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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto sinérgico
antibacteriano in vitro del extracto acuoso del Ajo (Allium sativum L.) y del extracto
etandlico de las hojas de Carqueja (Baccharis trimera L.) en cepas de Escherichia
coli 0104:H4 a diversas concentraciones, para la prueba experimental se utilizo el
método Kirby-Bauer (Método de difusion en agar). Gentamicina como control
positivo de las bacterias. Los extractos se obtuvieron mediante el proceso de
maceracion (Método de Olga Lock Sing de Ugaz), en la cual se usaron las hojas
deshidratadas y micropulverizadas de Carqueja (Baccharis trimera L.) y bulbos
de Ajo (Allium sativum L.), durante siete dias y la determinacion de metabolitos
segundarios se llevd a cabo mediante la marcha fitoquimica. La actividad
antimicrobiana se evalu6 mediante el método de Difusion en Agar frente a
Escherichia coli 0104:H4. Como resultados de la investigacion se evidencio que el
extracto acuoso de Ajo (Allium sativum L.) al 20 por ciento presentd 10.2mm de
halo de inhibicion, el extracto etandlico de las hojas de Carqueja (Baccharis
trimera L.) al 20 por ciento 2.2mm halo de inhibicion, el efecto Sinérgico
antibacteriano de ambas plantas al 20 por ciento presento 17.8mm de halo de
inhibicion frente a dicha bacteria mientras que el grupo control tuvo 19.20mm de

halo de inhibicion.

Palabras clave: Efecto sinérgico, antibacteriano, in vitro, extracto acuoso,

extracto etandlico.



ABSTRACT

The present investigation had the objective to determine the in vitro antibacterial
synergistic effect of the aqueous extract of Garlic (Allium sativum L.) and the
ethanol extract of the leaves of Carqueja (Baccharis trimera L.) in Escherichia coli
0104:H4 strains at various concentrations for the experimental test was used
Kirby-Bauer method (agar diffusion method). Gentamicin as a positive control of
bacteria. The extracts were obtained by the Maceration process (Olaz Lock Sing
Method of Ugaz), in which the dehydrated and micropulverized leaves of Carqueja
(Baccharis trimera) and bulbs of Ajo (Allium sativum L.) were used for seven days
and determination of secondary metabolites was carried out by the Phytochemical
March. The antimicrobial activity was evaluated using the Agar Diffusion method
against Escherichia coli 0104:H4. As results of the investigation it was evidenced
that the aqueous extract of Ajo (Allium sativum L.) at 20 percent presented 10.2
mm of inhibition halo, extract ethanolic effect of the leaves of Carqueja (Baccharis
trimera L.) to 20 percent 2.2 mm inhibition halo, the synergistic antibacterial effect
of both plants to 20 percent presented 17.8 mm of halo inhibition against said

bacterium while the control group had 19.20 mm of inhibition halo.

Key words: Synergistic effect, antibacterial, in vitro, aqueous extract, ethanol

extract.



INTRODUCCION

En la presente investigacion propuesta se indica que la terapia con plantas, es la
primera medicina que conocié el hombre, y de hecho la més experimentada,
puesto que antes de los compuestos quimicos aparecidos en el ultimo siglo,
los fitofarmacos y sus principios activos eran el Unico medicamento que conocia el
hombre para recuperar la salud y para prevenir posibles enfermedades. A pesar
de que la era quimica ha ido relegando a un segundo plano la medicina natural,
habiendo llegado la industria farmacéutica a monopolizar la medicina oficial, lo
cierto es que las plantas medicinales estan infinitamente mas testadas y probadas
en los seres humanos a lo largo de la historia que los medicamentos

farmacéuticos con los que tan seguros nos sentimos.

No obstante, el hecho de que lleve a sus espaldas una gran trayectoria empirica,
no la convierte en una practica exenta de riesgos, puesto que, al igual que
cualquier medicamento, los principios activos de las plantas son compuestos
guimicos que interactlian con nuestra propia quimica interna y su uso requiere un

gran conocimiento para no provocar un desequilibrio en nuestro organismo.

Una de las caracteristicas mas extraordinarias de las plantas medicinales es que
muchos de sus elementos quimicos naturales no se conocen, es decir, el ser
humano sabe que contienen ciertos principios activos que actdan con otros
elementos, muchos de ellos desconocidos, y que es precisamente esa sinergia

entre numerosas sustancias lo que les proporciona su capacidad terapéutica.

Por lo tanto la presente investigacién se sustenta en la siguiente interrogante
¢, Cual es el efecto sinérgico antibacteriano in vitro del extracto acuoso de Ajo
(Allium sativum L.) y del extracto etandlico de las hojas de Carqueja (Baccharis
trimera L.) en cepas de Escherichia coli O104:H4? En este contexto el desarrollo

de la investigacion tiene la siguiente estructura.

Capitulo | se planted el problema y los objetivos de la investigacién, asi como la

justificacion y la viabilidad.



En el capitulo Il se tomdé en cuenta los antecedentes y bases tedricas de la
investigacion y se procederd a formular la hipétesis, definiendo los términos

basicos.

En el capitulo Ill se habl6 de la metodologia de investigacion, el disefio, la
poblacion, las técnicas estadisticas y andlisis de datos para la realizacion de esta

investigacion.

En el capitulo IV se presentd y analizo los resultados, asi como la discusion de

los mismos.

Y como parte final en el capitulo V se mencionaran las conclusiones a las cuales

se ha llegado en la investigacion y se daran algunas recomendaciones.



CAPITULO I:
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA
Las infecciones bacterianas hoy en dia son un problema de la salud mundial,
la resistencia a los antibidticos es global y complejo e incluye un gran
namero de especies bacterianas de importancia médica y es de dificil control
por su multicausalidad. El expendio masivo de antibiéticos en los ultimos 50
afios ayud6é a crear un ambiente favorable para las bacterias causando

resistencia a los efectos toxicos de los antimicrobianos. @

Teniendo en cuenta que el 2014 la OMS lanz6 una estrategia sobre la
medicina tradicional el cual tiene como fin de prestar apoyo a las autoridades
sanitarias y asi poder encontrar soluciones que favorezcan a llevar una
visibn méas alta en el mejoramiento de la salud y la economia de la
poblacién, ® se hace necesario la utilizacién de novedosos tratamientos,
innovadores y radicales para combatir las enfermedades emergentes y las

nuevas enfermedades estacionarias en nuestro pais.

En tal sentido la utilizacion de una sola especie vegetal para el tratamiento
de las enfermedades por si sola no tendria el resultado esperado y por lo
tanto se tendria que acompafiar su consumo con otras que potencialicen su
efecto terapéutico. Por ejemplo el del ajo (Allium sativum L.), tiene efectos en
la medicina natural como: antioxidante, hipolipemiante, antiaterogénica,
antitrombdtica, hipotensora, antimicrobiana y antifingica. Presenta

componentes azulfurados en el cual uno de ellos es la alicina que tiene la


https://es.wikipedia.org/wiki/Allium_sativum

1.2.

propiedad farmacolégica de inhibir el crecimiento de gérmenes patégenos. ©
Asi como el caso de la Carqueja, como principales componentes activos son
los flavonoides (hasta un 20%), y los acidos cafeoilquinicos y terpenoides.
Los acidos cafeoilquinicos son considerados como los compuestos
principales responsables por las actividades terapéuticas en algunas plantas
medicinales, también los principios amargos, lignanos, saponinas, pectinas y
aceites esenciales, le proporcionan un amplio espectro de propiedades

medicinales. ¢

En este sentido la investigacion tiene como propédsito determinar mediante
un meétodo microbioldgico si el ajo y la carqueja tiene actividad sinérgica
antibacteriana frente a la bacteria E. coli y de este modo brindar una
alternativa a la prevencion y tratamiento de patologias bacterianas que se

presentan en la poblacién tanto adulta como en los nifios.

IDENTIFICACION Y FORMULACION EL PROBLEMA

1.2.1. PROBLEMA GENERAL
¢, Cudl es el efecto sinérgico antibacteriano in vitro del extracto acuoso de Ajo
(Allium sativum L.) y del extracto etandlico de las hojas de Carqueja

(Baccharis trimera L.) en cepas de Escherichia coli O104:H4?

1.2.2. PROBLEMAS ESPECIFICOS
1. ¢Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso del Ajo

(Allium sativum L.) en cepas de Escherichia coli 0104:H4?

2. ¢Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las
hojas de Carqueja (Baccharis trimera L.) en cepas de Escherichia coli
0104:H4?

3. ¢Cual es el efecto sinérgico antibacteriano in vitro del extracto acuoso

del Ajo (Allium sativum L.) y del extracto etandlico de las hojas de



1.3.

1.4.

Carqueja (Baccharis trimera L.) en cepas de Escherichia coli 0104:H4

comparado con Gentamicina?

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1. OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto sinérgico antibacteriano in vitro del extracto acuoso del
Ajo (Allium sativum L.) y del extracto etandlico de las hojas de Carqueja

(Baccharis trimera L.) en cepas de Escherichia coli O104:H4.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso del Ajo

(Allium sativum L.) en cepas de Escherichia coli 0104:H4.

2. Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las
hojas de Carqueja (Baccharis trimera L.) en cepas de Escherichia coli
0104:H4.

3. Determinar el efecto sinérgico antibacteriano in vitro del extracto acuoso
del Ajo (Allium sativum L.) y del extracto etandlico de las hojas de
Carqueja (Baccharis trimera L.) en cepas de Escherichia coli 0104:H4

comparado con Gentamicina.

JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se justifica tedricamente ya que los resultados que
se encuentren en ella suman a las bases tedricas existentes sobre los
efectos terapéuticos del Ajo y Carqueja frente diversas infecciones
bacterianas presentes en la poblacién, es importante porque los
beneficiarios son los pacientes quienes buscan alternativas terapéuticas
para tratar dichas patologias teniendo en cuenta que las bacterias causantes
de las infecciones tienen la caracteristica de presentar resistencia bacteriana
y los tratamientos farmacolégicos actuales no logran la efectividad esperada

y Su uso continuo puede aumentar dicha resistencia bacteriana, asi mismo



estos pueden ocasionar intoxicaciones, alergias y efectos adversos no
deseados, por lo que es necesario investigar nuevos tratamientos

alternativos a base de plantas medicinales.

Metodoldgicamente la investigacion y los diferentes procesos experimentales
se realizaron en los laboratorios de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega
mediante un estudio in vitro por el Método Kirby-Bauer (Método de difusion
en agar) para determinar la sensibilidad de la bacteria frente a la actividad
antibacteriana de los extractos utilizados en nuestra investigacion. Ademas
se pretendié determinar el uso tradicional del extracto acuoso de Ajo (Allium
sativum L.) y del extracto etandlico de las hojas de Carqueja (Baccharis
trimera L.) en cepas de Escherichia coli O104:H4, y dar una solucién al
problema de resistencia bacteriana y demostrar la administracion de
remedios tradicionales que mejorarian el acceso a la atencion de salud al ser

usado en el sistema de salud oficial, garantizando su control y eficacia.

La investigaciéon tiene utilidad porque mediante ella otros investigadores
podran expandir los estudios sobre estas plantas, y encontrar nuevos
tratamientos ya que el sistema de salud no cuenta con la cantidad de
medicamentos para la poblacion y estos no llegan a todos los rincones del
pais, ademas se debe estar en busqueda de nuevas alternativas

terapéuticas.

Es importante porque mediante la investigacion se beneficiaria la poblacion
de bajo recursos econémicos de la ciudad de Lima, también del interior del

pais.

Finalmente el andlisis de los resultados experimentales y estadisticos
proporcionara conocimiento cientifico de ambas plantas para reducir los
indices de infecciones y resistencia bacteriana que actualmente tiene un

gran porcentaje de aumento en la poblacion.



1.5. LIMITACIONES DE LA INVESTIGACION
a) La investigacion solo se limita a realizar la investigacion in vitro, no
utilizara animales de experimentacion en el presente trabajo.
b) En la investigacion solo se utilizara la cepa Escherichia coli 0104:H4.
c) El investigador solo tiene acceso al laboratorio en los horarios

establecidos por la facultad.



