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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar el efecto in vitro
del extracto hidroalcoholico de las hojas de Lobelia decurrens (Contoya) sobre cultivos
de Escherichia coli. El trabajo es de tipo experimental aplicado, nivel cuantitativo —
transversal y observacional. Se trabajo con 100 g de materia prima (Contoya) en un
litro de solucion hidroalcéholica. EI método de extraccidn utilizado sera la maceracion
en etanol/agua (7:3) durante 7 dias. Para lo cual es necesario 100 g de materia prima
Lobelia decurrens (Contoya), 700 ml de etanol y 300 ml de agua. La concentracion del
extracto se realiz por eliminacion del disolvente a presion reducida en rotavapor a una
temperatura de 60° C y a una presion de 690 mm Hg por un tiempo de 3 horas
aproximadamente, luego se dej6 secar a temperatura ambiente por un lapso de 3 a 5
dias. Se trabaj6 con un grupo estandar y tres experimentales con diferentes
concentraciones de 10%, 20% y 30%. Los resultados fueron sometidos a pruebas de
Anova y T- Student. Se obtuvo resultados positivos, pero con una accion bastante
menor en comparacion con el medicamento referencial que es la amikacina.
Concluyendo que el extracto hidroalcéholico de las hojas de Lobelia decurrens

(contoya) tiene efecto antibacteriano en los cultivos de Escherichia coli.

Palabras claves: Lobelia decurrens, contoya, antibacteriano.



ABSTRACT

The objective of this research work is to determine the in vitro effect of the
hydroalcoholic extract of the leaves of Lobelia decurrens (Contoya) on cultures of
Escherichia coli. The work is of applied experimental type, quantitative level -
transversal and observational. We worked with 100 g of raw material (Contoya) in
one liter of hydroalcoholic solution. The extraction method used will be maceration
in ethanol / water (7: 3) for 7 days. For which it is necessary 100 g of raw material
Lobelia decurrens (Contoya), 700 ml of ethanol and 300 ml of water. The
concentration of the extract will be carried out by eliminating the solvent under
reduced pressure in a rotary evaporator at a temperature of 60 ° C and a pressure of
690 mm Hg for a period of approximately 3 hours, then let it dry at room temperature
for 3 to 5 days. . We worked with a standard group and three experimental groups
with different concentrations of 10%, 20% and 30%. The results were tested by
Anova and T- Student. Positive results were obtained but with a much lower action
compared to referal medication that is amikacin. Concluding that the hydroalcoholic
extract of the leaves of Lobelia decurrens (contoya) has an antibacterial effect in the

cultures of Escherichia coli.

Keywords: Lobelia decurrens, contoya, antibacterial.
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I. INTRODUCCION

Las principales enfermedades causadas por bacterias son una preocupacion de salud
publica en paises de desarrollo, se contagian, de manera oral fecal y también con el
uso de alimentos y agua infestados, causan especialmente a los habitantes pueriles, y
al acontecimiento como su predominio acaten del grado social y econémico de los
pobladores. Entre los agentes perjudiciales comprometidos tenemos a las bacterias,
virus y parasitos. La investigacion, identifica a varios de éstos y se concentran
principalmente en infecciones tradicionales como; Escherichia, Shigella, Salmonella,
Campylobacter, Yersinia y Vibrio. También hay otros géneros que estan
comprometidos en afecciones, como los Aeromonas, que en otros paises ha sido
identificado como agente causal de infecciones intestinales y generador de contagio
de heces en el agua .

Las afecciones contagiosas en el Pert son un serio dilema de salud nacional debido a
la permuta demografica, a la diversidad geografico climatica, ecoldgica,
socioecondmica y alimentacion existentes que entorpecen un mejor control y otorgar
a un namero mayor de muertes. “La organizacién Mundial de la Salud difundi6 una
relacién porcentual causales de muerte donde las enfermedades infecciosas ocupan el
primer lugar con el trece por ciento de defunciones, le siguen las enfermedades
cardiovasculares con el veintinueve por ciento y el cancer con el doce por ciento” @,
Los problemas que mas aqueja a las poblaciones son aquellas infecciones microbianas;
siendo la causa mas comun de la etiologia de muchas patologias, pero esta situacion
ha ido mejorando con la aparicion de los antibacterianos.

Estos han colaborado salvaguardando la salud y han contribuido con la medicina y las
intervenciones quirdrgicas aumentando las probabilidades de supervivencia frente a

esta patologia ¢4,



No obstante, desde hace pocos tiempos, una amenaza progresiva destroza la eficacia
de dichos medicamentos: la resistencia bacteriana a los antibidticos, a la cual se podia
definir como la destreza del microbio de soportar los efectos de los antibacterianos
destinados a inhibirlos ©.

La penicilina fue uno de los primeros tratamientos que erradico las infecciones
producidas por bacterias. No obstante, en 1946 en Inglaterra se realizé la primera
separacion de bacterias, donde se dio como resultado que la aparicion de resistencia a
penicilina.

