sobre Staphylococcus aureus

Descriptives
Diametro del halo de inhibicion (mm)

95% Intervalo de confianza para

Desv. Error la Media

N Media Estandar Estandar Limite inferior Limite superior Minimo Méaximo

Extracto. etanélico Tomillo - 15 21,39 0,35 0,09 21,20 21,58 20,80 21,90
50%

Extracto. etanélico Tomillo - 15 25,33 0,27 0,07 25,18 25,47 25,00 25,90
100%

Control negativo (etanol) 15 6,01 0,28 0,07 5,86 6,17 5,60 6,70
Control positivo 15 32,50 0,33 0,09 32,32 32,68 31,70 32,90

(ciprofloxacino)

Fuente: SPSS ver. 26

En lainterpretacion de la tabla 2 se puede apreciar el analisis realizado a los datos del tamafio
del halo de inhibicién de Thymus vulgaris "tomillo™ y grupos control, cada grupo de analisis
mediante el programa SPSS version 26 para obtener los datos estadisticos de media,
desviacidn estandar, los limites de confianza y valores maximo y minimo encontrados de los
valores promedio de los halos de inhibicidn con respecto al obtenido por el extracto etanélico
de tomillo al 50% y 100% obtuvo halos de inhibicion promedio de 21,39 + 0,35mmy 25,33
+0,27mm, por otro lado, el control negativo empleado (etanol) obtuvo halo de inhibicion de

6,01 + 0,28mm y el control positivo obtuvo halo 32,50 + 0,33mm.
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Tabla 3. Comparacion del efecto antibacteriano de los extractos etanolicos de Piper
aduncum “matico” y Thymus vulgaris "tomillo™ con ciprofloxacino sobre
Sthaphylococcus aureus

Descriptives
Diametro del halo de inhibicion (mm)

95% Intervalo de confianza para

Desv. Error la Media

N Media Estandar Estandar Limite inferior Limite superior Minimo Méaximo

Extracto. etan6lico Matico - 15 20,53 0,29 0,07 20,37 20,69 20,00 21,20
50%
Extracto. etandlico Matico - 15 22,66 0,24 0,06 22,53 22,79 22,30 23,00
100%
Extracto. etan6lico Tomillo - 15 21,39 0,35 0,09 21,20 21,58 20,80 21,90
50%
Extracto. etan6lico Tomillo - 15 25,33 0,27 0,07 25,18 25,47 25,00 25,90
100%
Control negativo (etanol) 15 6,01 0,28 0,07 5,86 6,17 5,60 6,70
Control positivo 15 32,50 0,33 0,09 32,32 32,68 31,70 32,90

(ciprofloxacino)

Fuente: SPSS ver. 26

En lainterpretacion de la tabla 3 se puede apreciar el analisis realizado a los datos del tamafio
del halo de inhibicién de cada grupo de anélisis mediante el programa SPSS version 26 para
obtener los datos estadisticos de media, desviacién estandar, los limites de confianza y
valores maximo y minimo encontrados de los valores promedio de los halos de inhibicion
con respecto al obtenido por el extracto etandlico de matico al 50% y 100% sobre

Staphylococcus aureus fue de 20,53 + 0,29mm y 22,66 + 0,24mm respectivamente, por otro
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lado, el extracto etandlico de tomillo al 50% y 100% tuvo halos de inhibicion promedio de

21,39 + 0,356mm y 25,33 + 0,27mm, por otro lado, el control negativo empleado (etanol)

obtuvo halo de inhibicién de 6,01 + 0,28mm vy el control positivo obtuvo halo 32,50 +

0,33mm.

Tabla 4. Analisis de la varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicion

Suma de cuadrados df Media al cuadrado F p-valor.
Entre grupos 5665,753 5 1133,151 13065,243 0,000
Dentro de los grupos 7,285 84 0,087
Total 5673,038 89

Fuente: SPSS ver. 26

En la interpretacion de la tabla 4 se observa la prueba de ANOVA o anélisis de la varianza

aplicada a los grupos de los datos mediante el programa SPSS versidn 26, luego del analisis

se observa un p-valor obtenido menor al nivel de significancia del estudio; por lo tanto, la

prueba nos confirma que existe diferencia estadisticamente significativa en al menos uno de

los grupos de datos analizados.

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

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Tukey HSD?

Grupos de trabajo N Subset for alpha = 0.05
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Control negativo (etanol) 15 6,0133

Extract. etan6lico Matico - 50% 15 20,5333

Extract. etanélico Tomillo - 50% 15 21,3933

Extract. etan6lico Matico - 100% 15 22,6600

Extract. etanélico Tomillo - 100% 15 25,3267

Control positivo (ciprofloxacino) 15 32,5000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 15,000.