CAPITULO II:
MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Suzuki E. et al. (2016), realizaron una investigacion llamada “Actividad
antimicrobiana del aceite esencial de hojas de B. trimera frente al
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Proteus vulgaris ATCC 13315,
Micrococcus luteus ATCC 7468 y Corynebacterium xerosis IAL105” tuvo
como objetivo valorar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
hojas de B. trimera, el Método utilizado fue la cromatografia de gases (GG)
y la actividad antimicrobiana fue realizado por el Método Turbidimétrico,
usando el ensayo de microdilucién. Como Resultado identificaron veinte
constituyentes, siendo el B-pineno (23,4%) el principal compuesto
encontrado. Los valores de la (CMI) del aceite esencial variaron de 500
pMg/mL a 1,000 ug/mL. Presentando un efecto perjudicial del aceite esencial
en la morfologia de las membranas celulares de las bacterias estudiadas por
microscopia electrénica de barrido (SEM) como Conclusion los resultados
demuestran que el aceite esencial de B. trimera tiene potencial en la

aplicacion de los agentes antimicrobianos ©

Paternina M. et al. (2016), realizaron un estudio llamado “Evaluacién del
Efecto antimicrobiano del extracto de Allium sativum en Porphyromonas

gingivalis y Streptococcus mutans” su Objetivo fue estudiar el efecto



antimicrobiano del extracto de dichas plantas frente a las bacterias
mencionadas. El estudio fue realizado mediante un proceso de maceracién
de la planta, a la cual se sumergio el material triturado en etanol y se filtro,
posteriormente el extracto que se obtuvo se evapord y mediante la técnica
de microdilucion se determing la actividad antimicrobiana del Allium sativum
en la poblacion cultivada in vitro de Streptococcus mutans y Porphyromonas
gingivales. Como Resultados encontraron que el Allium sativum mostré una
MIC de 500ppm sobre ambas bacterias, mostrando actividad bactericida.
Finalmente como conclusion mencionaron que extracto etandlico de Allium
sativum mostro una actividad inhibitoria considerable sobre S. mutans
(ATCC25175) y P. gingivales (ATCC33277) por lo tanto se recomienda

continuar con estudios sobre estas plantas. ©

Chalar L. et al. (2015), En su tesis titulada “Funcion antimicrobiana de la
alicina del Ajo en cultivos de Staphylococcus &aureos Pseudomonas
Auriginosay Escherichia coli” tuvo como Objetivo evaluar la capacidad
antimicrobiana de dicha planta en cepas bacterianas ya mencionadas. La
Metodologia: Se realiz6 mediante un proceso de trituracibn para exponer
las tres cepas en diferentes concentraciones (0.5, 1,5 y 3 ml) a partir de ello
se determind su capacidad antimicrobiana. Los resultados evidenciaron que
determinadas bacterias se inhibian totalmente a una concentracion de 3
mililitros, mientras que Escherichia coli no mostré6 efecto en ninguna
concentracion. Como conclusion el campo de la investigacion de la funcion
antimicrobiana de dicha planta es amplio y debe profundizarse mas su
investigacion ya que el ajo tiene varias virtudes farmacéuticas, que despierta

gran interés en la medicina natural sobre todo por su funcion antimicrobiana.
(7)

Rodriguez O. et al. (2015), Desarrollaron un estudio titulado “Actividad
antibacteriana y antioxidante de las partes aéreas de Baccharis revoluta”
como objetivo el estudio determind la actividad antioxidante y antibacteriana,
los Métodos utilizados fueron: Difusién en gel por perforacion en placa y la
actividad antioxidante por el Método DPPH los extractos de hojas, tallos y
flores de diferente polaridad, el estudio determiné la actividad antibacteriana
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frente a los microorganismos Staphylococcus aureus Gram (+), Klebsiella
pneumoniae Gram (-) y Escherichia coliGram (-). Los Resultados
encontrados mostraron inhibicibn antimicrobiana significativa de los
extractos, ademas, se determind la concentracion critica que representa una
medida de la susceptibilidad del microorganismo, como Conclusién los
extractos etandlicos presentaron una actividad antioxidante representativa, y
actividad antioxidante relativa de 7,2% y 43.64%, determinando las hojas, a

6,95%, la que mostré una gran potencialidad de estos extractos etandlicos.
C))

Moura F. et al. (2014), En su estudio denominada “Actividad antimicrobiana
y la induccion de fitoalexina los Baccharis trimera (Less.)”. Como
objetivo evaluaron la actividad de inducir fitoalexinas asi como propiedades
antifingicas y antibacterianas hidrolato de escoba (Baccharis trimera).En su
metodologia usaron concentraciones de 1, 10, 25, 50, 75 y 100% y la
actividad inductora de fitoalexinas fue evaluada en mesocotilos estiados de
sorgo y en cotiledones de soja. El cual se evalué la actividad antifungica
sobre la germinacion de esporas como Pseudocercospora vitis, Cercospora
kaki y Hemileia vastatrix, Y la actividad antibacteriana. En la multiplicacion
de Xanthomonas campestris pv. Passiflorae, Erwinia carotovora y Bacillus
subtilis. Como Resultados determinaron la produccion de fitoalexina en soja
fue negativo pero promoviéo esta actividad en sorgo a partir de la
concentracion del 50%.ocurriendo todo lo contrario en la actividad
antibacteriana se observé para los tres aislados de concentracién de 75%,
con un maximo de inhibicion de 87.9% de B. subitilis. El hidrolato no mostro
actividad anti fangica. Como Conclusion El hidrolato de Baccharis

trimera (Less) presento actividad sobre bacterias pero no sobre hongos. ©

Martinez H. (2010), realiz6 un estudio titulado “Actividad antibacteriana de
plantas del género Baccharis” su objetivo principal fue investigar la actividad
antibacteriana y anti fungica de plantas del género Baccharis, en la
Metodologia utilizaron extractos no polares y polares, de las especies
Baccharis como latifolia, genistelloides, obtusifolia, papillosa, santelicis,

sobre cepas ATCC de microorganismos fitopatbgenos y patdogenos
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humanos. Como resultados de la investigacion se evidencié que al utilizar
2 mg de extracto, la Escherichia coli 25922 ATCC fue sensible al extracto no
polar R3, mientras que Staphylococcus aureus 25923 ATCC presenta
sensibilidad al extracto no polar R5, los extractos polares B1, B2, B3, B4, B5,
B6, R4, S1C, S2C, S3P, S3C fueron activos a Escherichia coli 25922 ATCC
Frente a Aspergillus niger y Phytophthora palmivora, el extracto de B.
latifolia, acuoso S2 y el extracto fendlico de polaridad media S20 tienen
actividad inhibitoria a 50 mg/mL. Frente a Aspergillus niger el extracto de B.
latifolia etandlico E20 a 50 mg/mL y con 20 mg/mL para Phytophthora
palmivora. Sobre Candida albicans, el extracto acuoso S2 y 0,5 mg de
extracto etandlico E20, de Baccharis latifolia, se observa inhibicion del
crecimiento. También el extracto fendlico de polaridad media S20 presenta
actividad fungistatica a 1 mg y por debajo de 0,5 mg el extracto etandlico
E20. Baccharis genistelloides tiene actividad fungistatica ante dicha bacteria
Candida albicans a 1 mg para el extracto polar acuoso S1 como para el
extracto S3, como Conclusidn, se observo que los extractos de Baccharis

presentaron un efecto inhibidor frente a patégenos humanos. %

Voigt F. et al. (2011), realizaron un estudio experimental llamado “Actividad
antibacteriana de diferentes extractos hidroalcohélicas de 4 plantas
(Baccharis trimera  DC, Bidens pilosa L., Eucalyptus sp. Y Tagetes
minuta L.)” Su objetivo fue comparar 2 microorganismos que causan
mastitis (Staphylococcus izadaaureus y Streptococcus agalactia).Utilizando
extractos de hojas frescas con alcohol a 92,8° y hojas secas con alcohol a
70 y 50°. La actividad antibacteriana de cada extracto se midié por la
capacidad de inactivacién de 10°-10° UFC/mL de cada bacteria, en 3
tiempos de contacto, 30 s, 5 y 20 min. Utilizando el Ensayo de Turkey. Los
Resultados determinaron efecto antibacteriano de los extractos de las
plantas. Para T. minuta, el extracto de hoja seca fue el efecto mayor (p<
0,05), mientras que para Eucalyptus spp., se encontr6 que el extracto de
hoja fresca resultd mas eficaz, con una gran diferencia. Las otras 2 plantas
no presentaron efecto antibacteriano finalmente dichas plantas presentaron
mayor actividad antibacteriana, con el extracto deT. minutay

Eucalyptus spp. V)
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Ardila M. et al. (2009), Realizaron un ensayo preliminar titulado “Actividad
antibacteriana de extractos de Allium sativum, Coriandrum sativum, Eugenia
caryophyllata, Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis y Thymus vulgaris
frente a Clostridium perfringens,” tuvieron por objetivo evaluar “la actividad
antibacteriana utilizando la Vancomicina como control, del mismo modo
usaron el Meétodo de Kirby Bauer en agar SPS de los aceites esenciales o
extractos vegetales obtenidos con solventes organicos de diferente polaridad
de dichas plantas. En los resultados los extractos obtenidos por el Método
de Lixiviaciéon de O. vulgare y T. vulgaris no presentaron inhibicién para el
microorganismo, los demas extractos vegetales si presentaron
concentraciones bacteriostaticas minimas que oscilaron entre 16 y 63 pl/ml
como Conclusion los autores mencionaron que el extracto etandlico y el
aceite esencial de E. caryophyllata presentaron una menor concentracion
inhibitoria minima” 2

Garcia V. (2007), Realiz6 una investigacién llamada “Actividad
antibacteriana de extractos etandlicos totales de cinco especies del género
Baccharis”. Su objetivo fue demostrar actividad antibacteriana de dichas
plantas superiores frente a microorganismos patdégenos para el ser humano,
utilizando las especias vegetales de Baccharis teindalensis, B .latifolia, B.
buxifolia, B.trinervis y B.arbutifolia, frente a Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Salmonella typhi (ATCC 14028), Klebsiella pneumoniae (ATCC
13883), Bacillus cereus (ATCC 11778), Bacillus subtilis (ATCC 6633) y la
levadura Candida albicans (ATCC 10231), el Método utlizado fue el
“‘Método de Mitscher” evaluando siete concentraciones de cada extracto
(50,100,250,500,1000,5000,10000 mg L-1). Como resultados se obtuvieron
accion antibacteriana de los extractos a diferentes grados de eficacia y
concentraciones diferentes. La concentracion de 10000 mg L-1 fue la mas
efectiva en los cinco extractos desarrollado ya que determiné un mayor
porcentaje de inhibicién. A concentraciones menores de 500 mg L-1 no hubo
accion antibacteriana. Mientras el extracto de Baccharis buxifolia presentd
mayor efectividad antibacteriana (18.8%. y 17.5%) a las 24 y 48 horas

respectivamente, por lo tanto los autores concluyeron que todos los
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extractos presentaron accion antibacteriana contra Bacillus subtilis siendo la
bacteria més susceptible con un 23.2% y 21.9% de inhibicion a las 24 y 48
horas respectivamente. La bacteria mas resistente es Salmonella typhi con

un 0% de inhibicion. ¥
2.1.2. ANTECEDENTES NACIONALES

Salazar L. (2014), Realiz6 una investigaciéon llamada “Efecto antimicrobiano
de extractos de Allium sativum L. ajo sobre el crecimiento in vitro de
Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923” como
objetivo buscé determinar el efecto antimicrobiano sobre las bacterias
mencionada de los extractos acuosos, etandlico y metandlico del Ajo, en el
estudio se utilizé extractos puros de la planta con solventes al etanol y
metanol en concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 % donde se detectd
compuestos quimicos como saponinas y aminoacidos sulfurados. Se utilizé
el Método de difusién en agar y dilucion en tubo. Finalmente se concluy6 que
el extracto acuoso y metandlico produjeron efectividad inhibitoria sobre las
bacterias donde se obtuvo una CIM de 0.39 %.v/v mientras que en

Escherichia coli tuvo mejor resultado CIM de 0.78% v/v. @9

Vega P, Edwin J. (2013), Realizaron una investigacion Illamada
“Concentracion Minima Inhibitoria del extracto hidroalcéholico de tallos y
hojas de Baccharis genistelloides, Perezia multiflora, Senecio sublutescens y
Jungia paniculata del Parque Nacional Huascaran frente a cepas bacterianas
de interés clinico” como objetivo principal tuvieron que determinar la CMI de
los extractos de las plantas mencionadas, se trabajé con extractos
hidroalcoholico 50 % de las muestras a concentraciones de 25, 20, 15, 10y
5 mg/mL los cuales fueron inoculados con las cepas bacterianas en
microplacas en un ambiente estéril. La técnica utilizada fue la observacion
del crecimiento bacteriano, crecimiento e inhibicion total para el calculo de la
CMI. Como resultado se obtuvieron que el extracto solo presento CIM en

Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis.
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Cabello G. (2016), Realiz6 una investigacion titulada “Eficacia de diferentes
concentraciones de los extractos acuosos del Allium sativum (Ajo), Allium
cepa (cebolla), Petroselinum crispum (Perejil), Coriandrum sativum
(Culantro) y Capsicum annuum (Pimiento) frente a microorganismos de la
microflora oral” Su Objetivo fue determinar la actividad antimicrobiana in
vitro de los extractos acuosos al 10% y 100% comparado con gluconato de
clorhexidina al 0.12% y agua destilada a las 24 y 48 horas frente a
microorganismos de la microflora oral. En el estudio se utilizé el método de
Disco difusién. El disefio del estudio fue de tipo experimental in vitro de corte
transversal. Como Resultado el autor demostré6 que a las 24h el extracto
acuoso al 10% y 100% del Allium sativum (Ajo) tuvo un promedio en los
halos de inhibicién de 0.04 £ 0.19 y 0.76 + 1.12 mm respectivamente; en los
extractos acuosos al 100% del Allium cepa (cebolla) fue de 0.01 + 0.07 mm y
Capsicum annuum (Pimiento) con 0.07 = 0.17 mm. Sin embargo los
extractos acuosos de las otras plantas no presentaron efecto inhibitorio. A
las 48h, el extracto acuoso al 10% y 100% del Allium sativum (Ajo) tuvo un
promedio en los halos de inhibicibn de 0.03 + 0.19 Y 0.87 + 1.83 mm
respectivamente; los extractos acuosos al 100% del Allium cepa (cebolla) fue
de 0.01 = 0.05 mm y Capsicum annuum (Pimiento) con 0.07 £ 0.25 mm. Por
otro lado el resto de extractos no presentaron efecto inhibitorio a las 48 h.
Finalmente el autor menciona que existe actividad antimicrobiana In vitro del
extracto acuoso del Allium sativum (Ajo), Allium cepa (cebolla) y Capsicum
annuum (pimiento) comparado Clorhexidina al 0.12% y agua destilada frente
a microorganismos de la microflora oral; asimismo el Petroselinum crispum
(Perejil) y Coriandrum sativum (Culantro) no presentan actividad

antimicrobiana. 8

Munayco E. (2011), Realizé una investigacion titulada “Efecto
antimicrobiano del extracto hidroalcohodlico de Allium sativum sobre cepas
estandares de la cavidad bucal’. Donde planteo como objetivo: Determinar
el efecto antimicrobiano de dicho extracto frente a las cepas ATCC de S.
mutans, a diversas concentraciones, realiza la obtencion de los extractos
mediante el proceso de maceracién y para el sembrado el método de

difusiéon de discos. Uso como control positivo el antibiético Ciprofloxacino y el
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2.2.

