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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar el efecto
antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Desmodium molliculum (pie de perro)
frente a Staphylococcus aureus. La investigacion fue de tipo experimental, nivel
explicativo, enfoque cuantitativo. El efecto antibacteriano fue evaluado mediante el
método de difusion de discos. Se trabajé con 5 grupos de estudio: grupo control negativo,
grupo estandar ampicilina (10 ug/disco) y tres grupos experimentales del extracto
etandlico de Desmodium molliculum al 25%, 50% y 75%. Los resultados obtenidos fueron
que el extracto de Desmodium molliculum al 25% mostrd un halo de inhibicion 9.12 +
0.29, mientras que la concentracion al 50% 11.94 + 0.41 y la concentracion al 75% fue
de 14.02 + 0.61, con el grupo estandar fue de 25.73 = 0.63 mm, diferenciandose
significativamente mediante la prueba de ANOVA (p<0,05), demostrando asi que a
mayor concentracion presenta mayor efectividad a diferencia de las concentraciones de
25% y 50%. Se concluye que el extracto etandlico de Desmodium molliculum posee

actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus.

PALABRAS CLAVE: Antibacteriano, extracto etanolico, Desmodium molliculum,

Staphylococcus aureus
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ABSTRACT
The objective of this research work is to determine the in vitro antibacterial effect
of the ethanolic extract of Desmodium molliculum (dog's foot) against
Staphylococcus aureus. The research was experimental, explanatory level,
quantitative approach. The antibacterial effect was evaluated by the disk diffusion
method. We worked with 5 study groups: negative control group, standard
ampicillin group (10 ug/disk) and three experimental groups of the ethanolic
extract of Desmodium molliculum at 25%, 50% and 75%. The results obtained
were that the Desmodium molliculum extract at 25% showed an inhibition halo
of 9.12 + 0.29, while the concentration at 50% was 11.94 + 0.41 and the
concentration at 75% was 14.02 £ 0.61, with the standard group it was 25.73 +
0.63 mm, differing significantly by the ANOVA test (p<0.05); thus demonstrating
that the higher the concentration, the greater the effectiveness, unlike the
concentrations of 25% and 50%. It is concluded that the ethanolic extract of

Desmodium molliculum has antibacterial activity against Staphylococcus aureus.

KEYWORDS: antibacterial, ethanolic extract, Desmodium molliculum,

Staphylococcus aureus
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I.  INTRODUCCION

Desde épocas antiguas, las infecciones por microorganismos siguen siendo los causantes
de la morbimortalidad en todo el mundo, siendo mas frecuente especialmente en los
paises que estan en desarrollo, debido a un nivel socioecondmico bajo, mala higiene,

desnutricion (V.

El ser humano se encuentra expuestos a un sin nimero de agentes infecciosos de tipo
bacteriano, como por ejemplo Staphylococcus aureus, el cual es un microrganismo Gram
positivo, que se encuentra distribuido por todo el mundo y viene provocando estragos en

la poblacion, debido a la resistencia bacteriana -2,

Staphylococcus aureus es una bacteria facultativa, pero puede evolucionar muy bien en
condiciones aerobias. Esta bacteria ocasiona diversas enfermedades en el ser humano, ya
que puede invadir o infestar aproximadamente la totalidad de los tejidos del huésped,
desde la piel, fosas nasales hacia huesos, articulaciones, musculos, etc. El tratamiento de
estas infecciones se ve dificultado por su elevada capacidad de generar resistencia a los

antimicrobianos ¢,

Las plantas medicinales fueron y siguen siendo empleadas por la sociedad para tratar y
curar los diferentes tipos de enfermedades y asi prolongar la vida del ser humano. Las
propiedades medicinales de las plantas medicinales estdn basadas en la observacion,
experiencia y el conocimiento profundo del entorno. Es asi, que este saber se ha
transmitido por todas las culturas con el fin de contribuir a resolver los problemas de salud

de la poblaciéon @,

Nuestro pais cuenta con una gran variedad de plantas medicinales que acompafian al

hombre a través de la historia ayudando a tratar y curar ciertas infecciones, entre ellas es



el Desmodium molliculum, la cual es conocida popularmente como pata de perro, pie de
perro, pega-pega. Desmodium molliculum es una especie vegetal herbacea que crece en
distintas zonas del Peru como Cajamarca, Ayacucho, Junin, Cuzco, entre otros lugares de

la serrania peruana .

Desmodium molliculum es una planta herbacea perenne, rastrera oriunda del Pert, crece
mayormente en los suelos y en las piedras del campo. Mide aproximadamente 50 cm de
altura. Es conocida por sus propiedades medicinales que ofrece entre ellas, ser
antinflamatoria, antisépticas, anticonceptivas, diuréticas, antimicrobianas; debido a la

presencia de principios activos que posee como son los flavonoides, taninos, saponinas
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Desde hace tiempo, la resistencia de los microorganismos a los diferentes antimicrobianos
viene siendo un problema de nunca terminar, y esto se incrementa cada vez mas con la
automedicacion, el mal uso de antibioticos, incumplimiento al tratamiento por falta de la
economia, entre otros, ocasionando asi que la enfermedad se complique. Debido a esto,
el ser humano busca dar otras alternativas de solucion y que estén al alcance, recurriendo
asi al uso de las plantas medicinales que contengan en su composicion quimica los
principios activos para contrarrestar enfermedades causadas por agentes patogenos que
son capaces de producir dafio en distintas partes del organismo, contribuyendo asi al
bienestar de las personas, especialmente a aquellas personas con bajos recursos , que

muchas veces les es imposible costear un tratamiento farmacologico.