Fuente: SPSS ver. 26

La interpretacion de la tabla 5, muestra un analisis complementario a la prueba de ANOVA
el cual se realizé mediante la prueba de Tukey por sub grupos homogeéneos, este analisis
determiné diferencias estadisticamente significativas entre todos los grupos de los datos
mostrando en la tabla segln niveles el grado superior de estas segun tamafio de halo de
inhibicidn. Se observa que el control positivo de ciprofloxacino obtuvo mayor efecto
inhibitorio sobre Staphylococcus aureus, seguido por las concentraciones al 100% de los

extractos de tomillo seguidos por el matico.
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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
<8mm >20 mm
Control negativo (etanol) 6,01
Extract. etandlico Matico - 20,53
50%
Extract. etanélico Tomillo - 21,39
50%
Extract. etandlico Matico - 22,66
100%
Extract. etanélico Tomillo - 25,32
100%
Control positivo 32,50

(ciprofloxacino)

En la tabla 6, se representan los halos promedios obtenidos por los grupos de tratamiento y
control mediante la escala de Duraffourd, se puede apreciar que Staphylococcus aureus
presenta Sensibilidad Nula al grupo control negativo y es altamente sensible al control
positivo (ciprofloxacino) y los extractos de Piper aduncum “matico” y Thymus vulgaris

"tomillo" a las concentraciones del 50% y 100%.
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V. DISCUSION

Mediante el analisis de los resultados recolectados en el estudio con respecto al tamafio del
halo de inhibicion formado en las placas Petri se logro determinar el efecto antibacteriano el
extracto etandlico de Piper aduncum “matico” y Thymus vulgaris "tomillo" a las
concentraciones del 50% y 100% sobre Sthaphylococcus aureus, los resultados encontrados

se discuten a continuacion.

Con respecto al objetivo determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Piper
aduncum “matico” sobre Sthaphylococcus aureus; se obtuvo halos de inhibicién de 20,53 +
0,29mmy 22,66 + 0,24mm para las concentraciones del 50% y 100% respectivamente, estos
resultados son similares a los obtenidos por Mendoza M, (2019)* en su estudio, el cual
evalud el efecto antibacteriano del aceite esencial de P. aduncum “matico” sobre S. aureus
obteniendo halos de inhibicion del aceite de matico a las concentraciones de 75% (13.70mm)
y 100% (16.50mm), observandose mayor efecto en el extracto etandlico que en el aceite de

esta planta.

Por otro lado, Ingaroca S, Castro A, Ramos N. (2019)%°, determinar su composicion quimica,
actividad antioxidante y efecto fungistatico mediante microdilucion en caldo del aceite de
matico, observando la presencia de metileugenol, germacreno D, biciclogermacreno, B-
cariofileno, 8- cadineno y B-ocimeno y efecto fungistatico; al parecer estos componentes
aislados en el estudio también inhibirian el crecimiento bacteriano sobre Staphylococcus
aureus.

En el estudio de Guayas J, Lazo P. (2020) evaluaron in vitro la actividad antibacteriana de
extractos etandlicos de U. tomentosa, Piper aduncum, A. absinthium frente a E. coli. estudio
realizado por Guayas J, Lazo P. (2020), el estudio también demostré actividad antibacteriana
del extracto etandlico contra este microorganismo, lo que confirma su poder antimicrobiano
al igual que en la investigacion realizada.