alcohol de 70° como control negativo; al realizar las pruebas de sensibilidad
con el extracto a las concentraciones de 12mg/mL, 18mg/mL 30mg/mL,
60mg/mL, 90mg/mL, 120mg/mL. Como resultado indican que solo presenta
efecto antimicrobiano a la concentracion 120mg/mL, teniendo como
referencia estdndar al Ciprofloxacino a una concentracién de 4mg/ml. En la
investigacién se concluyd que el extracto hidroalcohdlico presentd efecto

antimicrobiano frente a la cepa ATCC de S. mutans” ")

Villanueva G. (2007), Realiz6 una investigacion titulada “Accion
antibacteriana del extracto de Allium sativum sobre Streptococcus mutans in
vitro”. Planteo como objetivo, determinar la actividad antibacteriana del
extracto frente a dicha bacteria en condiciones in vitro. La técnica utilizada
fue por Macro Dilucion en agar del extracto de Allium sativum en
concentraciones de 0,25, 0,5, 1,0, 2,0 y 4 mg/mL; para lo cual se us6 una
poblacién de 10 % UFC/mL e incubados a una temperatura de 37 °C todo
esto en 24 horas. En su resultado determind que el extracto puede alterar los
parametros de crecimiento como el Tiempo generacional (Tg) que
incrementa en forma proporcional al incremento de la concentracién del
extracto, la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) es de 2, 00 mg/mL.
Como conclusién se menciona que la Allicina como compuesto principal del
ajo es el responsable de accion antibacteriana frente a la bacteria ya el
inhibe a las enzimas encargadas de la respiracion celular y sintesis de

proteinas. ®

BASES LEGALES

2.2.1. NORMAS NACIONALES

Decreto Supremo N° 021-2017-SA

Aprueban Reglamento de Ensayos Clinicos:

Los numerales | y XV del Titulo Preliminar de la Ley N° 26842, Ley General
de la Salud establecen la proteccion de la salud es de gran interés publico y

por la cual es responsabilidad del Estado regularla, vigilarla y promoverla y
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que el Estado promueve la investigacion cientifica y tecnoldgica en el aérea
de la salud. 9

2014-DG-DIGEMID/MINSA, asi como los Memorandums N° S1174-2015-
DIGEMID-DGEAIMINSA y 1276-2016-DG-DIGEMID-EAIMINSA, de la
Direccion General de Medicamentos, Insumos y Drogas del Ministerio de
Salud @@, el articulo 50 del citado Reglamento dispone las condiciones y
regulacion complementaria sobre preparados farmacéuticos se sujetan a la
norma establecida por la Autoridad Nacional de Productos Farmacéuticos,
Dispositivos Médicos y Productos Sanitarios (ANM).

MINSA/DIGEMID-V.01 Norma Técnica de Salud para la Elaboracion de
Preparados Farmacéuticos, que forma parte integrante de la presente

Resolucion Ministerial Y

2.2.2. NORMAS INTERNACIONALES

El Ministerio de Salud de Uruguay promulgé el 7 de diciembre de 1999 el
decreto n° 384/999 - laboratorios de analisis clinicos promueve una nueva
reglamentacion para el funcionamiento de los laboratorios de andlisis
clinicos; considerase Laboratorio de Andlisis Clinicos aquel establecimiento
que realiza analisis bioldgicos, microbiolégicos, seroldgicos, quimicos,
inmunolégicos, hematolégicos, biofisicos, citologicos, parasitolégicos y todos
aquellos que surjan de las nuevas metodologias en materiales que
provengan del cuerpo humano con el objeto de realizar un diagndstico para
la prevencion, el tratamiento y seguimiento de cualquier patologia asi como

proporcionar una evaluacion de la salud de los seres humanos. ¢?

La OCDE (Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Economicos),
FDA (Food and Drug Administration), La Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA), entre otras. Establecen las buenas practicas de
laboratorio una serie de reglas y procedimientos de cumplimiento obligatorio,
debido a que es la Unica forma de asegurar la calidad e integridad de los
datos obtenidos en determinados estudios o investigaciones. Dicho sistema
establece las condiciones bajo las cuales se planifican, realizan, controlan,

registran, archivan e informan los estudios realizados por un laboratorio. ¢?
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2.3.

Red PARF Documento Técnico No. 6 Grupo de Trabajo en Buenas
Précticas de Laboratorio Informe N° 44, Anexo 1 de la Serie de Informes
Técnicos de la OMS, No. 957, 2010 y reemplazan a las “Buenas practicas
para laboratorios nacionales de control farmacéutico de la OMS”, Informe N°
36, Anexo 3 de la Serie de Informes Técnicos de la OMS, No. 902, 2002 *®

BASES TEORICAS
2.3.1. AJO (Allium sativum L.)

2.3.1.1 Aspectos generales del ajo

El Ajo (Allium sativum L.) pertenece a la familia de Liliaceae, la misma que
cuenta con multiples propiedades como, por ejemplo: efecto anticoagulante,
disminuye la presion sanguinea, mantiene en buen estado el sistema
circulatorio, su consumo previene las trombosis. Su principio activo mas

importante es la alicina, que posee efectos antibacterianos. ¥

No es coincidencia que el ajo sea proveniente de Asia Central, en dicha
region se encuentran las personas mas longevas de nuestro planeta. Esta

region presenta baja incidencia de cancer.

El género Allium contiene mas de 300 especies de plantas, entre ellas se
encuentra el Allium sativum L, que es un bulbo perteneciente a la familia
Liliaceae y subfamilia Allioideae. Sus caracteristicas olorosas, le permitieron
su denominacién con el uso del término Allium, que significa oloroso en latin.
La raiz: Se caracteriza por tener un sistema radicular bulboso, compuesto de
6 a 12 bulbillos (dientes de ajo), reunidos en su base por medio de una
pelicula delgada para formar la cabeza del ajo. Cada bulbillo se encuentra
envuelto por una hoja protectora blanca o rojiza, membranosa y muy
delgada. ®®

El Ajo tiene reputacidbn de agente curativo, antibacteriano y antifingico
potente, de inhibir el crecimiento de varias bacterias Gram positivas y Gram

negativas.
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Taxonomia de la especie vegetal del Ajo (Allium sativum L.)
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Liliidae
Orden: Liliales
Familia: Liliaceae
Género: Allium
Especie: Allium sativum L.

Fuente: Museo De Historia Nacional UNMSM.

\ &
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Figura N° 1: Ajo (Allium sativum L).

Fuente: Museo De Historia Nacional UNMSM.
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2.3.1.2 Caracteristicas etnobotanicas
a) Morfologia del Ajo (Allium sativum L.)

-Tallo: Son fuertes, cuando se trata de tallos rastreros que dan a la
planta un porte abierto. Pueden alcanzar desde 40 a mas de 55cm
de largo. De la parte superior del bulbo nacen las partes fibrosas,

gue se introducen en la tierra para alimentar y anclar a la planta.

-Hojas: Son lineares, dispuestas en forma de roseta, alcanzando

hasta 60cm de largo. "

-Flores: Se encuentran contenidas en una espata membranosa, que
se abre longitudinalmente en el momento de la floracién, cada flor
presenta 6 pétalos, 6 estambres y un pistilo. Se agrupan en

umbelas. @7

b) Composicién Quimica del Ajo (Allium sativum L.)
El Ajo tiene la particularidad de presentar distintas propiedades
segun esté crudo o cocinado. Si se corta 0 machaca, se libera aliina,
gue se transforma por efectos de la aliinasa en alicina, alicina se
transformaria posteriormente en otros compuestos con distintas
propiedades biolégicas, como el ajoeno, la vinilditina y el
diallildisulfuro y dialliltrisulfuro. ®

Su férmula quimica es la siguiente: CgH14S30.

S®  NH,
Hc=" X
2 O
Figura N° 2: Alicina, compuesto azufrado presente en el Ajo.

Fuente: Lawson L. D. & Hughes B. 1992

19



c) Principales principios activos

Alicina

La alicina (dialliltiosulfuro) es el principal componente biologicamente
activo del Ajo en crudo y se produce por la interaccion entre el
aminoacido alliina y la alliinasa. La allitridina (dialiltrisulfuro) es uno
de los principales compuestos activos del Ajo y la S-
alilmercaptocisteina es el derivado organosulfurado del Ajo, presente

en el extracto alcohdlico de este. ?®

En la alicina (dialiltiosulfuro) y el ajoeno, se pueden encontrar el
alilmetiltiosulfuro, el metilaliltiosulfuro, alliina, deoxialliina, diallil
desulfuro y diallil trisulfuro, los cuales son los componentes con
propiedades, antitromboticas, antitumorales, antiparasitarias y anti

(28)

fungicas. Su mecanismo de accion antibacteriano se debe a la

accion de estos compuestos sobre la membrana de las bacterias,

desorganizando sus fosfolipidos de membrana. ¢®

Tabla N°1: Valor energético del Ajo (Allium sativum L.)

Valor energético (Kjul) 102.82 4.44 482.97 590.23
(promedio)por 100

g de porcion (kca|) 24.2 1.08 113.64 138.92
comestible
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Tabla N°2: Componentes nutritivos del Ajo (Allium sativum L.)

Ingredientes principales G 64.00 63.00 - 64.60 g/MJ 108.43
Agua G 6.05 5.30-6.76 g/MJ 10.25
Proteinas G 0.12 0.06 - 0.20 g/MJ 0.20
Carbohidratos (utilizables) | G 1.42 140-1.44 g/MJ 2.41
Minerales y elementos traza | Mg 3800 | mg/MJ | 64.38
Calcio Mg 460.00 g/MJ 779.32
Manganeso Mg 1.40 37.00-260.00 mg/MJ | 2.37
Hierro Mg 149.00 150.00-1000.00 | g/MJ 252.43
Cobre Mg 575.00 | ~---eeee- g/MJ 974.15
Zinc Mg 10.00 | - g/MJ 16.94
Fésforo Mg 30.000 | - mg/MJ | 50.83
Cloro Mg 2.70 340.00-630.00 | g/MJ 457
Yodo Mg 440.00 g/MJ 74543
Vitaminas Mg 109 | g/MJ 18.47
Vitamina E 100.00 | e g/MJ 169.42
Total de tocoferol Mg 10.00 | - g/MJ 16.94
Alfa-tocoferol Mg 90.00 | - g/MJ 152.48
Vitamina B1 Mg 200.00 180.00-210.00 | g/MJ 338.83
Vitamina B2 Mg 80.00 | - g/MJ 135.53
Nicotinamida Mg 600.00 | - ag/MJ 1016.50
Vitamina C Mg 14.00 9.00-18.00 mg/MJ | 23.72
Acidos X — 169.42
Acidos salicilicos g/MJ

Acidos grasos Mg 500.00 | - g/MJ 847.08
Acido laurico Mg 2400 | - mg/MJ | 40.66
Acido palmitico Mg Trazas Trazas mg/MJ | Trazas
Acido estearico Mg 3.00 | - mg/MJ | 5.08
Acido oleico Mg 62.00 | - mg/MJ | 105.04
Acido linoleico < ) R (pe——— 9.32

Fuente: Departamento de Nutricibn y Bromatologia | (Nutricién). Facultad de
Farmacia. Universidad Complutense de Madrid. Madrid-Espafia 2000 @9)
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Tabla N° 3: Compuestos azufrados del Ajo (Allium sativum L.)

Ajoeno (ajocisteina)

Compuesto Posible actividad bioldgica
Hipotensora, hipoglucemiante Previene la
5 formacion de coagulos, ayuda a
Aliina

disolverlos. Anti-inflamatorio,

vasodilatador, hipotensor, antibiético

Alicina y Tiosulfinatos
Alil mercaptano

Antibidtica, antifungica, antiviral.
Hipocolesterolemiante, previene la
aterosclerosis, antitumora, antidiabética,

hipotensora

Sulfuro de dialilo y afines

Hipocolesterolemiante. Aumento la
produccion de enzimas desintoxicantes.
Anticancerigeno. Previene los dafios

quimicos del DNA.

S-alil-cisteina y

compuestos al - glutamico

Hipocolesterolemiantes, antioxidantes,
quimioprotectores frente al cancer.
Favorecen la accion desintoxicante del

higado frente a sustancias quimicas.