La presente investigacion busca dar a conocer la importancia del uso de Desmodium
molliculum como alternativa para tratar diversas infecciones a causa de esta bacteria, que

viene afectando a la salud del ser humano. El estudio aportard informacién relevante sobre



esta planta medicinal mencionada anteriormente y se mostrara técnicas y métodos de
extraccion, lo que va permitir hacer uso de sus propiedades medicinales para eliminar
aquellas enfermedades causadas por Staphylococcus aureus, logrando asi un aporte a la

poblacion que mas lo necesita.

La presente investigacion se plantea con un diseiio metodologico de tipo experimental,
nivel explicativo y enfoque cuantitativo. Con los resultados obtenidos se pretende ser una
fuente de consulta para los interesados que deseen buscar informacion sobre la actividad
antibacteriana de Desmodium molliculum,; por todo lo expuesto, se plantea el siguiente
problema ;Tendra efecto antibacteriano el extracto etanolico de Desmodium molliculum

“pie de perro” frente a Staphylococcus aureus?

OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Desmodium

molliculum “pie de perro” frente a Staphylococcus aureus.

Objetivos especificos

e FEvaluar el efecto antibacteriano in vitro extracto etanolico de Desmodium molliculum

“pie de perro" en concentraciones de 25%, 50%, 75% frente a Staphylococcus aureus.

e Comparar la efectividad antibacteriana in vitro de ampicilina y el extracto etanolico de
Desmodium molliculum “pie de perro” en concentraciones de 25%, 50%, 75%frente a

Staphylococcus aureus.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes de la investigacion
Internacionales

Landeta J, en el afio 2015, Quito, realiz6 una investigacion con el objetivo de evaluar la
actividad antibacteriana de Desmodium molliculum (Kunth) DC. Utilizando un modelo
in vivo. La especie vegetal fue recolectada de la provincia de Pichincha. Se realizo
extracto hidroalcohoélico a concentraciones de 50 100 250 500 1000 2500 5000 mg/ml.
De acuerdo con los resultados obtenidos por el por el método de Mitscher demuestra que
la concentracion de 250 ppm del extracto hidroalcohdlico de Desmodium molliculum
existe la inhibicion en el crecimiento de Staphylococcus aureus y es por lo que para
determinar la potencia antibacteriana del extracto de Desmodium molliculum se utilizé el
Meétodo de difusion en agar a la concentracion de 250 ppm. Se llego a la conclusion que
la propiedad antibacteriana del extracto de la especie a concentracion de 250 ppm produce
la inhibicién del crecimiento de Staphylococcus aureus siendo un 96% tan efectiva,

similar a Dicloxacilina, siendo esta tiltima la droga de eleccion para su evaluacion .



Nacionales

Lopez L. y Cuyan L, en el afio 2020, Lima, realizaron un trabajo de investigacion para
demostrar el efecto antibacteriano de los extractos etanolicos
de Desmodium molliculum “manayupa” y perezia multiflora “escorzonera”
sobre streptococcus mutans. El extracto etanolico se realizd por maceracion, trabajaron a
concentraciones de 50 %, 75% y 100% para ambas especies. La determinacion del efecto
antibacteriano se realizd mediante la técnica de difusion en pozo con diferentes
concentraciones del extracto etandlico, empleando como control positivo clorhexidina al
2%. Los resultados encontrados mostraron que a mayor concentracion del extracto son
sumamente mas sensibles. El analisis de la sensibilidad antibacteriana segun la escala de
Durafford demostré que todos los extractos a las diferentes concentraciones son “Muy

Sensibles” a Streptococcus mutans ©.

Del Aguila A. y Cadenillas M, en el afio 2019, Lambayeque, realizaron una investigacion
sobre el efecto inhibitorio in vitro de los extractos etanolicos de Aloysia citriodora Palau,
Annona muricata L. y Desmodium molliculum (Kunth) DC. frente a Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus. El efecto inhibitorio se midio utilizando la técnica
de difusion de Kirby-Bauer. Los resultados dieron por que Aloysia citriodora Palau es
mas sensible a Staphylococcus aureus, con halos de inhibicion de 8 a 15.11 mm y
Pseudomonas aeruginosa con cero inhibiciones. El extracto etanolico de muricata L.
inhibi6 a ambas bacterias s6lo a concentracion de 500mg/ml, dando como promedio
9.0mm del halo de inhibicidn para P. aeruginosa'y 7mm para S. aureus. Por Gltimo, la

especie mas sensible a D. molliculum tue P. aeruginosa promediando de 6 a 10mm de



halo de inhibicion y S. aureus mostrdé como resultado halos de 6 a 9.77 mm. Se concluye
que los extractos etandlicos trabajados tuvieron efecto inhibitorio con las cepas de

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus 7.

