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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
de hojas y tallos de Notholaena nivea “Cuti cuti” frente al bacilo gram positivo
Propionibacterium acnes obtenido de la expresién de pustulas de pacientes del servicio de
dermatologia del Hospital 111 Goyeneche - Arequipa.

La primera fase de esta investigacion consistié en la recoleccion del material vegetal de
estudio en el departamento de Cusco, provincia de Calca, distrito de Lanata, la cual fue
procesada en el laboratorio H-104 de la Universidad Catélica de Santa Maria de Arequipa

donde se dejo desecar la muestra en sombra a temperatura ambiente.

En la segunda fase se obtuvieron tres extractos por el método de Soxhlet con solventes de
diferente polaridad: Etanol polar, éter de petréleo medianamente polar y hexano apolar. El
extracto que obtuvo el mayor porcentaje de rendimiento fue el de etanol con un 10.8%, luego

éter de petroleo con un 3.6% y finalmente hexano con un 2.2% cada uno en promedio.

Posteriormente se realizd una prueba piloto con los extractos por el método difusion de
discos a una concentracion de 1 mg para poder determinar el de mayor actividad
antibacteriana, siendo el de mayor didmetro de halo de inhibicién el extracto etandlico de

Notholaena nivea “Cuti cuti”.

La tercera fase se realiz6 en el laboratorio de microbiologia H-402 donde se aisl6 e identifico
la cepa obtenida de los pacientes del Servicio de Dermatologia del Hospital 111 Goyeneche
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mediante tincion de gram y pruebas bioguimicas. Se obtuvieron 37 muestras de las cuales

26 fueron positivas para Propionibacterium acnes.

Seguidamente para evaluar la actividad antibacteriana del extracto etanélico de Notholaena
nivea “Cuti cuti”, se realizé el método de dilucion en tubo para determinar la concentracién
minima inhibitoria (CMI) la cual fue de 5.5 mg/ml, a partir de esta se calcul6 la
concentracion bactericida minima (CBM) por método de siembra en agar que fue de 5.5
mg/ml para la cepa Propionibacterium acnes.

Por Gltimo, para observar una lectura directa de los métodos anteriores se realiz6 el método
de difusion de discos a diferentes concentraciones del extracto etandlico de Notholaena
nivea “Cuti cuti”, obteniendo 0.055 mg como minima concentracion a la cual se observo la
formacion de halos de inhibicion con un diametro en promedio de 7.2 mm indicando que a
esta concentracion es sensible la cepa Propionibacterium acnes. Sin embargo, en el Hospital
I11 Goyeneche, se trata este tipo de acné con Tetraciclina y Doxiciclina para acné moderado-
severo y Clindamicina para acné leve-moderado, que también demostraron ser efectivos para
Propionibacterium acnes. Se realizé un antibiograma como control positivo con dichos
medicamentos dando los siguientes resultados en promedio segin su halo de inhibicion:
Clindamicina (2ug) 24 mm, Tetraciclina (30pg) 32 mm y Doxicilcina (30ug) 31 mm.

En la cuarta fase se identificaron los grupos de metabolitos secundarios de la planta
Notholaena nivea “Cuti cuti”, los cuales fueron: taninos, terpenos, alcaloides y flavonoides

por el método de cromatografia en capa fina (CCF).

PALABRAS CLAVE: Propionibacterium acnes, Notholaena nivea, “Cuti cuti”, actividad

antibacteriana, sensibilidad, antibiograma, extracto etandlico.
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ABSTRACT

This research aimed to evaluate the in vitro antibacterial effect of the extract of leaves and
stems of Notholaena nivea "Cuti cuti” against the gram-positive bacillus Propionibacterium
acnes obtained from the expression of pustules of patients of the dermatology service of the
Hospital 111 Goyeneche - Arequipa

The first phase of this research consisted in the collection of plant material for study in the
department of Cusco, province of Calca, district of Lanata, which was processed in the H-
104 laboratory of the Catholic University of Santa Maria de Arequipa where let the sample
dry in shade at room temperature.

In the second phase, three extracts were obtained by the Soxhlet method with solvents of
different polarity: Polar ethanol, moderately polar petroleum ether and apolar hexane. The
extract that obtained the highest percentage of yield was ethanol with 10.8%, later petroleum
ether 3.6% and finally hexane 2.2% each on average.

Subsequently, a pilot test was carried out with the extracts by the method of diffusion of
discs at a concentration of 1 mg to be able to determine the one with the highest antibacterial
activity, the one with the largest diameter of inhibition halo being the ethanol extract of
Notholaena nivea “Cuti cuti".

The third phase was carried out in the H-403 microbiology laboratory where the strain
obtained from the patients of the Dermatology Service of the Goyeneche Hospital 111 was

isolated and identified by gram staining and biochemical tests. 37 samples were obtained of
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which 26 were positive for Propionibacterium acnes. Then, to evaluate the antibacterial
activity of the ethanol extract of Notholaena nivea “Cuti cuti”, the tube dilution method was
performed to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) which was 5.5 mg/ml,
from which the minimum bactericidal concentration (CBM) per agar seeding method that
was 5.5 mg/ml for the Propionibacterium acnes strain.

Finally, to observe a direct reading of the above methods, the method of diffusion of discs
at different concentrations of the ethanol extract Notholaena nivea “Cuti cuti” was
performed, obtaining 0.055 mg as a minimum concentration at which the formation of
inhibition halos was observed with an average diameter of 7.2 mm indicating that at this
concentration the Propionibacterium acnes strain is sensitive. However, at Goyeneche
Hospital 111, this type of acne is treated with Tetracycline and Doxycycline for moderate-
severe acne and Clindamycin for mild-moderate acne, which also proved effective for
Propionibacterium acnes. An antibiogram was performed as a positive control with these
medications giving the following results on average according to their halo of inhibition:
Clindamycin (2ug) 24mm, Tetracycline (30ug) 32mm and Doxycycline (30ug) 31mm.

In the fourth phase, the secondary metabolite groups of the Notholaena nivea “Cuti cuti”
plant were identified, which were: tannins, terpenes, alkaloids and flavonoids by the thin
layer chromatography (CCF) method.

KEYWORDS: Propionibacterium acnes, Notholaena nivea, "Cuti cuti”, antibacterial

activity, sensitivity, antibiogram, ethanolic extract.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

INTRODUCCION

El acné vulgaris es considerado un problema de gran impacto fisico como psicoldgico en la
sociedad, ya que es una patologia recurrente en el servicio de dermatologia. Es un proceso
cronico inflamatorio de la piel que se caracteriza por presentar comedones, pustulas y
posteriormente puede haber abscesos, quistes y cicatrices; estas lesiones se observan en areas
de la piel, siendo su agente causal el Propionibacterium acnes.

Actualmente en la investigacién de plantas medicinales ha tenido un gran auge en su
utilizacion para la cura de enfermedades, muchas ain desconocidas y en otras no se ha
encontrado explicacion a sus propiedades curativas en el campo de la salud cuyo objetivo es
mejorar el nivel y la calidad de vida de las personas.

En nuestro pais tenemos gran diversidad de plantas medicinales que constituyen uno de los
pilares de la farmacologia y la medicina tradicional, siendo empleadas en forma empirica
por sus bondades terapéuticas en el cuidado y restauracion de la salud.

Es de importancia conocer la eficacia y la seguridad de las plantas y sus propiedades
curativas naturales, como es la especie Notholaena nivea, mas conocida como “Cuti cuti”.
Es considerado un helecho propio del altiplano, se encuentra en montafias rocosas y en valles
semidaridos del este y oeste de la cordillera andina. Segun el uso tradicional y las recientes
investigaciones han demostrado que posee efecto hipoglicemiante, antiinflamatorio y
antibacteriano, de forma natural es usada en infusiones para aliviar la tos, dolor de estbmago
y cabeza, ya que también muestra uso farmacoldgico en extracto organico contra el
Tripanosoma cruzi (mal de chagas), asimismo regula y reduce los niveles de glucosa en
sangre y restablece la secrecion de insulina.

Previamente se realizé la revision bibliografica en la biblioteca de la Universidad Catolica
de Santa Maria y de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa.

De la misma forma se revisaron base de datos, sobre estudios relacionados a la actividad
antibacteriana de la especie Notholaena nivea “Cuti cuti” frente a Propionibacterium acnes.
No se encontrd ningun trabajo de investigacion referente a las propiedades farmacoldgicas
frente a la enfermedad del acné vulgaris de la planta Notholaena nivea “Cuti cuti”. Por lo
que se decide realizar esta investigacion para evaluar el efecto antibacteriano del extracto de
Notholaena nivea “Cuti cuti” frente a la cepa aislada del Propionibacterium acnes, extraida
de las pustulas de los pacientes del servicio de dermatologia del Hospital 111 Goyeneche,
Arequipa.
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Por consiguiente, se tratara de un estudio in vitro para poder determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI), concentracion bactericida minima (CBM) y su sensibilidad
mediante halos de inhibicion del extracto, ya que se busca dar un nuevo enfoque terapéutico
para el acné y asi poder dar un aporte a la sociedad con esta presente investigacion.
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HIPOTESIS

Dado que se conoce que en la medicina tradicional existen antecedentes terapéuticos
atribuidos a la planta Notholaena nivea “Cuti cuti”, es posible que presente propiedades

antibacterianas contra la cepa Propionibacterium acnes in vitro.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Obtener un extracto de la especie botanica Notholaena nivea “Cuti cuti”, a partir del método
de Soxhlet y evaluar sus propiedades antibacterianas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Obtener el extracto de Notholaena nivea “Cuti cuti” por el método de Soxhlet utilizando
solventes como: Etanol, hexano y éter de petroleo, a su vez determinar el rendimiento de
cada uno de ellos.

2. Obtener la cepa Propionibacterium acnes de los pacientes del departamento de medicina,
servicio de dermatologia del hospital 11l Goyeneche - Arequipa.

3. Evaluar por medio de halo de inhibicion, a una concentracion determinada, los extractos
etandlico, hexanico y etéreo frente a la cepa Propionibacterium acnes, para elegir el
extracto de mayor efecto antibacteriano.

4. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién bactericida
minima (CBM) in vitro, a partir del extracto seleccionado de Notholaena nivea “Cuti
cuti” frente a la cepa Propionibacterium acnes.

5. Identificar los grupos de metabolitos secundarios presentes en el extracto de mayor
rendimiento de hojas y tallos de Notholaena nivea “Cuti cuti” mediante la técnica de
cromatografia de capa fina (CCF).

6. Determinar mediante discos de sensibilidad la actividad antibacteriana segun tratamiento
del acné con tetraciclina, doxiclina y clindamicina del servicio de dermatologia del

Hospital 111 Goyeneche — Arequipa
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1. ACNE VULGARIS
1.1. CONCEPTO

Es una enfermedad en la cual intervienen varios factores que dafian la unidad
pilosebacea. La funcion y la estructura de la unidad pilosebacea, sufre cambios, lo
cual en medicina se singulariza por el crecimiento de flemones, nddulos, comedones,
abscesos, pustulas, lesiones, papulas, y quistes, lesiones que ocasionalmente podrian
dejar cicatrices (1).

Se encuentra en zonas de la piel en las cuales existen la abundancia de unidades
pilosebaceas y que tiene perceptibilidad singular a los andrégenos (hormonas
sexuales masculinas), en la cara del hombre y algunas ocasiones en el tronco, la zona
superior de la espalda y el area central del térax anterior. Es variable su espectro
clinico a partir de formas que no presentan inflamacion hasta las que presentan

inflamacion muy grave (2).

Es un padecimiento muy complejo en el cual estan inmersos variados elementos,
como en la excrecion, composicion y secrecion del sebo, el incremento de sucesos
inflamatorios, la ocupacién de la luz de los foliculos por la microflora, asimismo de

modificaciones en la queratinizacion epidérmica.
1.2. LAPIEL Y SUS PARTES

La piel, es un 6érgano compuesto por distintos tejidos, en conjunto ejecutan tareas
particulares. La piel es uno de los 6rganos mas extensos del cuerpo en términos de
peso y superficie. En los individuos adultos, la piel pesa de 4.5 a 5 kg, ocupa una
zona de 2 m? en el cuerpo, su grosor va desde los 0.5 mm a los 4 mm, ésta dependera
en donde se halle. La piel no solamente ocupa la extensidn total del cuerpo, asimismo
ejecuta diversas tareas importantes y estd conformada por 2 capas o estratos

esenciales:

e Una interna, compuesta por tejido conjuntivo, que es llamada dermis o corion.
e Una externa, constituida por epitelio de superficie, que se denomina epidermis

(3).
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1.2.1. DERMIS

Es la armadura de sostenimiento de la piel que le otorgan elasticidad y resistencia.
El tejido conectivo fibroelastico es el componente principal de la piel. Posee una
alta cantidad de fibras, la matriz extracelular, estas fibras no estan sumamente
compactadas de colageno, es decir, con un porcentaje menor al 75%, ademas de
reticulina y elastina. La capa Dermis es un tejido vascularizado (provisto de vasos
sanguineos) que proporciona alimentacion y sostenimiento a la epidermis. Viene
a ser la mas grande masa de la piel y tiene un maximo grosor de 5 mm. En forma

histoldgica, esta dividido en 2 capas, que son las siguientes:

e Capa interior: Capa reticular (stratum reticulare)

e Capa exterior: Capa papilar (stratum papillare) (4).

Se la llama también “capa papilar" debido a la existencia de proyecciones hacia
adentro de la epidermis, estas proyecciones se llaman papilas dérmicas, que se

turnan con los procedimientos entre papilas dérmicas.

En las papilas dérmicas se ubican las asas capilares (que son parte del sistema
circulatorio), que suministran nutrientes a la epidermis avascular (que no poseen
vasos sanguineos). Asimismo, tienen muchos vasos linfaticos, receptores

sensoriales y terminaciones nerviosas la capa papilar dérmica.

La capa reticular tiene un grosor mas amplio con respecto a la capa papilar, y es
Ilamado asi por la reticula o estructura de las fibras colagenas que crean gruesos
haces de fibras elasticas con haces entrelazados. Este entramado es la cual brinda

adaptabilidad y elasticidad a variaciones de volumen y desplazamientos (4).
1.2.2. EPIDERMIS

Es un epitelio plano queratinizado y poliestratificado que ocupa el total de la
extension corporea. Capa de la piel con mayor cantidad de células y con una
mecanica de sustitucién sumamente enorme. Tiene un espesor que varia, en un
0.1 mm, llegando a tener en zonas como en las palmas de las manos y en las

plantas de los pies, un espesor que varia desde 1 hasta 2 mm.

Conformada por 4 capas o estratos distintos que, desde las mas internas a las mas

externas son:

e Capa basal (stratum basale)
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e Capa de células espinosas (stratum spinosum)
e Capa granular (stratum granulosum)

e Capa cOrnea (stratum corneum)

En dichas areas donde hay presencia de mayor grosor, la epidermis presenta 5
capas, al tener una capa lucida (stratum lucidum), que seria la capa adicional, la
cual se halla situada entre la capa granular y la capa cérnea.

a) Las capas de células basales y espinosas: Estan compuestas por células vivas
que constantemente se multiplican por division a través de mitosis. Estas células
tomaran el lugar de las células desgastadas en la capa cornea y son denominadas

en conjunto la capa germinativa.

b) Las otras 3 capas o estratos conforman la capa cdrnea y abarcan a las células
muertas. En la capa granular, las células hacen sintesis de la queratohialina, la cual
es una sustancia que precede a la queratina que se aglomera en granulos dentro
del citoplasma, por esta razon esta capa es llamada asi.

La capa ldcida, que se sitta habitualmente en la zona de mayor grosor de la piel,
es decir en las plantas de los pies y en las palmas de las manos; esta capa no esta
presente en la piel delgada. Esta conformado de 3 a 5 filas de células planas, claras

y muertas, que tienen todavia accion enzimatica.

La capa cOrnea estd compuesta por células aplanadas y residuos de células
ubicadas unas encima de otras, a manera de tejas y firmemente envueltas, que han
conseguido perder sus organulos citoplasmaticos y su nucleo, terminando siendo
conformadas casi totalmente por filamentos de queratina, aglomerados en haces

llamados monofilamentos.

Esta compuesto por 15 hasta 20 capas celulares, de ellos la ultima capa se pierde
paulatinamente por el proceso de descamacion. Este procedimiento de recambio
y erosion continua permite la renovacion total de la epidermis en un tiempo
cercano a 30 dias, desde que se genera la division de las células hasta que las

mismas se desprendan de la extension de la piel (Figura N° 1) (4).
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Estrato corneo

: Estrato lucido
— Estrato granuloso

FIGURA N°1: Estratos de piel
FUENTE: Fisiologia general (Garcia Gerry) (4)

1.2.3. ACCESORIOS DE LA PIEL

La membrana cutanea o piel, pertenece al sistema tegumentario, compuesto por la

piel y sus derivados que son: las glandulas subcutaneas, las ufias y el pelo (3).
1.2.3.1. FOLICULO PILO SEBACEO

La glandula sebécea es una extensidn del foliculo piloso sebaceo, solamente
en casos excepcionales estan presentes las glandulas sebaceas libres, como en
los genitales o en la boca, cuyo canal o conducto secretor permite el drenaje
en forma lateral en el interior del foliculo, que muestra desde alli la zona final
del canal. La densidad y cantidad de las glandulas sebaceas foliculares esta
correspondido con el de los foliculos pilosos sebaceos. Las plantas de los pies
y las palmas de las manos son areas que no tienen glandulas sebaceas. Se
asocian las glandulas sebaceas grandes con los foliculos pilosos terminales y
los vellos se asocian con otros menores. Los foliculos sebaceos son algunos
pequefios pelos vellosos y ciertos foliculos que presentan grandes glandulas

sebéceas.

Se hallan en las partes superiores del cuerpo y en la cara, donde se origina la

produccion mas frecuente del acné. (Figura N° 2)
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FIGURA N°2: Esquema Foliculo pilosebéaceo; 1. Epidermis;

2. Infundibulo; 3. Pelo velloso; 4. Lobulillos de las glandulas sebaceas.
FUENTE: “Dermatologia” enfermedades de las glandulas sebaceas (5)

El producto obtenido de las glandulas sebaceas holocrinas que realizan la
sintesis del sebo, es una sustancia amarillenta fluida, que esta conformado por
acido graso y glicéridos. Las glandulas sebaceas poseen receptores para

andrégenos Yy realizan la metabolizacion de los androgenos.

La magnitud de la produccion de sebo estd en dependencia de diferentes

elementos:

Factores genéticos constitucionales, como edad (luego del descenso posparto,
se incrementa en la pubertad con un maximo hasta los 25 afios y subsiguiente
descenso gradual; en regiones del cuerpo especialmente en la cara, en el
medio de la espalda y del torso; elementos relacionado a las hormonas como
la inhibicion por estrogenos y estimulacion por andrégenos; es discutido los

resultados que pueden traer los elementos dietéticos.

Los foliculos sebaceos presentan una flora local como: levaduras
(Pityrosporym ovale), &caros (Demodex folliculorum) y bacterias

(Staphylococcus epidermidis, propionibacterias).

Funcion de las glandulas sebaceas: Se basa en el engrasado de los pelos; el
engrasado de la piel, que se da cuando el sebo conforma conjuntamente con

la grasa de la piel y el sudor la lamina exterior de la piel.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Infundibulo: es el fragmento mas exterior y se amplia desde la
desembocadura en la extension cutanea hasta el area donde surge la glandula

sebacea.

Istmo: estd4 conformado entre la inclusion del masculo erector del pelo y la

desembocadura de la glandula sebacea

Zona inferior: se expande a partir de la implantacién del masculo hasta el
bulbo.

Canal folicular: Es un epitelio queratinizado, grande en toda su extension,
que prosigue con la epidermis superior y va surgiendo paulatinamente a partir
del area inferior del conducto. Esta rellenado de sebo, queratina y flora
bacteriana-micotica: Pityrosporum ovale (causa de la caspa) y Cutibacterium
acnes (llamado anteriormente Propionibacterium acnes) (5). (Figura N° 3)

I .. membrana
pelo
poro capa coérnea
|| epidermis
glindula O LA . ” —Id
sudoripara — R N R0 4Y3 ‘ ermis
glindula sebicea \\\Lu Byl AR /4 _’—I
S hipodermis
arteria musculo
erector
vena
——

FIGURA N°3: Corte esquematico de la piel
FUENTE: Gomez Serna G. Fundamentos de medicina Bioldgica (6)

1.3. EPIDEMIOLOGIA

El acné es una enfermedad que se da en la mayor parte de los adolescentes y jovenes
adultos a nivel mundial; posiblemente sea el mayor motivo de consulta médica,
debido a que produce un alto impacto en la calidad de vida y en la sociedad.

Asimismo, se acostumbra a incluir a la familia tanto en lo econémico como en lo
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afectivo. El apogeo de esta enfermedad se da entre los 12 a los 24 afios que es donde

mas prevalece.

La influencia se da en similar magnitud en enfermos de todas las razas; en personas
blancas se contempl6 que el acné nddulo quistico del dorso es méas grave que en

personas negras.

Es variable la edad de inicio, desde los 13 a los 14 afios en los nifios, desde los 12 a
los 13 afios en las nifias, lo que es posible, debido a que, el comienzo de la pubertad

es mas prematuro en las nifias.

El punto mas alto de gravedad se da desde los 19 a los 21 afios en varones y desde

los 17 a los 18 afios en mujeres.

En la mayor parte de los perjudicados el procedimiento se soluciona a lo largo de la
adolescencia; no obstante, el 3% de los varones y el 12% de las damas podra perdurar
hasta luego de cumplir los 44 afos.

1.4. ETIOLOGIA Y PATOGENESIS

La patogenia del acné es polifacética, aunque se han reconocido 4 fases
fundamentales. Los factores importantes son los siguientes:

1) Actividades y la existencia del Propionibacterium acnes.
2) La hipeproliferacion epidérmica de los foliculos.

Estos procedimientos estan vinculados y se encuentran sometidos por la influencia
inmunitaria y de las hormonas. La hiperproliferacion epidérmica de los foliculos nos
lleva a la conformacién del microcomedon. El tejido epitelial del foliculo piloso
superior, el infundibulo se vuelve hiperqueratosico, con un incremento de la unién
de los queratinocitos (células predominantes de 80% a 90% de la epidermis). Las
células en demasia y su forma de adherirse provocan un bloqueo en el agujero

(ostium u orificio corporal) de los foliculos.

Este bloqueo o tapon provoca concreciones (formacién solida en los tejidos vivos)
retrogradas de bacterias, queratina y sebo que se aglomeran dentro del foliculo piloso.
Las concreciones acumuladas amplian el foliculo piloso superior, lo que genera un
microcomedon (pequefia espinilla o barro).
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No se conoce lo que produce el incremento de la adhesion y lo que incentiva la
hiperproliferacion de los queratinocitos. Sin embargo, se han planteado una variedad
de elementos causantes en la hiperproliferacion de los queratinocitos como: la
reduccion del &cido linoleico, la estimulacion de los andrégenos, las consecuencias
del Propionibacterium acnes, incremento de la actividad de la interleucina-1 (IL-1)
a. (Figura N° 4)

Patogénesis del acné

B)

— [

4 Papulas/pustulas
Microcomedén Comedones Cfamaionea Nédulo
« Infundibulo con » Acumulacién de | - Expansion adicional -Rotura de la pared
hiperqueratosis células del estrato de la unidad folicular folicular
+Células del estrato corneo desprendidas :  * Proliferacion de *Inflamacién peri-
coérneo adheridas y de sebo Proprionibacterium folicular notable
«Secrecion sebacea - Dilatacion del acnes *Cicatrizacion
orificio folicular . «Inflamacién
perifolicular

FIGURA N°4: Patogenia del acné

FUENTE: Goldsmith, et. al. “Dermatologia en Medicina General”, 8 EDICION TOMO I
(31)

En la patogenia del acné, la segunda cualidad mas importante, es cuando se produce

en abundancia sebo, accion llevada a cabo por las glandulas sebaceas.

Los sujetos que padecen de acné generan mas sebo que los que no lo tienen, pero la
calidad del sebo es idéntica en los 2 grupos. Los elementos del sebo son los
siguientes: los lipoperoxidos y los triglicéridos, que pueden ejecutar una labor en la
patogenia de la enfermedad del acné. Los triglicéridos han sufrido degradacién por
la bacteria Propionibacterium acnes (flora normal de la unidad pilosebacea) hasta
llegar a ser acidos grasos libres. Estos acidos grasos libres impulsan la adicional
ocupacion y la aglomeracion de la bacteria Propionibacterium acnes, promueven la

inflamacion y pueden llegar a convertirse en comedogénicos (es decir que obstruyen
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los poros de la piel, causando barritos, espinillas y puntos negros). Los lipoperoxidos
asimismo generan citocinas proinflamatorias que incitan las vias de los Receptores
Activados por el Proliferador del Peroxisoma (PPAR, por sus siglas en inglés son
Peroxisome Proliferator Activated Receptors), lo que provoca el incremento del sebo.