Fuente: Departamento de Nutricibn y Bromatologia | (Nutricién). Facultad de
Farmacia. Universidad Complutense de Madrid. Madrid-Espafa 2000 “°

La alicina posee una vida media a temperatura ambiente de 2,4 dias,

descomponiéndose rapidamente y dando lugar a la formacién de

mono-di-y trisulfuros, asi como de otros derivados azufrados como el

ajoeno, formado a partir de tres moléculas de alicina. “®

d) Propiedades antimicrobianas

El ajo ha demostrado ser eficaz contra bacterias Gram positivas,

Gram negativas y resistentes a los acidos. Entre estas se incluyen

Pseudomonas, Proteus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Salmonella, Klebsiella, Micrococcus, Bacillus subtulis, Clostridium,

Mycobacterium y Helicobacter. ?®
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f)

9)

Se ha demostrado que el ajo ejerce una inhibicion diferencial entre la
microflora intestinal y las enteras bacterias, inhibiendo notoriamente
E. Coli. €0

Propiedades antifungicas

Los antimicoticos comerciales tienen buena actividad sobre Candida,
Cryptococcus, Aspergillus, Torulopsis, Trichophyton, Trichosporon y
Rhodotorula. Asi pues, el extracto de ajo también ha demostrado
actividad anti fungica al atenuar el consumo de oxigeno, la sintesis

de lipidos, proteinas y &cidos nucleicos en los hongos. ¢V

Propiedades antiprotozoarias

Varios estudios demuestran que el ajo es eficaz contra una gran
cantidad de protozoos como: Ranarum opalina, Entozoon
balantidium, Entamoeba histolytica, Tripanosomas, Leishmania,
Leptomonas y Crithidia. ¢

Se ha demostrado que el ajo tiene propiedades antigiardiasico, en
China la Allicina se comercializa para infecciones ocasionadas por

Entamoeba histolytica y Trichomonas vaginales. ¢

Propiedades antivirales

Existen pocos estudios sobre las propiedades antivirales del Ajo,
estos han reportado su actividad in vitro contra los virus influenza Ay
B, citomegalovirus, rinovirus, el VIH, el virus herpes simple 1y 2, el
rotavirus, neumonia viral, en los cuales la Alicina, trisulfuro de dialilo

y ajeno demostraron ser activos. ¢V

23



2.3.2. CARQUEJA (Baccharis trimera L.)

2.3.2.1. Caracteristicas Etnobotanicas de la Carqueja (Baccharis
trimeraL.)

Se encuentra en varios tipos de suelo fértil y himedo, principalmente en

praderas bosques y bordes de caminos. ®? Florecen a principios de verano

continuando segun las condiciones climaticas. No es comun verlas

cultivadas en jardines, sin embargo, tiene buena presencia por su porte,

color y por la forma y matas compactas. Se multiplica por semillas en

primavera y verano. ©?

Taxonomia de la especie vegetal de la carqueja (Baccharis trimera L.)

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub.Clase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Astereceae
Género: Baccharis
Especie: Baccharis trimera L.

Fuente: Museo De Historia Nacional UNMSM.

Figura N° 3: Baccharis trimera L.
Fuente: Stanislav Krejcik 2009.
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a.- Morfologia de la Carqueja (Baccharis trimera L.)
Tiene un periodo de florescencia en los meses de verano donde el clima
calido y temperaturas altas inciden en su crecimiento. No es comun verla
cultivada en jardines, sin embargo, tiene buena presencia por su porte,
color y por formar matas compactas, se multiplica por semillas en

primavera. ®?

El clima apropiado para el desarrollo de la planta es de temperaturas de
crecimiento Optimas son maximas de 32°C las medias de entre 18 y
24°C y la minima de 10°C. Para germinar, las semillas necesitan una
temperatura minima del suelo de 15 °C. Tiene buena presencia por su

porte, color y por formar matas compactas. ©¢?

b.- Suelo apropiado
La Carqueja crece un estado silvestre, en terrenos fértiles que
contengan los nutrientes necesarios para su crecimiento, se puede
encontrar principalmente en praderas, bosques o también en los bordes

de caminos. ©¢?

Cultivo

Se reproducen a partir de semillas los cuales pueden ser sembrados en
una estacion especial que es en otofio y asi poder ser trasladadas en
otro lugar con un suelo apropiado en primavera. Otra opcidén es
sembrarla en primavera y llevarla luego al campo cuando estas alcancen
la altura de 8 y 10cm. Son aprovechadas en gran porcentaje alto por su

crecimiento en forma silvestre. ¢?

Preparacion de terreno

Se seleccionan algunas partes basales de las ramas de la planta que
tengan un buen rendimiento de componentes activos y agronomicos
durante la primavera el cual posteriormente se traslada a un vivero hasta
gue le salgan raices y asi con estas caracteristicas podrian ser
plantadas en el campo. ©?
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Siembra
La distancia de plantacién no es tan certera aunque se podria optar por
sembrarlas entre 0,70m entre lineas y 0,25 a 0,30m de distancia por

cada su buen crecimiento dependera de la fertilidad del suelo. ¢?

Riegos
El crecimiento apropiado de la planta depende mucho del buen riego y
cuidado en la limpieza de las plantaciones asi también como el control

de las plagas en las malezas durante todas las etapas. %

Fertilizaciones
Es consecuencia de las necesidades del suelo que se medird mediante
la observacion y el buen andlisis teniendo en cuenta que la carqueja

crece en forma silvestre en terrenos fértiles. ©?

Variedades

Existen otras variedades de carqueja como la carqueja amarga
(Baccharias triptera) que tiene los mimos usos y es considerada tonica y
antifebril. La carqueja dulce (Baccharias gandicbandiana) que tiene las

mismas propiedades, pero mas atenuadas. ¢?

Cosecha
Se realiza con ayuda de una hoz, deberian ser cortadas a una altura
adecuada para evitar dafar las ramas inferiores lefiosas. Luego son

disecadas de forma natural o mecéanica. ©?

Conservacion
En lugares frescos en el mejor de los casos en biohuertos con
temperaturas y humedad apropiada esto facilita su cuidado y desarrollo

adecuado de la planta. ¢?
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c.- Composicion Quimica
En la composicion quimica de la Carqueja, destacan: Acidos 3,5
dicafeoilquinico, alfafelandro, alfa-terpineno, alfa-terpineno, y langene
alfa-, beta-cariofileno, beta-felandreno, beta-pineno, calacorene,
canfeno, carquejol, cirsimanitin, diterpenoides clerodano, elemol,
eriodictiol, aceites esenciales, eudesmol, eugenol, euparotin, eupatrin,
farneseno, farnesol, flavonoides, genkwanin, D germacreno, glucosidos,
hispidium, hispidulin, ledol, limoneno, linalol, luteolina, muroleno,
mirceno, neptin, nerolidos, palustrol, pentadecanol, la quercetina,
resinas, sanineno, saponinas, spatholenol, spathulenol, ecualeno,

terpinoleno, viridiflorene, y viridiflorol %

2.3.2.2. Propiedades terapéuticas de la Carqueja (Baccharis trimera L.)

Propiedades antimicrobianas

La carqueja es una fuente rica de flavonoides. Siendo la silimarina el mas
resaltante, ha demostrado propiedades hepatoproctetor y se utiliza para
muchas afecciones hepéaticas en los sistemas de la medicina herbaria, dicha
planta. Contiene hasta un 20% de flavonoides, como la quercetina, luteolina,
nepetin, apigenina, y hispudilin. A si mismo son considerados componentes
principales activas varios quimicos de las plantas denominados
diterpenoides clerodano, han sido identificados en la carqueja, en 1994 unos
cientificos demostraron que esta sustancia quimica tiene efectos maximos
contra los gusanos, esto podria explicar la larga historia de uso de carqueja
como antiparasitario. Asi mismo la planta también presenta otros metabolitos

secundarios: taninos, aminoAcidos, alcaloides y compuestos fendlicos. ¢

Los que destacan por sus propiedades antimicrobianas son:
Flavonoides
Son considerados metabolitos secundarios con funcion protectora para la

planta ya que se encuentran en los 6rganos de la misma. Desempefian un

papel importante ayudando al buen desarrollo y desempefio al protegerlas

27



de agentes que se encuentran en el medio ambiente como por ejemplo:

microorganismos, animales herbivoros y radiacién solar. ¢

Se podria decir que son sefializadores quimicos, de esta manera los
insectos se guian para poder seleccionar a la planta indicada para su
alimentacion, ovoposicion y como resultado facilita a la polinizacion.
Cumplen funciones especificas como: antioxidantes, inhibidor de enzimas y

regulan las funciones de las hormonas vegetales y agentes alelopaticos.

En el ambito farmacéutico desempefian funciones terapéuticas como:
antiinflamatorios, antialérgicos, antiulcerosos, antivirales y
anticarcinogénicos. También se pueden utilizar como capilares en
tratamiento de diabetes mellitus y enfermedades cardiacas. ®* Uno de los
dos grandes grupos de compuestos fendlicos junto con los acidos fendlicos,
son un grupo extenso de compuestos derivados del benzo-y- pirano. Poseen
varios grupos hidroxilos enlazados a estructuras anulares, C 6 -C 3 -C 6,

designadas como A, By C. ¢
2.3.3. OBTENCION DEL EXTRACTO ACUOSO Y ETANOLICO

2.3.3.1. Extracto Acuoso

Los procedimientos empleados en la extraccion de los componentes
vegetales y plantas son de gran importancia con respecto no soélo a los
rendimientos de los compuestos que se van a obtener, sino también a la

naturaleza quimica de los compuestos que, de hecho, se pueden conseguir.
(35)

Los procedimientos habituales empleados en la industria fitoquimico se
basan en la extraccion de la planta o el vegetal triturado con agua o vapor de
agua, con disolventes organicos, o con mezclas de agua y disolventes
organicos tales como agua y alcoholes, la inclusibn de una etapa de
maceracion es asimismo bien conocida en la técnica. Por dltimo, la
separacion del extracto acuoso de la fase sélida se puede llevar a cabo

mediante procedimientos convencionales tales como la decantacion, la
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centrifugacion o la filtracion. También se pueden aplicar tratamientos
quimicos adicionales para modificar la estructura de los compuestos

presentes en las plantas. ©°

2.3.3.2. Extracto etandlico

Es aquel compuesto que se obtiene a partir de materia prima desecada de
origen vegetal, por maceracion o percolacion en contacto con etanol,
seguida de la eliminacion de dicho solvente por un procedimiento fisico y de
olor caracteristico. Se le pueden realizar métodos de purificacion para
eliminar algunos de sus componentes y asi mejorar notablemente la calidad

del producto deseado. ©®

Maceracion

También es considerado un proceso de extraccion y se realiza a temperatura
controlada generalmente 25°C. Consiste en remojar el material vegetal,
debidamente fragmentado en un solvente (agua o etanol, se prefiere el
etanol puesto que a largos tiempos de extraccién el agua puede propiciar la
fermentacién o la formacion de mohos) hasta que éste penetre y disuelva las

porciones solubles. ©®

En el proceso de maceracion se utiliza envases con tapa; en éste envase se
colocan el material vegetal tratado previamente con el disolvente y tapado se
deja en reposo por un periodo de 1 semana teniendo presente de agitar dos
veces al dia el contenido para mejorar la extraccion. Pasado el tiempo se
filtra el contenido y se evapora el solvente o se recupera el mismo hasta la

obtencion del extracto G®

2.3.3.3. Propiedad antimicrobiana de los metabolitos secundarios

En diferentes preparaciones fitoquimicas con alto contenido de flavonoides
han determinado actividad antibacteriana. Los extractos de plantas con
antecedentes en la medicina popular han sido estudiados mediante ensayos
in vitro. Otras investigaciones han ido un paso mas alld y han aislado e
identificado las estructuras de los flavonoides que poseen actividad

antibacteriana, dichos flavonoides son: apigenina, galangina, pinocembrina,
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naringina, naringenina, galato de epigalocatequina y sus derivados, 7-O-
glucésido de luteolina, quercetina, 3-O-metilquercetina y varios glicésidos de
guercetina. La sinergia de los flavonoides con otros agentes antibacterianos
ha demostrado que aumentan su actividad antibacteriana, por ejemplo se ha
acomplejado 5-hidroxi-7,4-dimetoxiflavona con un nimero de metales de
transicion y se muestra que este proceso aumenta la actividad

antibacteriana. "

2.3.4. Escherichia coli

a.- Aspectos generales de Escherichia coli
E. coli es una bacteria que se encuentra normalmente en el tracto
gastrointestinal de los seres humanos y animales de sangre caliente.
Debido a su elevada presencia en el tracto gastrointestinal y en las
heces, la Escherichia coli se utiliza como el indicador principal de
contaminacion fecal en la evaluacion de la inocuidad de los alimentos y
el agua. La mayoria de las Escherichia coli son organismos comensales
inofensivos cuando se encuentran en su habitat intestinal natural.
Diferentes cepas de E. coli son patdgenos gastrointestinales graves para
los seres humanos, y algunas también son patdgenos para animales

jovenes destinados a la produccién de alimentos. ¥

Las E. coli patdgenas se distingue de otras. Por su capacidad de
provocar enfermedades mediante mecanismos genéticamente
controlados, como la produccién de toxinas, la adhesion e invasion de
células huéspedes, la interferencia con el metabolismo celular y la
destruccion de tejidos.