La resistencia antibacteriana es una maravilla bioldgica innata debido a las mutaciones
y a la gran extension de las bacterias de ceder horizontalmente su material genético,
encontrarse una clara relacion entre la utilizacion de antibidticos la resistencia
bacteriana. Se establece asi en una cuestion a nivel mundial que crece mayor
sufrimiento humano, olvido en la productividad y mortalidad &9,

La relacion antibidtico — bacteria se ve dafiado por maltiples complicaciones como “la
farmacocinética de la droga, la dosis, la permanencia del tratamiento, el tamafio de
inoculo bacteriano, entre otros, por lo que para que se optimice la utilizacién de estos
farmacos”, se desarrollan supervisiones habituales de la resistencia como parte del
régimen de control de la resistencia antibictica ©

Una de las alternativas para aliviar muchas enfermedades es la aplicacion de plantas
medicinales una de ellas es la utilizada en el presente estudio Lobelia decurrens
(Contoya) quimicamente consta de alcoholes, acidos organicos y aceites esenciales.
Las hojas contienen L-carvona (50-70%), falandreno, alfa y beta-pineno (2-5%), d-

pineno, acetato de dihidrocarveol y cineol (2-4%) @,



Los sesquiterpenos tienen actividad inhibitoria contra algunos organismos, debido a
su relacion estructura actividad biologica. La actividad antimicrobiana no tiene un
mecanismo especifico; pero se precisa ciertos lugares de accion en la célula en donde
pueden ocurrir los siguientes efectos: dafios a la membrana citosol, dafio a las proteinas,
filtracion del contenido celular, coagulacion del citoplasma y la eliminacion de las
fuentes de energia erradicando asi a los microorganismos (.,

Las plantas medicinales son especies vegetales que poseen sustancias que pueden ser
utilizadas para propdsitos terapéuticos o cuyos principios activos pueden servir de

precursores para la sintesis de nuevos farmacos.

Es una planta herbacea y vivaz, con estolones y tallos ramificados, cuadrangulares,
pubescentes y erectos, que alcanzan hasta 70 cm de altura. Sus hojas poseen una
superficie aspera, de pigmento verde relumbrante, son sésiles, ovado-lanceoladas, con
un apice puntiagudo y borde desigualmente dentado, midiendo entre 4 a 6 cm de largo
y entre 3 a5 cm de ancho, tallos purpureos. Las inflorescencias tienen la apariencia de

plas terminales de un tono blanco-violeta, cilindricas y poco densas @419),

Esta planta se usa para tratar trastornos digestivos (dispepsia, diarrea, nauseas,
flatulencias, vomitos) tiene cualidades tonicas y estimulantes antiespasmadico,
antiparasitario, antisépticos, carminativo, antiinflamatorias, antihipocondriaca y

antihistaminica. Se usa también en neuralgias.

La resistencia bacteriana es una preocupacion tradicional, pero de mucha actividad,
puesto que en el entorno de “austeridad” en cuanto a la cantidad de nuevas particulas
de antibidtico utilizables en el mercado, la existencia de microorganismos resistentes

es cada vez mas habitual 4.



La primordial consecuencia clinica de las betalactamasas al parecer es la de mayor
reiteracion con las que estas personas con infestaciones graves obtienen una
medicacion empirica inapropiada, de ahi la importancia de reconocer que causas
pronostican la existencia de una cepa con betalactamasas a fin de poder entregar una

medicacion apropiada lo antes posible ©

Tanto el invento de infecciones producidas por Escherichia coli y los diferentes
tratamientos antibacterianos y las consecuencias adversas que manifiestan, generan al
investigador la necesidad de aportar nuevos conocimientos Yy alternativas
antibacterianas que eviten la resistencia y por ende permita que los tiempos de

internamiento por estas infecciones sean menores y menos costosas.

¢ Presenta efecto in vitro el extracto hidroalcoholico de las hojas de Lobelia decurrens

(contoya) sobre cultivos de Escherichia coli?
OBJETIVO GENERAL

++ Determinar el efecto in vitro del extracto hidroalcéholico de las hojas de Lobelia

decurrens (contoya) sobre cultivos de Escherichia coli.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Evaluar el efecto del extracto hidroalcéholico de las hojas de Lobelia decurrens
de las diferentes concentraciones en los cultivos de crecimiento antibacteriana.

¢+ Medir los halos de inhibicion formado por el extracto hidroalcéholico de las hojas
de Lobelia decurrens a diversas concentraciones.

+«+ Comparar el mayor tamario de halos de las diferentes concentraciones del extracto

hidroalcoholico de las hojas de Lobelia decurrens.



Il. REVISION DE LA LITERATURA
2.1 ANTECEDENTES:

Pérez F. (Perd, 2016), evalud la eficacia del pulverizado de Lobelia decurrens cav.
(Contoya) en el control de Eimeria sp. En 18 terneras de 3 a 6 meses de edad, raza
Holtstein criados en sistema semi intensivo, en el cual se aplico disefio experimental
con dos tratamientos y un control de seis unidades experimentales cada uno,
distribuidos homogéneamente de acuerdo a la carga parasitaria. Los resultados
mostraron eficacia de 38,04 %, 68,32 % y 80,8 % para 1g/kg pv. Por lo tanto, se
concluye que la contoya a 2g/kg pv, a los 21 dias pos dosificacion alcanza la eficacia

de un anticoccidiano eficaz .