Con respecto al objetivo determinar el efecto antibacteriano del extracto etanolico de Thymus
vulgaris "tomillo” sobre Sthaphylococcus aureus; se obtuvo halos de inhibicién promedio
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de 21,39 + 0,35mm y 25,33 + 0,27mm para las concentraciones del 50% y 100%
respectivamente, estos resultados se validan con el estudio realizado por Montero M, Mira
C, Avilés D, Pazmifio P, Erazo R, (2018)®, quienes evaluaron la eficacia antimicrobiana in
vitro del aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) sobre Staphylococcus aureus
obteniendo halos de inhibicion a las concentraciones del 5% y 10% de 15,35mmy 15,9 mm,
lo que en proporcion se mostrarian similares a los resultados encontrados. De manera similar
el estudio de Arratea B, Mamani Y. (2017)*?, muestra halos de inhibicion de 15,7mm para
el aceite al 100% de Thymus vulgaris (tomillo) sobre Staphylococcus aureus, 1o que se
contrapone a los resultados encontrados, pero se debe tener en cuenta el tipo de producto
obtenido de la especie vegetal (aceite y extracto etanolico)
Rasha M, Farkad M, Bashaer M, Ali A. (2020)8 en su estudio observaron los resultados del
extracto alcoholico de Thymus vulgaris en Staphylococcus aureus el cual obtuvo halos de
inhibicion promedio de 20mm, 40mm, 27mm, 7mm y 30 mm para las concentraciones de,
10, 15 mg / ml, mostrdndose similar efecto antibacteriano en relacion a sus halos de
inhibicion.
Lengyel E, Panasitescu M. (2019)*® con su estudio “Compuestos quimicos de Thymus
vulgaris y su actividad antimicrobiana”, determinaron timol, a-terpineol y terpineno, el timol
observando del mismo modo, actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus,
Los diferentes estudios mencionados coinciden de distinta manera que los extractos
etandlicos de Piper aduncum “matico” y Thymus vulgaris "tomillo™ presentan actividad
contra diversos microrganismos incluyendo Staphylococcus aureus. De manera general
ambas plantas poseen numerosas propiedades mencionadas anteriormente que actiian como
principios antibacterianos o antifangicos.
Por otro lado, al comparar el efecto antibacteriano de los extractos etanolicos de Piper
aduncum “matico” y Thymus vulgaris "tomillo™” con ciprofloxacino sobre Sthaphylococcus
aureus, se observo que ambos extractos presentan efecto menor al ciprofloxacino (control
positivo).
El andlisis estadistico realizados a los grupos de datos se realizd teniendo en consideracién
sus valores promedio de medias, desviacion estandar y limites de confianza, por otro lado,
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se demostrd el efecto antibacteriano al comparar los halos de inhibicion de los grupos
mediante pruebas inferenciales (ANOVA y Tukey) que permitieron determinar diferencias

estadisticamente significativas y aceptar la hipotesis del investigador.

Asi mismo, se evaluo la sensibilidad que presenta Sthaphylococcus aureus a los extractos y
grupos control, observando en la tabla 6 que esta bacteria presenta sensibilidad nula al
control negativo de etanol y es Altamente sensible a los extractos de Piper aduncum

“matico” y Thymus vulgaris "tomillo™ a las concentraciones del 50% y 100%.
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V. CONCLUSIONES

1. Sedetermin0 el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Piper aduncum “matico”
sobre Staphylococcus aureus mediante la formacion del halo de inhibicién a las
concentraciones del 50% (20,53 + 0,29mm) y al 100% (22,66 + 0,24mm)

2. Se determind el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Thymus vulgaris
"tomillo" sobre Staphylococcus aureus y mediante la formacion del halo de inhibicion
a las concentraciones del 50% (21,39 + 0,35mm) y al 100% (25,33 + 0,27mm).

3. El efecto antibacteriano de los extractos etandlicos de Piper aduncum “matico” y
Thymus vulgaris "tomillo™ no super6 el efecto antibacteriano del ciprofloxacino sobre

Staphylococcus aureus.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda a la poblacion el uso de plantas con fines medicinales como

tratamiento alternativo a dolencias y enfermedades.

Las instituciones de salud deben promover el uso de plantas medicinales a través de
medicina alternativa y preparados galénicos para reducir los riesgos de resistencia

bacteriana que es una problematica actual, ademas de reducir costos de tratamiento.

Se recomienda el empleo de esta especie en las preparaciones farmacéuticas para

mejorar tratamientos por infecciones comunes de la piel.

Se recomienda a los investigadores profundizar estudios respecto a la actividad
contra otras bacterias y hongos que puedan presentar estas plantas.

37



10.

Referencias Bibliograficas

Lock O, Rojas R. Quimica y Farmacologia del Piper aduncum L. («Matico»). Rev
Quimica [Internet]. 2014;18(2):27-32. Disponible en:
https://revistas.pucp.edu.pe/index.php/quimica/article/view/18713/18954

Montero M, Mira J, Avilés D, Pazmifio P, Erazo R. Eficacia antimicrobiana del aceite
esencial de tomillo (Thymus vulgaris) sobre una cepa de Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus STRAIN. Rev Inv Vet Perd [Internet]. 2018;29(2):588-93.
Disponible en: http://dx.doi.org/10.15381/rivep.v29i2.14520

Rocha C, Reynollds S, Simons M. Resistencia emergente a los antibioticos: una amenaza
global y un problema critico en el cuidado de la salud. Rev Peru Med Exp Salud Publica
[Internet]. 2016;32(1):139-45. Disponible en:
http://www.scielo.org.pe/pdf/rins/v32n1/a20v32nl.pdf

OMS. Resistencia a los antibioticos [Internet]. [citado 8 de julio de 2021]. Disponible en:
https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/resistencia-a-los-antibioticos

Organizacion Mundial de la Salud. El Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a
los Antimicrobianos de la OMS, presentd su primer informe de trabajo. [Internet].
Codigof. 2018 [citado 25 de julio de 2021]. Disponible en: https://codigof.mx/el-sistema-
mundial-de-vigilancia-de-la-resistencia-a-los-antimicrobianos-de-la-oms-presento-su-
primer-informe-de-trabajo/

OPS. Enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes region de las americas. Eer
Not Sem [Internet]. 2007;19(9):443-5. Disponible en:
http://scielo.isciii.es/scielo.php?pid=S0212-71992002000900001 &script=sci_arttext

Zendejas G, Avalos H, Soto M. Microbiologia general de Staphylococcus aeurus:
Generalidades de patogenecidad, metodos de identificacion. Rev Biomed.
2014;25(3):129-43.