Tiene la capacidad de intercambiar material genético por medio de
elementos genéticos moviles, tales como plasmidos y bacteriéfagos,
como respuesta de adaptacion a entornos nuevos y adversos. Se cree
gque estos elementos genéticos contribuyen a la aparicion de agentes
patdgenos con mayor virulencia, supervivencia ambiental y persistencia

en los sistemas alimentarios. ¢®
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b.- Clasificacion segun su patogenicidad y sindromes clinicos
= E. coli Shigatoxigénica (STEC)

. coli verotoxigénica (ECVT)
. . coli enterohemorragica (ECEH)
. coli entero toxigénica (ECET)

. coli enteroinvasiva (ECEI)

. coli enteropatogénica (ECEP)

. coli enteroagregativa (ECEA)

. coli de adherencia difusa (ECAD)

[
m m m m m m Mm

Las caracteristicas de las variedades no son exclusivas y pueden ser
compartidas por mas de un grupo. En general, el periodo de incubacion
de la enfermedad de E. coli en los seres humanos oscila entre tres y
ocho dias, con la aparicibn de wuna variedad de sintomas
gastrointestinales que van desde la diarrea leve hasta la diarrea
sanguinolenta, la mayoria de las veces sin fiebre. Las personas y los
animales infectados (con sintomas o sin ellos) pueden diseminar hasta

106 a 109 unidades formadoras de colonias (ufc) por gramo de heces.
(38)

El consumo de alimentos contaminados por los humanos puede
contribuir a contraer una infeccién con cepas patégenas los alimentos y
agua directamente contaminados con heces son fuente de estas
enfermedades. Ademas, existe la posibilidad de contaminacion a partir
del contacto humano directo durante la preparacioén de los alimentos. ©®
Los alimentos pueden resultar contaminados de manera directa o por
contaminacion cruzada durante el crecimiento y la cosecha (hortalizas),
la recoleccién (leche) o el sacrificio de animales y el faenado de la canal
(carne), durante la manipulacion posterior a la cosecha, el transporte, la
elaboracion y la preparacion. La carne fresca y la leche cruda son
consideradas los vehiculos mas comunes de la E. coli, especialmente
de la cepa de ECEH O157:H7. ©®
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Los productos frescos contaminados que se consumen crudos han
pasado a ser una fuente emergente de infeccion humana por E. coli,
Que puede sobrevivir en suelos contaminados hasta por 20 meses”.
Ademas, puede sobrevivir durante largos periodos en las hojas y raices

de los cultivos. ©®

Bacterias Gram Positivas

Se caracterizan por presentar en la pared celular varias capas de
peptidoglucano (hasta 25 capas) que conforman una estructura gruesay
rigida, representando hasta el 90% de la pared celular, aunque también
presentan embebidos en dicha estructura a los acidos teicoicos, los
cuales son polimeros de la pared celular, formados por unidades de
ribitolfosfato o glicerolfosfato, siendo estos responsables de la carga
negativa de la superficie de las bacterias y pueden intervenir en el paso

de iones a través de la pared celular.®®

Bacterias Gram Negativas

La pared celular de las bacterias gram negativas esta compuesta por
una capa 0 por muy pocas capas de peptidoglucano y una membrana
externa. El peptidoglucano estd unido a lipoproteinas (lipidos unidos a
proteinas mediante enlaces covalentes) de la membrana externa y se
encuentra en el periplasma (espacio periplasmico), una sustancia
gelatinosa localizada entre la membrana externa y 16 la membrana
plasmatica, el periplasma contiene una concentracion elevada de
enzimas degradantes y proteinas de transporte. La pared celular de las
bacterias no contiene 4cidos teicoicos y el hecho de que contenga una
escasa cantidad de peptidoglucano aumenta su susceptibilidad a la

ruptura mecéanica: ©®

2.3.5. SINERGISMO FARMACOLOGICO

Se denomina al incremento del efecto causado por la combinacion de dos o

mas farmacos. Esto en la terapéutica medicamentosa cada vez es mas

frecuente administrar dos farmacos cuyas acciones combinadas pueden
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2.4.

producir efectos de mayor intensidad o duraciéon que los causados por cada

farmaco administrado por separado.

De acuerdo a su magnitud puede ser de dos clases:

a) Sinergismo aditivo: cuando el efecto resultante es simplemente la
suma de los efectos individuales de los farmacos.

b) Sinergismo de potenciacién: cuando el efecto de la combinacion es
mayor que la suma de los efectos de cada farmaco administrado por

separado. 9

La importancia de los sinergismos en la farmacoterapia radica en los

siguientes factores:

1) El mayor efecto terapéutico de la combinacién permite reducir las dosis
de los farmacos, lo cual conlleva una disminucion de sus efectos
adversos o indeseables.

2) En muchas ocasiones, la combinacion de medicamentos previene o
disminuye el desarrollo de la tolerancia farmacolégica para una o ambas
sustancias, lo cual permite administrar los farmacos por tiempos
prolongados sin pérdida del efecto terapéutico. De acuerdo con su
mecanismo, los sinergismos pueden ser de tipo farmacocinética o

farmacodinamico.

En el sinergismo farmacocinética uno de los farmacos inhibe la degradacion
metabdlica o la excrecion del otro, con lo cual se prolonga su tiempo de
permanencia en el organismo y en el sitio de accién. En el sinergismo
farmacodinamico los dos farmacos ejercen sus acciones en distintos sitios
de una o mas vias fisiolégicas que convergen en el mismo efecto

terapéutico. 9

FORMULACION DE HIPOTESIS

2.4.1. HIPOTESIS GENERAL
El efecto sinérgico antibacteriano in vitro del extracto acuoso del Ajo (Allium

sativum L.) y del extracto etandlico de las hojas de Carqueja (Baccharis
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trimera L.) en cepas de Escherichia coli O104:H4 presentan actividad

antibacteriana.

2.4.2. HIPOTESIS ESPECIFICAS

1. EIl efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso del Ajo (Allium
sativum L.) inhibe el crecimiento de las cepas de Escherichia coli
0104:H4.

2. El efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las hojas de
la Carqueja (Baccharis trimera L.) inhibe el crecimiento de las cepas
de Escherichia coli 0104:H4.

3. El efecto sinérgico antibacteriano in vitro del extracto acuoso del Ajo
(Allium sativum L.) y del extracto etandlico de las hojas de Carqueja
(Baccharis trimera L.) inhiben el crecimiento en cepas de Escherichia

coli 0104:H4 comparado con Gentamicina.

2.5. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES E INDICADORES

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES
VI. a.- Obtencion de la Alicina del Ajo
e Olor
Extracto acuoso del Extraccion del Ajo e Color
Ajo (Allium sativum e Sabor
L.) b.- Marcha Fitoquimica de la
Carqueja

e Flavonoides

e Compuestos Fendlicos
e Taninos

e Aminoacidos

e Alcaloides

Extracto etandlico de Extraccion de
las hojas de Carqueja Cargueja
(Baccharis trimera L.)

c.- Concentracioén del extracto al:
2%, 5%, 10%, 15%, 20%.

VD . a.- Observacion de unidad
Efecto sinérgico Efecto dgl producto formadora de colonia.
antibacteriano in vitro en | en estudio sobre los | '\ 1o i1o de los halos de
cepas de Escherichia | MICTOOIGanismos | i inicion (Inhibicion de
coli 0104:H4 crecimiento) unidad de medida mm

de diametro.
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2.5.1 VARIABLES DE ESTUDIO
VI.- Extracto acuoso del Ajo (Allium sativum L.) y del extracto etandlico de

las hojas de Carqueja (Baccharis trimera L.)

VD.- Efecto sinérgico antibacteriano in vitro en cepas de Escherichia coli
0104:H4

2.6. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

1. Alicina
La alicina es el producto de la conversion de la aliina, que se encuentra
en el ajo, por intermedio de la catélisis de la enzima alinasa. Es un
compuesto azufrado que posee diversas actividades farmacoldgicas de

interés. “0

2. Ajo
Es una especie de planta tradicionalmente clasificada dentro de la
familia de las Aliliaceae pero que actualmente se ubica en la de
las Amarilidaceae, aunque este extremo es muy discutido. Al igual que la
cebolla y la cebolla de invierno o cebollino es una especie de
importancia econémica ampliamente cultivada y desconocida en estado

silvestre. 49

3. Antibacteriano
El término se refiere a una sustancia cuyas propiedades son capaces de
eliminar agentes bacterianos o la inhibicion de su crecimiento
o proliferacién sin incurrir en el dafio del objeto, ambiente u organismo
que las porta. Son en esencia farmacos como es el caso de
los antibidticos u otros agentes quimicos capaces de combatir estos

cuerpos. ©®
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Bacteriostatico

Un efecto bacteriostatico es aquel que, aunque no produce la muerte a
una bacteria, impide su reproduccion; la bacteria envejece y muere sin
dejar descendencia. EL efecto bacteriostatico estd producido por
sustancias bacteriostéticas. Estas sustancias son secretadas por los

organismos como medios defensivos contra las bacterias.

Cultivos

En biologia, bacteriologia y especificamente en microbiologia,
un cultivo es un medio para la multiplicacion de microorganismos, tales
como lo son bacterias en el que se prepara un medio 6Optimo para
favorecer el proceso deseado. Un cultivo es empleado como
un método fundamental para el estudio de las bacterias y otros
microorganismos que causan enfermedades en medicina humana

y veterinaria. Y

Escherichia coli

También conocida por la abreviacibn de su nombre, E. coli, es un
bacilo gramnegativo de la familia de las entero bacterias que se
encuentra en el tracto gastrointestinal de humanos y animales de sangre

caliente.*?

In vitro

Se refiere a la técnica para realizar un determinado experimento en
un tubo de ensayo, o0 generalmente en un ambiente controlado fuera de
un organismo vivo. La fecundacién in vitro es un ejemplo ampliamente

conocido. ¥?

Microbiologia

La microbiologia es la ciencia encargada del estudio y andlisis de
los microorganismos, seres vivos pequefios no visibles al ojo humano
también conocidos como microbios y se dedica a estudiar los
organismos que son soOlo \visibles a través del microscopio:

organismos procariotas y eucariotas simples. “?
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9. Baccharis trimera
Es una especie botanica de planta, ideal para canteros de jardines, pues
crece formando matas espesas Baccharis, de bacchus, Baco, dios

romano del vino y trimera, del griego tri, tres y meros, partes 3

10.Extracto acuoso
Preparacion en agua de la sustancia de una planta o un animal que

contiene la porcién bioldgicamente activa sin el residuo celular. “®

11.Extracto etandlico
Es una sustancia obtenida por extraccion de una parte de una materia
prima, a menudo usando un solvente como etanol. Los extractos pueden

comercializarse como tinturas o en forma de polvo. “?

12.Sinergismo
Se denomina al incremento del efecto causado por la combinacion de
dos 0 méas farmacos. Esto en la terapéutica medicamentosa cada vez es
mas frecuente administrar dos farmacos cuyas acciones combinadas
pueden producir efectos de mayor intensidad o duracion que los

causados por cada farmaco administrado por separado’ “¥

13.Gentamicina
Es un aminoglucésido. Se emplea como antibiético para erradicar
infecciones contra bacterias sensibles. Sirve para tratar diversas
enfermedades graves de piel, pulmén, estobmago, vias urinarias y
sangre, asi como heridas cutaneas y en el 0jo. Su uso esta indicado

cuando la administracion de otros antibioticos menos potentes.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

3.1. TIPO Y NIVEL DE INVESTIGACION

El tipo de investigacion que presenta el estudio es:

Experimental: Porque se manipulo la variable independiente, el extracto
acuoso del Ajo (Allium sativum L.) y extracto etandlico de las hojas Carqueja
(Baccharis trimera L.).

Transversal: Debido a que el estudio se realiz6 en un solo periodo de
tiempo, donde las muestras fueron recolectadas en una fecha determinada y
el proceso microbiolégico para medir el efecto fue realizado en 72 horas

siendo el Unico ensayo realizado.

Analitico: Ya que nos permite analizar los diversos componentes con accion
antimicrobiana que se encuentran en los extractos realizados en la

investigacion

In vitro: Debido a que la investigacion se lleva a cabo en medios de cultivos
qgue sirve para el desarrollo de bacterias y se realiz6 en la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la
Vega.
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3.2.

3.3.

3.4.

DISENO DE LA INVESTIGACION
El disefio de la investigacion es Experimental porque manipulo la variable

independiente.

Los experimentos fueron realizados en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca

Garcilaso de la Vega.
POBLACION Y MUESTRA DE LA INVESTIGACION
3.3.1 POBLACION

Ajo (Allium sativum L.) origen de Junin

Carqueja (Baccharis trimera L.) origen de Junin

3.3.2 MUESTRA
Extracto acuoso del Ajo (Allium sativum L.)

Extracto etanolico de las hojas de Carqueja (Baccharis trimera L.)

81 placas Petri con E. coli O104:H4 divididas en cuatro grupos de veinte

cada uno mas una placa como control negativo.

TECNICAS E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

3.4.1. TECNICAS

Andlisis Fitoquimico: Método de Maceracion y marcha fitoquimica para
determinar metabolitos secundarios del Ajo y la Carqueja mediante la
marcha fitoquimica, encontramos flavonoides, alcaloides y taninos, entre

otros (Olga Lock Sing de Ugaz- 1998) “°

Andlisis Microbioldgico: Prueba de sensibilidad método Kirby-Bauer
(Método de difusion en agar).
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Ficha de observacion: Guia de microbiologia Universidad Nacional Mayor
de San Marcos 2011.

3.4.2. EQUIPOS E INSTRUMENTOS

- Autoclave.