Binitha RV, Shajahan MA, Sudhakaran MV, eat al. (India, 2018); realizaron un estudio
farmacogndsico de Lobelia alsinoides Lam. La microscopia y las caracteristicas
histologicas revelaron una planta dicotiledénea, con haces vasculares circulares,
idioblastos con cristales prismaticos de oxalato célcico, camaras llenas de aire en el
tallo y estomas anomociticos en las hojas fueron caracteristicas de diagndstico de
Lobelia alsinoides Lam. La presencia de venacion reticulada con pequefia proporcién
de empalizada, granos de almidon e idioblastos también son los caracteres de
diagnostico de la hoja. Los caracteres distintivos del tallo triangular fueron la presencia
de idioblastos con depdsito adverso de cristales de oxalato calcico, granos simples de
almidon, cloroquina y corteza parenquimatosa, las raices mostraron una corteza
circular con prominentes cavidades aéreas, vasos anulares de xilema con fibras de

cristal y granos simples de almidén ®.



Sit N, Chanl Y, Chuahl Bee, eat al. (Tailandia, 2016); analizaron las actividades
antivirales, antifungales y antibacterianas de las plantas medicinales chinas, houttuynia
cordata, lobelia chinensis y selaginella uncinata. Las preparaciones de los extractos se
examinaron para determinar el efecto de la inhibicidn citopatica en células epiteliales
de rifibn de mono africano coinfectadas con el virus Chikungunya. Un ensayo de
microdilucion en caldo colorimétrico reveld que el extracto de hexano de H. cordata
era el Unico extracto con actividad fungistatica de amplio espectro con valores minimos
de concentracion inhibitoria (CMI) de 0,08 a 1,25 mg / ml. En cuanto a la actividad
antibacteriana, los extractos de cloroformo y acetato de etilo de S. uncinata exhibieron
una actividad bacteriostatica de amplio espectro con intervalos medios de MIC de
0,63-1,25 y 0,63-2,50 mg / ml. Las actividades antimicrobianas de los extractos
dependen de la especie de microorganismos, la concentracion de prueba y el agente de
extraccién utilizado. Los extractos foliares de H. cordata y S. uncinata son fuentes
potenciales de nuevos agentes antifingicos o antibacterianos con actividad de amplio

espectro ©.

Siviwe A, Oyemitan R, Opeoluwa O, Oluwafemi, B. Nkeh-Chungag S. Songa, Adebo
A eat al. (Sudéfrica, 2016); realizaron estudios quimicos y biologicos de Lobelia
flaccida para detectar la presencia de metabolitos secundarios de plantas. El extracto
se analiz6 para determinar su actividad antiinflamatoria sobre el edema de la pata de
rata inducido por carragenina a dosis de 250 y 500 mg / kg, po, solucion salina normal
y aspirina (100 mg / kg, po). y controles positivos respectivamente. Finalmente, el
extracto a 500 y 1000 mg / kg, po se prob6 para actividad anticonvulsiva en
pentilentetrazol (85 mg / kg, intraperitonealmente) modelo de convulsion inducida en
ratones, solucion salina normal y diazepam (1 mg / kg, ip) sirvié como grupos de

control negativo y positivo respectivamente.



Los dos principales compuestos identificados fueron acetofenona (26.37%) y
cariofileno (17.35%). La deteccion fotoquimica presentd un alto porcentaje de
alcaloides, saponinas y flavonoides entre otros componentes. LD 50 del extracto
acuoso fue > 5000 mg / kg por via oral, mientras que el extracto acuoso exhibié la
actividad anti-inflamatoria en rata edema de la pata inducido por carragenina
comparable a la aspirina, pero la actividad anticonvulsiva insignificante sobre pentileno

convulsion tetrazol inducida cuando en comparacion con diazepam @b,

Won C, Lee A. (China, 2016); analizaron la actividad antituberculosa de Melia
azedarach L. y Lobelia chinensis Lour. y su potencial como agentes candidatos
eficaces anti- Mycobacterium tuberculosis. Los extractos de M. azedarach y L.
chinensis mostraron su actividad anti- M. tuberculosis al inhibir fuertemente el
crecimiento de M. tuberculosis de una manera dependiente de la concentracion en el
REMA vy el ensayo del sistema MGIT 960. Particularmente, el extracto de metanol de
M. azedarach y el extracto de n- hexano de L. chinensis exhibieron consistentemente
sus efectos al inhibir eficazmente el crecimiento de M. tuberculosis en el sistema MGIT
960 durante 4 semanas con un unico tratamiento, lo que indica mayor actividad de la
tuberculosis que otros extractos, y sus concentraciones inhibitorias minimas se

midieron como 400 pg / ml 'y 800 ug / ml, respectivamente 12,

Kunchari K, Muthu G, Manjula K. eat al. (India, 2015); investigaron acerca de la
actividad antibacteriana de lobelia nicotianifolia contra varias cepas bacterianas. Se
extrajeron secuencialmente usando metanol, acetato de etilo, acetona, cloroformo, éter
de petroleo y agua. La actividad antibacteriana in vitro de estos extractos se estudio
mediante el método de difusion en pocillo de agar contra Staphylococcus aureus gram
positivo y Pseudomonasa aeruginosa gram negativa, Salmonella typhi y Escherichia

coli.