Tenover F. Mechanisms of Antimicrobial Resistance in Bacteria. Am J Med. 1 de junio
de 2006;119(6 SUPPL. 1):S3-10.

Rodriguez J, Garcia D, Hernandez G, Garcia M, Mesa L, Aguiar E. Patrones fenotipicos
de susceptibilidad de Staphylococcus aureus de piel y partes blandas en hospitalizados.
Acta Médica del Cent. 2019;13(4):502-10.

Castrillon J, Ocampo A, Rivera C, Londofio J, Martinez S, Machado J. Prescripcion de

38



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

antibioticos en infecciones de piel y tejidos blandos en una institucion de primer nivel.
Ces Med. 2017;32(1):3-13.

Castafio L, Beltran C, Santander L, Vélez A, Garcés C, Trujillo M. Caracteristicas
clinicas y microbioldgicas de las infecciones de piel y tejidos blandos por Staphylococcus
aureus en nifios de un hospital en Medellin durante los afios 2013 a 2015. Exp Clinica.
2017;34(5):487-90.

Sanchez L. Estrategias terapéuticas en el manejo de la erisipela. Sociedad Peruana de
Dermatologia [Internet]. 2019;248-52. Disponible en:
https://www.dermatologiaperuana.pe/assets/uploads/revista_ SHKO_05_Terapeutica_der
matologica_hoy 29-4.pdf

Aguilar F, Nifio J, Moreno M. Portadores nasofaringeos de Staphylococcus aureus y
Streptococcus pneumoniae en personal de salud del hospital Provincial Docente Belén de
Lambayeque. Rev Exp en Med [Internet]. 2015;1(2):46-50. Disponible en:
http://rem.hrlamb.gob.pe/index.php/REM/article/view/17/15

Mendoza M. Efecto antibacteriano del aceite esencial de piper aduncum “matico” sobre
staphylococcus aureus atcc 25923 comparado con oxacilina, estudio invitro [Internet].
Universidad Cesar Vallejos; 2019 [citado 6 de septiembre de 2021]. Disponible en:
http://repositorioslatinoamericanos.uchile.cl/handle/2250/3000670?show=full

Ingaroca S, Castro A, Ramos N. Composicion quimica y ensayos de actividad
antioxidante y del efecto fungistatico sobre Candida albicans del aceite esencial de Piper
aduncum L. «Matico» [Internet]. Revista de la Sociedad Quimica del Perud. 2019 [citado
11 de septiembre de 2021]. Disponible en:
http://www.scielo.org.pe/scielo.php?pid=S1810-
634X2019000200013&script=sci_arttext

Guayas J, Lazo P. Evaluacion in vitro de la actividad antibacteriana de los extractos
etanolicos de Uncaria tomentosa; Piper aduncun; Artemisa absinthium frente a
Escherichia coli ATCC 25922 [Internet]. Universidad de Cuenca; 2020. Disponible en:
http://dspace.ucuenca.edu.ec/bitstream/123456789/34035/1/Trabajo de Titulacion.pdf

Ordoyo A, Sepe M. Antibacterial potential of liquid hand soap with Piper aduncum leaf
extract. Int J Live Sci [Internet]. 2019;7(1):1-9. Disponible en:
https://www.researchgate.net/publication/332112551 Antibacterial _potential of liquid

_hand_soap_with_Piper_aduncum_leaf extract

Kuklinski C. Farmacognosia: «Estudios de las Drogas y Sustancias Medicamentosas de
Origen Natural» [Internet]. Barcelona - Espafia: Ediciones Omega S.A.; 2010. 400 p.
Disponible en: https://es.scribd.com/document/280112637/100352432-Farmacognosia-

39



19.

20.

21.

22.