Es un equipo esencial utilizado en laboratorios que sirve para esterilizar
mediante un calor hiumedo a través de vapor de agua a alta presion y
temperatura. Este vapor formado por el calor humedo es considerado el
método méas seguro para la eliminacion de las bacterias, hongos y gérmenes

resistentes al detergente. Esteriliza medios sélidos y liquidos.

Figura N° 4: Autoclave

Fuente: Fuente propia

-Campana de extraccioén
Es un instrumento de laboratorio que sirve para evitar las exposiciones del
operador con sustancias peligrosas o infecciosas asociados al manejo de
material bioldgico se le conoce también como cabinas de flujo laminar o
gabinete de bioseguridad.

El gabinete tiene forma de una caja con una ventana movil, al realizar los
experimentos se ventila en forma constante y segura mediante los
ventiladores y ductos manteniendo las presiones de aire negativa dentro del

gabinete y controlando que ninguna particula de aire salga hacia afuera.
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Es de suma importancia la velocidad del ingreso de aire en la campana ya
que de esta manera crea una barrera protectora que evitara el salir aire

contaminado garantizando la seguridad y el buen funcionamiento del equipo.

Figura N° 5: Campana de extraccion

Fuente propia

-Estufa de incubacion:

Es un equipo que se utiliza para cultivo de microorganismos a través de una
temperatura controlada (37°), una temperatura igual a la del cuerpo humano.
Sirve para mantener y hacer crecer cultivos microbiologicos de bacterias u

hongos.

Figura N° 6: Estufa de incubacion

Fuente propia
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3.5.

-Bafio maria:

Es un equipo que se usa para sistemas de regularizacion de temperaturas
mediante un recipiente de agua. Es usado para calentar reactivos, funcion
de sustratos o para incubacién de medios de cultivo.

Los rangos de temperatura usados del bafio maria es de temperatura
ambiente y 60 °C pero también puede llegar hasta los 100 °C usando una

tapa especial.

Figura N° 7: Equipo de Bafio maria

Fuente propia

3.4.2.1. Ficha de recoleccion de datos

Para la recoleccion de datos de los halos de inhibicion de la actividad
antibacteriana del extracto acuoso del Ajo (Allium sativum L.) y del extracto
etandlico de (Baccharis trimera L.) se utilizé la Ficha de recolecciéon de
datos de la Guia de Microbiologia Universidad Nacional Mayor de San
Marcos 2011 la cual permitié recopilar los valores y datos de informacion
respecto al analisis experimental.

MATERIALES Y REACTIVOS

3.5.1. MATERIALES PARA EXTRACCION

=  Buretas
= Balanza
=  Beacker
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3.5.4.

3.5.5.

Frasco de vidrio @mbar
Papel filtro wattman
Bafio Maria

Pipetas

Fiolas

Tubos de ensayo

Centrifuga
Incubadora
Placas Petri
Tubos de ensayo
Gradilla

Gotero

Auto clave

. MATERIALES Y EQUIPOS PARA LA SIEMBRA

Pinzas estériles

Asa de Kolle

Placas Petri de 150 mmx15 mm.
Céamara al vacio

Micropipeta

Vernier

Hisopos esterilizados

MATERIAL BIOLOGICO
Cepa de la bacteria Escherichia coli 0104:H4

REACTIVOS

Agar Mac conkey

Etanol 96 °C

Gelatina y cloruro de sodio
Cloruro Férrico o Alumbre férrico
R. Shinoda

. MATERIALES PARA LA PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
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= NaOH al 5%

» Reactivo de Dragendorff

» Reactivo Ninhidrina

» Fe CI3 (tricloruro de hierro)
= Reactivo de Mayer

=  Solucién salina

3.6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.3.3 ANALISIS FITOQUIMICO

La planta de Ajo fue obtenida en el mercado de plantas medicinales Aviacion

La Victoria, un aproximado de 5 kilos, fue transportada y etiquetada

correctamente teniendo en cuanta su conservacion.

Se selecciond los bulbos de Ajo, se procedié a lavarlo con abundante agua

de grifo y después con agua destilada, se pes6é 300 g de bulbos de Ajos los

cuales fueron triturados en un mortero para reducir el tamafio de particular y

liberar los metabolitos secundarios.

Se coloc6 en un frasco ambar de boca ancha de 500 ml, se le agrego 300 ml

de agua, se homogenizo y se almaceno por siete dias a temperatura

ambiente de 25°C y luego se filtré por tres veces con papel Whatman N°40

obteniendo un rendimiento de 200 ml de extracto acuoso.

BULBODE AJO

\ 4

TRITURACION DE BULBO DE AJO

4

INCORPORACION DE AGUA
DESIONIZADA

Figura N° 8: Flujograma de Extraccion del Ajo (Allium sativum L.)

Fuente propia

D

SECADO ENESTUFA

t

FILTRACION

t

MACERACION Y/0 EXTRACCION
DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS
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Obtencion del extracto etandlico de Carqueja (Baccharis trimera L.)

Después de ser obtenida en el mercado de plantas medicinales Aviacion - La
Victoria, 6 kg de hojas aproximadamente, la planta de Carqueja se lavo con
abundante agua de grifo y agua destilada, se secaron bajo sombra, se
empled las hojas que fueron previamente seleccionadas. Posteriormente se
secO en una estufa a 40°C. Se procedi6 a triturar y moler las muestras secas
con la ayuda de un mortero y un molino de cuchillas. Se separ6é 100 g de
muestra, se agrego etanol de 96° utilizado para la extraccion por el proceso
de maceracion. Luego se someti6 a extraccion durante siete dias con
agitacion y estos se conservaron en frascos de color ambar en la oscuridad.
Se filtré con papel Whatman N°40 y se concentré en la estufa a 40°C hasta
sequedad. Al final se obtuvo una masa viscosa de color negruzca para el
extracto de hojas, una masa de color marrén. Después de la obtencion de
los extractos, se procedio a preparar las concentraciones al 2%, 5%, 10%,

15%, 20% los cuales se rotularon y almacenaron.

HOJAS SECADO EN ESTUFA
DESHIDRATACION FILTRACION
MICROPULVERIZACION MACERACION Y/O EXTRACCION

‘ DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS

Figura N°9: Flujograma de la extraccién de las hojas de Carqueja

(Baccharis trimera L.)

Fuente: Propia
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Marcha Fitoquimica: Determinacion de Metabolitos Secundarios
Se utilizaron ambos extractos para la identificacion de metabolitos
secundarios que incluyen reacciones de caracterizacion quimica de

coloracién y precipitacion.

a) Determinacion de flavonoides

En un tubo de ensayo se colocé 1mL de las muestras con R. Shinoda. Con
1 limadura de magnesio pequefia, con un gotero se afiadié 3 gotas de Hcl
concentrado. Se observé un intenso burbujeo por la reaccion de las
limaduras y la solucion fue adquiriendo una débil coloracion naranja al
principio; conforme fue reaccionando mas, la coloracién naranja se fue
intensificando, hasta que después de 10 minutos la solucién tuvo un color

anaranjado intenso.

b) Determinacién de taninos
Con gelatina — cloruro de sodio. A 1mL de muestra se agregé 3 gotas de
reactivo, se centrifuga y si se queda en el fondo un precipitado de color

blanco confirma la presencia de taninos.

c) Determinacion de alcaloides

Se disolvi6 8g de Bi (NO3)3.5H20 en 20 mL de HNO3 (Reactivo de
Dragendorff) se mezclé con 50 mL de muestras conteniendo 27,2 g de KiI,
se dejé reposar la solucion, se decanté el sobrenadante y diluyo a un
volumen de 100 mL. Al agregar unas cuantas gotas de este reactivo a una
solucion acida de la muestra se observé la aparicién de un precipitado que

va del naranja al rojo.

También se realiz6 la prueba con el reactivo de Mayer el cual contiene HgCl2

en agua destilada + KI.
d) Determinacion de aminoacidos: Se coloco en un tubo de ensayo 10

gotas de ambos extractos con 2 gotas del reactivo de ninhidrina. La

coloracion violacea se considero positivo.
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e) Determinacién de compuestos fendlicos: Se colocé en un tubo de
ensayo 10 gotas de los extractos con 2 gotas de Fe CI3 (tricloruro de

hierro). La presencia de color marron se considerod positiva.

3.6.2. ANALISIS MICROBIOLOGICO
La preparacion de las placas con cultivo de Escherichia coli se realiz6 con la
orientacion de la Guia de Microbiologia Universidad Nacional Mayor de San

Marcos 2011 usando el método Kirbuy — Bauer (método de difusion en agar)
(46)

Preparacion de medios de cultivo

Se realiz6 a partir del cultivo puro de E. coli sembrado en Agar Mc Conkey,
luego se procedié a suspender en una solucién salina fisiologica estéril a una
turbidez equivalente, se llevo al autoclave para fundirlo y esterilizarlo y asi
evitamos crecimiento de contaminantes y finalmente se coloco a 6 horas de

incubacion.

Se prepararon 81 placas para el cultivo, estas fueron previamente
esterilizadas, se agregd 20mL de medio de cultivo a cada placa dejandolo
solidificar a temperatura ambiente por un tiempo de media hora. Se llevd
todas las placas a una campana de extraccion para realizar el sembrado con
la ayuda de hisopo esterilizado sumergiéndolo en el caldo de cultivo y
escurriendo el exceso del liquido en la pared del tubo, se procedi6 a realizar
el sembrado con Escherichia coli. El proceso fue desarrollado de la siguiente

manera:

Primero: Se realizé en las placas de cultivo por cada concentracion (2, 5,
10, 15,20 por ciento) lo siguiente:
e 5 Placa control
e 1 Placa con medio de cultivo mas suero fisiologico
e 25 placas con medio de cultivo mas extracto acuoso de Ajo (Allium
sativum L.) a diferentes concentraciones
e 25 placas con medio de cultivo mas extracto etandlico de Carqueja
(Baccharis trimera L.) carqueja a diferentes concentraciones
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3.7.

e 25 placas con medio de cultivo mas sinergismo de los dos extractos a

diferentes concentraciones.

Comparacion con Gentamicina:
En las 5 placas de control se sembré con el medio de cultivo y fue sometido

a discos de sensibilidad con Gentamicina de 160 mg.

Buscando tener una comparacion con nuestros resultados, el cual

comparamos los halos producidos con Gentamicina y la muestra de estudio.

TECNICAS PARA EL PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Se interpretaron los resultados del estudio de acuerdo a los objetivos e
hipotesis, se midié y compar6 los didmetros de halo de inhibicion, entre los
grupos con el extracto acuoso del Ajo y el extracto etandlico de la Carqueja.

El andlisis se realizara con Software SPSS v20.
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CAPITULO IV:
PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

4.1. RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

MARCHA FITOQUIMICA

Tabla N° 4: Presencia de metabolitos secundarios del Ajo (Allium

sativum L.)

- ENSAYO ~ REACTIVO  RESULTADO
Aminoacidos Ninhidrina ++
Compuestos fenolicos FeCls +++
Flavonoides Shinoda ++
Alcaloides Dragendorff ++
Alcaloides Mayer +
Taninos Gelatina +

Fuente propia

Tabla N° 5: Presencia de metabolitos secundarios Carqueja (Baccharis

trimeral.)

- ENSAYO  REACTIVO  RESULTADO
Taninos Gelatina -
flavonoides Shinoda ++
Aminoacidos Ninhidrina -
Alcaloides Dragendorff +++
Alcaloides Mayer +
Compuestos fenolicos FeCls ++

Fuente propia
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Lectura de los resultados de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La lectura de resultados se hizo visualmente. Cualquier cambio de color de
purpura ha rozado o incoloro se registraron como positivos. La concentracion
mas baja a la que no se produjo el cambio de color se tomé como el valor de

la CMI. Se calcul6 el promedio de tres valores.

Se obtuvieron los siguientes resultados mediante el Software SPSS v20 para
medir los halos de inhibicion de la bacteria Escherichia coli en las

diferentes placas Petri:

Tabla N° 6: Halos de inhibicién con el extracto acuoso de Ajo (Allium

sativum L.) en cepas Escherichia coli 0104:h4

N° DE PLACAS 2% 5% 10% 15% 20%
1 Smm mm 9mm 10mm 11mm
2 6mm 8mm 9mm 10mm 10mm
3 4mm 8mm 10mm 11mm 11mm
4 smm 9mm 9mm 9mm 10mm
5 Smm 10mm 10mm 9mm 9mm
Media: 5mm 8.4mm | 9.4mm 9.8mm 10.2mm

Fuente propia

=

o 9.4mm

u bW N

Figura N° 10: Halos de inhibicion con el extracto acuoso de Ajo
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La tabla N°6 y la figura N°10 Indican la concentracion del extracto acuoso
de Ajo al 2 por ciento, se observa que el mayor didmetro de los halos de
inhibicion miden 6mm con una media de 5mm, Para la concentracion al 5
por ciento se observa que el mayor didmetro de los halos de inhibicibn miden
9mm con una media de 8.4mm, Para la concentraciéon 10 por ciento se
observa que el mayor diametro de los halos de inhibicibn miden 10mm con
una media de 9.4mm, Para la concentracion al 15 por ciento se observa que
el mayor diametro de los halos de inhibicion miden 11mm con una media de
9.8mm, Para la concentracién al 20 por ciento se observa que el mayor
diametro de los halos de inhibicion miden 11mm con una media de 10.2mm.