Discos de antibioticos Ciproflaxin, Cephotoxime y Amoxycillin se usaron como
estandar. Este estudio demostro que el extracto de metanol tiene una mayor actividad
antibacteriana contra los patdgenos bacterianos aislados clinicos que otros extractos.
Todos estos extractos fueron capaces de inhibir el crecimiento de Staphylococcus
aureos, Escherichia coli, Salmonella typhi y Pseudomonas aeruginosa, excepto el
extracto de eter de peteroleum y el extracto de acetato de etilo. El presente estudio
concluyé que Lobelia nicotianifolia tiene una fuerte actividad antibacteriana contra

microorganismos clinicos %),
2.2. BASES TEORICAS.
Escherichia coli

Es un tipo de bacteria anaerobio facultativo Gram-negativo en forma de bastén. La
mayor parte de las cepas de E. coli no son perjudiciales. Aunque E. coli vive en el
intestino humano como un organismo comensal, ciertas cepas patdgenas pueden salir
del intestino humano y causar enfermedad en otros sitios anatbmicos. Un ejemplo de

este fendmeno es la uropatogenia ©.

E. coli, causa el 70% de las infecciones urinarias. Se cree que estas cepas de E. coli que
originan estas infestaciones se originan en la flora fecal del paciente y se diseminan a
través de la contaminacion fecal al area periuretral. La bacteria puede ascender la uretra

hacia la vejiga y causar una infeccion urinaria 2%,

Expresan una variedad de factores de virulencia que incluyen apéndices adhesivos,

conocidos como pili, y toxinas que les permiten infectar la vejiga.

Escherichia coli presenta una gran variedad de subtipos genéticos definidos por el
antigeno somatico (O) y flagelar (H). La mayoria de los subtipos son inofensivos,

mientras que otros pueden causar diarrea severa 6.7,



Fitoterapia

Ciencia que se ocupa del tratamiento y la prevencion de enfermedades humanas por
medio de las diversas plantas curativas y los productos herbarios. Se estudia la
capacidad de curacion de las plantas o drogas vegetales, indicaciones,

contraindicaciones, dosis y tratamiento oportuno de administracion 4.
Plantas medicinales

Son todas las plantas que en uno o sus diversos drganos abarcan sustancias que pueden
ser empleadas con la finalidad curativa o que son indicadores para la semisintesis

quimico-farmacéutica. .
Droga Vegetal

Es una fraccion de la planta que se emplea con el objetivo terapéutico, ya que contiene
compuestos quimicos capaces de desempefiar una actividad farmacologica. Por
supuesto, esta definicion no excluye que la droga puede ser compuesta de toda la
planta; representa la parte de la planta (seca o fresca) que contiene el mayor nimero de

principios activo 9,
Principio Activo

Es aquel constituyente o aleacion de constituyentes de diferente cimiento ya sea animal,
vegetal, humano, mineral, quimico, microbioldgico o analogos, que contiene accién
farmacoldgica determinada o adn, sin contenerla la obtenga cuando sea distribuida en

el cuerpo 419,



Lobelia decurrens (contoya)
Definicion
Es una planta perdurable, rastrera y las ramas aristadas, lampifias o levemente

pubescentes, hojas incompatibles, ovaladas, superficie &spera y borde dentado y

peciolada %),
Habitat

Planta nativa del Viejo Mundo y especialmente de la zona mediterranea, ampliamente
naturalizada de zonas célidas, necesita un ambiente medio recondito, humifero,

ambiente templado oscilando los 1500 - 2700 m.s.n.m @4
Descripcion Boténica

Es una planta herbacea y vivaz, con estolones y tallos ramificados, cuadrangulares,
pubescentes y erectos, que alcanzan hasta 70 cm de altura. Sus hojas poseen una
superficie aspera, de pigmento verde relumbrante, son sésiles, ovado-lanceoladas, con
un apice puntiagudo y borde desigualmente dentado, midiendo entre 4 a 6 cm de largo
y entre 3 a 5 cm de ancho, tallos purpureos. Las inflorescencias tienen la apariencia de

puas terminales de un tono blanco-violeta, cilindricas y poco densas 419,
Composicién Quimica

Presenta un aceite esencial que contiene mentol (50-86%), mentona, felandreno y
limoneno, carvona (67-80%), cineol, linalol, limoneno (13-20%), 6xido de piperitona
y 6xido de piperitenona, acetato de metilo, pulegona (1,18%), monoterpenos (camfeno,
alcanfor, carvacrol, carveol, dihidrocarvona), sesquiterpenos (cariofileno, copaeno,
franeseno), esteroides, azucares reductores, aminas, flavonoides, leucoantocianidinas,

quinonas, taninos, principios amargos.