C-Kuklinski-pdf

Bruneton J. Farmacognosia: Fitoquimica. Plantas medicinales [Internet]. 2da ed.
Editorial Acribia, S.A; 2010. Disponible en:
https://www.editorialacribia.com/libro/farmacognosia-fitoquimica-plantas-
medicinales_54366/

Kenneth T. Staphylococcus aureus [Internet]. 2017 [citado 3 de octubre de 2021].
Disponible en: http://www.textbookofbacteriology.net/staph.html

Fernandez A, Garcia A, Blazquez M. Staphylococcus aureus [Internet]. 2018 [citado 19
de julio de 2021]. Disponible en:
https://books.google.com.pe/books?id=uPUzDQAAQBAJ&pg=PT4&dqg=Staphylococc
us+aureus&hl=es-

419&sa=X&ved=0ahUKEwi9npzI9cDIAhVDqlkKHZZdA sQ6AEINjAC#v=onepage
&qg=Staphylococcus aureus&f=false

Yu H, Han X, Quifiones D. La humanidad enfrenta un desastre: la resistencia
antimicrobiana. Rev Habanera Ciencias Médicas. 2021;20(3):1-9.

40



ANEXOS

41



Anexo 1. Matriz de consistencia

Autor (es): Rodriguez Cubas, Sandra Jacqueline /

Galan Fiestas, Karina Milagros

Tema:

Efecto antibacteriano de los extractos etandlicos de Piper aduncum "‘matico™ y Thymus vulgaris ""tomillo™ sobre
Sthaphylococcus aureus ATCC 25923

antibacteriano el extracto
etanolico de Piper aduncum
“matico” y Thymus vulgaris
"tomillo” sobre
Sthaphylococcus aureus?

extracto etanolico de Piper aduncum
“matico” y Thymus vulgaris "tomillo™
sobre Sthaphylococcus aureus

Piper aduncum “matico” y
Thymus vulgaris "tomillo"
presentan efecto
antibacteriano sobre
Sthaphylococcus aureus

Problemas especificos

Objetivos especificos

Hipotesis especificas

Determinar el efecto
antibacteriano del extracto
etandlico de Piper aduncum
“matico” sobre
Sthaphylococcus aureus;
Determinar el efecto

antibacteriano del extracto

V Independiente:

Piper aduncum
“matico”

Thymus vulgaris
"tomillo"

Dimensiones:

Extracto etanolico
de Piper aduncum
"matico" y

Thymus
"tomillo"

vulgaris

. Hipotesis General Variables .
Problema general Objetivo general P . . y Metodologia
dimensiones
¢Cual sera el efecto | Determinar el efecto antibacteriano el | EI extracto etandlico de | Variables: Tipo de investigacion:

e Cuantitativa, transversal.

Disefio de la investigacion:

e Experimental

Poblacion:

Piper aduncum “matico” y Thymus vulgaris

"tomillo"

Muestra:
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etandlico de Thymus vulgaris
"tomillo" sobre
Sthaphylococcus aureus
Comparar el efecto
antibacteriano de los extractos
etandlicos de Piper aduncum
“matico” y Thymus vulgaris
"tomillo” con ciprofloxacino

sobre Sthaphylococcus aureus

V. Dependiente:

Cepa

Sthaphylococcus
aureus ATCC
25923

Dimensiones:

Efecto
antibacteriano
sobre

Sthaphylococcus
aureus ATCC
25923

e Extracto etandlico de Piper aduncum

“matico” y Thymus vulgaris "tomillo"
Muestra biolégica
e  Staphylococcus aureus

Técnicas de recopilacion de informacion:

e Extraccion alcohdlica

e Difusidén en agar

Instrumento de recoleccion de datos:

e  Cuadro de registro de datos
Técnicas de procesamiento de informacion;

e ANOVA, Tukey
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Anexo 2. Operacionalizacion de datos

Piper aduncum
"matico"”
Thymus vulgaris
"tomillo"

Cepa
Sthaphylococcus
aureus ATCC 25923

Producto obtenido
mediante un  proceso
fisico que  contiene
principios activos
solubles

Accién  bactericida

bacteriostatica

y

Extracto etanolico de

Piper aduncum
"matico" y

Thymus vulgaris
"tomillo"

Efecto antibacteriano

sobre
Sthaphylococcus

aureus ATCC 25923

Concentracion
100%

50%

Tamafio de halo
de inhibicion
< 8mm
8mm a 14mm
15mm a 20mm
>a 20mm

Porcentaje

Nula
Sensible
Medio
Muy sensible
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Anexo 3. Ficha de recoleccién de datos

Tamario del halo de inhibicion para Staphylococcus aureus

Piper aduncum | Thymus vulgaris Controles
"matico” "tomillo™
Placa
100% 50% 100% 50% Etanol | Ciprofloxacino