Tabla N° 7: Halos de inhibicion con el Extracto etandlico de las hojas

de Carqueja (Baccharis trimera L.) en cepas Escherichia

coli 0104:h4
N° DE PLACAS 2% 5% 10% 15% 20%
1 2mm 2mm Omm 2mm 1Imm
2 2mm 1mm Imm 3mm Imm
3 Imm Omm 1Imm Imm 3mm
4 1mm 1mm 2mm 3mm 3mm
5 1mm 1mm 1mm 2mm 3mm
Media: 1.4mm 1lmm 1mm 2.2mm 2.2mm

Fuente propia

_ R V- 1
. 10%

2.2mm -2

Figura N° 11: Halos de inhibicidén con el extracto de Carqueja
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La tabla N°7 y la figura N°11 Indican la concentracion del extracto
etandlico de Carqueja (Baccharis trimera L.) al 2 por ciento, se observa que
el mayor diametro de los halos de inhibicibn mide 2mm con una media de
1.4mm, para la concentracion al 5 por ciento se observa que el mayor
diametro de los halos de inhibicion mide 2mm con una media de 1mm, para
la concentracion al 10 por ciento se observa que el mayor diametro de los
halos de inhibicibn miden 2mm con una media de 1mm, para la
concentracion al 15 por ciento se observa que el mayor didmetro de los
halos de inhibicibn miden 3mm con una media de 2.2mm, para la
concentracion al 20 por ciento se observa que el mayor diametro de los

halos de inhibicion miden 3mm con una media de 2.2mm.

Tabla N° 8: Halos de inhibicion del efecto Sinérgico antibacteriano in
vitro del extracto acuoso del ajo (Allium sativum L.) y del
Extracto etandlico de las hojas de Carqueja (Baccharis
trimera L.) en cepas Escherichia coli 0104:h4

N° DE PLACAS 2% 5% 10% 15% 20%
1 15mm 17mm 17mm 20mm 18mm

2 15mm 16mm 17mm 15mm 19mm

3 13mm 16mm 18mm 17mm 17mm

4 15mm 16mm 16mm 17mm 18mm

5 15mm 15mm 18mm 19mm 17mm
Media: 14.6mm 16mm 17.2mm 17.6mm 17.8mm

Fuente propia

s 1
., -
171§A 14.6mm 10% . D
-omm 17.2mm
L 3
20% g
17.8mm 5

Figura N° 12: Halos de inhibicion con el efecto sinérgico de ambas

plantas
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La tabla N° 8 y la figura N° 12 Indican la concentracion sinérgica al 2 por
ciento, se observa que el mayor didmetro de los halos de inhibicion miden
15mm con una media de 14.6mm, para la concentracion sinérgica al 5 por
ciento se observa que el mayor diametro de los halos de inhibicion miden
17mm con una media de 16mm, para la concentracion sinérgica al 10 por
ciento se observa que el mayor diametro de los halos de inhibicion miden
18mm con una media de 17.2mm, para la concentracion sinérgica al 15 por
ciento se observa que el mayor diametro de los halos de inhibicion miden
20mm con una media de 17.6mm,para la concentracion sinérgica con 20 por
ciento se observa que el mayor diametro de los halos de inhibicion miden

19mm con una media de 17.8mm.

Tabla N °9: Halos de inhibicion comparativos con las muestras de

estudio
N° DE 2% 2% _ 2%

extracto acuoso de | Extracto etandlico de Efecto

PLACAS . ) o

Ajo Carqueja Sinergico

1 5mm 2mm 15mm

2 6mm 2mm 15mm

3 4mm 1mm 13mm

4 5mm 1mm 15mm

5 5mm 1mm 15mm
Media: 5mm 1.4mm 14.6mm

Fuente propia
SINERGISMO
14.6mm

Figura N° 13: Inhibicion comparativa
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La tabla N° 9 y la figura N° 13 Indican al 2 por ciento del extracto acuoso
del Ajo (Allium sativum L.) y del extracto etandlico de las hojas de Carqueja
(Baccharis trimera L.) en cepas Escherichia coli 0104:h4, se observa que

posee actividad antibacteriana de 14.6mm como media.

Tabla N° 10: Halos de inhibicion comparativos con las muestras de

estudio
5% 5% 5%
N° DE L
extracto acuoso | Extracto etandlico de Efecto
PLACAS ) ) .
de Ajo Carqueja Sinergico
1 7mm 2mm 17mm
2 8mm 1mm 16mm
3 8mm Omm 16mm
4 O9mm 1mm 16mm
5 10mm 1mm 15mm
Media: 8.4mm 1mm 16mm

Fuente propia.

SINERGISMO “

16mm 1.0mm « i

Figura N° 14: Inhibicion comparativa

La tabla N°10 y la figura N°14 Indican al 5 por ciento del extracto acuoso

del Ajo (Allium sativum L.) y del extracto etandlico de las hojas de Carqueja
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(Baccharis trimera L.) en cepas Escherichia coli 0104:h4, se observa que

posee actividad antibacteriana de 16 mm como media

Tabla N° 11: Halos de inhibiciobn comparativos con las muestras de

estudio
10% 10%
N° DE ) 10%
Extracto acuoso Extracto etanolico S
PLACAS _ _ Efecto Sinérgico
de Ajo de Carqueja
1 Imm Omm 17mm
2 Imm 1mm 17mm
3 10mm 1mm 18mm
4 Omm 2mm 16mm
5 10mm 1mm 18mm
Media: 9.4mm Imm 17.2mm
Fuente propia
SINERGISMO
17.2mm

Figura N° 15: Inhibicion comparativa

La tabla N° 11 y la figura N°15 Indican al 10 por ciento del extracto acuoso
del Ajo (Allium sativum L.) y del extracto etandlico de las hojas de Carqueja
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(Baccharis trimera L.) en cepas Escherichia coli 0104:h4, se observa que

posee actividad antibacteriana de 17.2 mm como media.

Tabla N° 12: Halos de inhibiciobn comparativos con las muestras de

estudio
15% 15%
N° DE . 15%
Extracto acuoso | Extracto etandlico o
PLACAS _ _ Efecto Sinérgico
de Ajo de Carqueja

1 10mm 2mm 20mm

2 10mm 3mm 15mm

3 11mm 1mm 17mm

4 9mm 3mm 17mm

5 O9mm 2mm 19mm
Media: 9.8mm 2.2mm 17.6mm

Fuente propia
SINERGISMO ‘
17.6mm C i -1

Figura N° 16: Inhibicion comparativa

Latabla N° 12 y la figura N° 16 Indican al 15 por ciento del extracto acuoso

del Ajo (Allium sativum L.) y del extracto etanolico de las hojas de Carqueja

(Baccharis trimera L.) en cepas Escherichia coli 0104:h4, se observa que

posee actividad antibacteriana de 17.6 mm como media
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Tabla N° 13: Halos de inhibicion comparativos con las muestras de

estudio
20%
N* DE Extracfg(ﬁ,cuoso Extracto 20%
PLACAS . etanolico de Efecto Sinérgico
de Ajo :
Carqueja
1 11mm 1mm 18mm
2 10mm 1mm 19mm
3 11mm 3mm 17mm
4 10mm 3mm 18mm
5 9mm 3mm 17mm
Media: 10.2mm 2.2mm 17.8mm
Fuente propia.
SINERGISMO m
17.8mm 2.2mm .1

Figura N° 17 : Inhibicion comparativa

La tabla N° 13 y la figura N° 17 Indican al 20 por ciento del extracto acuoso
del Ajo (Allium sativum L.) y del extracto etandlico de las hojas de Carqueja
(Baccharis trimera L.) en cepas Escherichia coli 0104:h4, se observa que

posee actividad antibacteriana de 17.8 mm como media
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Tabla N° 14: Resultados del grupo control

Fuente propia

19,00mm
19,5mm
19,00mm
19,5mm
19,00mm
19.20mm

Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible

Sumamente sensible
Sumamente sensible
Sumamente sensible
Sumamente sensible
Sumamente sensible
Sumamente sensible

La tabla N° 14 indica la sensibilidad de la bacteria Escherichia coli En

diferentes escalas frente al antibiético Gentamicina donde la media de

sensibilidad es 19.20mmz=0.3, en la tabla se visualiza que la bacteria es

sumamente sensible a dicho antibidtico.

4.2. CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

La respuesta a las hipétesis: principal y secundarias se dieron interpretando

los resultados del estudio por medio de la mediciébn y comparacion de los

diametros del halo de inhibicion de ambas plantas en estudio. Se obtuvieron

los siguiente resultados con el programa Software SPSS v20.

Tabla N° 15: Presenta las medias de resultados de los halos de

inhibicion del extracto acuoso del Ajo y del extracto

etandlico de la Carqueja y del sinergismo de ambas

plantas
Medias de Halos de Halos de Halos de
variables en inhibicion del inhibicion del inhibicion de
diferentes extracto acuoso de | extracto etandlico ambos
concentraciones Ajo. (Allium de Carqueja. extractos
sativum L.) (Baccharis trimera
L.)
2% 5mm 1.4mm 14.6mm
5% 8.4mm Imm 16mm
10% 9.4mm Imm 17.2mm
15% 9.8mm 2.2mm 17.6mm
20% 10.2mm 2.2mm 17.8mm

Fuente propia
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Los datos obtenidos como la media estandar de ambas variables sirven para
determinar la probabilidad de error en las hipotesis descritas en la

investigacion.

4.3.1. HIPOTESIS PRINCIPAL

e El extracto acuoso de Ajo (Allium sativum L.) y el extracto etandlico de
las hojas de Carqueja (Baccharis trimera L.) presentan efecto

antibacteriano in vitro en cepas de Escherichia coli 0104:H4

Del Software SPSS v20 se obtuvieron resultados positivos por lo que se

acepta la hipétesis planteada en la investigacion.

Se establece que el extracto acuoso de Ajo (Allium sativum L.) y el extracto
etandlico de las hojas de Carqueja (Baccharis trimera L.) presentan efecto
antibacteriano in vitro en cepas de Escherichia coli 0104:H4, de este modo
se puede establecer que estos resultados encontrados apoyan

significativamente el grado de valides de la hipbtesis en mencion.

4.3.2 HIPOTESIS SECUNDARIAS

e El efecto sinérgico antibacteriano in vitro del extracto acuoso del Ajo
(Allium sativum L.) y del extracto etandlico de las hojas de Carqueja
(Baccharis trimera L.) en cepas de Escherichia coli O104:H4 no

presentan actividad antibacteriana comparada con Gentamicina.

Del Software SPSS v20 se obtuvieron resultados positivos significativos por

lo que se acepta la hipotesis especifica planteada.

Se establece que el sinergismo del extracto acuoso de Ajo (Allium sativum
L.) y el extracto etandlico de las hojas de Carqueja (Baccharis trimera L.)
presentan efecto antibacteriano in vitro en cepas de Escherichia coli
0104:H4, de esta manera de acuerdo a los resultados obtenidos se da

certeza a la hipétesis especifica en mencion.
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4.4. DISCUSION DE RESULTADOS
En el presente trabajo de investigacion se ha demostrado el efecto sinérgico
antibacteriano in vitro del extracto acuoso del Ajo (Allium sativum L.) y del
extracto etandlico de las hojas de Carqueja (Baccharis trimera L.) en cepas
de Escherichia coli 0104:H4, encontrandose que tiene actividad
antibacteriana in vitro sobre dichos cultivos. En los resultados obtenidos en
los ensayos experimentales se confirmé que existe efecto antibacteriano in
vitro del extracto acuoso del Ajo (Allium sativum L.) frente a cepas de
Escherichia coli 0104:H4 donde tiene diferentes halos de inhibicion segun la
concentracion aplicada: Dando como resultado el porcentaje de inhibicion al
15 por ciento 11mmy para la concentraciéon mayor de 20 por ciento 11mm.
Del mismo modo en el 2016 Dorregaray G. Realizo una investigacion titulada
“Eficacia de diferentes concentraciones de los extractos acuosos del Allium
sativum (Ajo), Allium cepa (Cebolla), Petroselinum crispum (Perejil),
Coriandrum sativum (Culantro) y Capsicum annuum (Pimiento) frente a
microorganismos de la microflora oral” comparado con gluconato de
clorhexidina al 0.12%, donde demostré que a las 24h tuvo un promedio de
halos de inhibicién de 0.04 + 0.19 y 0.76 + 1.12 mm respectivamente; y a las
48h el extracto tuvo un promedio de halos de inhibicién de 0.03 £ 0.19 Y
0.87 + 1.83 mm respectivamente. Finalmente el autor menciona que existe
actividad antimicrobiana in vitro del extracto acuoso del Allium sativum (Ajo)

comparado Clorhexidina al 0.12%.

En una tesis titulada “Actividad antibacteriana de extractos de Allium
sativum, Coriandrum sativum, Eugenia caryophyllata, Origanum vulgare,
Rosmarinus officinalis y Thymus vulgaris frente a Clostridium perfringens,”
realizada por Ardila M et al en el 2009 tuvieron como objetivo principal
evaluar la actividad antibacteriana del ajo utilizando la Vancomicina como
control, los resultados obtenidos determinaron actividad antibacteriana del
extracto del Ajo (Allium sativum L.) presentando halos de inhibiciébn que
oscilan entre 16 y 63 pl/ml finalmente los autores mencionan que existe
actividad antibacteriano del extracto etandlico del Ajo comparada con
Vancomicina . Estos resultados ratifican la importancia del presente estudio
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sobre el efecto antibacteriano del Ajo (Allium sativum L.) comparado con

Gentamicina determinando halos de inhibicion 19,00mm.