10



Hojas: el analisis proximal de 100 g de hoja fresca contiene: agua (83 g), proteina (4,8
g.), grasa (0,6 g.), carbohidratos (10 g,), fibra (2,0), ceniza (1,6 g.), calcio (200 mg.),
fésforo (80 mg.), hierro (15,6), caroteno (1620 pg), tiamina (0,05 mg), riboflavina

(0,08 mg), niacina (0,4 mg) 314,
Propiedades Terapéuticas

Esta planta se usa para tratar trastornos digestivos (dispepsia, diarrea, nauseas,
flatulencias, vémitos) tiene cualidades ténicas y estimulantes antiespasmadico,
antiparasitario, antisépticos, carminativo, antiinflamatorias, antihipocondriaca y

antihistaminica. Se usa también en neuralgias.
Extracto hidroalcoholico

Es un extracto liquido concentrado, obtenido de la extraccion de una planta o parte de
esta, utilizando como solvente alcohol y agua. Presenta sedimento, color y aroma
caracteristico de la planta de la cual se obtiene. En el extracto la funcion del alcohol es

de extraer las sustancias o las propiedades de la planta.
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111. HIPOTESIS.
3.1. Hipotesis nula (ho)

El extracto hidroalcoholico de las hojas de Lobelia decurrens (contoya) no presenta

efecto in vitro sobre cultivos de Escherichia coli.

3.2. Hipotesis alternativa (h1)

El extracto hidroalcoholico de las hojas de Lobelia decurrens (contoya) presenta efecto

in vitro sobre cultivos de Escherichia coli.
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\V2 METODOLOGIA.

4.1.DISENO DE LA INVESTIGACION.

El presente trabajo de investigacion fue de tipo experimental aplicado, de enfoque

cuantitativo y corte trasversal observacional.

Los grupos de tratamiento que se trabajaron fueron divididos de la siguiente

manera:
Grupo Control Blanco

Dicho grupo se encuentra formado por 5 placas Petri conteniendo Agar Mueller
Hinton (25 ul) y el sembrado de bacteria E.coli (1X108 UFC por ml) el cual se
realizo utilizando el tubo 0.5 de la turbidez de Mc Farland, en ellas se colocaron
discos hechos con papel filtro grueso con un diametro de 6 mm, sobre estos discos

se coloco un solvente (25 ml de solucién suero fisiol6gico) )
Grupo Experimental 1

Dicho grupo se encuentra formado por 5 placas Petri conteniendo Agar Mueller
Hinton (25 ul) y el sembrado de bacteria E.coli (1X108 UFC por ml) el cual se
realizo utilizando el tubo 0.5 de la turbidez de Mc Farland, en ellas se colocaron
discos hechos con papel filtro grueso con un diametro de 6 mm, sobre estos discos

se coloco el extracto de Lobelia decurrens (Contoya) al 10%.
Grupo Experimental 2

Dicho grupo se encuentra formado por 5 placas Petri conteniendo Agar Mueller
Hinton (25 ul) y el sembrado de bacteria E. coli (1X8 UFC por ml) el cual se realiz

utilizando el tubo 0.5 de la turbidez de Mc Farland, en ellas se colocaron discos
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hechos con papel filtro grueso con un diametro de 6 mm, sobre estos discos se

colocé el extracto de Lobelia decurrens (Contoya) al 20%.

Grupo Experimental 3

Dicho grupo se encuentra formado por 5 placas Petri conteniendo Agar Mueller
Hinton (25 ul) y el sembrado de bacteria E.coli (1X8 UFC por ml) el cual se realizé
utilizando el tubo 0.5 de la turbidez de Mc Farland, en ellas se colocaron discos
hechos con papel filtro grueso con un didmetro de 6 mm, sobre estos discos se

colocé el extracto de Lobelia decurrens (Contoya) al 30%.

4.2.POBLACION Y MUESTRA.

POBLACION:

Estuvo formada por plantas de Lobelia decurrens (Contoya) que se encuentran en
el Caserio El Guineo, Distrito de Tocmoche, Provincia de Chota, Departamento de

Cajamarca.

Criterios de inclusion:

Se utilizaron plantas de buen aspecto y color entre los 15 a 40 cm de altura, tallos
lefiosos, asiduamente ramificada en su base y de puntas escarpadas con hojas de
margenes dentados o acerrados y peciolos cortos, de inflorescencias de 1 a 1.5 cm
de diametro y flores liguladas de 3 a 6 mm. La cual tiene por tiempo de cosecha o

de floracion entre los meses de noviembre a marzo.
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Criterios de exclusién:

Se rechazaron aquellas plantas demasiado jovenes (pequefias) o envejecidas, y
también aquellas que hubieran estado expuestas a pesticidas u otros factores que
pudieron afectar la composicion quimica de la misma y asi puedan afectar su poder

antibacteriano.

MUESTRA:

Se utilizaron partes aéreas (hojas) de Lobelia decurrens (Contoya) recolectadas en
el Caserio El Guineo, Distrito de Tocmoche, Provincia de Chota Departamento de

Cajamarca.