Sigue en expansion el microcomeddn con sebo, bacterias y queratina, estando
compactamente acumulados. Ocasionalmente, esta laxitud generard que la pared
folicular se rompa. La queratina al ser expulsada, las bacterias y el sebo en direccion

a la dermis generan una reaccion de inflamacion fuerte.

De igual manera realiza el Propionibacterium acnes, una tarea dindmica en el

desarrollo de la inflamacién, esta es una bacteria que se halla en el foliculo sebéceo.

Al sufrir la enfermedad del acné, los adolescentes tienen una cantidad mayor de
concentracion de Propionibacterium acnes, comparandolos con los controles que no
lo padecen. No obstante, no hay correspondencia entre el numero total de
Propionibacterium acnes que existen en el foliculo sebaceo y la gravedad de la
alteracion. La distincion de sebocitos y las reacciones proinflamatorias de citocinas
y quimiocinas son diversas, de acuerdo, a la cepa de Propionibacterium acnes que
prevalezca en el interior del foliculo.

Abarca un antigeno de clase carbohidrato, la pared celular de Propionibacterium
acnes que incentiva el crecimiento de anticuerpos contra la bacteria
Propionibacterium acnes, el anticuerpo posibilita la reaccion inflamatoria, con
accionamiento del complemento, de modo que asi comienza una catarata de

acontecimientos proinflamatorios. (31)
1.5. CLASIFICACION
1.5.1. CLASIFICACION DEL ACNE

e Grado I. Existencia de expansiones de foliculos, asimismo de comedones

pequefios ya sean negros o blancos.

e Grado Il. Existencia de lesiones pustulosas exteriores, asi como de comedones

bien sean negros o blancos.

e Grado Ill. Existencia de lesiones inflamatorias mas graves, comedones negros
0 blancos, y lesiones pustulosas externas. Dejando manchas hiperpigmentadas

y cicatrices superficiales ocasionales.
9
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e Grado IV. Existencia de lesiones quisticas que presentan cicatrizacion
continua, infeccién secundaria grave y trayectos fistulosos. La existencia de
cicatrices expresa la presencia de sucesos preliminares de acné critico, y su
existencia podré explicar la aplicacion de un tratamiento mas fuerte para

impedir su surgimiento posterior.

Ademas, antes de establecer un tratamiento, se debe de valorar las consecuencias
psicoldgicas y el impacto del acné en los adolescentes (Tabla N° 1) (1).

TABLA N°1: Clasificacion del Acné

CLASIFICACION

Neonatal 0-30 dias
Del lactante 1-24 meses
Infantil 2-7 afios
Segun edad de presentacion
Preadolescente 8-11 afios
Adolescente 11-25 afos
Del adulto >25 afios
Comedodnico
Segun lesion predominante Papulo-pustuloso

Nodulo-quistico

Leve <de20
Segun grado de severidad* Moderado 20-50
Severo > de 50
Fulminans
Formas especiales
Conglabata

*NUmero de lesiones en una hemicara

FUENTE: Clasificacion del acné: Consenso Ibero-latinoamericano, 2014 A
Kaminsky, * M Florez-White, I MI Arias, § E Bagatin II en nombre del Grupo Ibero
Latinoamericano de Estudio del Acné (GILEA-CILAD) (32)
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Tiene distension el infundibulo folicular, repleto de sebo y queratina, y el epitelio
folicular presenta atenuacion. El orificio del foliculo (ostium folicular) es angosto.
(Figura N° 5)

FIGURA N°5: Comedoén cerrado
FUENTE: Dermatologia en Medicina General”, 8 EDICION TOMO I (31)

Es parecido al comeddn cerrado, excepto que posee un orificio del foliculo
(ostium folicular) con abertura 'y ampliado. (Figura N° 6)

FIGURA N°6: Comedodn abierto
FUENTE: Dermatologia en Medicina General”, 8 EDICION TOMO I (31)

Células inflamatorias intensas y graves, circundan y se introducen en el interior

del foliculo, el cual presenta hiperqueratosis dentro del infundibulo. (Figura N° 7)

11
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FIGURA N°7: Papula inflamatoria
FUENTE: Dermatologia en Medicina General”, 8 EDICION TOMO I (31)

Esté repleto el foliculo, con células inflamatorias intensas. Debido al rompimiento
del foliculo laxado, se genera una reaccion granulomatosa contra un cuerpo raro

que no forma parte del organismo. (Figura N° 8)

FIGURA N°8 : Nodulo
FUENTE: Dermatologia en Medicina General”, 8 EDICION TOMO | (31)

1.5.2. OTROS TIPOS DE LESIONES ESPECIALES

a) El acné conglobata. Las heridas dafian el cuello y la cara, estan muy
ampliadas en el térax, en donde son mas agudas; existen comedones dobles
gue estan en comunicacion bajo de la piel; los abscesos, los grandes quistes y
los nédulos tienen mayor predominancia. Es una entidad grave que puede

persistir hasta los 40 a 50 afios.

b) La variedad queloidea. Se muestra en personas que tienden a formar
cicatrices queloides o hipertréficas; dafiando con mayor habitualidad la zona

del esterndn.
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c) Elacné fulminans. Es untipo de ulcera extrafia de origen no conocido, es casi
particular de hombres jovenes con precedentes de acné juvenil que muestra
una fulminante exacerbacion; se localiza en el térax y en la cara, existe la
presencia de herida con inflamacion necrotica (muerte de células o tejido) con
costras y ulceras encima de lesiones del nddulo quistico. En la mitad de los
pacientes existe la presencia de artralgias (intenso dolor en las articulaciones),
y mialgias (dolor muscular), con anemia, disminucién de peso, leucocitosis,
incremento de la sedimentacion de eritrocitos y fiebre; pudiendo convivir con
lesiones osteoliticas, (destruccion del tejido dseo), hasta en un 40% de los
enfermos, y presentando alopecia, enfermedad de Crohn con sinovitis

(inflamacion de las membranas sinoviales) y eritema nudoso.

d) Acné inverso. Esta caracterizado por la triada o tétrada de estrechamiento del
foliculo que se conforma por: quiste, hidradenitis supurativa perineoglitea o
axilar, foliculitis disecante de piel cabelluda y el acné conglobata.

e) Acné neonatal e infantil. Es mas habitual en hombres; se presenta hasta en
un 20% de los neonatos y puede surgir hasta las primeras semanas de vida del
nifio. Esta en relaciébn con la glandula suprarrenal fetal, que no es
proporcionalmente  grande, genera una cantidad superior de
dehidroepiandrostenediona (DHEA). Se presentan papulas, pustulas y
comedones cerrados en la nariz, frente y mejillas. No se conoce el origen del
acné en los infantes; surge entre los meses 3 y 6, y se va entre los 3 y 4 afos
de edad.

f) Acné androgenico. Es resultado de la produccion en exceso de androgenos,
causado por ovarios poliquisticos (Sindrome de Stein Leventhal) o por otras
alteraciones endocrinas, asi como el sindrome adrenogenital o de Cushing
(que esta caracterizado por una excesiva produccion de andrégenos y el
surgimiento de una virilizacién en la mujer adulta); es frecuente que se
represente por el sindrome SAHA: conformado por seborrea, acné, hirsutismo

y alopecia.

g) Acné excoriado de las jovenes. Es provocado por neurosis (trastornos
nerviosos y alteraciones emocionales sin presencia de ninguna lesion fisica en
el sistema nervioso) y se da casi totalmente en mujeres. Existen algunas

13
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papulas y comedones que al ser tocados continuamente provocan cicatrices,
costras y excoriaciones (lesion en la piel u originada por rozadura continua).
Dermatosis acneiformes. Ocurren por contacto o induccion externa recibiendo
el nombre de los productos vinculados como son: acné por pomada, acné
cosmético, acné mecénico, acné por detergente, acné estival por
fotoprotectores o cremas, provocados por demodecidosis 0 demodicosis y
corticosteroides, la cual es una enfermedad ocupacional originada por
contacto grave con hidrocarburos aromaticos halogenados que cursa con
complicaciones sistémicos (sistema nervioso, lipidos, ojos e higado) (1).

1.6. MICROBIOLOGIA

El elemento microbioldgico con sus resultados inmunitarios es importante en el

aumento de la inflamacidén en el acné. (32)
1.6.1. MICROORGANISMOS DE AREAS SEBACEAS DE LA PIEL

La flora de la piel o cutanea esta conformada por las floras transitoria y residente.
La flora transitoria se compone de microorganismos que se obtienen del medio
externo como los contaminantes y que no tienen la capacidad de proliferarse.

La flora residente estd compuesta por microorganismos que viven y se proliferan
dentro de la piel y esta conformada por hongos, como el Malassezia furfur y por
bacterias como las bacterias aerobias corineformes, Propionibacterium y

Staphylococcus. (Tabla N°2)

Una perspectiva universal o supervivir por una cantidad mayor de horas sobre la
superficie, estd conformada por Streptococcus viridans, Streptococcus pyogenes,
bacilos gramnegativos, Staphylococcus aureus, Clostridium, Bacillus, y
Neisseria. Cuando se tenga piel alterada, o cuando se esta cerca de depdsitos como
la region peribucal, el perineo, entre otros. Estos organismos microscopicos
pasajeros pueden convertirse en moradores por dias e incluso semanas. Los
iniciales organismos microscopicos que ocupan la piel son Staphylococcus y en
todo el periodo en que se desarrolla la flora residente que finaliza en la etapa de
la pubertad. (Tabla N° 2) (32).
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TABLA N°2: Resumen los microorganismos que colonizan las areas ricas en sebo de

la piel

MICROORGANISMO QUE COLONIZAN AREAS DE PIEL RICAS EN

SEBO
MICROORGANISMO LOCALIZACION SUPERFICIE
FOLICULAR
P. acnés + +
P. granulosum + +
Staphylococcus (no S. aureus) + +
Micrococcus +/- +
Corineformes aerobios +/- +
M. furfur + +
Propionibacterium (+) (+)

bacteriéfago

+/- Prevalencia menor que otros microorganismos de la lista
(+) se presume presentes

FUENTE: Kaminsky, Ana; Acné: un enfoque global. - 1a ed. - Buenos Aires: Colegio
Ibero-Latinoamericano de Dermatologia, 2007 (32).

En esta fase final se consiguen niveles ponderables de poblacién microbiana que
pueden alcanzar hasta 107 organismos microscopicos por cm?. Desde esta edad la

flora es continua hasta la senectud, en que empieza a reducirse.

Tiene variados dispositivos de control la superficie de la piel, como ser capaz de
adherirse, el pH, interferencia de los microbios, descamacion, los lipidos de la
superficie, humedad y la inmunidad superficial. Hay modificaciones en la
ocupacion que estan supeditadas a la seborrea (origina piel roja y zonas escamosas
en el cuero cabelludo), humedad, la edad, la proximidad a aberturas naturales y la

zona de la piel dafada.

Es capaz de colonizar la piel, la microflora residente, debido a que las bacterias

tienen paredes celulares sélidas y anchas, lo cual evita la desecacién por

variaciones en la presion osmotica exterior. No son organismos microscopicos que

se muevan y secreten enzimas fuera de la célula, que logran la degradacién de
15
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polimeros en la superficie de la piel afectada. Un ejemplo de estos organismos es
el Propionibacterium acnes, que predomina en los foliculos sebaceos,
participando activamente en la patogenia del acné.

Por consiguiente, el interés cientifico esta centrado en el Propionibacterium
acnes. Asimismo, es conocido este organismo, como Propionibacterium
granulosum o tipo Il y Propionibacterium tipo I, ocupa la piel desde de la etapa
de la pubertad y se multiplica en forma rapida hasta los 18 afios de edad, para
después disminuir paulatinamente cerca de los 45 afios de edad. La bacteria
Propionibacterium acnes tiene una relevancia mayor y es méas prevalente en las
lesiones causadas por el acné. Generalmente en el foliculo sebéaceo vive una sola

clase de Propionibacterium; la convivencia de las dos bacterias es extrafa. (32)
1.7. DIAGNOSTICO

En la adolescencia el diagnostico del acné generalmente es sencillo, las lesiones
existentes son papulas, comedones cerrados o abiertos, nédulos, pustulas, y en los
casos mas graves fistulas y abscesos ubicados en la cara en un 99% de los casos, en
la espalda en un 60% Yy en el pecho en un 15% de los casos. Es habitual que esté

acompafiado de seborrea.

Inicia por la recoleccion acerca de: farmacos y productos quimicos, procedimiento
preliminar y su eficacia, nivel de aprobacién psicologica del adolescente y las

alteraciones y tiempo en las lesiones.

En la diagnosis del acné, se tiene en cuenta 4 elementos esenciales como: La

gravedad, elementos vinculados, duracién y clase de lesion (1).
1.8. TRATAMIENTO

Es complicado el tratamiento del acné y esta basado en el escogimiento de distintas
disposiciones terapéuticas de manera particular e individual para cada enfermo, en

relacion con la gravedad del acné y las cualidades de su piel.

Por consiguiente, en tanto que las formas ligeras de la enfermedad pueden ser
manejadas solamente con medicamentos de aplicacion externa, las mesuradas y
criticas recibirdn siempre medicamentos de aplicacion interna u oral y por esta razon,
deberan ser tratados con especificacion oral y, por lo tanto, deben ser tratados

especificamente por dermatologos (31).

16
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1.8.1. TRATAMIENTOS DIRIGIDOS A EVITAR LA PROLIFERACION DEL

Propionibacterium acnes

Tiene sensibilidad el Propionibacterium acnes a diversos antibioticos in vivo, pero
no en su totalidad pueden alcanzar la concentracion necesaria en el entorno que

tiene muchos en lipidos en el foliculo sebaceo (6).

e Perdxido de Benzoilo: Esté disponible en 3 concentraciones como son 2.5%,
5% y 10%. Es anticuado, pero es muy eficiente para el tratamiento de uso
exterior de las lesiones inflamatorias, en especial si se vincula a un antibiético
de uso exterior como la eritromicina. Puede llegar a enrojecer a la piel si se
utiliza de una manera inapropiada y decolorarse con intensidad por el roce con
la ropa oscura de cama o de vestir. (Figura N° 9,10)

diphenylperoxyanhydride

FIGURA N° 9 : Estructura quimica de Peroxido de Benzoilo
FUENTE: Chemsketch

Eritromicina

FIGURA N° 10 : Estructura quimica de Eritromicina

FUENTE: Chemsketch
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e Eritromicina topica, acido azelaico 6 Clindamicina topica, tienen la
apariencia de tener una eficiencia semejante contra el Propionibacterium
acnes, pero inferior que la del perdxido de benzoilo. El nadifloxacino,
altimamente se ha indicado como una nueva quinolona de uso exterior y de

eficiencia excelente (Figura N° 11,12,13)

HyC

¥ cl
HO 0 CH,

HO HN

OH o
N/CHs
H,C
Clindamicina

FIGURA N° 11 : Estructura quimica de Clindamicina

FUENTE: Chemsketch

o o

nonanedioic acid

FIGURA N° 12 : Estructura quimica de Acido azelaico

FUENTE: Chemsketch

Nadifloxacina

FIGURA N° 13 : Estructura quimica de Nadifloxacino

FUENTE: Chemsketch
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e Tratamientos antibidticos sistémicos con trimetoprim sulfametoxazol
(cotrimoxazol), minociclina o doxiciclina, los 3 son mas soluble en aceites
o grasas (liposolubles) que la tetraciclina o eritromicina. La dosis de cada dia
de doxiciclina o minociclina es correspondiente a 100 mg diario. El
tratamiento deberd prolongarse hasta que no surjan nuevas lesiones
inflamatorias en alrededor de 1 a 2 meses (Figura N° 14,15,16,17,18) (6).

OH O OH O o)
OH
(X rrr™
OH
H H
H OH _N
H™ H
Doxiciclina

FIGURA N° 14 : Estructura quimica de Doxiciclina

FUENTE: Chemsketch

Minociclina

FIGURA N° 15 : Estructura quimica de Minociclina

FUENTE: Chemsketch

NH, T
N| R ©
HZN/I\N/ o
O~y

Trimetoprima

FIGURA N° 16 : Estructura quimica de Trimetoprima

FUENTE: Chemsketch
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4-amino-N-(1,2-oxazol-3-yl)benzenesulfonamide

FIGURA N° 17 : Estructura quimica de Sulfametoxazol

FUENTE: Chemsketch

Tetraciclina

FIGURA N° 18 : Estructura quimica de Tetraciclina

FUENTE: Chemsketch

1.8.2. TRATAMIENTOS DIRIGIDO A REDUCIR LA PRODUCCION DE
SEBO

Oral (acido 13-cis-retinoico): Es un metabolito de la familia de la vitamina A que
tiene la capacidad de reducir la produccion sebacea de forma que, inclusive en
formas graves de acné en adolescentes, se logra obtener la desaparicion o
atenuacion de los sintomas y signos que podran llegar hasta los 2 o 3 afios. El
tratamiento tiene un tiempo de duracion entre 4 0 5 meses con dosis que van desde
0.5 a 1 mg/kg diariamente, por administracién oral hasta dosis completas
aglomeradas desde 100 a 120 mg/kg. Es resultado del tratamiento escogido
cuando existe el peligro de surgimiento de cicatrices, pero tanto la receta como el
manejo debera ser llevado a cabo por un dermatdélogo con experiencia (Figura N°
19) (6).
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HiC~ CH, CH, CH, O

\.\\\OH

CHs

(2E 4E,6E,BE)-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-trimethylcyclohe
X-1-en-1-yl)nona-2,4,6,8-tetraenoic acid

FIGURA N° 19 : Estructura quimica de Acido Retinoico

FUENTE: Chemsketch

1.9. PRINCIPAL AGENTE BACTERIANO IMPLICADO EN EL ACNE
VULGARIS

1.9.1. GENERO Propionibacterium

Es un bacilo grampositivo anaerobio no esporulado mas frecuente, hallado en
muestras clinicas. Es parte de la cavidad oral, flora natural de la piel, tractos
genitourinario y gastrointestinal y la nasofaringe. Con frecuencia es contaminante
de hemocultivos. No obstante, ciertas veces provoca enfermedades procedentes
del SNC, endocarditis, entre otras enfermedades.

Se hallan en extrafias veces P. granulosum y P. avidum, las células son

marcadamente pleomorficas y existen en distintos tamafios y formas.

Desde bacilos hasta cocos bien definidos. Habitualmente, las células adoptan el
color de Gram de manera irregular. lgualmente, que ocurre con las
corinebacterias, estas células forman pajaros en vuelo, formas en empalizada y

letras chinas, quiza se debe a una division violenta luego de la separacion (21).
1.9.1.1. Propionibaterium acnes
1.9.1.1.1. GENERALIDADES

Integra el grupo alto GC (guanina y citocina) de bacterias grampositivas,
el Propionibacterium acnes, ademas se lo puede hallar con predominancia
las zonas de la piel con abundancia en glandulas sebaceas. Sin embargo,
habitualmente se toma en cuenta, como un integrante relativamente no

patdgeno de la microbiota humano residente, una cantidad ascendente de
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investigaciones ha involucrado al Propionibacterium acnes como el

elemento encargado de variadas infecciones y enfermedades (7).

Nota: Se muestra la estructura del Propionibacterium acnes en taxones (Tabla N° 3)

TABLA N° 3: Clasificacion taxonémica de Propionibacterium acnes

FILO Actinobacteria

ORDEN Actinomycetales
SUBORDEN Propionibacterineae

FAMILIA Propionibacteriaceae
GENERO Propionibacterium
ESPECIE Propionibacterium acnes

FUENTE: Pumisacho, 2015 (33)
1.9.1.1.2. MORFOLOGIA

En un inicio son blanquecinas, esféricas y diminutas, las colonias de
Propionibacterium acnes; conforme se van envejeciendo se vuelven de
color amarillo y mas enormes. Investigaciones mas trabajosas en esta
especie comprobaron las variedades en las formas de las colonias
conforme las familias, los que a su vez, estan vinculados a la piel sana,
principalmente de la clase I11 o los procesos infecciosos, por lo general las
clases I y I1. Las colonias que corresponden a las clases I y Il son redondas,
aproximadamente de 1 a 2 mm de diametro, ademas son opacas o tienen
brillo y tienen forma convexa, en tanto que las de la clase I1l conforman
colonias muy reducidas, con forma de punta de 0,5 mm de diametro,
resecos y pequefios. En medios acuosos como el caldo infusion cerebro y
corazén (Brain Heart Infusion - BHI, por sus siglas en inglés),
Propionibacterium acnes de clase 1A presenta un sedimento granulado,
esto se debe a la agregacion celular (las células desunidas y combinadas in
vitro o en tubo de ensayo tienen la tendencia a asociarse con células de su
misma clase) con la solucion clara; las clases Il y IB han evidenciado el
desarrollo de un fragil sedimento con la solucion turbia debido a que las
celulas estan en suspension. Son aerotolerantes, difteromorfos, algunas
cepas generan una zona de catalasa positivos, hemdlisis, inméviles y

sacaroliticos, se tiene que pensar que Propionibacterium acnes podra ser
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identificado sin usar GLC, si las pruebas de indol y la disminucion de

nitratos resultan positivas (Figura N° 20) (8).

FIGURA N° 20 : Propionibacterium acnes en forma de barra izquierda visto a través
de microscopia electrénica de barrido. Las lineas representan 1um de longitud.
Derecha Propionibacterium acnes cultivan en medio tioglicolato, se tifieron con cristal
violeta. Se utiliz6 un objetivo de 100x.

FUENTE: Abate, M. Shedding New Light on Acne: The Effects of Photodynamic
Therapy on Propionibacterium acnes (34).

1.9.1.1.3. PATOGENICIDAD

Este organismo microscopico puede generar elementos de virulencia
posibles. Estos elementos estan vinculados con la expresion de proteinas
de superficie inmunogénicas y la subsiguiente tarea del organismo en la
reaccion de inflamacion. Propionibacterium acnes es el organismo
microscopico que prevalece vinculado al acné vulgaris o acné juvenil, que
dafa hasta un total de 85 % de los adolescentes. Se ha notado que estas
cepas generan neuraminidasas, sialidasas, endoglucoceramidasas Yy
lipasas, elementos que participan en la conformacion de poros, entre otros,
dicho de otra manera, productos que estan incluidos en la degeneracién de

las células del hospedero (8).
1.9.1.1.4. FERMENTACION DEL ACIDO PROPIONICO

La bacteria grampositiva Propionibacterium y ciertas bacterias vinculadas
producen acido propionico como producto esencial de fermentacion
partiendo del lactato o de la glucosa.
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El lactato, es un producto que procede cuando se han fermentado las
bacterias acido-lacticas. (Figura N° 21) (35).

3 Lactato

Lactato-
deshidrogonasa
L 3 NADH

3 Plruvato

o NADH
A c% Acetato + CO;

2 Oxalacetato -~

~. ATP
2 NADH Seo
-
S Transferencia
i del > de CoA del
ot || B b
funcionando en succinilo

2 Hz0 |sentido inverso 2 propionato

-

2 Fumarato
ADP 2 NADH
2 P 2 Proplonil~CoA’
d . e
2 Succinato 2C0:=4 M
C et R R O e - e
- I ! 2 5uccinll~COA =———s 2 Metlimaionil-CoA

FIGURA N° 21 : Fermentacion del acido propionico por Propionibacterium

FUENTE: Madigan. Biologia de los microorganismos (35)

Los 4 NADH (Nicotinamida Adenina Dinucle6tido) que surgen de la
produccion de la oxidacion de 3 lactatos sufren re-oxidacion en la
disminucién del fumarato y el oxacetato y el grupo CoA del propionil-CoA

se cambia con el succinato a lo largo del desarrollo del propionato (Tabla
N° 4) (35).