En la tesis titulada Efecto antimicrobiano de extractos de Ajo (Allium sativum
L.) sobre el crecimiento in vitro de Escherichia coli ATCC 25922 vy
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Salazar L. (2014) demostro el efecto
antimicrobiano de los extractos acuosos Yy etandlico del Ajo en
concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 % sobre bacterias, concluy6
que el extracto acuoso y etandlico producen efectividad inhibitoria sobre
Escherichia coli a una CIM de 0.78% v/v. Estos resultados confirman el
efecto antibacteriano del extracto acuoso del Ajo (Allium sativum L.) segun la
concentracion aplicada: para el 15 por ciento 11mmy para la concentraciéon

mayor de 20 por ciento 11mm.

En el 2011 en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos se realiz6 una
investigacion por Pantoja M, Rosario E donde determinaron el Efecto
antimicrobiano del extracto hidroalcohdlico de Allium sativum sobre cepas
estandares de la cavidad bucal a diversas concentraciones. Uso como
control positivo el antibidtico Ciprofloxacino, usando concentraciones de
12mg/mL, 18mg/mL 30mg/mL, 60mg/mL, 90mg/mL, 120mg/mL. Como
resultado indican que solo presenta efecto antimicrobiano a la concentracion
120mg/mL, teniendo como referencia estandar al Ciprofloxacino a una
concentracion de 4mg/ml”. Estos resultados ratifican la importancia de la
presente investigacion donde se realiza la comparacion del efecto sinérgico
de ambos extractos en mencion con el antibidtico Gentamicina, los cuales
presentaron 17.mm al 20 por ciento y la Gentamicina presento 19 mm a una

concentracion de 160 mg.
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CAPITULO V:
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

1. Se establecié que el extracto acuoso del Ajo (Allium sativum L.) presenta
efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de Escherichia coli 0104:H4

en concentraciones de 15y 20 por ciento.

2. Se determin6 que el extracto etandlico de las hojas de Carqueja
(Baccharis trimera L.) en las concentraciones de 2, 5, 10, 15 y 20 por
ciento no presenta actividad antibacteriana in vitro frente a cepas de
Escherichia coli 0104:H4.

3. El extracto acuoso del Ajo (Allium sativum L.) y el extracto etandlico de
las hojas de Carqueja (Baccharis trimera L.) presentan un efecto
sinérgico antibacteriano in vitro frente a cepas de Escherichia coli

0104:H4 en un porcentaje cercana a la Gentamicina.
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5.2. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda elaborar formas farmacéuticas en base al extracto
etandlico las hojas de Carqueja (Baccharis trimera L.) y el extracto
acuoso del Ajo (Allium sativum L.) ya que este posee un grado de
Inhibicibn bacteriana tal como se demuestra en la presente

investigacion.

2. Se recomienda a los pacientes en general quienes presenten
infecciones urinarias y gastrointestinales optar por un tratamiento
alternativo adicional a sus tratamientos farmacolégicos antibacterianos a
base de las plantas estudiadas ya que se demostré un efecto

antibacteriano frente a E. Coli.

3. Se recomienda a los profesionales de la salud prescribir como medicina
alternativa tratamientos naturales reduciendo posibles efectos adversos

y resistencia bacteriana.
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ANEXO 1: Matriz de Consistencia

“EFECTO SINERGICO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO ACUOSO DEL AJO (Allium sativum) Y DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS DE BACCHARIS TRIMERA (CARQUEJA) EN CEPAS Escherichia coli 0104:H4”

PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES METODOLOGIA
GENERAL GENERAL GENERAL V.. V.. V.. Disefo
¢ Cual es el efecto sinérgico | Determinar el  efecto | El efecto sinérgico a.- Obtenciéon de | Experimental in
antibacteriano in vitro del | sinérgico antibacteriano in | antibacteriano in vitro del la alicina del Ajo | vitro
extracto acuoso del Ajo | vitro del extracto acuoso del | extracto acuoso del Ajo e olor
(Allium sativum L.) y del | Ajo (Allium sativum L.) y del | (Allium sativum L.) y del e color Tipo:
extracto etandlico de las | extracto etandlico de las | extracto etandlico de las | Extracto Extracto acuoso e sabor estudio
hojas de Carqueja | hojas de Carqueja | hojas de Carqueja | acuoso del Ajo | del Ajo (Allium correlacional
(Baccharis trimera L.) en | (Baccharis  trimera) en | (Baccharis trimera L.) en | (Allium sativum | sativum L.) b.- Marcha
cepas de Escherichia coli | cepas de Escherichia coli | cepas de Escherichia coli | L.)y el fotoquimica de Nivel:
0104:H4? 0104:H4 0104:H4 presentan | Extracto Extracto etandlico | Carqueja Correlacional
actividad antibacteriana etandlico de de las hojas de e flavonoides transversal
las hojas de Carqueja e Taninos
Carqueja (Baccharis trimera | o Ajcaloides Poblacion
(Baccharis L) e Aminoacidos Ajo (Allium sativum
] ) ] trimera L.) « Compuestos L.) origen de Junin.
ESPECIFICOS ESPECIFICOS ESPECIFICAS Fenolicos Carqueja

1.- ¢Cudl es el efecto
antibacteriano in vitro del
extracto acuoso del Ajo
(Allium sativum L.) en cepas
de Escherichia coli
0104:H4?

2.- iCuél es el efecto
antibacteriano in vitro del
extracto etandlico de las

1. Determinar el efecto
antibacteriano in vitro del
extracto acuoso del Ajo
(Allium sativum L.) en cepas
de Escherichia coli
0104:H4

2. Determinar el efecto
antibacteriano in vitro del
extracto etandlico de las

1. El efecto antibacteriano
in vitro del extracto acuoso
del Ajo (Allium sativum L.)
inhibe el crecimiento de las
cepas de Escherichia coli
0104:H4.

2. El efecto antibacteriano
in vitro del extracto
etandlico de las hojas de

c.- Concentracién
del extracto al:

2%, 5%, 10%,
15%, 20%.

(Baccharis trimera
L.) origen de Junin.

Muestra

Extracto acuoso del
Ajo (Allium sativum
L.) Extracto
etanolico de las
hojas de Carqueja
(Baccharis trimera
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hojas de Carqueja
(Baccharis trimera L.) en
cepas de Escherichia coli
0104:H4?

¢, Cual es el efecto sinérgico
antibacteriano in vitro del
extracto acuoso del Ajo
(Allium sativum L.) y del
extracto etandlico de las
hojas de Carqueja
(Baccharis trimera L.) en
cepas de Escherichia coli
0104:H4 comparado con
Gentamicina?

hojas de Carqueja
(Baccharis trimera L.) en
cepas de Escherichia coli
0104:H4

3. Determinar el efecto
sinérgico antibacteriano in
vitro del extracto acuoso del
Ajo (Allium sativum L.) y del
extracto etandlico de las
hojas de Carqueja
(Baccharis trimera L.) en
cepas de Escherichia coli
0104:H4 comparado con
Gentamicina

Carqueja (Baccharis trimera
L.) inhibe el crecimiento de
las cepas de Escherichia
coli O104:H4.

3. El efecto sinérgico
antibacteriano in vitro del
extracto acuoso del Ajo
(Allium sativum L.) y del
extracto etandlico de las
hojas de Carqueja
(Baccharis  trimera L.
inhiben el crecimiento en
cepas de Escherichia coli
0104:H4 comparado con
Gentamicina.

V.D.

Efecto
sinérgico
antibacteriano
in vitro en
cepas de
Escherichia
coli 0104:H4

V.D.

Efecto del
producto en
estudio sobre los
microorganismos

V.D.

Inhibicién de
crecimiento (halos
de inhibicién)
unidad de medida
mm de diametro

L.
81 placas Petri con
E. coli 0104:H4
divididas en cuatro
grupos de veinte
cada uno mas
una placa como
control negativo.

Técnica:

-Ficha de
observacion de la
guia de
microbiologia de la
UNMSM

-Prueba de
sensibilidad método
Kirby-Bauer
(método de difusion
en agar)

Instrumentos
Ficha de
recoleccion de
datos de la guia de
microbiologia de la
UNMSM

Agar Mc Conkey
Placas Petri
autoclave, pie de
rey o vernier.
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ANEXO 2: Constancia del Ajo (Allium sativum L.)

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

Universidad del Pera, DECANA DE AMERICA
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afo del Buen Servicio al Ciudadano”

CONSTANCIA N°220-USM-2017

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (bulbo) recibida de Ofelia CHAVEZ LLANOS y Jessica Marissa
MARTINEZ GOMEZ, estudiantes de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega; ha sido
estudiada y clasificada como: Alfium sativumL. y tiene la siguiente posicion taxonomica,
segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: LILIOPSIDA
SUB.CLASE: LILIIDAE
ORDEN: LILIALES
FAMILIA: LILIACEAE
GENERO: Allium
ESPECIE: Allium sativum L.

Nombre vulgar: “ajo”
Determinado por: Mg. Maria Isabel La Torre

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.
Lima, 05 de octubre de 2017

MAG. NCION A. CANO ECHEVARRIA
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS {USM)

ACE/ddb ;
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ANEXO 3: Constancia de Carqueja (Baccharis trimera L.)

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio del Buen Servicio al Ciudadano”

CONSTANCIA N°221-USM-2017

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEQ DE HISTORIA NATURAL, DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa) recibida de Ofelia CHAVEZ LLANOS y Jessica
Marissa MARTINEZ GOMEZ, estudiantes de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega; ha

sido estudiada y clasificada como: Baccharis trimera L. y tiene la siguiente posicion
taxondmica, segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB.CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERECEAE
GENERO: Baccharis

ESPECIE: Baccharis trimera L.

Nombre vulgar: “carqueja”
Determinado por: Mg. Maria Isabel La Torre

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que

estime conveniente,
Lima, 05 de octubre de 2017

/BmQ)
MAG. NCION A. CANO ECHEVARRIA
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (UJSM)

ACE/ddb
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ANEXO 4: Ficha de Cepa Escherichia coli 0104: H4

Instituto Nacional de Salud

Bi58600030743 CEPA ESCHERICHIA COLI0104:H4

Denominacion CEPA ESCHERICHIA COLIC104:H4

Principal
Presentacion Unidad
Documento(s):
-Hoja de datos de segundad (safety Data
Sheet).

-Hoja de datos de producto (Product Sheet).

-Cedificado de anslisis del misma lote.

Caracteristicas

-Cepss de cultivo inicial (pasaje cero)

-Nimero 0104:H4

-Presentacion Vial. Contenido cultivo liofilizado

-\ial con precinto de segurdad

-Condiciones de almacenamients

Congelado -80 *C o menos

Liofilizado: 2 *C 8 *C

-Condiciones de transpore: Transporte en contenedor de biosegundad.

Fecha de vencimiento

Mo menor de 2 anos
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ANEXO 5: Testimonios Fotograficos

Fotografias 1, 2, 3, 4: Recolecciéon y pesaje de muestra Carqueja (Baccharis
trimeraL.) y Ajo (Allium sativum L.).

Fuente: Jessica Martinez y Ofelia Chavez.
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Fotografias 5, 6, 7, 8: Trituracion, proceso y maceracién de las muestras
para obtencidn de extracto acuoso y etandlico de las dos plantas.

Fuente: Jessica Martinez y Ofelia Chéavez.
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Fotografias 9, 10, 11, 12: Preparaciéon de las diferentes concentraciones de
los extractos.

Fuente: Jessica Martinez y Ofelia Chavez.
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Fotografias 13, 14, 15, 16: proceso experimental de marcha fitoquimica y
elaboracion de la misma.

Fuente: Jessica Martinez y Ofelia Chavez.
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Fotografias 17, 18, 19, 20: Proceso experimental de marcha fitoquimica y
elaboracion de la misma.

Fuente: Jessica Martinez y Ofelia Chéavez.
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Fotografias 20, 21, 22, 23: Preparacion de muestras de cultivo.

Fuente: Jessica Martinez y Ofelia Chéavez.
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Fotografias 24, 25, 26, 27: Preparacion de caldo de cultivo.

Fuente: Jessica Martinez y Ofelia Chavez.

Nl

1
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Fotografias 25, 26, 27, 28: Preparacién de sembrado de bacterias en
muestras de cultivo.

Fuente: Jessica Martinez y Ofelia Chavez.
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Fotografias 29, 30, 31, 32: Proceso de incubacion de placas

Fuente: Jessica Martinez y Ofelia Chavez.
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Fotografias 33, 34, 35, 36: colocacion de discos con extracto acuoso de ajo y
extracto hidroalcohdlico de carqueja

Fuente: Jessica Martinez y Ofelia Chavez.
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Fotografias 37, 38, 39, 40: Observacién y medicién de halos de inhibicion

Fuente: Jessica Martinez y Ofelia Chéavez.
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Sinergismo
al 10 por
ciento

De Ajoy
Carqueja

\_

Sinergismo
al 20 por
ciento

De Ajoy
Carqueja

Fotografias 41, 42, 43: Lectura de los resultados obtenidos de los extractos
visualizando del efecto sinérgico a una concentracion de 10, 15 Y 20 por

ciento de los extractos estudiados.

Fuente: Jessica Martinez y Ofelia Chavez.
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