La muestra consta de las hojas jovenes, sanas, frescas, completas recién
recolectadas en horas de la mafiana de un dia caluroso después del roci6 en canastos
limpios, las cuales se secaron bajo la luz solar y se trituraron en un molino a mano.
Se rechazaron aquellas hojas demasiado jovenes (pequefias) o envejecidas, secas 0
enmohecidas, asi mismo se evitd recoger flores o tallos u otras partes de la planta
que presentaban algin dafio, deformadas, parasitadas; evitando la manipulacion

excesiva de la muestra.

MATERIAL BIOLOGICO:

El material bioldgico estuvo constituido por cultivos de la bacteria Escherichia coli
la cual fue expuesta a diferentes concentraciones del extracto hidroalcéholico

obtenido de Lobelia decurrens (Contoya).

Se utilizaron bacterias morfologicamente iguales y jovenes. No se utilizaron
bacterias que no sean morfologicamente iguales, tampoco se utilizaron cepas con

contaminantes.
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4.3.DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.

Variables Definicion Definicion Indicadores Escalas de
conceptual Operacional medicion
Independiente | Es un extracto Se obtiene por %P/V del 10%
Concentracion liquido maceracion con extracto 20%
del extracto concentrado, etanol de 96° por un | disuelto en 30%
hidroalc6holico | obtenido de la periodo de una solucién
de hojas de extraccion de una | semana. salina.
Lobelia planta o parte de
decurrens esta, utilizando
(contoya) como solvente
alcohol y agua.
Dependiente: Es el efecto Se calcula a partir RESISTENTE | <18mm
Efecto logrado al inhibir | de la medida de los | SENSIBLE 18 — 24 mm

Antibacteriano

el crecimiento de

una determinada
colonia de
bacterias por

inhibicién o por

destruccién de las

mismas.

halos de inhibicion
del crecimiento
bacteriano alrededor
de los discos
conteniendo el
extracto, teniendo
como patrén
referencial a la

amikacina.
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4.4 TECNICAS E INTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS.
Recoleccion de hojas de Lobelia decurrens:

Las Hojas de Lobelia decurrens (Contoya), fueron recolectadas de las plantaciones
del el Caserio El Guineo distrito de Tocmoche, provincia de Chota departamento

de Cajamarca teniendo en cuenta los criterios de inclusion y exclusién (14).
Técnicas de preparacion de extracto hidroalcéholico:

La preparacion del extracto hidroalcoholico de Lobelia decurrens (Contoya) se
realizard con etanol de 96° el cual tendra como funcidn extraer las sustancias y/o
propiedades del material presentes en la muestra. EI método de extraccion utilizado
sera la maceracion en etanol/agua (7:3) durante 7 dias. Para lo cual es necesario
100 g de materia prima Lobelia decurrens (Contoya), 700 ml de etanol y 300 ml
de agua. La concentracién del extracto se realizd por eliminacién del disolvente a
presién reducida en rotavapor a una temperatura de 60° C y a una presion de
690mmHg por un tiempo de 3 horas aproximadamente, luego se dejé secar a

temperatura ambiente por un lapso de 3 a 5 dias %
Método de difusion de discos

El método mas comun en la evaluacion de la actividad antimicrobiana es el ensayo
Kirby — Bauer. Los discos empleados son impregnados del extracto
hidroalcoholico de Lobelia decurrens (Contoya) en diferentes concentraciones para
colocarlas en cada placa a una distancia establecida. Al ser sometidos a un grado
de incubacion de 37°C en 24 h. Para la bacteria E. coli, el extracto difunde
radialmente desde el disco a traves del agar, la cual la concentracion disminuye al

extenderse y alejarse desde el punto de disco 7).
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Llega a un punto en que el extracto con actividad antibacteriana no ejerce dicho
efecto frente a la cepa. Al medir el didmetro del area de inhibicién alrededor del

disco, este puede clasificarse en diferentes categorias de sensible o resistente (S o

R @7)

Preparacion del medio de cultivo:

Para el cultivo de bacterias, el medio adecuado para su crecimiento es el agar
Mueller Hinton. La composicion del medio de cultivo, es Agar 2.0 g de extracto de
carne, 17.5 g de hidrolizado de caseina, 1.5 g de almidon, 17.0 g de agar disueltos

en 1 litro de agua destilada con un pH ajustado a 7.3 + 0.1 a 25°C. 3
Preparacion del inoculo para E. coli:

Se prepara transfiriendo colonias, tocando la parte superior de cada una con asa
bacteriologia en el cultivo se toca 4 - 5 colonias >1mm con un tiempo de incubacion
de 24 h. No se puede utilizar cultivos de mas de 24h. Para el rejuvenecimiento de
la bacteria se realizd en un medio de cultivo de agar Tripticasa Soya (Agar TSA).
Incubar este cultivo de 35°C - 37°C. Se diluye el cultivo al suspender en un tubo
con solucidn salina estéril o caldo estéril, para obtener una turbidez equivalente al
tubo 0.5 de la escala de McFarland. Se agita, y se ajusta a una densidad Optica de
0,5 McFarland, afadiendo la cantidad necesaria de la solucion salina. En la cual
esta solucidn tiene una concentracion de 1x108 - 5x108

UFC/ml. @9,
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Siembra de la muestra

1. Utilizamos un asa bacterioldgica o un hisopo estéril, luego sumergimos en la

solucidn preparada para tomar la bacteria.