TABLA N° 4 : Fermentacion, energia y organismos que la realizan

RENDIMIENTO
TIPO REACCION ENERGETICO  ORGANISMOS
(AG®, Kj/mol)
Del Acido o N\HLO. > )10_ 40 4 HO 170 Propfonfi‘n.agrer.ium
Propiénico o CIOS{’ ra‘.rum
Hhpdmpropancaie soee Douts &0 waler PI'OPIOHICHm

FUENTE: Chemsketch

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

1.9.1.1.5. PRUEBAS DE IDENTIFICACION

TABLA N° 5 : Caracteristicas para la identificacién del género Propionibacterium

b3
b =
w
ty -— o g
= = | 2 s g
= | g ) & b= = &
'g = '.. 2 g a1 = - -
E 7] = 6' ;g @ .E E o @
Propienibacterium ol I = = | g = = =
g | = < | = | B | ¥ = = = =
W
L= L] o ) o} | - o o=
| = < 3|4 C i3 |5 |2
o = tn & n = = =
S | & @ Bat k-l 7 - = = =
S| 3 - 25|22 Z | g -t -
= | = = g -] E [ = b= 4 = Er Er @
- =2 =] = 2] -t B 4 A o I g g g
= = i w ] = = 7] — - - P
2|3 ElN |2 & E s 2|l |2 |5 5 =
= o - [ - Y k1 W
= S O~ -~ - - [ /A -~ O - VI =~ T -~ B O = M (M
P. Acnes +- - - + -+ V| 4+ +-
P. Avidum +H-| - |+ + | E | + Y +
P. Granulosumn - + 4|V |+ Y | +H- | -+ i+ H+
P. Propionicum - 1|V v Y

FUENTE: Koneman. Diagnéstico microbioldgico - Texto y Atlas en color 52 EDICION
(21)

Leyenda:

(+) Reaccion positiva en > 90% de las cepas, (-) reaccion negativa en > 90% de las cepas,
(+/-) La mayoria de las cepas positivas con algunas cepas negativas ocasionales

(-/+) La mayoria de las cepas negativas con algunas cepas positivas ocasionales, (1)
desarrollo inhibido, (V) variable, (NC) no crece, (E) crecimiento igual al con trol sin bilis,
(EY) crecimiento igual con alguna cepa ocasional inhibida, (IN®) Crecimiento inhibido con

algunas cepas ocasionales que no crece.
1.10. ANTIMICROBIANOS
1.10.1. ANTIBIOTICOS EMPLEADOS EN LA PRESENTE INVESTIGACION
1.10.1.1. LINCOSAMIDAS

El grupo de las lincosamidas son antibidticos semisintéticos y naturales de
espectro intermedio, inicialmente bacteriostaticos, constituido por 2
antibioticos:

la clindamicina, que se deriva de la lincomicina y la lincomicina, que es el

integrante primigenio del conjunto.
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1.10.1.1.1. MECANISMO DE ACCION

En el nivel de la subunidad de 50S de los ribosomas, proceden evitando la
sintesis de proteinas de las bacterias. Estos antibi6ticos se desempefian
como bactericidas o bacteriostaticos, que dependen de la sensibilidad del
organismo microscopico infectante, de la etapa de desarrollo y de la

concentracion en el ambiente.
1.10.1.1.2. CLINDAMICINA

La clindamicina es activa contra la mayor parte de los cocos grampositivos
aerobios, incorporando Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus, entre

otros Streptococcus.

Es provechoso contra algunos microorganismos gram negativos y
grampositivos anaerobios como: Propionibacterium, Fusobacterium,
Clostridium perfringens, Bacteroides, fragilis, Actinomyces (9).

1.10.1.2. TETRACICLINAS

Estos antibidticos ingresan a la membrana celular, para unirse de manera
variable a la unidad ribosomal 30S y asi realizar la inhibicion de la sintesis
proteica, con un resultado bacteriostatico. Proceden de forma directa sobre el
Propionibacterium acnes al acceder en el foliculo sebaceo. Se reduce la
produccién de prostaglandinas, se realiza la inhibicidn de la sintesis de 6xido

de nitrogeno, de igual forma la sintesis de proteinas.
1.10.1.2.1. MECANISMO DE ACCION

Son bacteriostaticas, sin embargo, pueden lograr ser bactericidas a altas
concentraciones. Proceden realizando la inhibicion de la biosintesis de
proteinas a nivel de los ribosomas 80S y 70S, realizando la inhibicién de
la transcripcion del mensaje genético al evitar el ingreso del ARN

mensajero dentro de la célula de la subunidad 30S del ribosoma.
1.10.1.2.2. TETRACICLINA

Es uno de los antibidticos mas importantes en el tratamiento del acné.
Proceden en forma directa sobre el Propionibacterium acnes al ingresar en

el interior del foliculo sebaceo (10).
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1.10.1.2.3. DOXICICLINA

Es un antibi6tico de segundo nivel en importancia en la enfermedad del
acné. Realiza la inhibicién del desarrollo de los granulomas inflamatorios
inhibiendo la colagenasa de la metaloproteinasa de la matriz celular del
Propionibacterium acnes. Su absorcién no sufre limitacion por los

alimentos (10).
1.11. CUTI CUTI (Notholaena nivea)
1.11.1. CLASIFICACION TAXONOMICA

Division: Pteridophyta
Clase: Filicopsida
Orden: Polypodiales
Familia: Adiantaceae
Género: Notholaena

Especie: Notholaena nivea (poiret) Cav. (11) (Figura
N° 22)

FIGURA N° 22 : Notholaena nivea (Poir.) Desv Cuesta Puquios, Provincia del Loa,
Regidn de Antofagasta — 17/09/2012 — Andrea Ugarte

FUENTE: Cuesta D., (36)
1.11.2. DESCRIPCION
1.11.2.1. ASPECTOS MORFOLOGICOS:

Es un helecho con habitualidad de hierba eterna. Presenta rizoma de mucho
grosor, pequefio, ciertas veces es de forma oblicua o erecto, posee
cubrimiento de escamas linear - subuladas, habitualmente enroscadas, con los
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bordes casi enteros. Presenta hojas acumuladas de 10 a 30 cm de longitud;
tiene el peciolo méas pequefio o del mismo tamafio que la ldmina, tiene un
color castafio oscuro, es lampifio, de forma cilindrica, es fragil; presenta una
lamina deltoide-lanceolada, coridcea (aspecto y tacto parecidos al cuero),
lanceolada (forma de punta de lanza) o bi- a tripinnada, con hasta doce pares
de pinnas pecioluladas, subopuestas, lanceoladas o aovadas; fragmentos
extremos suborbiculares con forma de l6bulo (lobulados), enteros o muy
alargados (oblongos), con la cara inferior excesivamente recubierta de una
sustancia blanca y la superior es lampifia. Los esporangios tienen la

proteccion del borde reflejo o plano, no alterado (11).
1.11.2.2. USOS DE LA ESPECIE

Utilizacion farmacoldgica, es activo contra el Tripanosoma cruzi, el extracto
organico de Notholaena nivea.

Utilizacion medicinal: calma el dolor de cabeza y de estomago, y la tos (11).
1.11.2.3. SINONIMIA

Argyrochosma nivea (Poir.) Windham var. Nivea; Cincinnalis tarapacana
Phil.; Pellaea nivea (Poiret) Prantl; Gymnogramma nivea (Poiret) Mett.;
Cincinalis nivea (Poiret) Desv.; Pteris nivea Poiret; Acrostichum albidum Sw
(12).

1.11.2.4. NOMBRE COMUN
Chujchu o qusupe blanco, Rodadilla, culantrillo o doradilla (11).
1.11.2.5. PREFERENCIAS DE HABITAT Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Es una planta xerofila, que crece en las pendientes de las fracturas y lomas,
debajo de las rocas en altitudes que van desde los 500 hasta los 4000 m.s.n.m.,
en nuestro pais se halla localizada desde el sur de la Regién de La Libertad
hasta las regiones de Arequipa y Puno, distribuyéndose en el continente
abarcando desde la zona sur del pais hermano del Ecuador hasta la zona oeste
del pais de Argentina (11) (12).

En regiones de Chile se da la distribucién: Regidn de Tarapaca, Region de
Antofagasta y la Region de Arica y Parinacota (11).
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1.11.3. REFERENCIAS TOXICOLOGICAS

La DL50, del Atomizado de Cuti cuti, es de 10,971.26 mg/kg, con limites inferior
(10,399.13 mg/kg) y superior (11,574.87 mg/kg) al 95 %, lo cual le da las
caracteristicas, a la planta, de ser no dafiina, de acuerdo con los criterios de
Williams. EI Atomizado es casi 3 veces menos dafino que los alcaloides (12).

1.11.4. REFERENCIAS DE SU EFECTO HIPOGLICEMIANTE

Se puede valorar que mediante via oral signifique un resultado proximo al méaximo
y puede ser usado para analizar el procedimiento de accion y considerar de los
alcaloides de Cuti cuti su perfil farmacodinamico. Manifiesta la glicemia una
alteracion logrando una distancia de 40.8 mg% entre dosis, después de las 24

horas.

Manifiesta una reduccion importante de los niveles de glicemia, a partir de la
primera hora y a lo largo de las 24 horas de observacion. Al comparar los valores
iniciales y luego de las 24 horas resultara un decrecimiento de la glicemia -386.2
+/- 107.33 estadisticamente esencial.

Diabetes quimica por aloxano, es el patrén de elaboracion de hiperglicemia usado,
que es una sustancia que destroza las células beta del interior del pancreas, que
son responsables de generar insulina, de lo anterior, entones podemos concluir que
estas plantas le dan la proteccion al pancreas de la accion toxica del aloxano; no
obstante, investigaciones preliminares llevadas a cabo, con Cuti cuti, se hall6 que
esta planta evita la hiperglicemia aloxanica y reestablece, incluso los limites
normales, la glicemia aumentada por actuacion del aloxano, cuando se supone que

las células beta ya se destruyeron (12, 14).
1.12. EXTRACTOS

La USP (por sus siglas en inglés United States Pharmacopeia) determina a los
extractos como compuestos concentrados de drogas hechas de animales o vegetales
conseguidos a través del removimiento de los integrantes activos de las
correspondientes drogas con menstruos adecuados, con la dispersion de la totalidad
del disolvente y el ajustamiento del polvo o de las masas residuales conforme con las
reglas determinadas. Se tiene conocimiento de 3 formas de extractos liquidos o
semiliquidos que poseen densidad melosa, masas plasticas llamadas como polvos

secos y extractos sélidos, llamados extractos en polvo (13).
29
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1.12.1. METODO DE EXTRACCION

Partiendo de la droga se lleva a cabo un procedimiento de extraccion para separar
los principios activos en forma directa de esta. Existen diversas técnicas o métodos

extractivos como son: (Esquema N° 1) (19).

METODOS EXTRACTIVOS
Extraccidn mecanica Destilacion Extraccrén con gascs Extraceion con disolventes
- Bor expresién Diseontinus Continua
- Con caler l | l
- Con ingisiones - Maeeracidn - Percolacion
- Digestidn - Soxhlet
- Infusion

- Decoceidn

ESQUEMA N° 1: Métodos generales de obtencién de los Principios activos

FUENTE: KUKLINSKI Claudia, Farmacognosia, estudio de las drogas y sustancias
medicamentosas de origen natural (19)

1.12.1.1. EXTRACCION POR SOXHLET

Es un método de extraccion sélido-liquido en el cual se extrae mediante en
un mecanismo que esta conformado por un refrigerante (C), un cuerpo

extractor (B) y un matraz de fondo plano (A).

En el interior del cuerpo extractor se ubica la droga y el disolvente organico,
en forma general embalado en un material poroso que facilite la unién con el

disolvente.

Se pone el disolvente organico dentro del matraz de fondo plano, es
conducido a ebullicién, los vapores del disolvente suben por el tubo lateral
(D) y consiguen llegar al refrigerante en donde se compactan y caen encima
de la droga colocada en el cuerpo extractor llenandose de liquido extractivo,
este liquido es expulsado por el sifén lateral interno (E) y culmina dentro del

matraz inferior (A).
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Se recicla el disolvente organico en el tiempo que dura el proceso, en tanto
que los principios activos se concentran dentro del matraz inferior. (Figura
N° 23) (19).

FIGURA N° 23 : Equipo soxhlet

FUENTE: Kuklinsky C. Farmacognosia. Estudio de las drogas y sustancias
medicamentosas de origen natural (19).

1.13. TIPOS DE EXTRACTOS

Son compuestos que se obtienen por concentraciones totales o parciales o total de los

liquidos extractivos (19).

Se puede diferenciar distintas clases de extractos conforme a la concentracion de

principio activo en relacion con la droga primigenia y de acuerdo a su consistencia.

e Extractos fluidos: Se da la evaporacion del disolvente dentro del rotavapor hasta
lograr una concentracién de principio activo parecida a la concentracion del
principio activo en la droga primigenia. Son de consistencia liquida y se
consiguen en forma general mediante percolacion o maceracion. Es mayormente
mezcla hidroalcohodlica o agua el disolvente. Asimismo, podran ser conseguidos
por disolucion de extractos secos. Cambian con facilidad los extractos fluidos

cuando se ponen en contacto el aire y la luz y frecuentemente son utilizados para
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conseguir formas liquidas como pociones, gotas, jarabes, entre otros, debido a

que se realiza la dosificacion y manipulacion de forma facil (19).

1.13.1. EXTRACTOS BLANDOS

Presentan una concentracion de principio activo mayor con respecto a la droga
primigenia y son de consistencia semisdlida. El disolvente con frecuencia es
mezcla hidroalcohdlicas o agua. Los extractos blandos son dificiles de manejar y

tienen poca estabilidad por lo cual en realidad no se usan (16).
1.13.2. EXTRACTOS SECOS

Se consiguen mediante la evaporacion completa del disolvente presentado una
consistencia de polvo. Tienen una concentracion mayor de principio activo que la
droga primigenia. Son compuestos que poseen mucha estabilidad sin embargo en
varias ocasiones son higroscépicos y de manipulacién sencilla que son usados
para realizar la preparacion de fluidos, extractos, tinturas, entre otros.

En la actualidad se puede obtener extractos secos nebulizados ain con mayor
estabilidad que los extractos secos de siempre, especialmente debido a que,

presentan unos niveles menores de higroscopicidad (19).
1.14. TEMPERATURA

El incremento de temperatura facilita extraer los principios activos de las drogas
debido a que eleva sus niveles de solubilidad en los disolventes usados, pero también
propicia degradar tales principios activos, por lo cual es requerido manejarla para
obtener una cantidad mayor de extraccion para los principios activos sin efectos
indeseados. Para extraer los principios activos termoladbiles bajo ninguna

circunstancia se debe emplear temperaturas altas (19).
1.15. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

CCF o TLC por sus siglas en inglés, Thin Layer Chromatography, donde la fase
estacionaria es un sélido poroso dispuesto, que forma una capa delgada, encima de
una placa de vidrio o metélica. Cuando se ha situado la muestra encima de la placa
se pone en forma vertical en un contenedor hermético que en su interior tiene el
eluyente en su fase movil en el fondo del contenedor. La fase movil circula en sentido
ascendente de forma que arrastra los distintos elementos del compuesto a distintas

velocidades, con lo cual se logra separarlos.
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Se podréan controlar las sustancias que se analizan observando las placas en el
ultravioleta o en el visible, o haciendo uso de reactivos reveladores particulares para
las diferentes clases de sustancias.

Finalmente, cuando estén pulverizados cada uno de los sélidos podran absorber en
una cantidad menor o mayor a otras sustancias encima de su extension; y en forma
similar, cada una de las sustancias podra ser absorbida, unas de forma mas facil que
las otras. Es el principio elemental de la cromatografia, este evento de absorcion
selectiva (17).

Se deposita la placa de CCF en el interior de un recipiente de cromatografia, al cual
con anterioridad se le ha agregado una cantidad reducida del eluyente elegido. Se
debe de prestar mucha atencion en observar que los niveles de eluyente estén mas
abajo del punto donde el producto ha sido pinchado. (Figura N° 24) (15).

Cubeta de
cromatografia

"/'_ _‘\a
Litimyniie

Papel —

de filtro

o
(@)
1cm ‘ ST i T
4 B Disolvente g
— C—

FIGURA N°24 : Cuba cromatografia

FUENTE: Cromatografia en placa fina— UAM (15)
1.16. FACTOR DE REFERENCIA (RF)

Rf es el registro y se define como:

distancia que recorre la muestra desde el punto de aplicacion

Rf

~ distancia que recorre el disolvente hasta el frente del eluyente

El factor de Rf esta supeditado a las condiciones en las que se circula la muestra
como: el vapor de saturacion, la temperatura, las condiciones de la placa, el eluyente,

la clase de absorbente, entre otros.

Posee una reproducibilidad de valores entre +/- 20%, por lo cual es preferible correr

copias de la misma placa (17).
33
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1.17. TAMIZAJE FITOQUIMICO

El screening fitoquimico o tamizaje fitoquimico es la primera fase del estudio para
determinacion cualitativa de los fundamentales conjuntos de elementos quimicos que
existen en una planta de superior interés, el empleo de reacciones de coloracion y

haciendo uso de los solventes adecuados (17).
1.17.1. TERPENOS

La mayor parte de los terpenos son propios del reino vegetal. De igual forma, los
terpenos, provienen via escualeno del mevalonato. Cada uno de los esteroides y
terpenos guardan relacion en que estan formados por el enlace de un nimero
entero de unidades pentacarbonadas ramificadas que se derivan del 2-
metilbutadieno. Cada conjunto de terpenos es el efecto de la condensacion

“cabeza-cola” de una cantidad voluble de unidades isoprénicas. (Figura N° 25)

Los fundamentales terpenos, se forman a través de reacciones catalizadas por
enzimas, éstos son los esteres pirofosfdricos de alcoholes en (Cs)n, que se forman
por la agregacion en secuencia de una unidad en Cs, el pirofosfato de isopentenilo
(IPP) encima de una molécula esta el pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP) es el
término inicial de la serie, un pirofosfato de prenol alilico.

La variedad de los metabolitos terpénicos naturales nos conduce a tener en cuenta
presentar los mecanismos Yy reacciones que hacen justificable la presencia de los

fundamentales esqueletos:

e Monoterpenos irregulares llamados también piretrinas.

e Monoterpenos regulares, los cuales son: oleorresinas, iridoides y aceites

esenciales.

e Diterpenos tienen 20 atomos de carbono (C) procediendo de la unién de 4

unidades de isopreno.

e Triterpenos y esteroides, los cuales son: triterpenos modificados, fitoesteroles,

heterdsidos cardiotonicos y sapondsidos.
e Sesquiterpenos, los cuales son: lactonas sesquiterpenicas y aceites esenciales.
e Poliisoprenos o cauchos naturales.
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e Carotenos (18).

/(
Hzc/

2-methylbuta-1,3-diene

FIGURA N°25 : Estructura Quimica del Isopreno

FUENTE: Chemsketch
1.17.2. FLAVONOIDES

Los compuestos relacionados y los flavonoides, los cuales son:
leucoantocianidinas, catequinas y antocianos, provienen del metabolismo
secundario de los vegetales por medio de la ruta de los policétidos y de la ruta del
acido shikimico, se localizan casi en cada una de las plantas superiores, en
especial, en zonas aéreas como: frutos, flores y hojas. Ciertos flavonoides estan
encargados de la coloracion amarilla de algunas flores.

Son estructuras de la clase Cs-Cs-Cs, que tienen 2 anillos arométicos enlazados
entre ellos a través de una cadena de tres carbonos (C) ciclada por medio de un
oxigeno (O). Cada uno de los flavonoides presentan un carbonilo en la posicién
cuatro (4) y las alteraciones se generan en el anillo B y en las posiciones 1, 2y 3
de la unidad Ca. (Figura N°26)

* Chalconas: con el anillo C abierto.
e Isoflavonoides: Presentando el anillo B en posicion 3, es decir, 3-fenil-¥-

cromona
o No presentando doble enlace entre las posiciones 2 y 3:

e Flavonololes: con OH (Grupo Hidroxilo) en posicion 3
e Chalconas: con el anillo C abierto.

e Flavononas: con H (Hidrégeno) en posicién 3

o Presentando doble enlace entre las posiciones 2 y 3:

Flavonoles: con OH (Grupo Hidroxilo) en la posicion 3
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e Flavonas: con H (Hidrdgeno) en la posicion 3
94
2-phenyl-3,4,4a,8a-tetrahydro-2H-chromene

FIGURA N°26 : Estructura Quimica de los Flavonoides (Flavano)

FUENTE: Chemsketch

e Solubilidad: esté supeditado a la forma en que se localizan:

a. Aglicones: Son solubles en disolventes organico bien sean apolares como: el
cloroformo y el éter etilico, o polares como el metanol y el etanol; son poco
solubles en mezclas hidroalcohdlicas; y son insolubles en agua.

b. Heterosidos: Son insolubles en disolventes organicos apolares y son solubles en
mezclas hidroalcohélicas y en el agua.

e En general se reconocen por cromatografia de capa fina (CCF) o también Ilamado
TLC por sus siglas en inglés, Thin Layer Chromatography, y puede ser revelado al
UV. Se observan distintas reacciones para su reconocimiento como son las siguientes:

e lonizacion en medio basico, es un reactivo NaOH (Hidroxido de sodio) o NH3
(amoniaco), de color amarillo fuerte.

e Reaccion con FeCls, es un reactivo FeCls (tricloruro de hierro), de color azul verdoso.

e Reaccion de constantinesu, es un reactivo AlCIs (cloruro de aluminio), de color
amarillo.

e Reaccion de la cianidina, es un reactivo Mg?*/HCI (magnesio/acido clorhidrico), de
color amarillo a rojo formandose antocianidinas.

e Las distintas especies que presentan flavonoides que tienen acciones farmacoldgicas
muy diversas como:

e Antiespasmodicos

e Diuréticos y anti urémicos

e Antibacterianos, antiviricos y antifingicos

e Anti hepatotoxicos

e Antirradicales libres

e Antiinflamatorios
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e Protectores de la pared vascular o capilar
e Antiarritmicos
e Antihemorragicos

e Accion vitamina P (19)
1.17.3. TANINOS

Compuestos por un extenso conjunto de compuestos hidrosolubles que presentan
una estructura polifendlica, que se hidrolizan con facilidad en medio &cido en
tanto que los taninos condensados son resistentes en mayor grado a la hidrolisis.
Son insolubles en disolventes orgéanicos apolares como el cloroformo y el éter
etilico; pero son solubles en disolventes organicos polares como en la glicerina, el

alcohol y la acetona, y ademas en el agua.

Los principales usos y acciones farmacoldgicas de los taninos son los siguientes:

Antioxidantes: Tienen la capacidad de captar radicales libres e inhibir la
autooxidacion del acido ascorbico y la peroxidacion lipidica.

e Protectores: Se utiliza en pomadas de uso exterior, logrando impermeabilizar
la piel protegiéndola de los factores externos, favoreciendo la regeneracién y

ademas de tener poder analgésico.
e Antisépticos: Presentan accion antifungica, bacteriostatica y bactericida.

e Astringentes: Son capaces de precipitar proteinas de la piel, es decir el curtido

de la piel, utilizandolo por via exterior.
e Antidotos: Se usan contra las intoxicaciones por alcaloides y metales pesados.

Los taninos galicos producen color rosado con yoduro potasico, es decir, el acido
galico libre se pinta de naranja con este reactivo. (Figura N°27). Los taninos
elagicos se pintan con 4cido nitroso (HNO2) en el medio acético, en un inicio de
color rosado, luego se torna violeta y azul, y los taninos condensados se pintan de
color rojo con vainillina clorhidrica (CgHgOs). Se visualizan mediante la

observacion de florescencia al UV (20).

Son esteres que se forman mediante una molécula de azlcar enlazada a una

cantidad voluble de moléculas de acidos fendlicos (CsHsO), su dimero, el acido
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elagico o el &cido galico. A traveés de la destilacion seca se genera pirogalol (1,2,3-
trihidroxibenceno). Al emplear los taninos hidrolizables con cloruro férrico
(FeCls) aparece un color azul (19).

Ox._-©H

HO OH
OH
3,4,5-trihydroxybenzoic acid

FIGURA N°27 : Estructura quimica de los taninos (tanino géalico)

FUENTE: Chemsketch
1.17.4. ALCALOIDES

Presentan un conjunto de caracteristicas y rasgos basicos mayormente de origen
vegetal, ademas de ser sustancias organicas nitrogenadas. Poseen una estructura
compleja y realizan actividades fisiolégicas variadas inclusive a dosis muy bajas.
Tienen una alta toxicidad y tienen la capacidad de precipitar algunos reactivos

tipicos.

Provienen del metabolismo secundario y son formados desde los aminoéacidos, sin
embargo, existen asimismo alcaloides de procedencia variada, como las bases

xanticas y los esteroidicos.

Estan ubicados los alcaloides en tejidos periféricos como: las semillas, los frutos,
las hojas, las raices y la corteza. Pertenecen a un conjunto diverso de compuestos
que tienen estructuras complejas y heterogéneas. Cada uno presenta carbono,
hidrogeno y nitrégeno. Algunos poseen oxigeno y en una cantidad reducida

azufre.