1 22,9 20,3 25,0 21,0 6,2 32,7
2 22,3 20,8 25,0 21,6 5,9 32,9
3 22,8 20,7 25,2 21,6 6,2 32,5
4 23,0 20,4 25,4 21,1 6,1 32,4
5 22,7 20,5 25,1 21,5 6,7 32,3
6 22,7 20,7 25,5 21,6 5,8 31,7
7 22,5 20,4 25,5 20,9 5,7 32,7
8 22,8 20,8 25,2 21,9 5,6 32,0
9 22,7 20,4 25,5 21,2 5,9 32,5
10 23,0 20,2 25,0 21,2 6,0 32,6
11 22,8 21,2 25,9 21,7 5,7 32,4
12 22,3 20,6 25,6 21,5 6,0 32,4
13 22,5 20,4 25,1 21,4 6,3 32,6
14 22,6 20,0 25,4 20,8 6,2 32,9
15 22,3 20,6 25,5 21,9 5,9 32,9
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Anexo 4. Validacion del instrumento

e LINIVERSIDAD
R ROOSEVELT
FORMATO: A

VALIDEZ DEL INSTRUMENTO DE INVESTIGACION POR JUICIO DE
EXPERTO

i TESIS: Efecto antibacteriano de los extractos etandlicos de

Piper aduncum "matice™ y Thymus vulgaris "tomillo™ sobre

Sthaphylococcus aureus ATCC 25923

Investigadores: Rodrizuez Cubas, Sandra Jacqueline / Galin Fiestas, Karina
Milagros

Indicacion: Sefor calificador se le pide su colaboracidn para gue luego de un riguraso
analisis de los items de |la ficha de recoleccion de datos respecto al EFECTO
ANTIBACTERIANO gue le mostramos, margqua con un aspa el casillero que crea
conveniente de acuardo a su criterio y experencia profesional, denotando si cuenta o

no cuenta con los requisitos minimos de formacidn para su posterior aplicacion

MOTA: Para cada itarm se considera la escala da 1 a § donda:
I 1= Muy deficienta I 2= Deficants 3= Regular I 4= Bueno I 5= Muy bueno I

EFECTO ANTIBACTERIANG DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE
PIPER ADUNCUM "MATICO"™ Y THYMUS VULGARIS "TOMILLO" SOBRE
STHAPHYLOCOCCUS AUREUS ATCC 25923

Dimensitn: Concentracidn del extracto etandlico de Plper 1 2 34
aduncum "matico™

INDICADOR: 100%

Staphylococcus aurews [mm)

Control positheo fmm)

Caontrol negativo (mm)

INDICADOR: 50%

Staphylococcus aurews [mm)

Caontrol positheo fmm)

Control negativo (mm)
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Dimensidn: Concentracion del extracto etandlico Thymus vulgaris
"tomilla™

INDICADOR: 100%

Staphylococcus aureus {mm)

Control positho (mim)

Control negativo (mmm)

INDICADOR: 50%

Staphyiococcus aureus {mm)

Controd positheo (mm)

Control negativo (mmm)

Dimension: Tamano del halo de inhibicion de Sfaphylococcus
aureus

indicador: Sensibilidad nuwla: = 8mm (<)

Staphylococcus aureus {mm)

Contrad positheo (mim)

Contrad negativo (nmmy)

indicador: Sensible: Bmm a 1dmm (+)

Staphylococcus aureus {mm)

Control positho (mim)

Control negativo (mmm)

Indicador: Sensibilidad media: 15mm a 20mm [++)

Staphylococcus aureus {mm)

Controd positheo (mm)

Control negativo (mm)

indicador: Muy sensibla: = 20mm: (+++)

Staphylococcus aureus {mm)

Controd positheo (mm)

Controd negativo (nmm)

RECOMENDACIONES:
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a) Deficients

Nombreas y Apellidos

PROMEDIO DE VALORACION
5

OPINION DE APLICABILIDAD
b) Baja ¢) Regular d) Buena 8) Muy buena

DIANA ESMERALDA ANDAMAYOQO FLORES

DNIN® 20078664 Teléfono/Celular : 964884831
Direccidon domiciliaria LORETO 569
Titulo Profesional QUIMICO FARMACEUTICO
Grado Académico DRA.
Mencién FARMACIA Y BiOQUIMICA
T e A f
Firma
Lugar y fecha: Huancayo,17 de octubre del 2021.
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LR

FORMATO: B

S UNIVERSIDAD
ROOSEVELT

FICHAS DE VALIDACION DEL INFORME DE OPINION POR JUICIO DE

l. DATOS GEMERALES

1.1.