2. Colocamos el aplicador por encima del nivel del contenido o la muestra del tubo

y se gira por las paredes del mismo para remover el exceso del indculo.

3. En la superficie de la placa con el medio de cultivo, se siembra el inoculo de

manera uniforme. La siembra se hace en 3 direcciones evitando el exceso.

4. Dejar la placa tapada entre 5 a 10 minutos para que la superficie del medio se

seque.

5. Después del sembrado de la bacteria en estudio, se coloca los discos en la
superficie del agar dentro de la placa usando pinzas estériles, presionar los discos
suavemente sobre el medio de cultivo para asegurar la adherencia al medio y el

contacto sea uniforme.

6. En la superficie de la placa se coloca 4 discos en la periferia y 1 en el centro,
con una medida de 2cm de distancia entre disco y disco, para evitar que el halo de

inhibicién quede sobrepuesto.

7. Incubacion de las placas con el sembrado inmediatamente a una temperatura

35°C - 37°C.

8. Se realiz6 la lectura de los halos de inhibicion después de 24horas.
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Materiales e Instrumentos:

Materiales:

% Agar Mueller Hinton

X/
°e

Placas Petri estériles

X/
°

Hisopos Estériles

X/
°e

Nefelometro de Mc Farland turbidez 0.5
% Disco de papel filtro estériles.

% Jeringasde 1, 3,5y 10 ml

% Asa Bacterioldgica

% Mecheros

%+ Puntas para micropipeta

Instrumentos:

R/
L X4

Vernier electrénico

R/
L X4

Estufa

R/
L X4

Incubadora

e

AS

Micropipeta regulable

4.5.PLAN DE ANALISIS.

Para el andlisis y tabulacion de datos recolectados se utiliz6 el programa Excel
2013 los cuales fueron procesados a través del paquete estadistico IBM-SPSS-
version22.0 Microsoft Excel. Donde se encuentran las pruebas estadisticas T-
Student para dos grupos y el andlisis de varianza Anova para la comparacion de
varios grupos (grado de confianza 95% - a. < 0.5). Los resultados que se obtuvieron

de los grupos de estudios estan presentados en tablas,
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4.6. MATRIZ DE CONSISTENCIA.

Titulode la | Formulacion | Objetivos Hipdtesis Tipoy Variables Definicion Indicadoresy | Plan de
investigacion | del Disefio operacional | escala de analisis
problema medicion
Efecto in Presenta Objetivo general Hipdtesis El presente Dependiente Se obtiene %P/V del Pruebas
vitro del efecto in Determinar el efecto in vitro del | alternativa (h1) | trabajo de Efecto por extracto paramétric
extracto vitro el extracto hidroalcoholico de las | El extracto investigacion | Antibacteriano | maceracion disuelto en as de
hidroalcoholi | extracto hojas de Lobelia decurrens hidroalc6holico | fue de tipo Independiente | con etanol de | solucion ANOVA
co de las hidroalcoholi | (contoya) sobre cultivos de de las hojas de experimental | Concentracion 96° por un salina. para el
hojas de co de las Escherichia coli. Lobelia aplicado, de | del extracto periodo de RESISTENTE | analisis de
Lobelia hojas de Objetivos especificos decurrens enfoque hidroalcéholico | una semana. | SENSIBLE resultados.
decurrens Lobelia Evaluar el efecto del extracto de | (contoya) cuantitativo y | de hojas de Secalculaa | Grupo
(contoya) decurrens las hojas de lobelia decurrens de | presenta efecto corte Lobelia partir de la experimental 1
sobre las (contoya) las diferentes concentraciones in vitro sobre trasversal decurrens medida de los | 10% Grupo
cepas de sobre cultivos | en los cultivos de crecimiento cultivos de observacional | (contoya) halos de experimental 2
Escherichia | de antibacteriano. Escherichia coli. inhibicion del | 20% Grupo
coli Escherichia Hipotesis nula crecimiento | experimental 3
coli? Medir los halos de inhibicion (ho) bacteriano 30%

formado por el extracto El extracto alrededor de | <18mm

hidroalcéholico de las hojas de | hidroalcoholico los discos 18 — 24 mm

Lobelia decurrens a diversas de las hojas de conteniendo

concentraciones. Lobelia el extracto,

decurrens teniendo

Comparar el mayor tamario de
halos de las diferentes
concentraciones del extracto
hidroalcoholico de las hojas de
Lobelia decurrens.

(contoya) no
presenta efecto
in vitro sobre
cultivos de

Escherichia coli.

como patrén
referencial a
la amikacina.
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4.7. PRINCIPIOS ETICOS.

Para el desarrollo de la investigacion se tomd en cuenta los cuidados para evitar la
contaminacion bioldgica del medio externo con la bacteria, tanto el investigador como la
zona donde se desarrolle el proyecto deben cumplir con los criterios de bioseguridad

descritos por el Instituto Nacional de Salud ®7).
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V. RESULTADOS DE LA INVESTIGACION
5.1. RESULTADOS.