El nitrdgeno (N) que posee pueden constituir un ciclo (con N-heterociclico: es lo
méas usual) o no (con N no heterociclico; existen casos aislados: colchina,
estricnina, entre otros). HabitGan ser solidos cristalizables los alcaloides

oxigenados y en forma general tienen una coloracién blanca o incolora.
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Cada uno de ellos es amargo. En su forma libre presentan insolubilidad en agua y
presentan solubilidad en disolventes orgéanicos polares como los alcoholes, y
frente a disolventes orgéanicos apolares como el hexano, el cloroformo y el éter,
excepto en las bases xanticas y en las sales de amonio cuaternarias que presentan
solubilidad en agua, y las mezclas hidroalcohdlicas presentan solubilidad en
disolventes organicos apolares. Se consiguen por destilacion con arrastre de

vapor.

Es un reactivo general de yodo bismutato potasico, cuya formula es Kbils,
presenta un color anaranjado rojizo, cuyo nombre es el Reactivo de Dragendorff
(19).

1.18. TECNICA DE EXTRACCION DEL Propionibacterium acnes
1.18.1. RECOLECCION Y TRANSPORTE DE MUESTRAS

Cuando se extraen muestras de la piel o de las mucosas, se debe tomar

prevenciones estrictas para limpiar las zonas de forma apropiada.

Es recomendable hacer la limpieza con jabon quirtrgico, continuado por el
empleo de etanol o isopropanol al 70% Yy solucion alcohdlica de yodo, después
quitar el yodo con alcohol. Sin embargo, se debe tener en cuenta que ciertos

pacientes son alérgicos a la solucién alcoholica de yodo.

Como otra posibilidad es beneficioso limpiar con alcohol, continuado por
polividona yodada (CeHgl2NO) al 10%, con la prevencion de facilitar la actuacion
del betadine en la piel por un tiempo no menor a 2 minutos antes de extraer la

muestra.

Cuando sea factible, se debe hacer uso de jeringa y aguja para extraer las muestras
de cultivos en anaerobiosis. La extraccion de muestras con hisopos debe ser
descartada, porque se secan y estan expuestos a los anaerobios, si estan presentes,
al oxigeno del ambiente. Cuando ya se haya recolectado, se debe tomar
prevenciones especificas para la proteccion de las muestras y llevarlas al

laboratorio con prontitud (21).
Los criterios de lectura:

e Negativo: Con desarrollo en la parte de arriba del tubo, no se puede observar
acido graso (biomolécula formada por lipidos).

39

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

e Positivo: Con desarrollo denso con creacion de sedimento granular en la parte
de abajo del tubo con la existencia de acido graso (biomolécula formada
lipidos) (28).

1.18.2. AISLAMIENTO DEL Propionibacterium acnes

La capacidad de distinguir ciertos anaerobios hallados con mayor habitualidad,
después de 4 horas de incubacidn en anaerobiosis, comparando con las 24 a 48

horas que se requiere.

No obstante, la obligacion de cosechar la cantidad necesaria de colonias en cultivo
puro, para conseguir indculos que equivalen al tubo 5 del Estandar de McFarland,
tiene la tendencia a reducir las ventajas del breve tiempo de incubacién para el
caso de cepas de desarrollo complejo y pausado.

Se debe completar con pruebas suplementarias para el reconocimiento exacto y
decisivo de conjuntos elegidos de anaerobios. Para los bacilos anaerobios
grampositivos no esporulados (es decir para los bacilos que no forman esporas),
el empleo de pruebas de hidratos de carbono convencionales elegidas, de esculina
y de bilis 20%, se requiere analizar y realizar la interpretacion correcta de las
colonias, de la morfologia microscopica y de las coloraciones del Gram.

Es de especial relevancia tener mucho cuidado con la extraccion, el transporte
apropiado y al escoger las muestras clinicas para recuperar las bacterias

anaerobias.

Son métodos de laboratorio con los cuales debe haber un adecuado manejo de la
calidad, estos son: las técnicas de siembra e incubacion, la eleccion de los medios
de cultivo, observacion de los cultivos positivos y el procesamiento de las

muestras.

Se efectla la coloracién Gram de los cultivos positivos y se da la observacion de
bacilos delgados Gram positivos, en parejas, pareciendo letras en Y o V, 0 con
letras chinas. Tal como con los cocos Gram positivos en pares, también un gran

namero de gotas de grasa (28).

Desde el caldo tioglicolato, se sembro en placas de agar manitol salado y en placas
de agar sangre, para separar la flora estafilocdcica acompafiante y el
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Propionibacterium. Las placas se incuban a una temperatura de 37°C por un

periodo que va desde las 24 a las 48 horas (28).
1.19. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD PARA LAS BACTERIAS ANAEROBIAS

No son recomendables las pruebas directas de sensibilidad de muestras clinicas, en
su totalidad, porque los ino6culos no estdn estandarizados debido a que con
habitualidad se tiene la presencia de una mezcla de diversas especies bacterianas.
Para hemocultivos positivos se han correlacionado de forma correcta con pruebas
estandar ejecutadas de colonias separadas, las pruebas directas de sensibilidad
efectuadas en el medio liquido de botellas.

La interpretacion de los Gltimos puntos de los exdamenes de sensibilidad por micro
dilucién en caldo usando lectores de micro placas que estan disponibles en el
comercio se ha realizado la comparacién convenientemente con la observacion

visual.

La mayor parte de los anaerobios contaban con modelos de sensibilidad
antimicrobiana predictibles y que el reconocimiento exacto de las separaciones era
todo lo que se requeria para pronosticar la susceptibilidad de separaciones
particulares para distintos antibiéticos. Aun cuando ciertos elementos
antimicrobianos son activos contra practicamente todas las bacterias anaerobias,
muchos otros elementos antimicrobianos que pueden ser escogidos para su
utilizacion en terapia, son poco predecibles en sus tareas contra las especies y géneros

escogidos de anaerobios (21).
1.19.1. PRUEBA DE SENSIBILIDAD POR DIFUSION EN DISCO

El Comité Nacional de Normas de Laboratorio Clinico (NCCLS, por sus siglas en
inglés National Committee for Clinical Laboratory Standards) realiza la
evaluacion y revision continua al Método de Disco Difusion. Establecer una
prueba estandar nacional para la difusion con discos no solo ha facilitado un
manejo de calidad mas preciso, ademas de eso se puede comparar de una forma
vélida los resultados entre los distintos laboratorios haciendo uso de este método.
Una vez que el disco impregnado en el antibidtico se ponga en contacto con el
area humeda del agar, el agua es absorbida en el papel de filtro y el antibidtico se

difunde en el entorno que lo circunda. La rapidez de remocion del antibi6tico al
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exterior del disco es superior que su difusién hacia dentro del medio, de manera

que la concentracién proxima al disco puede sobrepasar a la del propio disco.

Sin embargo, con respecto que crezca la separacion, el antibidtico sufrird una
disminucién logaritmica de su concentracion. Si las placas ya pasaron por un
proceso de inoculacion con una suspension de bacterias, se genera el aumento en

simultaneidad de las bacterias en el area del agar.

Al obtener una masa celular critica de bacterias, se excede las actividades
inhibitorias y surge el desarrollo de las bacterias. EIl tiempo necesario para lograr
una masa celular critica es especifico de toda especie, pero dependerd de la
temperatura de incubacion y de la constitucion del entorno. La amplitud lateral de
la difusién antimicrobiana con antelacion de que se cumpla el tiempo critico
sufrird afectacion por el grosor del agar, esto se debe a que la difusion se genera
en las 3 dimensiones.

Los puntos en los que se obtiene la masa celular critica surgen como circulos de
desarrollo de las bacterias, con margenes determinados con claridad con el entorno
del disco desarrollado en el medio del circulo, si la prueba se efectia de forma

adecuada.

La concentracion del antibidtico que se extendio en esta interfaz de desarrollo y
las bacterias inhibidas se conoce como concentracion critica y se acerca a la CIM
hallada en las pruebas de dilucion. Pese a que en la practica no se efectua los
calculos directos de la concentracion inhibitoria, la CIM podra calcularse con
exactitud adecuada si se tiene conocimiento de las cualidades de difusion del

antimicrobiano y el desarrollo de las bacterias. (Figura N°28,29) (21).
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FIGURA N°28 : Principio de la difusion del antibiético en agar: su concentracion

disminuye a medida que se incrementa la distancia desde el disco.

FUENTE: Koneman diagnostico de laboratorio de las enfermedades bacterianas (21).

FIGURA N°29 : Placa de susceptibilidad con un disco de antibiotico que puede

observarse un borde neto.

FUENTE: Koneman diagnostico de laboratorio de las enfermedades bacterianas (21).

1.19.2. METODO MICROBIOLOGICO: EXCAVACION-PLACA-CULTIVO

Se sustenta en la expansion del antibidtico por medio de una capa de agar
endurecida e incluido en una placa Petri, formando a su entorno un area de

inhibicion del desarrollo del organismo microscopico perceptible (22).
1.19.3. METODO DE MACRODILUCION

En el procedimiento de macro dilucion se utiliza una bateria de tubos por cada
combinacién microorganismo/antimicrobiano. Con frecuencia se habilita la
bateria de tubos con 1 ml en medio estéril sin contener antimicrobiano.
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Se le agrega al primero de ellos 1 ml de la primera solucion del tubo de
antimicrobiano hasta obtener la concentracion mas grande a estudiar
(considerando que este paso inicial presume la dilucién al 50% de la solucién
madre y que, cuando se hayan pasado por inoculacion los tubos, con 1 ml de
indculo, se procedera a diluir de nuevo la concentracion de antimicrobiano al
50%).

Después de mezclar de forma apropiada, se traspasa 1 ml al proximo tubo; esta
actividad se repite la cantidad de veces como diluciones se desean estudiar,
suprimiendo del tubo final de la serie de 1 ml de medio antimicrobiano, con el
proposito de conservar el Gltimo volumen de 1 ml. Para todo paso de dilucién se
deberd utilizar una pipeta distinta. La sucesién de tubos se termina con uno tubo
de control sin antimicrobiano que solo contiene 1 ml de caldo (23).

1.19.4. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

Se agregan concentraciones que decrecen del extracto en diluciones 1:2 en tubos
que albergan caldo de cultivo que mantendra el crecimiento del organismo
microscépico. Se realizara la preparacion del elemento antimicrobiano en una
solucion madre concentrada y después se hard diluir hasta lograr las

concentraciones adecuadas.

Un tubo de caldo se sostendra sin realizar su inoculacion como control negativo
de desarrollo y otro que albergue inoculo, pero sin contener extracto como control

positivo.

Después de la incubacién apropiada es decir en un tiempo de 24 horas, se podra
observar el nivel de turbidez de los tubos que sefialard el crecimiento de las
bacterias. Se dara el crecimiento del organismo microscopico en el tubo control y
en los demas tubos que no alberguen un numero necesario de elementos
antimicrobianos para que inhiban el crecimiento de las bacterias, la concentracion
de extracto fundamental en que no haya crecimiento descubierto por la ausencia
de turbidez (que se iguala al control negativo) sera llamada como la Concentracién
Minima Inhibitoria (CMI) (24).

1.19.5. CONCENTRACION BACTERICIDA MINIMA (CBM)

Es la cual mata al menos el 99,9% de un inoculo bacteriano estandarizado. Se

requiere tener mucho cuidado a la hora de realizar la interpretacion de los
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resultados. La concentracion de farmaco que inhibe el crecimiento de las bacterias
sin matar efectivamente a los organismos microscopicos, pero la mayor parte de

los que se utilizan actualmente tienen una accion letal.

La concentracion de farmaco que inhibe el crecimiento estd muy préxima a la

concentracion que genera la eliminacion de la bacteria (21).
1.20. ANTIBIOGRAMA

Un antibiograma es el producto de las pruebas de sensibilidad in vitro realizadas para
tener conocimiento del comportamiento de un organismo microscopico frente a
ciertos antibidticos, cuyos efectos se manifiestan en expresiones de resistencia y

susceptibilidad.

Poniendo como ejemplo, el caso de las pruebas de difusién en agar, como es el
procedimiento de difusion con discos explicado por Kirby y Bauer, al que se le han
hecho importantes cambios subsiguientes conforme a normas del Instituto de Normas
Clinicas y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés, Clinical & Laboratory
Standards Institute), estos resultados siguen un procedimiento de facil interpretacion
a través de puntos de corte de los halos de inhibicién surgidos en el entorno de

cultivo.

Actualmente este procedimiento se ha complicado excesivamente por el aumento de
la fortaleza de las bacterias, al inicio de una gran cantidad de mecanismos originados
por los organismos microscdopicos para evitar las consecuencias de los antibioticos y
su esparcimiento en la poblacion de microbios, que logran que no siempre se puedan

considerar los resultados del antibiograma sin un analisis preliminar.

Cuando se lleva a cabo a través del método de difusion, a lo largo de la realizacion
de un antibiograma convencional, son acomodados los discos de los antibi6ticos
marcadores de forma adecuada para visibilizar los resultados y poner en evidencia

los probables instrumentos de resistencia.

Por dltimo, se podra sintetizar como beneficios que consigue la ejecucion de la

lectura con interpretacién del antibiograma los puntos a continuacion:

e Administracion y una superior calidad de los resultados

e Descubrimiento de novedosos mecanismos de resistencia.
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e Conocer la epidemiologia de la resistencia.

e Una superior adaptacion a las terapias antimicrobianas (25).
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CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS

La ejecucidn de la parte experimental del presente trabajo de investigacion se realizé en el
laboratorio H-102 y H- 402 de la Universidad Cat6lica de Santa Maria en la ciudad de
Arequipa — Per, durante el periodo de setiembre del 2018 a enero del 2019.

1. TIPO DE ESTUDIO
Investigacién de tipo experimental y prospectiva, in vitro.
1.1. MATERIAL
1.1.1. MATERIAL BIOLOGICO
Se usaron las hojas y tallos de la especie botanica Notholaena nivea “Cuti cuti”
1.1.2. CEPA DE Propionibacterium acnes
La cepa fue extraida de 37 pacientes del Hospital 111 Goyeneche-Arequipa
1.2. MATERIALES DE LABORATORIO, REACTIVOS Y EQUIPO
1.2.1. MATERIALES
1.2.1.1. MATERIALES DE VIDRIO

e Cuba cromatografia

e Matraz erlenmeyer 100 ml,250ml
e Placas petri 60 mmy 100 mm

e Baguetas (Boeco)

e Fiolas de 10mL (Pyrex)

e Lunade reloj

e Capilares

e Frascos color ambar

e Laminas portaobjetos

e Laminas cubreobjetos

e Mechero de vidrio

e Vaso precipitado 500mL,1000mL
e Pipetas de ImL,2mL,5mL,10mL (Pyrex)
e Probeta 25 mL (Pyrex)

e Tubos de ensayo
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e Vaso de precipitado de 100mL, 250mL (Pyrex)

e Pipeta Pasteur

1.2.1.2. EQUIPOS Y APARATOS

e Balanza analitica (KERN ABJ-NM/ABS-N)
e Equipo de Soxhlet

e Microscopio

e Autoclave

e Cocina eléctrica

e Termobalanza (Modelo MB35 HALOGEN-OHAUS)
e Mufla

e Estufa esterilizadora

e Lampara de luz ultravioleta

e Refrigerador

e Mechero bunsen

e Campana extractora

e (Camarade CO,

1.2.1.3. MATERIAL ANEXO

e Algododn

e Barbijos

e Gorros descartables

e Papel filtro

e Papel filtro Whatman N°40
e Gasa

e Papel Kraft

e Mortero de porcelana

e Tripode

e Rejilla

e Papel aluminio

e Guantes de latex estériles

e Gradilla para tubos de ensayo

e Pinzas
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e Espétula
e Asade kohl
e \ernier

e Hisopos estériles

e Jeringas hipodérmicas de 1mL,5mL y 10mL
e Marcador indeleble

e Capilares

e Espatula

e Cintas de pH

e Vernier 12 cm metal

1.2.1.4. REACTIVOS

e Agua destilada (UCSM; H-102 y H-402)
e FEtanol al 96 % (Diproquim)

e Acetato de etilo (UCSM - H102)
e Tolueno (UCSM - H102)
e Metanol (UCSM; H-102)
e Acido acético (UCSM; H-102)
e Acido férmico (UCSM; H-102)
e N-butanol (UCSM; H-102)
e Perdxido de hidrogeno 3%

e Reactivo de Kovacs (UCSM; H-402)
e Acido sulfaminico 0.8% (UCSM; H-402)
e Acido acético glacial (UCSM; H-402)
e o —naftilamina 0.5% (UCSM; H-402)
e Almiddn (Diproquim)

e Rojo de metilo (UCSM; H-402)
e o —naftol (UCSM; H-402)
e Hidroxido de potasio (UCSM; H-402)
e Eter de petrdleo (UCSM; H-204)
e Vainillina (UCSM; H-102)
e Acido sulfurico 5% (UCSM; H-204)
e Reactivo de cloruro férrico 1%  (UCSM; H-102)

49

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQOSITORIO DE CRTel  CATOLICA
TESIS UCSM —&  DE SANTA MARIA
e Reactivo de Dragendorff (UCSM; H-102)
e Reactivo de cloruro de aluminio (UCSM; H-102)
e lodo metélico (UCSM; H-204)
e Cristal violeta (UCSM; H-402)
e Lugol (UCSM; H-402)
e Alcohol — acetona (UCSM; H-402)
e Safranina (UCSM; H-402)

1.2.1.5. MEDIOS DE CULTIVO

e Agar Sangre Base Soya Tripticasa (UCSM; H-402)

e Agar Mbeller Hinton (UCSM; H-402)

e Agar Nutritivo (UCSM; H-402)

e Agar Manitol Salado (UCSM; H-402)

e Caldo Tioglicolato (UCSM; H-402)

e Caldo Peptonado (UCSM; H-402)

e Caldo Rojo de Metilo — Vogues Proskauer (UCSM; H-402)
e Caldo Nitratos (UCSM; H-402)

e Caldo Triptona (UCSM; H-402)

1.2.2. METODOS
1.2.2.1. OBTENCION Y TRATAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL

La especie boténica Notholaena nivea “Cuti cuti” (Figura N°30); fue obtenida
en la ciudad de Cuzco, en la provincia de Calca, distrito de Lanata, entre los

meses de mayo-agosto del 2018 a las 5 de la mafana.

Fue envuelta en papel Kraft para poder realizar el transporte del material
vegetal al laboratorio (Anexo N°10) y seleccionar las hojas que se
encontraban en buen estado, eliminando las hojas dafiadas, marchitas o

podridas.

Para eliminar las impurezas que pudiera tener el material vegetal se lavd con
agua destilada, posteriormente se dejo secar a temperatura ambiente en un

lugar fresco, sin luz.
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FIGURA N°30 : Notholaena nivea “Cuti cuti”

FUENTE: Elaboracién propia

1.2.2.1.1. MOLIENDA

Después de una semana de realizada la desecacion del material vegetal, se
procedid a la trituracion con un mortero de porcelana hasta que se obtengan

particulas uniformes. (Figura N°31)

FIGURA N°31 : Molienda Notholaena nivea “Cuti cuti”

FUENTE: Elaboracién propia
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1.2.2.1.2. EXTRACCION DE LA PLANTA Notholaena nivea “Cuti cuti”
1.2.21.21. PROCEDIMIENTO

Se realiz6 mediante equipo Soxhlet, con 3 disolventes; alcohol etilico
96°, éter de petroleo y hexano, de los cuales se agregd 150 ml al

contenedor del solvente de cada sistema.

Se pesaron 10 gramos del material vegetal previamente triturados para
cada solvente, estos fueron envueltos en papel filtro y amarrados con
pabilo, los cuales fueron depositado en la camara de extraccion del
equipo. (Figura N°32)

Luego se procedid a la extraccion etandlica, etérea y hexanica, tales
fueron realizadas a temperaturas de 60°C, 35°C y 68°C
respectivamente, en ciclos continuos hasta agotamiento de la muestra
por un tiempo aproximado de 8 horas. (Figura N°33)

Este procedimiento fue realizado por triplicado.

FIGURA N°32 : Muestra empaquetada con papel filtro

FUENTE: Elaboracién propia
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FIGURA N°33 : Extraccion de la muestra por equipo Soxhlet con diferentes solventes

FUENTE: Elaboracion propia

1.2.2.1.3. CONCENTRACION DE LOS EXTRACTOS DE Notholaena nivea

“Cuti cuti”
1.2.2.1.3.1. PROCEDIMIENTO

Una vez concluida la extraccion, se llevaron los extractos a los Becker
de 250 ml cada uno, para poder evaporar el solvente hasta sequedad a
bafio maria con temperaturas inferiores a su punto de ebullicion para

evitar que la muestra se deteriore. (Figura N°34)

Figura N°34 : Extracto seco de Notholaena nivea “Cuti cuti” obtenido por Baiio

Maria

FUENTE: Elaboracion propia
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1.3. DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS
DE LOS EXTRACTOS DE Notholaena nivea “Cuti cuti”

Se hizo un anélisis organoléptico a los extractos de las hojas y tallos de Notholaena
nivea “Cuti cuti”, tomando en cuenta los siguientes parametros: color, sabor, olor y

aspecto.

1.4. TECNICA DE IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
DEL EXTRACTO DE LA PLANTA Notholaena nivea “Cuti cuti”

1.4.1. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Se procedi6 a cortar la placa cromatogréfica de silica gel en pedazos de 10 cm de
largo por 3 cm de ancho, trazando una linea con lapiz de punta fina en la parte

inferior y superior de 1 cm de separacién.

En la linea inferior trazada se hizo una separacion de 1 cmen el centro, zona donde
se sembro con un capilar en punta, finalmente se siembra el extracto (con mayor
porcentaje de rendimiento) dando un espacio de un minuto para que seque la

siembra y repetir por 3 veces.

Se utilizé una cuba cromatografia de vidrio agregandose 5 ml de fase movil, se
esperd un tiempo adecuado (aproximadamente 30 minutos) para poder garantizar
una buena saturacion con los solventes. Luego se introdujo la placa sembrada para
gue entre en contacto con la fase movil, 1 cm antes que llegue al extremo superior
de esta, se da por concluido el desarrollo cromatogréafico, retirando la placa y

dejandola secar a temperatura ambiente por un lapso de 15 minutos. (Figura N°35)

Después del tiempo transcurrido se procedié al revelado de las placas de silica gel

con diferentes reveladores quimicos, y expuestas a luz UV.
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FIGURA N°35 : Desarrollo cromatogréafico

FUENTE: Elaboracion propia

1.4.2. PREPARACION DE LA FASE MOVIL

e ldentificacion general
Fase movil: Acetato de etilo: Metanol: Agua (3.75:0.83:0.42)
Revelador: Solucién A. acido sulfirico al 5% en etanol
Solucion B: vainillina al 1% en etanol
Se pulverizé la placa para luego dejarla secar a medio ambiente por 15
minutos y seguidamente someterla a estufa por 5 minutos a 100 °C.
e Identificacion de terpenos
Fase mavil: Tolueno: Acetato de etilo (4.5:0.5)
Revelador: Solucion A: &cido sulfarico 5% en etanol
Solucién B: vainillina al 1% en etanol
Se pulverizé la placa para luego dejarla secar a medio ambiente por 15
minutos y seguidamente someterla a estufa por 5 minutos a 100 °C.
e ldentificacion de taninos
Fase movil: Metanol: Agua (3.5:1.5)
Revelador: Solucion de cloruro férrico al 5% en etanol
Se pulverizé la placa para luego dejarla secar a medio ambiente por 15
minutos y seguidamente someterla a estufa por 5 minutos a 100 °C.
e Identificacion de alcaloides
Fase movil: Acido acético: Metanol: Agua (3.5:0.5:1)

Revelador: Reactivo de Draggendorf
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Se pulverizé la placa para luego dejarla secar a medio ambiente por 15
minutos y seguidamente someterla a estufa por 5 minutos a 100 °C.
Revelador: lodo metalico
Se calentd el iodo metélico y se concentrd los vapores en un frasco tapado
con una luna de reloj para asi introducir la placa cromatografica para su
revelado.

e Identificacion de flavonoides
Fase movil: n-butanol: Acetato de etilo: Agua: Metanol (1:3:0.5:0.5)
Revelador: Solucién de tricloruro de aluminio al 1% en etanol
Se pulverizé la placa para luego dejarla secar a medio ambiente por 15
minutos y seguidamente se observé a luz UV.

1.5. PROCESAMIENTO DE LA BACTERIA EN ESTUDIO
1.5.1. OBTENCION DE LA MUESTRA

Para poder realizar la obtencién de las muestras en pacientes del Servicio de
Dermatologia del Hospital 111 Goyeneche, se solicit6 la autorizacion al Comité de
Etica Institucional de Investigacion de la Universidad Catdlica De Santa Maria
(Anexo N°2).

El material biologico se esterilizo en luz UV durante 30 minutos (Figura N°36),
para luego ser empleado en la extraccion de las muestras con equipo de
bioseguridad (Figura N°37).