1.2

Titulo da
Invastigacion

Mombra

dal

instrumanta motive de

avaluacidn

Il. ASPECTOS DE VALIDACION

EXPERTO

Efacto antibacteriano de los extractos
etandlicos de Piper aduncum "matico” y
Thymus wvulgaris “tomillo™ sobre
Sthaphylococcus aureus ATCC 25923
Ficha de& recoleccidn de datos

i

[

Baja Ragular Briiana

10

16

el " Euil-nrrmlnd-nmn lrgsain .
apropiado
Estd [ o

2. Objatlvidad x
conducian coasrvabig

1 alldad Adocuado al avaron de la

’ cEancin pedaghgio *
Existn una  organizoin

4. Organkzscidn N
rgica

. Sl Compmnds 06 Aspe0iDs .

an cantidad y calidad

@, Lok oz bt el

AMSCUDAS pan vaken 08
Insinamanios dn

Invistgaciin

T. Condblancls

Basadn on  ospoeoins
Pedricos cianifoos

Entre o  Indices @

8. Cobarencls
indivaions ¥
Lo osimbegia responds al

0. Metodclogis gl
propdsilo dol dagndsion ]
Es O y modecimdio a la

10, Pariinancis ' par

INVESRETN
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PROMEDIO DE WALORACION

85

OPINION DE APLICABILIDAD

a) Deficients b) Baja c) Regular d) Buena g) Muy

Mombres ¥ Apeliidos
DMI N*

Direccidn domiciliana
Titulo Profesional
Grado Académico
Mencidn

buana
DIANA ESMERALDA ANDAMAYD FLORES
20078664 Teléfono/Celular  :© 9645845831
LORETO 569
cuinico FaRmacEUTICO
DRA

FARMACIA ¥ BIOQUIMICA

s Ak f e

Firma

Lugar y fecha:Huancayo, 1T de octubre del 2021
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Anexo 5. Certificacion taxondmica de las muestras vegetales

Hamilton W. Beltran S.
Consultor Botanico
Calle Natalio Sanchez 251- Jesos Maria
hamiltonbeitran@yahce.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiaco, certifica que la planta conocida como ‘TOMILLO" proporcionado
por los Bachilleres, KARINA MILAGROS GALAN FIESTAS y SANDRA JACQUELINE
RODRIGUEZ CUBAS, Tesistas de la Universidad Privada de Huancayo Franklin
Roosevelt. ha sido estudiada cientificamente y determinada come Thymus vulgaris y
de acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981, se ubica en las siguientes

categorias:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase:  Asteridae

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Género: Thymus

Especie: Thymus vulgaris |

Se expide la presente certificacion a solicitud de los interesados para los fines que

estime conveniente.

Lima, 20 octubre 2021

Blgorﬂ'imillbﬁ‘émén
Howulun Wi Bekrae Sontizpo
f'lf‘l‘}.g\'.' - Botamico
Py
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Hamilton W, Beltrdn S,

Consultor Botanico
Calle Natatio Sanchez 251- Jesus Maria
hamiltonbeftran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado, certifica que la planta conocida como "MATICO® proporcionado
por los Bachilleres, KARINA MILAGROS GALAN FIESTAS y SANDRA JACQUELINE
RODRIGUEZ CUBAS, Tesistas de la Universidad Privada de Huancayo Franklin
Roosevelt, ha sido 2studiada cientificamente y determinada comeo Piper aduncum vy de
acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981, se ubica en las siguientes

categorias:

Reino: Plantae

Division Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Magnoliidae
Orden: Piperales

Familia: Piperaceae
Género: Piper

Especie.  Piper aduncum L.

Se expide la presente certificacion a solicitud de los interesados para los fines que
estime conveniente

Lima, 20 octubre 2C21

Bigo. Hﬂi‘u Beltran

oo iWiaer e Saatiops
Finkogn - Botdwics
RN
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Anexo 6. Certificado de analisis de la cepa ATCC

() Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophiized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Speciiications ﬁr o = 2022
Microorganism N - Staphylococcus aureus subsp. aureus ease information:
Catalog uumrm subsp.a Guality Confrol Technologist: Kieshia L Megen
Lot Number: 250407 Release Date: 2020/5/20
Reference Number: ATCC® 25003™"
Purity: Pure
Passage from Reference: 2
Ferformance
Macroscopic Features: Madium:

Medium to large, convex, entire edge, both white and pale white colonies,  SBAP smoath,
opaque, beta hemolytic Microscopic

Features: Method:
Gram positive coccd ooccurming singly. in pairs and in imegular dusters Gram Stain (1)
1D System: MALDE-TOF (1) Other Features! Challenges: Results
(1) Catalase (3% Hydrogen Permxide): {
See attached |0 System results document, b Bl eroide): postive

(1) Coagulase (rabbit plasma - tubs | positive
(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk negative
(1) Ampiclin {10 mcg - I:nskﬁl.ﬁcepl:bir,r}ﬂ - 35 mm
(1) Penicllin (10 units - Disk Su lity): 26 - 37 mim
(1) Crcacdlin {1 meg - Disk Susceptibiity): 18 - 24 mm

/1 .
Lot Mo

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGMATURE
a g even 2 on
mhﬂ'ﬂmmmmm
Hobs for Wibsiol: ARhowgh the Vitel panel woec many corssntional iscis, the unigue snvirorment of the card, combined with the chort Inoubation pericd, may

producs recutts that dfer from publiched moults mh.lnndbrdrmlﬂm

L Refer to the snolocsd product Incert for Inctructions, inbsnded wes and hazardcafety Information.
Individual prodiscbs are fraosabis bo a recgnized cufture oollsodion.