Tabla 01: Efecto in vitro del extracto hidro-alcohélico de las hojas de Lobelia decurrens

(contoya) sobre cultivos de Escherichia coli a 24 horas.

Grupos Halos de Significancia
Inhibicion en mm P ANOVA
X+DS
fisioldgica)
E.H.L. decurrens 10% 7.8+0.70
E.H.L. decurrens 20% 10.76 £0.72
E.H.L. decurrens 30% 14.88 £0.73

*(P < 0.05) Son estadisticamente significativos, se acepta la hipotesis alternativa y se

rechaza la hipotesis nula.

FUENTE: Paquete Estadistico SPSS 22.0, datos en la investigacion.

TABLA 02: Comparacion del efecto in vitro del extracto hidro-alcohdlico de las hojas
de Lobelia decurrens (contoya) a concentraciones de 10%, 20% y 30% sobre cultivos de

Escherichia coli.

Grupos Significancia Valor
T Student*
BLANCO (solucion salina 0.000
fisiologica) vs E.H.L. decurrens
10%
0.000

E.H.L. decurrens 10% vs E.H.L.
decurrens 20%
0.000
E.H.L. decurrens 10% vs E.H.L.

decurrens 30%
0.000

E.H.L. decurrens 20% vs E.H.L.

decurrens 23094
gectHrensse

*(P < 0.05) Son estadisticamente significativos, se acepta la hipdtesis alternativa y se
rechaza la hipétesis nula.

FUENTE: Paquete Estadistico SPSS 22.0, datos en la investigacion.
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5.2. ANALISIS DE RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

En la tabla N° 01, se elabor¢ el Analisis de Varianza (ANOVA) para la comparacion
de los grupos de trabajo en la que observo que presenta alta diferencia de significancia
(p < 0,05) demostrando que presenta una diferencia estadistica altamente significativa,
entre los Grupos de experimentacion en los que se dispuso el extracto hidro-alcoholico
de Lobelia decurrens (contoya) en las concentraciones de 10%, 20% y 30%; es decir,
se acepta la Hipdtesis Alternativa: El extracto hidro-alcohdlico de las hojas de Lobelia

decurrens (contoya) tiene efecto in vitro sobre cultivos de Escherichia coli.

En la tabla N° 02, se utiliz6 la prueba estadistica de T — STUDENT, donde se compard
el efecto in vitro de las hojas de Lobelia decurrens a concentraciones de 10%, 20% y
30%, la cual present6d una significancia de 0.0000, es decir, se acepta la Hipotesis
Alternativa: El extracto hidro-alcoholico de las hojas de Lobelia decurrens (contoya)

tiene efecto in vitro sobre cultivos de Escherichia coli.

Las hojas de Lobelia decurrens (contoya) contiene flavonoides y dentro de estos se
encuentran las chalconas, que es el metabolito activo que esta relacionada con la
actividad antibacteriana ya que en evaluaciones in vitro, se relaciona a la chalcona 1,3
diarilpropano chalconas, que sustituidas por grupos metoxi e hidroxi en diferentes
posiciones de los anillos A 'y B, se puede determinar que las hojas de Lobelia decurrens
presenta actividad antimicrobiana en cultivos de Escherichia coli, aungque todavia no
se tiene claro de manera concisa el mecanismo de accion, la relacion entre la estructura

de la chalcona se relaciona con la actividad bioldgica.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES:

% Se evaluo el efecto in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lobelia
decurrens sobre las cepas de Escherichia coli a concentraciones de 10%, 20% y
30%, en la cual los resultados nos afirman que dicho extracto si posee efecto

antibacteriano.

%+ Se midieron los halos de inhibicién formados por el extracto hidroalcohélico de las
hojas de Lobelia decurrens sobre las cepas de Escherichia coli de las 3
concentraciones, donde se pudo observar lo siguiente: el 10% presentd un halo de
inhibicion promedio de 1.8mm, el 20% presentd un promedio de 4.76mm vy la

concentracion al 30% presenté un promedio de 8.88mm de halo de inhibicion.

% Se compar6 el mayor tamafio de halos de inhibicion que presentaron las 3
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lobelia decurrens,
donde se pudo observar que el mayor halo de inhibicion al 10% fue de 3mm, por
otro lado el mayor halo de inhibicion al 20% fue de 6mm y por ultimo el mayor
halo de inhibicion al 30% fue de 10mm. Por lo tanto se concluye que mientras mayor

es la concentracion, mayor fue el efecto antibacteriano que presento6 dicho extracto.
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RECOMENDACIONES:

X/
L X4

X/
L X4

Se recomienda emplear concentraciones con porcentajes de 50%, 75% y 100% de
Lobelia decurrens ya que mientras mas elevado es el porcentaje de concentracion,

mayor sera el efecto antibacteriano.

Se recomienda utilizar otros medios de extraccién para evaluar el efecto de las hojas

de Lobelia decurrens sobre las cepas de Escherichia coli.

Se recomienda realizar estudios in vivo con la finalidad de valorar la efectividad y
toxicidad que podrian producir los componentes activos de las hojas de Lobelia

decurrens.

Se recomienda trabajar con otro tipo de bacterias Gram negativas y Gram positivas.
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