Previo al procedimiento, se le informo y se le entrego la ficha de consentimiento

informado a los pacientes (Anexo N°3).

Las muestras para la identificacion de Propionibacterium acnes fueron obtenidas
por expresion de pustulas de un total de 37 pacientes del Servicio de Dermatologia
del Hospital 111 Goyeneche. (Figura N°38)
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FIGURA N°36 : Esterilizacion del material de extraccion

FUENTE: Elaboracion propia

FIGURA N°37 : Material de extraccion para el Propionibacterium acnes

FUENTE: Elaboracién propia

FIGURA N°38 : Pacientes con diagnostico Acné Vulgaris

FUENTE: Elaboracién propia
1.5.2. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA MUESTRA

La muestra extraida fue colocada en caldo tioglicolato enriquecido con vitamina
K, el cual fue transportado a una temperatura de 4°C, inmediatamente después se
57

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE ( UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Ilevo al laboratorio para poder incubarla en cdAmara de CO, al 5% a 35°C por 72
horas.

Pasadas las 72 horas, se procedié a realizar el sembrado del tubo con caldo
tioglicolato a placas con agar base soya tripticasa sangre de cordero al 5% por 72
horas y agar manitol salado por 24 horas. (Figura N°39)

Figura N°39 : Muestra de extraccion de pustula en caldo tioglicolato y procesamiento

FUENTE: Elaboracién propia
1.5.3. COLORACION DE GRAM

Para realizar la tincion gram se tomé con un asa de kolle una porcion pequefia de
la cepa incubada para realizar un frotis en una lamina porta objeto limpia, se deja

secar pasandola por la llama del mechero suavemente para poder fijarla.

La lamina porta objetos fue colocada sobre un soporte de tincion, se cubri6 esta
con solucion cristal violeta por 1 minuto, luego se procedio a lavar la lamina con
agua de cafio. Seguidamente el frotis fue cubierto con solucién de lugol durante 1
minuto y se lavé con agua de cafio, a continuacion, se echa decolorante alcohol-
acetona durante 30 segundos para arrastrar el colorante violeta de cristal y se lava
con agua de cafio hasta quitar el exceso de la solucion. Finalmente se cubri6 la
superficie con safranina por 1 minuto y se quitd el exceso con agua de cafio.
(Figura N° 40)

Se puso a secar la ldmina con la muestra a temperatura ambiente para poder ser

observada al microscopio.
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FIGURA N° 40 : Tincion Gram
FUENTE: Elaboracion propia

1.5.4. PRUEBAS DE IDENTIFICACION

Una vez obtenidas aisladas las colonias en el agar base soya tripticasa sangre de
cordero al 5 % se realizaron las pruebas bioquimicas para su respectiva
identificacion

1.5.4.1. PRUEBA DE LA CATALASA

Esta prueba se realizo colocando con el asa de kolle una colonia de la cepa
sembrada en agar base soya tripticasa sangre de cordero 5%, en el centro de
una lamina porta objetos, a continuacién, se agreg6 2 o 3 gotas de perdxido
de hidrogeno y se observo la formacion de burbujas debido al

desprendimiento de oxigeno. (Figura N°41)
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FIGURA N°41 : Reaccion de Catalasa

FUENTE: Elaboracion propia
1.54.2. CULTIVO EN CALDO TRIPTICASA

Con esta prueba se pone de manifiesto la presencia de la enzima Triptofanasa
en la bacteria, si se encuentra presente degradara el triptofano y lo liberara al
medio indol; formando un anillo fucsia en la superficie, sino este se tornara
amarillo.

Se tom6 una colonia con el asa de kolle en argolla de la cepa en estudio y se

inoculd el caldo tripticasa, luego se puso a incubar a 35 °C por 24 horas.

Una vez pasada la incubacion se agregd 5 gotas del reactivo de kovacs donde
se observo la formacion de un color fucsia como resultado positivo. (Figura
N°42)

FIGURA N°42 : Reaccion de Indol
FUENTE: Elaboracion propia
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1.5.43. CULTIVO EN CALDO NITRATOS

Mediante esta prueba se pone de manifiesto la capacidad de transformar los
nitratos en nitritos. Para esto se inoculo con la cepa aislada los tubos con el
medio caldo nitratos a 35 °C durante 72 horas. Pasadas las 24 horas del tiempo
de incubacion, afiadimos 2 o 3 gotas del reactivo "A-B" (A: a-naftilamina al
0.5% en acido acético glacial 5N y B: &cido sulfanilico al 0.8% en acido
acético 5N), si aparece coloracion rojo cereza indica que es positivo, si no
aparece coloracién es un presunto negativo. Si el Gltimo dia a las 72 horas la
bacteria da negativo, entonces podemos decir con seguridad que no tiene

capacidad para reducir los nitratos. (Figura N°43)

FIGURA N° 43 : Reaccion de reduccién de Nitratos

FUENTE: Elaboracion propia
1.5.44. PRUEBA DE LA LICUEFACCION DE LA GELATINA

Se prepar6 250 ml de agar nutritivo, se disolvieron 10 g de gelatina sin sabor
en la mitad del agua hirviendo para el agar nutritivo, se mezclaron ambas
soluciones y se esterilizd durante 15 minutos a 121 °C, se coloc6 en tubos de
ensayo y se espero a que solidifique para ser inoculado. Con el asa de kolle
recta se realiza la puncién del medio hasta una profundidad de 1 cm antes de

llegar al fondo.

Se prepar6 un tubo control, el cual no fue inoculado, para ser procesado junto

con los tubos inoculados.
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Finalmente, los tubos fueron incubados a 35°C por 72 horas, cada 24 horas
se colocaron los tubos en un bafio de hielo durante 1 hora para observar si
hubo licuefaccion de la gelatina. (Figura N°44)

FIGURA N°44 : Reaccion de licuefaccion de la Gelatina

FUENTE: Elaboracién propia

1.5.45. CULTIVO EN CALDO MRVP (ROJO DE METILO / VOGUES-
PROSKAUER)

Se sembraron 20 tubos con caldo MRVP con el cultivo puro de la cepa de
Propionibacteriun acnes y se sembré a 35°C durante 24 horas.

Finalizada la incubacion se agrego:

e Reactivo para rojo de metilo: 5 gotas de rojo de metilo (Figura N°45)

e Reactivo para vogues - proskauer: Se agregd 6 gotas de a-naftol al 5%,
seguido de 2 gotas de KOH al 40% y se dejo reposando por 15 minutos.
(Figura N°46)

FIGURA N°45 : Reaccion Rojo de Metilo

FUENTE: Elaboracion propia
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FIGURA N°46 : Reaccion Vogues — Proskauer

FUENTE: Elaboracion propia
1.5.46. CULTIVO EN AGAR ALMIDON

Se prepard una solucion almidén-agua en la proporcion 2:20 de la cual se
tomé 10 ml (fuente de almiddn), se mezclé con 5.75 g de agar agar y se llevo

a 250 ml agua des ionizada.

Se plaqued y se esper6 a que el medio se solidifique para luego sembrar la
cepa por el método de estria en agar y se incub6 a 35°C durante 24 h. Después
de este tiempo se adicioné 5 gotas de lugol y se extendié sobre la superficie
del agar almidon el cual da como resultado: negativo a la formacion de un
halo claro alrededor de la cepa y positivo se observa color azul en todo el
agar. (Figura N°47)

FIGURA N°47 : Reaccion del Almidén

FUENTE: Elaboracion propia
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1.5.47. CULTIVO EN AGAR BILIS ESCULINA

A partir del cultivo de Propionibacterium acnes, microorganismo en estudio,
se tomd una colonia con un asa de kolle en punta y se inoculo el medio de
cultivo, picando el fondo y extendiendo sobre la superficie de este. (Figura
N° 48)

El medio de cultivo fue incubado a 35 °C durante 24 horas.

e Positivo:

Se observa un oscurecimiento o ennegrecimiento del medio de cultivo.
e Negativo:
Ausencia de oscurecimiento del medio de cultivo

FIGURA N°48 : Reaccion Agar Bilis Esculina

FUENTE: Elaboracién propia
1.5.4.8. CULTIVO EN AGAR TSI (TRIPLE SUGER IRON)

A partir del cultivo aislado se toma una colonia y se siembra en agar TSI,
picando el fondo y estria extendiendo sobre la superficie del medio e incubar
a 35°C por 24 horas. (Figura N° 49)

1.5.4.8.1. INTERPRETACION

a) Pico alcalino/fondo alcalino (pico rojo/fondo rojo): el microorganismo

es no fermentador de azUcares.
b) Anaranjado/anaranjado (control, sin inocular).

c) Pico alcalino/fondo 4cido (pico rojo/fondo amarillo): el

microorganismo solamente fermenta la glucosa.
64
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d) Pico A&cido/fondo é&cido (pico amarillo/fondo amarillo): el

microorganismo fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa.

e) El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce
acido sulfhidrico (H2S).

f) La presencia de burbujas, o ruptura del medio de cultivo, indica que el

microorganismo produce gas.

FIGURA N°49 : Reaccion Triple Suger Iron

FUENTE: Elaboracién propia

1.6. DETERMINACION PRELIMINAR DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICO, HEXANICO Y
ETEREO DE Notholaena nivea “Cuti cuti”

1.6.1. PREPARACION DEL EXTRACTO MADRE

Con los extractos obtenidos de Notholaena nivea “Cuti cuti”, por el método de
extraccion de Soxhlet, se preparo6 el extracto madre a una concentracion de 100

mg/ml cada uno.

Se obtuvo 1.17 g de residuo seco del extracto etandlico, 0.358g de residuo seco
del extracto etéreo y 0.23g de residuo seco del extracto hexanico, disueltos con
11.7 ml, 3,58 ml'y 2.3 ml de agua ultra pura respectivamente, a la cual se le realizd

un blanco para descartar que no presente efecto antibacteriano.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

1.6.2. PRUEBA PILOTO

Se sometieron los extractos etandlico 96°, hexanico y etéreo, a un analisis
preliminar en el que se evalud la actividad antibacteriana, por el método difusion
de discos, permitiendo asi elegir el extracto que presentard mayor actividad

antibacteriana.

Los métodos hoyo-placa-cultivo y difusion de discos ambos se realizaron por
quintuplicado con el siguiente procedimiento

1.6.3. PREPARACION DEL INOCULO

De la cepa aislada con un asa de kolle se tom6 4 a 5 colonias que fueron
transferidas a un tubo con 5 ml de caldo peptonado; este se ajusta a la escala de
Mac Farland N°5 y de forma visual se compara hasta obtener la misma turbidez,
para ello se puso como contraste un fondo blanco con lineas negras y una luz
adecuada. La suspension preparada de la bacteria contiene aproximadamente 108
UFC/ml.

Seguidamente se realizé una dilucién de 0.1 ml del inoculo 108 UFC/ml en 9.9
ml de caldo peptonado esterilizado que nos dio una concentracion final de 10°

UFC/ml y fue utilizado para realizar las pruebas antibacterianas.
1.6.4. PREPARACION DE LOS DISCOS

Se prepar6 30 discos de 6 mm de diametro con papel filtro Whatman N° 4 y se
colocaron 10 de ellos en 3 diferentes frascos, que fueron impregnados uno por uno
con 10 pl de los diferentes extractos de Notholaena nivea “Cuti cuti” en una dosis

de 1 mg por disco.
1.6.5. METODO HOYO-PLACA-CULTIVO

Se preparé agar Mueller Hinton, una vez esterilizado y a una temperatura
adecuada se plaquearon las placas Petri, se esper6 a que el agar este
totalmente endurecido y con el reverso de una pipeta Pasteur se realiz6 4

hoyos en el agar. (Figura N° 50)

Luego cerca del mechero se procedié a sembrar en toda la superficie del agar
el inoculo preparado de 10° UFC/ml y en cada hoyo se afiadié 10 pl de cada
extracto, se dejé secar durante 15 minutos y se incubo a 35 °C por 24 horas,
posteriormente medimos los halos de inhibicion.
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Hoyos realizados con el
reverso de la Pipeta Pasteur

FIGURA N°50 : Esquema de la preparacion de pozos en placa con agar Muller
Hinton

FUENTE: Elaboracion propia

1.6.6. METODO DE DIFUSION DE DISCOS

Se prepar6 agar Mueller Hinton, una vez esterilizado y a una temperatura deseada,
se plaquearon las placas petri y se esperé a que el agar este totalmente endurecido.
Luego cerca del mechero se procedi6 a sembrar en toda la superficie del agar el
inoculo preparado de 10° UFC/ml y se espero que seque durante 15 minutos, se
dividié la placa en 4 cuadrantes para poder colocar en cada cuadrante un disco
preparado con los diferentes extractos a una dosis determinada, se incuba a 35 °C

por 24 horas, y medimos los halos de inhibicion. (Figura N°51)

A
Y

FIGURA N°51 : Esquema de la posicién de los discos en placa con agar Muller

2N

Hinton
FUENTE: Elaboracién propia
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1.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL
EXTRACTO DE Notholaena nivea “Cuti cuti”

1.7.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA
MINIMA (CIM)

Se determind la concentracion inhibitoria minima por el método de dilucion en
tubo.

1.7.1.1. METODO DE DILUCION EN TUBO DEL EXTRACTO MADRE DE

Notholaena nivea “Cuti cuti”
1.7.1.1.1. PREPARACION DEL INOCULO

De la cepa aislada con un asa de kolle se tom6 4 a 5 colonias que fueron
transferidas a un tubo con 5 ml de caldo peptonado; este se ajusta a la
escala de Mac Farland N°5 y de forma visual se compara hasta obtener la
misma turbidez, para ello se puso como contraste un fondo blanco con
lineas negras y una luz adecuada. La suspension preparada de la bacteria

contiene aproximadamente 108 UFC/ml.

Seguidamente se realiz6 una dilucion de 0.1 ml del inoculo 108 UFC/ml
en 9.9 ml de caldo peptonado esterilizado, el cual nos dio una
concentracion final de 106 UFC/ml el cual fue utilizado para realizar las

pruebas antibacterianas.
1.7.1.1.2. PREPARACION DE LAS DILUCIONES

Se trabajé con una cantidad total de 10 microorganismos de la cepa
Propionibacterium acnes, aislada de los pacientes del Servicio de

Dermatologia del hospital 111 Goyeneche.

Se hizo una bateria de 5 tubos (Tabla N° 6) a los cuales se les afiadié 1 ml
de caldo peptonado estéril, seguidamente al tubo 1 se le afiade 1 ml de
extracto de Notholaena nivea “Cuti cuti”, se mezclo y de este se extrae 1
mly se agrega al tubo 2 nuevamente se mezcld y se extrajo 1 mly se afiadié
al tubo 3 finalmente del tubo 3 se extrajo 1 ml el cual fue afiadido al tubo
4 se mezcld y se descarto 1 ml de este ,el tubo 5 fue nuestro control positivo

al cual no se le afiadio extracto. (Figura N°52)
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TABLA N° 6 : Preparacion de diluciones para la CMI

NUMERO DE TUBOS

DESCRIPCION
1 2 3 4 5 (CONTROL +)
CALDO PEPTONADO
1 1 1 1 1
(ml)
EXTRACTO SECO
1 1 1 1 -
100 mg/ml
VOLUMEN INICIAL
1 1 1 1 1
(ml)
CONCENTRACION 2
50 25 12.5 6.25 -
(mg/ml)
INOCULO
1 1 1 1 1
10% UFC/ml
VOLUMEN FINAL
2 2 2 2 2
(ml)
CONCENTRACION
25 12.5 6.25 3.12 -

FINAL (mg/ml)

FUENTE: Elaboracion propia

NN Y

‘1m|“1ml‘|1ml||1ml|‘c+‘

1000mgml  0mgml 2Vmgml 125mgml

FIGURA N°52 : Diluciones de la muestra para obtener diferentes concentraciones

FUENTE: Elaboracién propia
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1.7.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION BACTERICIDA
MINIMA (CBM)

Con agar Muller Hinton esterilizado se plaquearon placas Petri y se dej6 a 35°C
por 24 horas incubando, para verificar que esté libre de patdgenos, ya que es el
agar donde se realiza el resembrado.

Una vez realizada la prueba para determinar la concentraciéon minima inhibitoria,
se observaron los tubos que no presentaban turbidez que indican que no tiene

crecimiento antibacteriano “sin velo” para el resembrado.

Después de realizar la observacion del crecimiento bacteriano se procedio a

sembrar los tubos del 1 al 5 y se incubo a 35 °C por 24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion se procedi6 a observar crecimiento
microbiano en las placas, para poder indicar el punto de quiebre donde. (Figura
N°53)

|1m|| |1m|| |1m|| |1m|| [c+]

100mgml  50mgml 25mgml 12.5mgml Agar Miiller Hilton

FIGURA N°53 : Siembra de la concentraciéon minima inhibitoria

FUENTE: Elaboracién propia

1.7.3. CALCULO DE NUEVAS CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO DE
Notholaena nivea “Cuti cuti” PARA DETERMINAR LA
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

Si en la determinacion de la concentracion minima bactericida se encontraran
cepas viables a una determinada concentracion, se decidira recalcular las

concentraciones del extracto a partir de la concentracién donde no se presentan
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cepas viables hasta la concentracion donde si se presentaran cepas viables, para

poder determinar la nueva concentracion minima inhibitoria. (Tabla N°7)

Preparacion de las diluciones para la determinacién de la concentracion minima

inhibitoria por quintuplicado. (Figura N°54)

e En un matraz se preparé caldo peptonado, seguidamente se calculd los
mililitros de este a ser afiadidos a 35 tubos de ensayo para obtener las
diferentes concentraciones y se esterilizd cada tubo.

e Luego se agreg6 los mililitros de extracto calculado para obtener 1 ml de
volumen final.

e Enseguida del in6culo previamente preparado se afiadié 1 ml a los tubos de
ensayo conteniendo la solucion de caldo peptonado y extracto de Notholaena
nivea “Cuti cuti”’, a las concentraciones recalculadas obteniendo 2 ml de
volumen final.

e Finalmente se homogenizé los tubos y se incub6 35 °C durante 24 horas.

v v v (R

6mg/ml  SSmgml Smgml  45mg/m 4mgml 3Smgml C+

FIGURA N°54 : Preparacion de nuevas concentraciones del extracto

FUENTE: Elaboracién propia
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TABLA N°7: Preparacion de nuevas diluciones para la CMI

) NUMERO DE TUBOS
DESCRIPCION

1 2 3 4 5 6 7(CONTROL+)

CALDO PEPTONADO (ml) 0.88 0.89 0.90 091 0.92 0.93 1

EXTRACTO SECO
100 mg/ml

0.12 011 0.10 0.09 0.08 0.07

VOLUMEN INICIAL (ml) 1 1 1 1 1 1 1

CONCENTRACION 2 (mg/ml) 12 11 10 9 8 7

INOCULO 10¢ UFC/ml 1 1 1 1 1 1 1
VOLUMEN FINAL (ml) 2 2 2 2 2 2 2
CONCENTRACION FINAL

(mg/ml)

FUENTE: Elaboracién propia

1.7.4. DETERMINACION DE LA NUEVA CONCENTRACION
BACTERICIDA MINIMA (CBM) A PARTIR DE LAS NUEVAS
CONCENTRACIONES

Se prepard agar Miiller Hinton, una vez esterilizado y verificado después de 24
horas que esté libre de patdgenos, se plaque6 35 placas Petri, las cuales fueron

sembradas con los 6 tubos de la CMI y una placa control positivo de cada bateria.

Se dej6 en incubacion a 35 °C por 24 horas, finalmente se observo el crecimiento

bacteriano en placas y el punto de ruptura en las placas. (Figura N°55)
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6mg/ml SSmg/ml Smpml 4Smgm dmgml 3Smgml C+

Agar Miiller Hilton dividido
en cuatro cuadrantes

FIGURA N°55 : Siembra en agar de las nuevas concentraciones del extracto

FUENTE: Elaboracion propia

1.7.5. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANA POR
EL METODO DE DIFUSION DE DISCOS

Para la determinacion de la sensibilidad antibacteriana se utilizé el método Kirby

Bauer, el cual se realizd por quintuplicado.

1.7.5.1. PREPARACION DE LOS DISCOS DE SENSIBILIDAD DEL
EXTRACTO DE Notholaena nivea “Cuti cuti”

Se hicieron discos de 6 mm de diametro con papel filtro Whatman N° 4 y
cada uno fue impregnado con 10 pl de extracto de Notholaena nivea “Cuti

cuti”, en diferentes dosis.
Se esperd que el papel filtro seque, para colocarlos en las placas Petri.
Formula para la preparacion de los discos de sensibilidad:

axb

Dosis del disco =

Donde:
a: dosis del extracto (mg)
b: cantidad del extracto impregnado en el disco (ul)

c: ml en los que se encuentra la dosis del extracto (1000 pl)
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1.7.5.2. MEDIO DE CULTIVO

Se utiliz6 agar Muller Hinton esterilizado y plagueado en placas Petri,
seguidamente con un hisopo estéril se sembro toda la superficie de este sin
dejar espacios vacios del agar, con el indculo previamente preparado a una

concentracion de 10® UFC/ml.

Una vez seca la placa, se colocaron los discos de sensibilidad con una pinza
estéril dejando un espacio adecuado de separacion, para que no se
sobrepongan los halos de inhibicion formados, finalmente se incubaron las

placas a 35 °C por 24 horas.
1.753. LECTURA

A las 24 horas, se midieron los halos de inhibicion que se formaron alrededor
de los discos.

1.8. ANTIBIOGRAMA CON LOS MEDICAMENTOS DOXICICLINA (30 mcg),
TETRACICLINA (30 mcg) Y CLINDAMICINA (2 mcg)

En agar Miiller Hinton, se sembrd el inoculo con una concentracion de 106 UFC/ml
previamente preparado en toda la placa y se esperé a que este seque para poder

colocar los discos de sensibilidad.
1.8.1. DISCOS DE SENSIBILIDAD

Los discos de sensibilidad con concentracion definida del medicamento se
colocaron en la placa a una distancia determinada entre ellos de al menos 15 mm
para poder observar los halos de inhibicion y se llevo a incubacion a 35°C durante
24 horas.

1.8.2. LECTURA

A las 24 horas de incubacion, se midieron los halos de inhibicion que se formaron

alrededor de los discos.
1.9. METODOS ESTADISTICOS

Para comparar el efecto antibacteriano mediante la medicidn de halos de los extractos
de Notholaena nivea “Cuti cuti” obtenidos, se realizé6 un andlisis de varianza

(ANOVA) con la prueba especifica de Tuckey, para establecer si los resultados
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presentan una diferencia significativa, realizados con un nivel de confianza al 95%,

utilizando el software Statgraphics Centurion XVII.
1.9.1. MEDIA Y DESVIACION ESTANDAR

El valor promedio utilizado fue la media aritmética (en forma abreviada, la
media), que es la suma de las medias dividida por el nimero de medidas:

La media, x, de n medidas viene dada por x = %
Donde:
Y.x; = suma de todas las medidas

n = numero de medidas

Una medida mas Util, que utiliza todos los valores, es la desviacion estandar, s,

que se define como sigue:

La desviacion estandar, s, de n medidas viene dada por:

s =% (xi —x)%/(n—1)
Donde:
X =media de las medidas
X; = medidas
n = numero de medidas
1.9.2. ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

Es una técnica muy potente que se utiliza para separar y estimar las diferentes
causas de variacion, se puede usar las técnicas ANOVA en situaciones donde hay
mas de una fuente de variacidn aleatoria y también se puede utilizar para separar

y estimar las fuentes de variacion.