(Y

WP PR Sk TEIAL PO TN
L eSS

. . [} The ATCC Linensed Denaye Emblem, e ATGG License Dermatve won mar and he ATGG COUN00 Manks O Tacemams of ATGC.
ATCC Licanzad Microbioiogics, InC. |5 Soensed o Use the'ss rademarts and io sefl products derved fom ATCOE oufures.

TEETING CERT =3555.01
1} These tes are acoedied io ISVIEC 1702S:200S,
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@ 2012 Microbidiogics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 586203 Page 1of 1 DOC.286

Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results -%n
Meaning of Score Values .
Range Interpretation Symbols Color
200 - 500 (+++) green
1.70-199 Low-confidence identification (+) yellow
0.00 - 1.69 (=) red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
High consistency: The best match 15 a high-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 1n which the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.
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 1s identical 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: 0360
Sample 1D: 360-407

Sample Creation Date/Time:  2018-00-05712:23:16.417 MLB
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria

Sample Name Sample Organism (best match) Score Value

E12 (++4)

(A)

360-407 Staphylococcus aureus

N/A
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Anexo 7. Andlisis estadistico

Figura 1. Diametro promedio de los halos de inhibicion por grupo de trabajo

3500
32.50

= = N N w
o Ul o Ul o
o o o o o
S S S S S

5.00

0.00

Mean of Diametro del halo de inhibicion (mm

Extract. Extract. Extract. Extract. Control negativo Control positivo
etandlico Maticoetandlico Matico  etandlico etandlico (etanol) (ciprofloxacino)
-50% - 100% Tomillo-50% Tomillo - 100%

Grupos de trabajo

Fuente: SPSS ver. 26

En la interpretacion de la figura 1 se observa de manera grafica los promedios de los halos de
inhibicion, del mismo modo, se observa el comportamiento comparado de los extractos de
tomillo y matico, observandose un efecto inhibitorio superior en los extractos de tomillo sobre
Staphylococcus aureus, comparado con el matico, asi mismo, se observan diferencias
significativas entre los halos de inhibicion de los grupos control con respecto a los grupos

experimentales.
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Tabla 7. Prueba de distribucion normal para cada grupo de tratamientos

Kolmogorov-Smirnov?  Shapiro-Wilk

Grupos de trabajo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Extract. etanélico Matico - 0,144 15 0,200" 0,965 15 0,786
50%
Extract. etanélico Matico - 0,167 15 0,200" 0,921 15 0,198
100%
Didmetro del halo de inhibicién N ) R
Extract. etan6lico Tomillo 0,155 15 0,200 0,950 15 0,527
(mm)
- 50%
Extract. etandlico Tomillo 0,150 15 0,200" 0,914 15 0,157
- 100%
Control negativo (etanol) 0,123 15 0,200" 0,944 15 0,442
Control positivo 0,182 15 0,197 0,911 15 0,138

(ciprofloxacino)

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Fuente: SPSS ver. 26

En la interpretacion de la tabla 7 se muestra el analisis realizado las pruebas de Kolmogorov-
Smirnov y Shapiro-Wilk para confirmar la distribucion normal de los datos analizados, con un
nivel de confianza del 95,00%, se observa que el nivel de significancia calculado en tabla supera
el nivel de significancia de 0,05 establecido por el estudio, por lo tanto, se confirma que todos

los grupos analizados presentan distribucion normal.
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Tabla 8. Prueba de homogeneidad de varianzas (Levene)

Levene p-
Statistic dfl df2 valor
Based on Mean 0,522 5 84 0,759
Diametro del halo Based on Median 0,427 5 84 0,828
de inhibicion Based on Median and with adjusted df 0,427 5 76,984 0,828
Based on trimmed mean 0,518 5 84 0,762

Fuente: SPSS ver. 26

En la interpretacion de la tabla 8, se muestra la prueba de Levene o de homogeneidad de

varianzas aplicada donde luego del andlisis se observa que un p-valor en superior al nivel alfa

de significancia de 0,05; por lo tanto, se deduce que existe varianzas homogéneas en todos los

grupos analizados con un nivel de confianza del 95,00%.
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Anexo 8. Evidencias del trabajo de campo

Figura 2. Recoleccion de las muestras

Figura 3. Preparacion de la muestra




Figura 4. Elaboracion del extracto
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