Un analisis de varianza (ANOVA) prueba la hipétesis de que las medias de dos o
mas poblaciones son iguales. Los ANOVA evallan la importancia de uno o mas
factores al comparar las medias de la variable de respuesta en los diferentes
niveles de los factores. La hipdtesis nula establece que todas las medias de la
poblacion (medias de los niveles de los factores) son iguales mientras que la
hipotesis alternativa establece que al menos una es diferente.
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Para ejecutar un ANOVA, debe tener una variable de respuesta continua y al
menos un factor categdrico con dos 0 méas niveles. Los analisis ANOVA requieren
datos de poblaciones que sigan una distribucién aproximadamente normal con
varianzas iguales entre los niveles de factores. Sin embargo, los procedimientos
de ANOVA funcionan bastante bien incluso cuando se viola el supuesto de
normalidad, a menos que una o mas de las distribuciones sean muy asimétricas o
si las varianzas son bastante diferentes. Las transformaciones del conjunto de

datos original pueden corregir estas violaciones (37).
1.9.3. PRUEBA TUKEY

El método de Tukey se utiliza en ANOVA para crear intervalos de confianza para
todas las diferencias en parejas entre las medias de los niveles de los factores
mientras controla la tasa de error por familia en un nivel especificado. Es
importante considerar la tasa de error por familia cuando se hacen comparaciones
multiples, porque la probabilidad de cometer un error de tipo | para una serie de
comparaciones es mayor que la tasa de error para cualquier comparacion
individual. Para contrarrestar esta tasa de error mas elevada, el método de Tukey
ajusta el nivel de confianza de cada intervalo individual para que el nivel de

confianza simultaneo resultante sea igual al valor que usted especifique (38).
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CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSIONES

La planta Notholaena nivea “Cuti cuti” fue recolectada en la ciudad de Cuzco entre los meses
de mayo-agosto del 2018, se realizaron tres extractos por el método de Soxhlet, usando tres
solventes de diferentes polaridades los cuales fueron: etanol polar 96°, éter de petréleo

medianamente polar y hexano apolar.
1. PROCESAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL
1.1. IDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL

Se llevé la planta Notholaena nivea “Cuti cuti” al Herbarium Arequipense de la
Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa para su identificacion y

tipificacion. (Anexo N°1)
1.2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE Notholaena nivea “Cuti cuti”

Para la obtencion de estos extractos, se usaron las hojas y los tallos de Notholaena
nivea “Cuti cuti”, se llevo a un proceso de desecacion y pulverizacion, seguidamente
se realizo la obtencion de los extractos etandlico 96°, hexanico y etéreo, mediante el
método de extraccion por Soxhlet, ya que es una técnica que extrae un amplio rango
de principios activos, evitando los principales interferentes de la extraccion, como

son tiempo y cantidad de disolvente empleado. (Figura N°56)

FIGURA N°56 : Extracto Etandlico, hexanico y etéreo de Notholaena nivea “Cuti

cuti”

FUENTE: Elaboracion propia
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1.3. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LOS EXTRACTOS DE

Notholaena nivea “Cuti cuti”

Los resultados que se describe en la tabla N°8, son las caracteristicas organolépticas
de los extractos de Notholaena nivea “Cuti cuti”.

TABLA N°8 : CARACTERES ORGANOLEPTICOS DE LOS EXTRACTOS DE

Notholaena nivea “Cuti cuti”

TIPO DE EXTRACTO

PARAMETROS
Etandlico Hexéanico Etéreo
Color Amarillo pardo Verde pastel claro Verde pastel claro
Olor Caracteristico, intenso Caracteristico Caracteristico
Sabor Amargo Amargo Amargo
Aspecto Ligeramente turbio Turbio Turbio

FUENTE: Elaboracion propia
1.4. RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS DE Notholaena nivea “Cuti cuti”

Los extractos de Notholaena nivea “Cuti cuti”, que fueron obtenidos por el método
de Soxhlet, fueron traspasados a vasos de precipitados debidamente tarados para
obtener el peso real de cada uno de los extractos y asi poder calcular el porcentaje de

rendimiento. Se utilizo la siguiente formula:

F od Peso extracto seco
% Rendimiento = Poso muestra 100

Para poder validar los extractos obtenidos de Notholaena nivea “Cuti cuti”, con los
tres solventes empleados, se les realizaron tres extracciones mediante el equipo
extractor Soxhlet, obteniéndose un promedio final de los porcentajes de rendimientos

para cada uno de los extractos. (Tabla N°9)
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TABLA N°9 : Porcentaje de rendimiento promedio de los extractos secos de

Notholaena nivea “Cuti cuti”

3 Peso de la Extracto seco o
SOLVENTE DESCRIPCION Rendimiento
planta (g) (9)
1° 10.6541 g 117g 10.98 %
20 10.4053 g 1.13¢g 10.86 %
3° 10.4569 g 1.14¢g 10.90 %
ETANOL
Promedio 10.91 %
Desviacion
0.061
estandar
1° 10.3947 g 0.23g 2.21 %
20 10.3181 g 0.23¢ 2.23%
3° 10.2203 g 0.23¢ 2.25%
HEXANO
Promedio 2.23%
Desviacion
0.02
estandar
10 10.1333 g 0.359 g 3.54%
20 10.0211 g 0.358 g 3.57%
ETER DE 30 10.0132 g 0.358g 3.58 %
PETROLEO Promedio 3.58 %
Desviacion
0.58
estandar

FUENTE: Elaboracion propia

Los resultados obtenidos luego del calculo son mostrados en la tabla N°9 observando
que los datos de las repeticiones muestran un comportamiento normal. Conforme a
los resultados obtenidos, se puede decir que el extracto etanolico fue el que obtuvo
mayor porcentaje de rendimiento con un promedio de 10.91 % con una desviacion
estandar de 0.061, sequido del extracto etéreo con un rendimiento de 3.58%, una
desviacion estandar de 0.021 y por ultimo el extracto hexanico con un rendimiento

de 2.23 %, una desviacién estandar de 0.02.
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1.5. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS PORCENTAJES DE RENDIMIENTO
DE LOS EXTRACTOS DE Notholaena nivea “Cuti cuti”

TABLA N°10 : Andlisis de Varianza (Anova) de los Extractos de Notholaena nivea

“Cuti cuti”

Origen de Grados Promedio Valor
Suma de de - ren Valor
las de F Probabilidad critico
L. cuadrados | .. los | o4
variaciones libertad paraF
cuadrados
g]ii‘z:)r:s 131.200556 2 65.6002778| 430951 3.3728E-13 |5.14325285| 0.0000
Dentro de
los grupos 0.00913333 6 0.00152222
Total 131.20968% 8

FUENTE: Elaboracién propia

La tabla N°10 nos indica que el valor P es de 0.0000 siendo menor que a = 0.05, por
lo tanto, se aprueba la hipotesis alternativa que nos indica que si existe diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de los 3 extractos de Notholaena nivea

“Cuti cuti” con un nivel del 95.0% de confianza.

Al realizar la prueba de Tukey HSD se confirmo que todos eran diferentes entre si

tal y como se muestra en la tabla 11 y 12.

TABLA N°11 : Comparacion de medias significativamente diferentes para el

rendimiento de los extractos de Notholaena nivea “Cuti cuti”

GRUPOS

CASOS| MEDIA HOMOGENEOS

Extracto Hexanico 3 2.23 X
Extracto Etéreo 3 3.56333 X
Extracto Etandélico 3 10.9133 X

FUENTE: Elaboracion propia
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TABLA N°12 : Comparaciones en parejas de Tukey HDS de los extractos de

Notholaena nivea “Cuti cuti”

Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites

Extracto Etanolico - Extracto Hexanico * 8.68333 0.0977442
Extracto Etanoélico - Extracto Etéreo * 7.35 0.0977442
Extracto Hexanico - Extracto Etéreo * -1.33333 0.0977442

* indica una diferencia significativa
FUENTE: Elaboracion propia

La Tabla N°12 nos muestra una comparacién por parejas entre los extractos de
Notholaena nivea “Cuti cuti” respaldado con el estadistico Tukey HDS el cual indica
que hay diferencia significativa de la media de los tres grupos de contraste entre los

extractos etanolico, hexanico y etéreo a un intervalo de confianza del 95%.

PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS DE Notholaena nivea "*Cuti cuti**

12

10.5

7.5

4.5

15

Porcentaje de rendimiento
D
| T | TT | T | TT | T | TT | T | TT |
| 11 | 11 | 11 | 11 | 11 | 11 | 11 | 11 |

Extracto Etanélico Extracto Hexanico Extracto Etéreo

FIGURA N°57 : Promedios de los rendimientos (%) de los extractos de Notholaena
nivea “Cuti cuti” para cada tipo de solventes
FUENTE: Elaboracién propia

La figura N°57, nos muestra la media (linea roja vertical de cada caja) del porcentaje
de rendimiento para cada tipo de solvente, observando que la caja del extracto

etanolico difiere en el rendimiento respecto a los solventes hexanico y etéreo.
1.6. PROCESAMIENTO DE LA CEPA EN ESTUDIO

Se tomaron muestras de pustulas de 37 pacientes del hospital 111 Goyeneche, las
cuales fueron transportadas en caldo tioglicolato enriquecido con vitamina k en
81
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condiciones de anaerobiosis al laboratorio H-402 de la universidad Catélica de Santa
Maria en el cual se procedi6 a incubar la muestra en cdmara de CO, a 35 °C durante
72 horas.

A las 72 horas se observaron los tubos de caldo tioglicolato y se realiz6 una primera
clasificacion por su forma de crecimiento en:1) nieve cayendo, 2) turbio y 3) sin
crecimiento (el caldo se mantuvo transparente). En 11 caldos de tioglicolato
(29.73%) crecimiento en velo superficial, mientras que en 26 caldos de tioglicolato
(70.27%) presentaron crecimiento de diferentes patrones.

De estos el patron “nieve cayendo” se presentd en 8 muestras (30.77%) y el patron

turbio en 18 muestras (69.23%).

Una vez obtenido el crecimiento en caldo tioglicolato, se procedié a sembrar en

placas de agar sangre en base soya-tripticasa y agar manitol salado.

El agar sangre de cordero en base soya-tripticasa fue incubado a 35°C por 120 horas
con atmoésfera de CO, (Figura N° 58), mientras que el agar manitol salado fue

incubado a 35 °C en camara de CO, y 37°C en estufa de incubacién por 24 horas.

FIGURA N°58 : (A) placa de agar sangre de cordero en base soya-tripticasa
sembrada en CO>; (B) placa de agar sangre de cordero en base soya-tripticasa sin

sembrar
FUENTE: Elaboracién propia

Los microorganismos que crecieron en el agar sangre fueron identificados mediante
pruebas bioquimicas. En el caso del agar manitol salado, la identificacion se baso en
ver el crecimiento tanto en condiciones anaerobias como aerobias, la morfologia en

tincion de Gram, pruebas de catalasa y coagulasa.
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La lectura de la placa de agar sangre en base soya-tripticasa mostré colonias
pequefias, de color blanco grisaceo, ligeramente mucosas, de bordes enteros,
consideradas como Propionibacterium y en la placa de agar manitol salado se
observaron colonias puntiformes, de bordes enteros, de color blanco. (Figura N°59)

FIGURA N°59 : (A) Placa Agar Sangre en Base soya— Tripticasa (Propionibacterium);
(B) Placa Agar Manitol salado no fermenta en manitol

FUENTE: Elaboracién propia

Se observé los distintos tipos de fermentacién del Agar Manitol Salado, donde se
presume las dos especies de Staphylococcus, con una coloracion amarilla por la
produccion intensa del acido para Staphylococcus aureus (Figura N°60) y una
coloracion rojo color vino porque no hay produccion del acido para el

Staphylococcus epidermidis (Figura N°61).

FIGURA N°60 : (A) Placa Agar Sangre en Base soya— Tripticasa (Staphylococcus

aureus); (B) Placa Agar Manitol salado hay crecimiento y si fermenta en manitol

FUENTE: Elaboracion propia
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FIGURA N°61 : (A) Placa Agar Sangre en Base soya — Tripticasa (Staphylococcus
epidermidis); (B) Placa Agar Manitol salado hay crecimiento no fermenta en manitol

FUENTE: Elaboracién propia

Luego se realiz6 la tincibn Gram a todas aquellas muestras que presentaron
crecimiento, encontrandose en 26 muestras (70.27%) bacilos Gram positivos y en 11

muestras (29.73%) se presentaron cocos Gram positivos en grupos.

La figura N°62 muestra la tincibn Gram en la cual pudimos observar un
microorganismo Gram positivo que se presenta en cadenas, en pares o formando
configuraciones en “V”, “Y” o semejando letras chinas que se consideraron

tentativamente como la cepa Propionibacteirium acnes.

FIGURA N°62 : Tincion de Gram para aislado bacteriano aumento 100x

FUENTE: Elaboracién propia

La figura N°63 muestra microorganismos Gram positivos que se presenta como
células cocoides o cocobacilares, cocos en pares que se consideraron tentativamente

como cepas de Staphylococcus epidermidis (B1) y Staphylococcus aureus (B2).
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FIGURA N°63 : Tincion de Gram (B1) Staphylococcus epidermidis; (B2)
Staphylococcus aureus. aumento 100x

FUENTE: Elaboracion propia
1.6.1. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS

Para la correcta identificacion de este microorganismo, se realizaron diferentes
pruebas bioquimicas, a continuacién, se muestran los resultados en la tabla N°13.

TABLA N°13 : Resultados de la identificacion bioquimica

PRUEBA BIOQUIMICA RESULTADO
Prueba de catalasa Positivo
Prueba de la coagulasa Negativo
Prueba de indol Positivo
Reduccion de nitratos Positivo
Licuefaccion de la gelatina Negativo
Hidrolisis de almiddn Negativo
Prueba de RMVP RM (+), VP (-)
Prueba de la esculina Negativo
Prueba de TSI R/A --

FUENTE: Elaboracién propia

Jaramillo y Bazalar (28) realizaron una evaluacion microbioldgica en 20 pacientes
con diferente grado de acné vulgaris en 12 pacientes se aislé Propionibacterium
acnes y en 7 la asociacion de Propionibacterium acnes con Staphylococcus
epidermis, y en 1 la asociacion de Propionibacterium acnes con
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Propionibacterium granulosum sus resultados confirman que la flora bacteriana
de las lesiones inflamatorias del acné vulgaris esta constituida principalmente por
Propionibacterium acnes con Staphylococcus epidermis por lo tanto,
Propionibacterium acnes podria jugar un rol directo en la iniciacion y

mantenimiento de las lesiones inflamatorias del acné vulgaris.

De este modo podemos concluir que el microorganismo en estudio es
Propionibacterium acnes. De los 37 pacientes estudiados, todos los pacientes
presentaban piel grasosa y referian antecedentes familiares de acné vulgaris.

Se aislé Propionibacteirum acnes en 26 pacientes, en mayor predominancia se
observo Staphylococcus epidermidis en combinacion con Propionibacteirum
acnes en 7 pacientes y Staphylococcus aureus en combinacién con
Staphylococcus epidermidis en 4 pacientes. (Tabla N°14)

TABLA N°14: Resultados del analisis microbiol6gico en pacientes con acné vulgaris

Muestra | Edad | Sexo AQISdeni@ Microorganismos aislados
Familiares
1 22 F Si Propionibacterium acnes
2 29 M Si S. epidermidis -P. acnes
3 27 M Si S.epidermidis - P. acnes
4 16 M Si S. epidermidis - P. acnes
5 24 M Si Propionibacterium acnes
6 20 F Si Propionibacterium acnes
7 18 F Si Propionibacterium acnes
8 21 M Si Propionibacterium acnes
9 22 F Si S. aureus - S.epidermidis
10 24 F Si S. epidermidis - P. acnes
11 17 M Si Propionibacterium acnes
12 29 F Si Propionibacterium acnes
13 23 F Si S. epidermidis - P.acnes
14 26 M Si Propionibacterium acnes
15 25 M Si S. aureus - S.epidermidis
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16 17 F Si S. aureus - S.epidermidis
17 21 F Si Propionibacterium acnes
18 23 M Si Propionibacterium acnes
19 27 F Si Propionibacterium acnes
20 18 F Si Propionibacterium acnes
21 24 M Si S. epidermidis - P. acnes
22 27 F Si Propionibacterium acnes
23 21 M Si Propionibacterium acnes
24 21 F Si Propionibacterium acnes
25 19 M Si Propionibacterium acnes
26 25 M Si S. aureus - S.epidermidis
27 28 F Si Propionibacterium acnes
28 27 F Si Propionibacterium acnes
29 16 M Si Propionibacterium acnes
30 26 F Si S. epidermidis - P. acnes
31 24 M Si Propionibacterium acnes
32 22 F Si Propionibacterium acnes
33 23 M Si Propionibacterium acnes
34 24 F Si Propionibacterium acnes
35 18 M Si Propionibacterium acnes
36 22 F Si Propionibacterium acnes
37 19 M Si Propionibacterium acnes

FUENTE: Elaboracion propia

1.7. EVALUACION PRELIMINAR DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DE
Notholaena nivea “Cuti cuti” FRENTE A LA CEPA Propionibacterium acnes

Para poder realizar las pruebas antibacterianas, con el microorganismo identificado
bioguimicamente, realizamos una prueba piloto donde observamos cual de los tres

extractos de Notholaena nivea “Cuti cuti” presenté mayor efecto antibacteriano.

Los extractos trabajados se utilizaron con agua ultra pura para comprobar que este

no inhiba el crecimiento bacteriano, se realizd una prueba con el inoculo equivalente
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a 10% UFC/mL en el medio de cultivo Miller Hinton en el que fue sembrado,
dividido en 4 cuadrantes, se puso un disco de cada extracto con la concentracion
establecida y un disco con agua ultra pura. (Figura N°64)

FIGURA N°64 : Prueba piloto de los extractos de Notholaena nivea “Cuti cuti”
FUENTE: Elaboracién propia

Observamos los resultados de la prueba piloto, en la cual obtenemos mayor didmetro
de halo de inhibicion en el extracto etandlico, seguido el extracto etéreo, en cuanto
el extracto hexanico y el agua ultra pura no presentaron halo de inhibicion. (Tabla
N°15)

TABLA N°15 : Evaluacion preliminar por el método difusion de discos

Extractos | Concentracion P P2 P3 P4 P5
Etanol 1mg 22mm | 23mm | 22mm | 21 mm | 23 mm
Hexano 1 mg SH SH SH SH SH
Eter de

1mg 12mm | 10mm | 10mm | 9mm | 11 mm
petroleo
Agua ultra
- SH SH SH SH SH
pura

Leyenda: SH = Sin Halo
FUENTE: Elaboracion propia

Por lo que podemos decir que el agua ultra pura no presenta ninguna accion
antibacteriana y si puede ser utilizada como disolvente del extracto, eligiendo el

extracto etandlico por presentar mayor efecto antimicrobiano.
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1.8. ANALISIS FITOQUIMICO POR CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA
DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Notholaena nivea “Cuti cuti”

Después de haber obtenido nuestros extractos etandlico 96°, hexanico y etéreo, se
optd por elegir el extracto etandlico de Notholaena nivea “Cuti cuti” debido a que
presento mayor efecto inhibitorio en la prueba piloto, ya que probablemente presente

un alto contenido de sustancias polares.

Segun Cabrera (26), la presencia de los metabolitos encontrados, los azlcares
reductores, alcaloides, compuestos fenolicos y flavonoides estan relacionados con la
actividad hipoglicemiante. En este estudio se realiz6 pruebas de solubilidad,
precipitacion y colorimetria en tubos de ensayo, y en placa o lamina para determinar

la presencia de los principales grupos metabolicos.
1.8.1. IDENTIFICACION GENERAL

La identificacion cromatografica general fue realizada con una fase movil de
acetato de etilo: metanol: agua a una proporcién de (3.75:0.83:0.42), fase
estacionaria; placa de silica gel con marcador de fluorescencia a una longitud de
onda de 254 nm. Obteniéndose en la placa (figura N°65) manchas de diferentes
colores con un factor de retencion de: 0.90 (azul), 0.76 (rojo), 0.53 (verde), 0.39
(azul), 0.34 (rojo), 0.23 (amarillo), 0.18 (azul), 0.10 (verde) y 0.063 (azul), para

la identificacion de metabolitos secundarios.
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Revelador: Solucién A: acido sulfarico 5% en etanol
Solucién B: vainillina 1% en etanol
FIGURA N°65: Cromatografia de capa fina del extracto etandlico de Notholaena

nivea “Cuti cuti” para la identificacion de metabolitos secundarios

FUENTE: Elaboracién propia

Como observamos en la cromatografia de capa fina para la identificacion general,
el extracto etandlico de Notholaena nivea “Cuti cuti”, presento una variedad de

grupos de metabolitos secundarios que pueden ser identificados.

Cabrera (26), demuestra en su investigacion la presencia de metabolitos
encontrados como, azucares reductores, alcaloides, compuestos fendlicos y
flavonoides relacionados con la actividad hipoglicemiante de Notholaena nivea
“Cuti cuti” con pruebas de solubilidad, precipitacion y colorimetria en tubos de

ensayo, para determinar la presencia de los principales grupos metabélicos.
1.8.2. IDENTIFICACION DE TERPENOS

La identificacion cromatogréfica para la identificacion de terpenos fue realizada
con una fase movil de tolueno: acetato de etilo a una proporcion de (4.5:0.5), con
una fase estacionaria de silica gel con marcador de fluorescencia a una longitud

de onda a 254 nm.
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Solucioén B: vainillina 1% en etanol
FIGURA N°66 : Cromatografia de capa fina del extracto etanolico de Notholaena

nivea “Cuti cuti” para la identificacion de terpenos.

FUENTE: Elaboracién propia

En la figura N°66 observamos diferentes manchas de colores con los factores de
retencion: 0.99 (morado),0.96 (verde),0.93 (rosado),0.88 (azul) y 0.56 (rosado),
lo que indica la presencia de terpenos en el extracto etanolico de Notholaena nivea
“Cuti cuti”, se presume la presencia de monoterpenos y diterpenos por el viraje de

color y también otras sustancias no identificadas.

Garcia (27), menciona que la Notholaena nivea es un helecho americano usado en
la Medicina Tradicional Peruana para el tratamiento de la diabetes, por lo que
utilizaron un extracto de cloruro de metileno de la planta para realizar un estudio
fitogquimico por Cromatografia de Gases y Espectrometria de Masas, donde

identificaron 11 triterpenos: 8 con esqueleto de cicloartanol y 3 de hopano.
1.8.3. IDENTIFICACION DE TANINOS

Para la identificacion cromatografica de taninos, se us6é como fase movil:
metanol: agua con una proporcion de (3.5:1.5) y una fase estacionaria de silica gel

con marcador de fluorescencia a una longitud de onda de 254 nm.
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Revelador: Solucién cloruro férrico 5% en etanol
FIGURA N°67 : Cromatografia de capa fina del extracto etanolico de Notholaena

nivea “Cuti cuti” para la identificacion de Taninos.

FUENTE: Elaboracion propia

Castafieda et al. (12), determinaron que en la planta denominada Notholaena nivea

“Cuti cuti”, predominan los compuestos fendlicos, los alcaloides y los taninos.

Por lo tanto, en la figura N°67 se detectd la posible presencia de taninos
hidrolizables debido a que observamos una mancha de color azul con un factor de
retencion de 0.94, después de haber sido tratada con cloruro férrico. Lo que indica

presencia de taninos en el extracto etanolico de Notholaena nivea “Cuti cuti”.
1.8.4. IDENTIFICACION DE ALCALOIDES

Para la identificacién cromatografica de alcaloides, se us6 como fase mavil:
acido acético: metanol: agua con una proporcion de (3.5:0.5:1) y una fase
estacionaria de silica gel con marcador de fluorescencia a una longitud de onda a
254 nm.
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FIGURA N°68 : Cromatografia de capa fina del Extracto etandlico de Notholaena

nivea “Cuti cuti” para la identificacion de Alcaloides.

FUENTE: Elaboracién propia
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Revelador: Reactivo de Draggendorf
FIGURA N°69 : Cromatografia de capa fina del Extracto etandlico de Notholaena

nivea “Cuti cuti” para la identificacion de Alcaloides
FUENTE: Elaboracién propia

En la figura N°68 observamos 2 manchas de color anaranjado con factores de
retencion de: 0.89 y 0.81 usando el revelador de vapores de yoduro metélico para
poder visualizar mejor las manchas. En la figura N°69 observamos 4 manchas de
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color naranja con factores de retencion de: 0.90, 0.81, 0.70 y 0.66 usando reactivo
de Draggendorf para su revelacion. Lo que indica presencia de alcaloides en el

extracto etandlico de Notholaena nivea “Cuti cuti”.

Castafieda y colaboradores (12) demostraron la presencia de alcaloides en su
estudio como principios activos para determinar el efecto hipoglicemiante,
concluyendo que tanto los extractos atomizados como el pool de alcaloides totales
de Cuti-Cuti, son eficaces para reducir la hiperglicemia inducida por Aloxano.

1.8.5. IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES

Para la identificacion cromatogréafica de flavonoides, se usé como fase moévil:
n-butanol: acetato de etilo: agua: metanol con una proporcion de (1:3:0.5:0.5) y
una fase estacionaria de silica gel con marcador de fluorescencia a una longitud
de onda a 360 nm.

Rf 0.98 B g——Rf (.98
Rf: 0.91 B <4—— Rf 0.91
Rf: 0.84 B <¢——Rf: 0.84

Rf: 0.7 ~ i EE g——Rf 0.7
‘ <—1Rf 0.63

Revelador: Solucion de tricloruro de aluminio 1% en etanol
FIGURA N°70 : Cromatografia de capa fina del Extracto Etandlico de Notholaena
nivea “Cuti cuti” para la identificacion de Flavonoides
FUENTE: Elaboracién propia

En la figura N°70 observamos diferentes manchas de colores con un factor de
retencion de: 0.98 (rojo), 0.91 (azul), 0.84 (verde), 0.70 (rosado) y 0.63 (amarillo),
lo que indica presencia de flavonoides en el extracto etandlico de Notholaena

nivea “Cuti cuti”.
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Castafieda, y colaboradores (12), utilizaron un extracto metanolico de la planta
Notholaena nivea “Cuti-Cuti”, para identificar mediante un estudio fitoquimico
cualitativo la presencia de flavonoides donde observaron Rutina y Quercetina
confirmados por TLC, HPLC e IR para evaluar el efecto hipoglicemiante.

En la tabla N°16 se puede apreciar el resumen de los resultados del estudio
fitoquimico preliminar efectuado en cromatografia en capa fina al extracto
etandlico de Notholaena nivea “Cuti cuti”, el cual muestra que esta constituido

por flavonoides, alcaloides, taninos y terpenos.

TABLA N°16 : Metabolitos secundarios presentes en el extracto etanélico de

Notholaena nivea “Cuti cuti”

METABOLITOS| RESULTADO
Terpenos +++
Taninos +
Alcaloides ++
Flavonoides ot

FUENTE: Elaboracién propia
* Leyenda: (+) Resultado positivo leve, (++) resultado positivo evidente, (+++) resultado

positivo intenso

Castafieda y colaboradores (12), realizaron un screening fitoquimico a Notholaena
nivea (Poir.) Desv. “cuti cuti”’, determinando la presencia de lipidos, amino&cidos
libres, compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, alcaloides, esteroides, aztcares
reductores, oximas, alcoholes, glucésidos y saponinas, de igual forma en nuestro
trabajo de investigacién se logré también determinar alcaloides, taninos,

flavonoides y terpenos.

Podemos afirmar que el efecto antibacteriano de la planta Notholaena nivea “Cuti
cuti” pueda deberse a que hubo una buena concentracion de grupos de metabolitos
secundarios en el extracto etanolico, los cuales son taninos y flavonoides, tal como
se indica en la base de datos ya mencionadas sobre sus acciones farmacologicas

principales.
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1.9. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Notholaena nivea “Cuti cuti”

A continuacidn, en la Tabla N° 17, se puede observar los resultados correspondientes
a la concentracion minima inhibitoria (CMI) obtenidos al exponer la cepa con el
extracto etandlico (96°) de Notholaena nivea “Cuti cuti” a distintas concentraciones

por el método de dilucién en tubo por quintuplicado.

TABLA N°17: Diluciones para la determinacion de la concentracién minima
inhibitoria (n=5)

NUMERO DE TUBOS

DESCRIPCION

1 2 3 4 5 (Control +)
CALDO PEPTONADO (mL) 1 1 1 1 1
EXTRACTO SECO 100mg/mL 1 1 e 1 -
VOLUMEN INICIAL (mL) 1 1 1 il 1
CONCENTRACION 2 (mg/mL) 50 25 125 6.25 -
INOCULO 10° UFC/mL 1 1 1 1 1
VOLUMEN FINAL (mL) 2 2 2 2 2
CONCENTRACION FINAL (mg/mL) 25 125 6.25 3.12 -
Repeticion 1 - - - 3 +
Repeticion 2 - - - + +
RESULTADOS Repeticion 3 - - - + +
Repeticion 4 - - - + +
Repeticion 5 - - - + +

FUENTE: Elaboracion propia

*Leyenda: (+): Crecimiento bacteriano; (-): Sin crecimiento bacteriano

Observamos que el tubo 4 correspondiente a la concentracion 3.12mg/mL present6

crecimiento bacteriano.

Segun estos resultados es probable que la concentracién minima inhibitoria (CMI)
del extracto etanolico de Notholaena nivea “Cuti cuti” frente a Propionibacterium
acnes sea de 6.25mg/mL ya que puede encontrarse inhibido a esta concentracion.
(Figura N°71)
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FIGURA N° 71 : Concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de
Notholaena Nivea “Cuti cuti”
FUENTE: Elaboracién propia

1.10. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION BACTERICIDA MINIMA
(CBM) DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Notholaena Nivea “Cuti cuti”

En la figura N°72 observamos que en la placa N°4 (3.12 mg/mL) presento
crecimiento de cepas viables, donde el poder antibacteriano del extracto no tuvo

efecto, comparado con la placa N°5 que fue nuestro control positivo.
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FIGURA N° 72 : Concentracion bactericida minima del extracto etanélico de
Notholaena nivea “Cuti cuti”
FUENTE: Elaboracién propia

1.11. DETERMINACION DE LA NUEVA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA (CMI) A PARTIR DE LAS NUEVAS CONCENTRACIONES
DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Notholaena Nivea “Cuti cuti”

Debido a que la concentracion minima inhibitoria fue en un rango de concentracion
de 6.25mg/mL a 3.12mg/mL, se decidié hacer nuevas concentraciones en ese rango
para poder observar el punto de quiebre donde el extracto etandlico de Notholaena
nivea “Cuti cuti” ya no presente efecto antibacteriano frente a la cepa

Propionibacterium acnes.

En la Tabla N° 18 presentamos las nuevas diluciones referidas a la concentracion

minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de Notholaena nivea “Cuti cuti”.
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TABLA N° 18 : Diluciones del Extracto Etandlico de Notholaena nivea “Cuti cuti”
para la Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria sobre
Propionibacterium acnes (n=5)

NUMERO DE TUBOS
DESCRIPCION

1 2 3 4 5 6 CONTROL +

CALDO PEPTONADO (mL) 0.88 089 090 091 092 0.93 1

EXTRACTO SECO 100 mg/mL 0.12 011 010 0.09 0.08 0.07 -

VOLUMEN INICIAL (mL) 1 1 1 1 1 1 1
CONCENTRACION 2 (mg/mL) INLIC & 9 8 7 -
INOCULO 10° UFC/mL 1 1 1 1 1 1 1
VOLUMEN FINAL mL 2 2 2 2 2 2 2

CONCENTRACION FINAL (mg/mL) 6 5.5 5 4.5 4 3.5 -

Repeticion 1 - - + + + + +
Repeticion 2 - - + + + + +
RESULTADOS Repeticion 3 - - + + + + +
Repeticion 4 - - + + + + +
Repeticion 5 - - + + + + +

FUENTE: Elaboracién propia

*Leyenda: (+): Crecimiento bacteriano; (-): Sin crecimiento bacteriano

Podemos decir que la nueva concentracion minima inhibitoria (CMI) para el extracto
etanolico de Notholaena nivea “Cuti cuti” frente a Propionibacterium acnes es de
5.5 mg/mL (tubo 2), debido a que no hubo crecimiento bacteriano. Sin embargo, si
hubo crecimiento bacteriano a partir de la concentracion de 5 mg/mL (tubo 3) hacia
adelante (Figura N°73).

A comparacion con el estudio de Achahuanco y colaboradores (29), con los extractos
etanolico 70 % vy glicolico de las hojas de Flourencia polycephala M. P. Dillon
(Phauca) sobre las cepas ATCC de Staphylococcus aureus y Propionibacterium
acnes su concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico para la cepa
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de Propionibacterium acnes fue de 0.34 mg/25 pl y del extracto glicolico 0.84 mg/25
pl.

Por otro lado, Matiz y colaboradores (30), destacan que los aceites de T. vulgaris
(tomillo), E. caryophyllata (clavo) y C. verum (canela), que con 50 pL de
concentraciones seriadas entre 1000 (1mg) y 50 (mg) partes por millon (ppm) de los
aceites esenciales evaluados, son activos entre las 600 (0.6 mg) y las 800 (0.8 mg)
ppm sobre Propionibacterium acnes, la mas importante de las 3 bacterias en el

desarrollo del componente infeccioso del acné y la mas resistente.

Se puede decir que su concentracion es menor en cuanto a nuestro resultado, esta
diferencia puede deberse a ciertas condiciones como el tiempo de incubacion de la
cepa, solvente, tipo de extracto, componentes que pueda tener el extracto, medio de

cultivo, condiciones anaerobias o0 aerobias, humedad y temperatura.

FIGURA N°73: Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de
Notholaena nivea “Cuti cuti” por el método de dilucién en tubo
FUENTE: Elaboracién propia

1.12. DETERMINACION DE LA NUEVA CONCENTRACION BACTERICIDA
MINIMA (CBM) A PARTIR DE LAS NUEVAS CONCENTRACIONES DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Notholaena nivea “Cuti cuti”

En la Figura N°74 observamos los resultados referidos a la concentracion bactericida
minima (CBM) que se expuso a distintas concentraciones del extracto etandlico de
Notholaena nivea “Cuti cuti” sobre las cepas de Propionibacterium acnes por el

método de siembra en agar.
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FIGURA N°74 : Concentracion minima bactericida (CMB) del extracto etandlico de
Notholaena nivea “Cuti cuti” en siembra de placa
FUENTE: Elaboracién propia

Por lo tanto, la concentracion bactericida minima (CMB) del extracto etandlico de
Notholaena nivea “Cuti cuti” frente a Propionibacterium acnes es de 5.5 mg/mL
(Placa N°2), es probable que el extracto etandlico esté actuando como bactericida ya
que no hubo crecimiento bacteriano en las placas con agar Miller Hilton de los tubos
de donde se hizo el resembrado.

1.13. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANA DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Notholaena Nivea “Cauti cuti”

Se estudi6 el diametro de los halos de inhibicion formados por el extracto etanélico
de Notholaena nivea “Cuti cuti” a distintas concentraciones, teniendo como referente

tres controles positivos clindamicina, tetraciclina y doxiciclina.
1.13.1. ACCION ANTIBACTERIANA FRENTE A Propionibacterium acnes

Se realiz6 una prueba del método difusion en hoyo-placa-cultivo para poder
determinar el método con el cual se haria la determinacion de la sensibilidad

antibacteriana.
1.13.1.1. METODO HOYO-PLACA-CULTIVO

Se afiadieron 10 pL del extracto etandlico de Notholaena nivea “Cuti cuti” a
3 diferentes concentraciones apreciandose los halos de inhibicion alrededor
de los hoyos. (Tabla N°19)
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TABLA N°19 : Halos de Inhibicién por el Método Hoyo-Placa-Cultivo

Concentracion 1° 2° 3° 4° 5° Promedio
1mg 12mm | 13mm | 11 mm | 12 mm 11 mm | 11.8 mm
0.5mg 10mm | 11 mm | 10 mm | 10.7 mm | 10.3 mm | 10.4 mm
0.25 mg 87mm| 9mm | 92mm | 89 mm | 84mm | 8.84 mm

FUENTE: Elaboracion propia

Se puede apreciar que el método hoyo - placa — cultivo realizado a una

concentracion de 1 mg ha logrado en promedio 11.8 mm de halo de

inhibicién. Sin embargo, las concentraciones de 0.50 mg y 0.25 mg

permitieron menores resultados.

FIGURA N° 75 : Formacion de halos de inhibicion por el método hoyo-placa-cultivo

en agar Muller Hilton
FUENTE: Elaboracién propia

En la Figura N° 75 observamos los resultados obtenidos al realizar la

medicion de los halos de inhibicidn a concentraciones de 1 mg, 0.5 mg y 0.25

mg del extracto etandlico de Notholaena nivea “Cuti cuti” que no fueron

uniformes en la formacion de halo inhibicion a las diferentes concentraciones.
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ELECCION DEL METODO A USAR PARA LA DETERMINACION DE
LA SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE Notholaena nivea “Cuti cuti”

Se observo la diferencia de los didmetros al realizar la medicion de los halos de
inhibicion de la cepa Propionibacterium acnes con el extracto etanolico de
Notholaena nivea “Cuti cuti” que se obtuvieron con los métodos: difusion de
discos y método hoyo-placa-cultivo, por lo que se decide usar el método que
presento uniformidad y mayor halo de inhibicién con la concentracion de 1 mg.

1.13.2.1. METODO DE DIFUSION EN DISCOS PARA DETERMINAR LA

SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE Notholaena nivea “Cuti cuti”

El método de difusion en discos para cada concentracién donde se obtuvieron
los siguientes resultados observados en la Figura N° 76, donde se midieron

los halos de inhibicion, los cuales fueron registrados en la Tabla N° 20.

TABLA N°20 : Halos de inhibicion por el método difusion de discos

CONCENTRACIONES EN mg
Repeticion 1 0.5 0.25 | 0.125 | 0.0625 0.06 0.055 | 0.05 | 0.045 | 0.040 | 0.035 | 0.0312

22 18 15 11 8.5 75

1 10 mm SH SH SH SH SH
mm mm mm mm mm mm
21 16 13 12 92 6.8

2 9.5 mm SH SH SH SH SH
mm mm mm mm mm mm
20 18 14 11 8.4 73

3 10 mm SH SH SH SH SH
mm mm mm mm mm mm
17 14 12 8.8 7.6

4 21mm 11 mm SH SH SH SH SH
mm mm mm mm mm
20 18 13 11 6.7

5 10mm | 9mm SH SH SH SH SH
mm mm mm mm mm

*Leyenda: SH = Sin Halo

FUENTE

Publicacion autorizada con

: Elaboracion propia

Observamos en la tabla N°20 los resultados obtenidos al realizar la medicion

de los halos de inhibicion a diferentes concentraciones del extracto las cuales

fueron: (2 mg, 0.5 mg, 0.25 mg, 0.125 mg, 0.0625 mg, 0.06 mg,

0.055 mg, 0.05 mg, 0.045 mg, 0.040 mg, 0.035 mg, 0.0312 mg),

resultando que a la concentracion del disco 0.05 mg no se evidencio la

formacién de halos de inhibicién, por lo que la minima dosis a la cual se
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formé un halo de inhibicién fue de 0.055 mg entonces podemos decir que esta

es la minima dosis a la cual la cepa Propionibacterium acnes es sensible.

Achahuanco y colaboradores (29), indican que el halo de inhibicion méximo
que obtuvieron para el extracto etandlico de las hojas de la especie vegetal
Flourensia Polycephala M. O. Dillon (Phauca) para Propionibacterium acnes
fue de 12.39 mm con una concentracion minima inhibitoria de 0.34mg/25uL
de podemos concluir que el resultado con nuestra planta es mejor en un rango
de concentracion de [0.5mg -0.25mg] con un rango de halo de inhibicién en
promedio de [17.4 mm -13.8 mm].

FIGURA N°76 : Formacién de halos de inhibicion por el método de difusion de discos
en agar Muller Hilton
FUENTE: Elaboracion propia
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TABLA N°21: Andlisis de varianza ANOVA para el método difusion de discos

) Grados | Promedio Valor
Origende las | Suma de . » Valor
o de de los F Probabilidad | critico
variaciones | cuadrados| . P
libertad | cuadrados para F
Entre grupos 715.76 6 119.293333 ] 271.209267 | 1.8258E-23 | 2.4452594 | 0.0000
Dentro de los
12.316 28 0.43985714
grupos
Total 728.076 34

FUENTE: Elaboracion propia

En la Tabla N° 21 podemos ver la razén F, que en este caso es igual a 271.209.
El valor P de la prueba F es menor que 0.05, por lo tanto, existe diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de las diferentes
concentraciones con un nivel del 95.0% de confianza.

TABLA N°22 : Medias con intervalos de confianza del 95.0% - Tukey HSD para el
método difusion de discos

Error Est.
Casos Media (s agrupada) Limite Inferior Limite Superior

1mg 5 20.8 0.2966 20.1346 21.4654
0.5mg 5 17.4 0.2966 16.7346 18.0654
0.25mg 5 13.8 0.2966 13.1346 14.4654
0.125 mg 5 114 0.2966 10.7346 12.0654
0.0625 mg 5 10.1 0.2966 9.43461 10.7654
0.06 mg 5 8.78 0.2966 8.11461 9.44539
0.05 mg 5 7.18 0.2966 6.51461 7.84539

Total 35 12.78

FUENTE: Elaboracién propia

En la tabla N°23 se muestra el valor de la media de los halos de inhibicion por
el método difusion de discos realizado por quintuplicado para cada

concentracion utilizada.
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TABLA N°23 : Comparacion de las medias significativamente diferentes de los halos

de inhibicion para el método difusion de discos

Casos Media Grupos Homogéneos
0.05 mg 5 718 |IX
0.06 mg 5 8.78 X
0.0625 mg 5 10.1 XX
0.125 mg 5 11.4 X
0.25 mg 5 13.8 X
0.5 mg 5 17.4 X
1 mg 2 20.8 X

FUENTE: Elaboracion propia
TABLA N°24 : Comparaciones en parejas de Tukey HDS de los halos de inhibicion
del método difusion de disco

CONTRASTE Sig. Diferencia +/- Limites

1mg-0.5mg i 3.4 1.33078
1mg-0.25mg & 7.0 1.33078
1mg-0.125mg - 9.4 1.33078

1 mg - 0.0625 mg * 10.7 1.33078
1 mg-0.06 mg e 12.02 1.33078

1 mg-0.05mg = 13.62 1.33078
0.5mg-0.25mg * 3.6 1.33078
0.5mg - 0.125 mg * 6.0 1.33078
0.5 mg - 0.0625 mg * 7.3 1.33078
0.5mg - 0.06 mg * 8.62 1.33078
0.5mg-0.05mg * 10.22 1.33078
0.25mg-0.125 mg * 24 1.33078
0.25 mg - 0.0625 mg * 3.7 1.33078
0.25 mg - 0.06 mg * 5.02 1.33078
0.25 mg - 0.05 mg * 6.62 1.33078
0.125 mg - 0.0625 mg 1.3 1.33078
0.125 mg - 0.06 mg * 2.62 1.33078
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0.125 mg - 0.05 mg * 4.22 1.33078
0.0625 mg - 0.06 mg 132 1.33078
0.0625 mg - 0.05 mg * 2.92 1.33078
0.06 mg - 0.05 Mg * 16 1.33078

* indica una diferencia significativa
FUENTE: Elaboracion propia

La Tabla N° 24 nos indica segun la prueba de Tukey HDS que hay diferencia
significativa de la media entre 19 grupos de contraste, no se hall6 diferencias
significativas con valores entre [0.125 mg — 0.625mg] y [0.0625mg — 0.06mg]
entre la media respectivamente. Todo este resultado se hallé al 95% de

confianza y 5 % de error.

METODO DE DIFUSION DE DISCOS

22

o
——

18
14

10

Diametro halo de inhibicién

I

1mg 0.5mg 0.25mg 0.125mg 0.0625mg 0.06 mg 0.05 mg

Concentracion del extracto etandlico

FIGURA N° 77 : Promedios de los halos de inhibicion del método difusién de discos

FUENTE: Elaboracién propia

La Figura N°77 muestra el desplazamiento de las graficas de caja que van en
descenso hacia la derecha, indicando que a mayor concentracion de extracto
etanolico de Notholaena nivea “Cuti cuti” mayor diametro de halo de
inhibicion presenta, en el caso de la concentracion de 0.0625 mg/ml no se
evidencia un grafico rectangular definido debido a que el cuartil Q1=10 y
Q3=10 tienen valores iguales, con una media de valor 10.1 la cual se ve
sefialada con una cruz roja y valores moderadamente atipicos representados

con el cuadrado de interior vacio de valores 9.5 el inferior y 11 el superior.
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1.14. METODO DIFUSION POR DISCO (KIRBY-BAUER)

De un total de 26 cepas de Propionibacterium acnes analizadas, el 100% resultaron
sensibles a todos los antimicrobianos probados (doxiciclina 30mcg, tetraciclina 30

mcg Yy clindamicina 2 mcg).

TABLA N°25 : Halos de inhibicién por el método difusion de discos de los

medicamentos

ANTIBIOTICOS
Tetraciclina 30mcg | Doxiciclina 30mcg Clindamicina| 2mcg
REPETICIONES
(TE) DO) (DA)
1 33 mm 35mm 25 mm
2 32 mm 33 mm 24 mm
3 30 mm 28 mm 21 mm
4 32 mm 29 mm 24 mm
5 33 mm 31 mm 23 mm

FUENTE: Elaboracién propia

En la Tabla N°25 se observan las medidas de los halos de inhibicién de los
antibioticos tetraciclina, clindamicina y doxiciclina, frente a la cepa

Propionibacterium acnes.

FIGURA N°78 : Formacién de halos de inhibicion de los antibioticos por el método de
difusion de discos en agar Muller Hinton
FUENTE: Elaboracion propia
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TABLA N°26 : Andlisis de varianza ANOVA para el método difusion de discos con

antibidticos
Origen de Suma de Grados Promedio de - Valor critico | Valor
las de F Probabilidad

o cuadrados | .. los cuadrados para F P

variaciones libertad
0]311::::5 225733333 2 112.866667 |28.2166667| 2.9072E-05 3.88529383 | 0.0000

Dentro de 48 12 4
los grupos

Total 273733333 14

FUENTE: Elaboracion propia

En la Tabla N°26 podemos ver la razon F, que en este caso es igual a 28.216, puesto
que el valor P de la prueba F es menor que el valor 0=0.05, por lo que se rechaza la
hipotesis nula y se aprueba la hip6tesis alternativa, que nos dice que existe una
diferencia estadisticamente significativa para el método difusién de disco con los
antibiéticos de control: clindamicina, doxiciclina y tetraciclina con un nivel del

95.0% de confianza.

TABLA N° 27 : Medias con intervalos de confianza del 95.0% - Tukey HSD para el

método difusion de discos con antibidticos

Error Est.
Casos | Media |(s agrupada) Iﬁi’:::'ii?r SE;T:;
Tetraciclina 30 meg | 5 32.0 0.894427 30.3081 33.6919
Doxiciclina 30 meg 5 312 0.894427 29.5081 32.8919
Clindamicina 2 meg| 5 234 0.894427 21.7081 25.0919
Total 15 | 28.8667

FUENTE: Elaboracién propia

En esta Tabla N°27 se muestra la media para cada columna de datos, también muestra

el error estandar de cada media, el cual es una medida de la variabilidad del muestreo.
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TABLA N°28 : Comparacion de las medias significativamente con intervalos de
confianza del 95% - Tukey HSD para el método difusion de discos con antibioticos

Medi Grupos

Casos .
a Homogéneos

Clindamicina 2 mcg 5 234 X

Doxiciclina 30 mcg 5 31.2

Tetraciclina 30 mcg 5 32.0

FUENTE: Elaboracién propia

TABLA N°29 : Comparaciones en parejas de Tukey HDS de los halos de inhibicion
del método difusion de disco con antibidticos

Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites
Tetraciclina 30 mcg - Doxiciclina 30 mcg 0.8 3.38389
Tetraciclina 30 mcg - Clindamicina 2 mcg * 8.6 3.38389
Doxiciclina 30 meg - Clindamicina 2 meg * 7.8 3.38389

* indica una diferencia significativa
FUENTE: Elaboracion propia

La Tabla N°29 nos indican mediante la prueba de Tukey HDS que hay diferencia
significativa de la media entre 2 grupos de contraste, en cuanto el contraste
tetraciclina 30 mcg — doxicilina 30 mcg, para un alfa de 0, 05, con la prueba de Tukey

no presentd diferencia significativa con un valor de 0.8 de la media.
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DIFUSION DE DISCOS - ANTIBIOTICOS
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FIGURA N°79 : Promedios de los halos de inhibicion por el método difusion de discos
con antibidticos
FUENTE: Elaboracion propia

En la Figura N°79 se observa que el grafico de Doxiciclina 30 mcg, es de una
distribucion normal, pues la mediana estd ubicada en el centro de la caja.
La tetraciclina 30 mcg y la clindamicina 2 mcg muestran valores moderadamente

atipicos.

Podemos decir conforme a los resultados obtenidos que la planta Notholaena nivea
“Cuti cuti” posee efecto antibacteriano al igual que los medicamentos trabajados
como control positivo del tratamiento del acné vulgaris (clindamicina, doxicilina y

tetraciclina) en el servicio de dermatologia del Hospital 111 Goyeneche.

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos concluir que la planta Notholaena
nivea “Cuti cuti”, se puede utilizar como antibacteriano ya que cuenta con resultados
que lo demuestra como son: concentraciébn minima inhibitoria y concentracion
bactericida minima de 5.5 mg/ml y concentracion en disco de sensibilidad de 0.055
mg con un halo de inhibicién de 7.18 mm en promedio, en relacion con los controles
positivos que mostraron un halo de inhibicion de clindamicina 2 pg de 23.4 mm,

doxiciclina 30 pg de 31.2 mm y tetraciclina 30 pg de 32 mm en promedio cada uno.
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CONCLUSIONES

PRIMERA:

Se obtuvo el extracto etandlico de las hojas y tallos de Notholaena nivea “Cuti cuti”, por el
método de extraccion de Soxhlet, el cual presento rendimiento de 10.8% a diferencia del
extracto etéreo y hexanico que fueron de 3.6% y 2.2% respectivamente.

SEGUNDA:

Se extrajo la cepa Propionibacterium acnes a través de la expresion de pustula de 37
pacientes del Servicio de Dermatologia del Hospital 111 Goyeneche, dando positivas solo 26
muestras y se selecciond 10 muestras representativas.

TERCERA:

Se determind que el extracto etandlico de Notholaena nivea “Cuti cuti” mostré un mayor
efecto antibacteriano, cuya concentracion del disco fue de 1 mg, presentando un halo de
inhibicion de 23 mm, en relacién con el extracto etéreo con una concentracion del disco de
1 mg, el halo de inhibicién fue de 12 mm y en cuanto al extracto hexanico no presento halo
de inhibicion a la misma concentracion.

CUARTA:

Se establecié que la concentracion minima inhibitoria (CMI) hallada con el extracto

etandlico de Notholaena nivea “Cuti cuti” para el Propionibacterium acnes es de 5.5 mg/ml.

Se determind que la concentracion bactericida minima (CBM) del extracto etandlico de
Notholaena nivea “Cuti cuti” fue de 5.5 mg/ml por lo tanto esto indica que posee actividad

bactericida.
QUINTA:

Se realiz6 la técnica de cromatografia en capa fina, observandose la presencia de terpenos,
taninos, alcaloides y flavonoides a partir del extracto etanolico de Notholaena nivea” Cuti

cuti”.
SEXTA:

Se determiné mediante el método difusién de disco la sensibilidad del extracto etandlico de

Notholaena nivea. “Cuti cuti”, cuya concentracion del disco es de 0.055 mg, mostrando tener
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efecto como para inhibir a la cepa Propionibacterium acnes, comparando como control
positivo, los tratamientos tradicionales del Servicio de Dermatologia del Hospital 11l
Goyeneche; Doxicilcina 30 pg con un halo de inhibicion en promedio de 31.2 mm,
Tetraciclina 30 pg con un halo de inhibicion en promedio de 32 mm de y Clindamicina 2 pg
con un halo de inhibicién en promedio de 23.4 mm
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SUGERENCIAS

PRIMERO:

Se sugiere realizar estudios para evaluar la actividad antibacteriana via tdpica in vivo del
extracto de Notholaena nivea “Cuti cuti” sobre Propionibacterium acnes. A su vez

desarrollar formulaciones para la preparacion de formas farmacéuticas.
SEGUNDA:

Se recomienda identificar y separar las moléculas de la planta Notholaena nivea  “Cuti

cuti” responsables de la actividad antibacteriana evaluada en la presente investigacion.
TERCERA:

Realizar investigaciones respecto a los taninos y alcaloides, ya que es de importancia para
el proceso inflamatorio del acné vulgaris.

CUARTA:

Efectuar estudios Fito terapéuticos y fitoquimicos de la planta Notholaena nivea  “Cuti

cuti”.
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ANEXOS

ANEXO N°1 CERTIFICADO DE IDENTIFICACION DE LA ESPECIE
BOTANICA

UNIVERSIDAD NACIONAL IjE SAN AGUSTIN

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS .
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA

CONSTANCIA 018- 2018-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que las muestras frescas de hojas y tallos de la planta traida al laboratorio para el analisis
botdnico corresponde a la especie Notholaena nivea  de la familia Adiantaceae de nombre
comun “chujchu” . Dichas muestras fueron obtenidas del mercado de Lima, proveniente de
la sierra Central por YAHANIRA LIZ BERRIOS CALDERON Y LUISA FERNANDA OLIDEN
DOMENIQUE para la Tesis: EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Notholaena nivea “Cuti Cuti” FRENTE A LA CEPA
Propionibacterium acnés. AREQUIPA -2018. de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Catdlica Santa Maria.

Los resultados de dicha identificacion y tipificacion corresponde a:

DIVISION : PTERIDOPHYTA

CLASE: FILICOPSIDA

ORDEN: POLYPODIALES

FAMILIA: ADIANTACEAE

GENERO: Notholaena

ESPECIE: Notholaena nivea (Poiret) Cav.

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines que se estime
conveniente. S

Arequlpa 25’/&(/\I|ol del 2018
>

HERBARIO UN
,/{Igo/Leonuo Marifio Herrera

' " DIRECTOR
\—-" Herbarium Areqvipense (HUSA)
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DICTAMEN COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION

Arequipa, 19 de octubre 2018

Dr. Gonzalo Dévila
Vicerrector de la Universidad Cat6lica de Santa Maria
Presente.-
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De mi especial consideracién.

Me dirijo a usted para hacerle llegar el resultado de la evaluacion del proyecto de
investigacién y dictamen del Comité Institucional de Etica de Investigaci6n.

El proyecto denominado “Evaluacién in Vitro Del Efecto Antibacteriano del Extracto
Etanélico de Notholaena Nivea “Cuti — Cuti” frente a la Cepa Propionibacterium
Acnes” — Arequipa 2018 el cual es presentado por las bachilleres Berrios Calderén,
Yahanira Liz y Oliden Doménique, Luisa Fernanda, para optar el titulo profesional de
quimico farmacéutico en la Universidad Catélica de Santa Maria.

A. OBJETIVO:

Obtener un extracto etanolico de la especie botdnica Notholaena nivea “Cuti —
cuti”, a partir del método de soxhlet y evaluar sus propiedades antimicrobianas.

B. PROCEDIMIENTOS:

Se desarrollard el control de calidad a la droga cruda y extracto Etandlico. Para ello,
se requerira la obtencién de la muestra pustulosa de acné vulgaris para el aislamiento
de la cepa de Propionibacterium acnes en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis.

Luego se realizardn pruebas bioquimicaspreliminares para la identificacion de
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COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL DE INVESTIGACION UCSM

Propionibacterium acnés. Posteriormente se hard la coloracién “gram”, para el
reconocimiento de Propionibacterium acnes en condiciones de aerobiosis y

anaerobiosis.

RIESGOS:

Los procedimientos no representan riesgos para el medio ambiente, se utilizaran
hojas del arbusto espinoso Notholaena nivea “Cuti — cuti”, las cuales serdn
obtenidas de centro comercial.

C. RIESGO DEL ESTUDIO:

Minimo

D. RECOMENDACIONES:

El equipo debera informar al Comité resultados finales del estudio y manuscrito previo
a una publicacién que devenga de este proyecto.
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E. DICTAMEN:

Favorable, procede su ejecucion.

DICTAMEN 55 - 2018

Comité Institucional de Etica de la
Investigacion UCSM
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Cualquier duda comunicarse a: comiteeticainvestigacionucsm @ gmail.com
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ANEXO N° 3 EJEMPLO DECONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Evaluacién in Vitro del Efecto Antibacteriano del Extracto Etandlico de Notholaena
Nivea “Cuti - Cuti” Frente a la Cepa “Propionibacterium Acnes”.

PROPOSITO: Consentimiento informado dirigido a hombres y mujeres mayores con
edades comprendidas entre 15 y 30 afios de edad, con diagnéstico de acné que hayan
sido atendidos en el Hospital Il Goyeneche, Servicio de Dermatologia; Arequipa.

Se les invita a participar en el proyecto de investigacién “Evaluacién in Vitro del Efecto
Antibacteriano del Extracto Etanélico de Notholaena Nivea “Cuti — Cuti” Frente a la
Cepa “Propionibacterium Acnes

Investigadores principales:

Berrios Calder6n Yahanira Liz, con DNI 46373413,

Ne Cel. 910602591

piolin_1200@hotmail.com (Universidad Catélica de Santa Maria)

Oliden Doménique Luisa Fernanda, con DNI 72525847

Ne° Cel. 940715774

lu-1.6@hotmail.com (Universidad Catélica de Santa Maria)

Facultad de Ciencias Farmacéuticas Bioquimicas y Biotecnolégicas, Escuela Profesional
de farmacia y bioquimica de la Universidad Catédlica de Santa Maria. En vista que Ud.
Tiene entre 15 a 30 afos de edad, y es paciente del Servicio de Dermatologia en el
Hospital Il Goyeneche, ha sido seleccionado para invitarle a participar de esta
investigacion.

Este estudio incluye revision de historias clinicas de derrhatologia y examenes a los
pacientes como son cultivo y antibiograma de las muestra obtenidas del paciente. Esto
servird para formular recomendaciones encaminaﬁas a mejorar el manejo del acné
vulgaris. Su decision de participar es totalmente voluntaria y puede hablar con quién usted
tenga mas confianza de entre los investigadores para solicitarle cualquier informacién
adicional acerca del estudio.

CONFIDENCIALIDAD: La informacién que Usted nos proporcione y que se recogera
durante la investigacion solamente la revisaran los investigadores. En la base de datos de
este estudio usted tendra un cédigo asignado como participante, y no constara su nombre
ni su ndmero de documento de identidad, para mantener su anonimato. La informacién
sera guardada en una computadora, asegurada con clave y codificada. Solo el equipo de
investigacion tendra acceso a los datos del estudio. Las encuestas seran guardadas en un
archivador bajo llave. El equipo de investigacién hara todo lo posible para proteger su
confidencialidad.
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He sido invitado a participar en la investigacion sobre Evaluacién in Vitro del Efecto
Antibacteriano del Extracto Etanélico de Notholaena Nivea “Cuti — Cuti” Frente a la
Cepa “Propionibacterium Acnes

Entiendo que tomaran en cuenta a las personas que tienen lesiones dérmicas compatibles
a acné vulgaris. Me tomaran una muestra pustulosa, con evidencia fotogréfica
manteniendo oculta mi identidad, para realizar un cultivo. Estoy informado de los riesgos
que puede tener esta investigacion, y de que no tendra ningln costo para mi o mi familia,
ademas se me informara sobre los resultados. Este estudio contribuird a identificar
problemas y proponer soluciones para mejorar la atencién a las personas con acneé.
Entiendo que este estudio no me daré ningun incentivo para participar. El beneficio directo
que recibiré del estudio, es el resultado del cultivo que se realizara en el laboratorio.
Conozco el nimero y correo electrénico de las personas que me puede informar sobre las
preguntas o inquietudes que pueda tener sobre la investigacion. He leido (o me han leido)
la informacion proporcionada. He tenido la oportunidad de preguntar sobre ella y me han
contestado en forma sencilla y satisfactoria las preguntas que he tenido. Acepto
voluntariamente participar en esta investigacién y entiendo que tengo el derecho de no
realizarme el cultivo sin que afecte de manera alguna mi cuidado médico.

Si¥.  No Quisiera ser informado de los resultados de este estudio.
Firmo, Acepto libre y voluntariamente participar en esta investigacion.

4

Firma (o'huella dactilar)

Fecha:Zl /!l 118 .
Namero del teléfono celular: __ < TG A WKimieo yr @ qn\(,xi‘ com

Casa:
Codigo de identificacion: _2HT # A/To# |
Fecha de nacimiento: 2o /o &/ Gé

Testigo(a): omaym ol

Firma testigo

Datos del Investigador que toma la muestra: Nombre y apellidos:

yBC i e
\Lhu 1['75/

] 2
Firma (0 huella dactilar){
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ﬁ Qj& Hospital Goyeneche A\

0 Gracias por confiar en nosotros:
Giobierno Regional de Arequipa & v s
Gerencia Regional de Salud " # La Calidad y la Excelencia es Nuestro Compromiso

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

GERENCIA DE SALUD AREQUIPA
HOSPITAL lll GOYENECHE

CONSTANCIA

El Director General del hospital Ill Goyeneche, hace constar que las sefioritas:

YAHANIRA LIZ BERRIOS CALDERON
LUISA FERNANDA OLIDEN DOMENIQUE

Egresadas, de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de
la Universidad Catdlica de Santa Maria-Arequipa, han realizado el
estudio correspondiente y cumplido con las conclusiones, y
recomendaciones, del Proyecto de Tesis Titulado “EVALUACION IN
VITRO DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
NOTHOLAENA NIVEA (CUTI-CUTI) FRENTE A LA CEPA PROPIONIBACTERIUM
ACNES-AREQUIPA 2018".

Se expide la presente a solicitud de las interesadas para los fines
que crean conveniente.

Aféqﬁipa, 14 de Febrero del 2019
A T,
AL Wt P

e

MGBM.
031

Av. Goyeneche N® 100 - Teléfono: (054) 231313 - Telefax: (054) 223501 )
www.saludarequipa.gob.pe/goyeneche - www.fig.gob.pe - E-mail: hospitalgoyeneche@saludarequipa.gob.pe
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ANEXO N°5 INSERTO AGAR SAGRE

VALTEK S.A.

Phone: + (56) 22654 1100
FAX: + (56) 22654 1199
Av. Marathon 1943 - Nufioa
Santiago - CHILE

valtek

diagnostics

Agar Sangre

En Base Soya - Tripticasa

2 ‘I‘B

Material para Diagndstico In Vitro

285-350

Presentacion:

Medio de cultivo listo para su uso, estuche de 10
unidades, Placa de 90 mm x 15 mm. (ref. 285-350).

Composicién (gramos / litro):

Materiales y Reactivos necesarios,
suministrados:

ro no

Estufa de cultivo.
Asas de siembra.

PRECAUCIONES PARA SU USO ADECUADO:

e  Material para diagnéstico In Vitro.

«  Material listo para ser usado. No requiere interfaz u otro
producto sanitario para ser utilizado.

e Solo debe ser usado por personal calificado. IVD
disefiado para ser usado en laboratorios de
microbiologia clinica.

. No realizar intervenciones en el producto. La utilizacién
segun el uso previsto siguiendo las instrucciones que se
indican mantiene las garantias.

«  Contiene compuestos de origen animal, la inocuidad no
es garantizada. Requiere manipulacién con precaucién
relativa a productos potencialmente infecciosos. NO

Digesto pancreético de Caseina: 15.00 INGERIR EL PRODUCTO, NO INHALAR EL

Digesto papaico de soya: 5.00 PRODUCTO i

Cloruro de Sodio 5.00 e No d'ege serousado como materia prima para ninguna
: . otra fabricacion.

Aas Baserokagion 42:00 +  No debe usarse pasado su fecha de expiracion.

Aditivos (mL / litro): « No debe usarse si se observa contaminacion

5 2 : microbiana.

Sangre de cordero fresca estéril, desfibrinada 50.00 «  No debe usarse si presenta signos de deshidratacion,
E i congelacion, agrietamiento o cualquiera otra aiteracion.

pH final medio de cultivo listo para el uso: 7.3 +/- 0.2 Ante cualquier defecto que impida su uso, contacte al

Uso previsto:

Medio de cultivo enriquecido de uso general para el
aislamiento de bacterias comunes y fastidiosas, y para la
determinaciéon de reacciones hemoliticas, apto para la

proveedor.

«  Material garantizado solo con sus sellos intactos.

e Ambientar el producto antes de su uso. Retirar los
sellos solo para su uso inmediato. No re sellar.

e Para la interpretacion de los resultados se debe tener
en cuenta las caracteristicas propias de cada especie
bacteriana sometida a prueba, como asimismo los

Ty d clinicos o ep del caso en
realizacion del Test de Camp. o

. « Ambientar la placa sin sello antes de su uso. No
Descripcién: reseljar.

Medio de cultivo altamente nutritivo, adecuado
para el cultivo de una gran variedad de
microorganismos incluyendo aquellos de mayores
exigencias para su desarrollo. Su formulacion
permite la recuperacion de la mayoria de los
patégenos de importancia clinica, obteniéndose
caracteristicas de desarrollo con valor predictivo.
La adicién de sangre de cordero desfibrinada
permite observar los distintos patrones de hemdlisis
y a la vez aporta nutrientes especificos para los
microorganismos mas fastidiosos.

Las peptonas de caseina y soya aportan una gran
variedad de fuentes de nitrdgeno, y aminoécidos
esenciales para el desarrollo microbiano. La peptona de
soya ademas aporta algunos carbohidratos naturales.

El cloruro de sodio contribuye al equilibrio osmético del
medio de cultivo. El agar actua como agente gelificante

e El material utilizado debe descartarse de manera
segura de acuerdo a las normativas de bioseguridad
_ vigentes en el pais

I_Ma_m

Conservado refrigerado entre 2°y 8° C es estable hasta la
fecha de caducidad. El medio de cultivo se debe
almacenar sellado y con la cubierta de la placa (tapa)
abajo.

Muestras a cultivar:

Muestras de origen clinico que puedan contener bacterias
con diversos requerimientos nutricionales, tales como
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus y otros
microorganismos presentes en muestras meédicas.

E-mail: info@valtek.cl - WEB site: http://www.valtekdiagnostics.com
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Inoculacién:

Antes de realizar la siembra, permitir que el medio de
cultivo alcance la temperatura ambiente.

La siembra de muestras debe realizarse en condiciones
asépticas, bajo campana de bio seguridad y con
mechero.

Sembrar solo una muestra por placa.

Sembrar las muestras mediante estria en superficie a
partir de muestras primarias

Incubacién:

Incubar por 24 a 48 horas entre 35° y 37°C, en las
condiciones de atmdsfera que prefiera segun los
microorganismos que espera aislar.

Lectura e Interpretacién de Resultados:

Una vez completado el periodo de incubacion, observar
el desarrollo de colonias y sus caracteristicas,
especialmente el patron de hemolisis

La evaluacion de los patrones hemoliticos es valida solo
para las condiciones de tiempo y temperatura de
incubacion  sefialadas. Periodos de incubacion
prolongados o0 a mayores temperaturas alteran la
respuesta del medio de cultivo para este aspecto.

Control de Calidad:

El control de calidad de la performance se ajusta a los
criterios de disefio y desarrollo del producto, y su
resultado se declara en el Certificado de Analisis emitido
para cada lote.

No obstante, el usuario puede someter este medio de
cultivo a sus propios controles de calidad segun su
criterio, lo que podria quedar fuera de la garantia
certificada. A modo de referencia, puede realizarse el
siguiente ensayo de control de calidad:

Resultados esperados tras 24 horas de cultivo en
atmosfera aerdbica a 35°-37°C:

Limitaciones de Uso:

El Agar Sangre en base de peptonas de soya y caseina, y
suplementado con sangre de cordero, es un medio de
cultivo no selectivo y de alto valor nutritivo, por lo que
presentaran desarrollo todas las bacterias que no posean
requerimientos nutricionales especificos. Otras bacterias
con mayores requerimientos pueden presentar desarrollos
deficientes o ser total o parcialmente inhibidas ante la falta
de nutrientes especificos en la composicién del medio de
cultivo.

La falta de inhibidores en esta formulacién puede dificultar
el aislamiento cuando se trata de cultivar muestras con
altas cargas microbianas.

La realizacion segura del Test de Camp requiere del uso
de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Ofras cepas
podrian dar resultados negativos.

Certificados de Analisis:

Certificados de Andlisis para cada lote pueden ser
consultados por el cliente en el sitio web
www.valtekdiagnostics.com

Eliminacién de Desechos:

El usuario es responsable de la adecuada eliminacién de
los materiales para diagndstico microbiolégico estén
utilizados o0 no, para lo que debera estar en conocimiento
cabal de la normativa local vigente respecto de la
disposicion de material infeccioso o potencialmente
infeccioso. Cada laboratorio asume la responsabilidad de
la gestion de sus desechos y efluentes, sea por cuenta
propia o mediante terceros que garanticen el adecuado
tratamiento de estos, y segin lo determinen las
reglamentaciones locales vigentes.
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ANEXO N°% CONTROL DE CALIDAD DISCOS DE DOXICILINA

®
Bioanalyse
23/06/2018
QUALITY CONTROL REPORT
Type of the disc under control Doxycycline »—»"
Concentration of the disc o 30meg h
Code of the product DO-30
Type of packing Cartridge (50 discs per cartridge)
Medium Muller-Hinfon Agar
Strains ATCC
Lot 180621D
Expiry Date October 2020 J

The above mentioned production are evaluated in Bioanalyse's QC Laboratory
according to the prescribed procedures. The results obtained conforms NCCLS
and the considered test parameters.

Although the information provided are accepted as correct, neither the data nor
the product are supplied with warranty for a specific use that is not advised at
NCCLS criteria and Bioanalyse’s prospectus. .

BIOANALYSE

Dr. Remzi Kuleoglu
Microbiology Specialist
Quality Control Manager

BOM FTOUAAN

BIOANALYSE TIBBI MALZEMELER SANAYi ve TICARET LIMITED SIRKETI
Fabrika/Factory: lvedik Organize Sanayi Bolgesi Agag Isleri 1333. Cadde 1377 Sokak No:5 06370 Yenimahalle - Ankara / TURKEY
Phone: +90 312 395 88 70 (PBX) * Fax: +90 312 395 88 66 » e-mail: info@bioanalyse.com » www. bioanalyse com
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ANEXO N°7 CONTROL DE CALIDAD DISCOS DE CLINDAMICINA

®

Bioanalyse

29/08/2018
QUALITY CONTROL REPORT
Type of the disc under control Clindamycin
Concentration of the disc 2 meg
Code of the product DA-2

Type of packing Cartridge (50 discs per cartridge)
Medium Mueller-Hinton Agar

Strains ATCC

Lot 1808278

Expiry Date April 2021

The product stated above has been tested in Bioanalyse QC Laboratories
according to the accepted procedures which are prescribed and thoroughly
validated by leading microbiological circles.

The above mentioned information is accurate to the best of our knowledge.
However, neither the product nor the information is provided with warranty for
any specific use apart from CLSI criteria and Bioanalyse prospectus.

BIOANALYSE

Dr. Remzi Kuleoglu
Quality Control Manager
Microbiology Specialist

00U 1 ZEALA

BIOANALYSE TIBBI MALZEMELER SANAYI ve TICARET LIMITED SIRKETI

Fabrika/Factory: ivedik Organize Sanayi Boigesi Agag Isleri 1333, Cadde 1377. Sokak No:5 08370 Yenimahalle - Ankara / TURKEY
Phona: 480 312 308 KRR 7N DRV « Cav. (AN 240 AnE An A gl e
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ANEXO N°8 CONTROL DE CALIDAD DISCOS DE TETRACICLINA

F@
ioanalyse
EEEEE

04/08/2018
QUALITY CONTROL REPORT
Type of the disc under control Tetracycline
Concentration of the disc 30 meg
Code of the product TE-30

Type of packing Cartridge (50 discs per cartridge)
Medium Mueller-Hinton Agar

Strains ATCC

Lot 180802D

Expiry Date October 2020

The product stated above has been tested in Bioanalyse QC Laboratories
according to the accepted procedures which are prescribed and thoroughly
validated by leading microbiological circles.

The above mentioned information is accurate to the best of our knowledge.
However, neither the product nor the information is provided with warranty for
any specific use apart from CLS| criteria and Bioanalyse prospectus.

BIOANALYSE

~ LA

Dr. Remzi Kuleoglu
Quality Control Manager
Microbiology Specialist

Fabrika/Factory: Ivedik Organize Sanayi Bo!

BIOANALYSE TIBBI MALZEMELER SANAYI ve TICARET LIMITED SIRKETI

PhAna: 20N 249 208 00 70 /MMA .~

Igesi Ajag Isleri 13?3: _Cadde 1377. Sokak No:5 06370 Yenimahalle - Ankara / TURKEY
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ANEXO N° 9 INFORME DEL ANALISIS FISICOQUIMICO DE LA
MUESTRA VEGETAL

[ =
ANEXO N° 10 CONSTANCIA ESPECIAL DE USO DE LABORATORIO

hy A Y ® (51 54) 382038 Fax:(51 54) 251213 B ucsm@ucsm.edu.pe ®http://www.ucsm.edu.pe Apartado:1350

AREQUIPA - PERU

CONSTANCIA ESPECIAL N2004-Coord.Lab-2019

LA QUE SUSCRIBE COORDINADORA DE LABORATORIOS DE LA UNIVERSIDAD CATOLICA DE
SANTA MARIA, DEJA CONSTANCIA QUE LAS SENORITAS:

BERRIOS CALDERON YAHANIRA LIZ
OLIDEN DOMENIQUE LUISA FERNANDA

INSTITUCION: UNIVERSIDAD CATOLICA SANTA MARIA - AREQUIPA.

HAN DESARROLLADO EL PROYECTO DE TESIS, INTITULADO:

“EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL ESTRACTO
ETANOLICO DE NOTHOLAENA NIVEA “CUTI CUTI” FRENTE A LA CEPA
propionibacterium acnes, AREQUIPA 2018”

PERIODO 3 del 20 de setiembre al 18 de diciembre del 2018.

SE EXPIDE LA PRESENTE CONSTANCIA A SOLICITUD EXPRESA, Y PARA LOS FINES QUE
CONVENGA.

Arequipa, 2019,04.01.

T JES(S MARIA ZAMBRANO SALAS DE CALLE
) COORDINADORA DE LABORATORIOS
Y GABINETES

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

IMZS/CLYG
e
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