Olivera N y Principe P, en el afio 2018, Lima, realizaron una investigacién, donde se
evaluo el extracto etandlico de Desmodium molliculum y su efecto antibacteriano en los
cultivos de Escherichia coli. En su trabajo pudieron demostrar los metabolitos
secundarios presentes en la planta: alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas y
cumarinas (. El microorganismo utilizado fue la cepa Escherichia coli ATCC 25922.
La actividad antibacteriana se evalué mediante el método de difusion en agar, método
de Kirby-Bauer. Las concentraciones aplicadas del extracto de la planta fueron de
25%,50%,75% y 100%. Se demostrd que el extracto etandlico a concentraciones de 25%
y 50% no posee actividad antibacteriana, mientras que al 75% y 100% se evidencio
actividad antibacteriana significativa 5¢ lleg6 a la conclusion que el extracto etandlico
de Desmodium molliculum (Kunth) DC. si presenta efecto antibacteriano en los cultivos

de Escherichia coli V.

Polo M, en el afio 2018 en Trujillo, realizé una investigacion con el objetivo de evaluar
la el efecto antibacteriano de cinco especies, las cuales fueron Cuphea ciliata,
Myrcianthes myrsinoides (Kunth), Clinopodium pulchellum (Kunth), Desmodium
molliculum 'y Bejaria aestuans. Las cepas empleadas fueron Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus 'y Staphylococcus aureus resistente a meticilina

(SARM). Los extractos se prepararon al 10% en etanol de 45° G.L. La determinacioén



de la CMI se llevo a cabo por el método de la microdiluciéon en medio Mueller-Hinton
y la determinacion de CMB por el método de difusion en agar. Los resultados de CMI
de las cinco especies en estudio frente a las cuatro cepas bacterioldgicas estan
comprendidas entre 0,31 a 40 mg/mL y para CMB esta entre los rangos de 0,63 a 40
mg/mL. Llegando a la conclusiéon que M. myrsinoides y C. pulchellum presentaron
actividad bactericida para las cuatro cepas bacterioldgicas; C.ciliata solo presento
actividad bactericida para B.subtilis, S.aureus y SARM; D. moliculum y B.aestuans
presentaron actividad bacteriostatica para B. subtilis y actividad bactericida para S.

aureus, E.coliy SARM®,

Poma R, en el 2018 en Lima, realiz6 un estudio de investigacion experimental, para
evaluar el extracto etanolico de Desmodium molliculum (Kunth) DC. Y su influencia en
el efecto antiinflamatorio y analgésico en comparacion con Fenazopiridina y tramadol
realizado en estudios in vivo. Se determind los metabolitos secundarios mediante la
marcha fotoquimica; identificindose: alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas,
aminodacidos, azucares reductores y fenoles. Las dosis administradas del extracto fueron
de 50mg/kg, 100mg/kg y 200mg/kg. Demostrandose que a concentraciones de 200mg/kg
no posee efecto antinflamatorio, mientras a concentraciones de 50mg/kg y 100mg/kg
evidencia actividad antiinflamatoria significativa. Se evidencio que a ambas
concentraciones no posee efecto analgésico. En conclusion, se demostrd que Desmodium
molliculum presenta efecto antinflamatorio en ratas Holtzman y no posee efecto

analgésico en ratones albinos ©).



2.2.Bases tedricas

Plantas medicinales:

Son recursos naturales que puede utilizarse enteras o por partes especificas, ya sea flores,
frutos, hojas, tallos; para tratar diversas enfermedades, debido a los principios activos que
constituyen en su composicion. Los principios activos son los responsables de su accion
farmacologica, ya sea proporcionando una accion beneficiosa o perjudicial, sobre el

organismo vivo %),

Desmodium molliculum:

Es una planta medicinal, utilizada en la medicina tradicional de los Andes del Pert y hasta
la actualidad se sigue utilizando en los pueblos indigenas, debido a sus propiedades
terapéuticas que posee. A través de diversas investigaciones se ha podido identificar su
composicion quimica, como flavonoides, taninos, glucosidos esteroides, entre otros. En

2 6 9 <6

nuestro pais es conocida como “Manayupa”, “Runamanayupana”, “pata de perro”, “pega-

pegan (1,5).

Taxonomia

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Desmodium

Especie: Desmodium molliculum

Nombre cientifico: Desmodium molliculum (Kunth) DC.

Nombres populares: Runayupa, pie de perro, pega-pega, amor seco.



Distribucion geografica

La especie vegetal crece en zonas tropicales del mundo, asi como en el Este de México,
Asia y Brasil. En el Perti crece de forma silvestre entre los 3200-400 msnm, mayormente
en la sierra de Cuzco, Junin, Cajamarca, Hudnuco y Ayacucho. También esta presente en

los paises de Ecuador, Venezuela y Guatemala ).
Habitat

Mejor adaptada a suelos fértiles, neutros o alcalinos. Crece entre los 3200 — 4000 msnm,
comun de los campos abiertos y abonados. Soporta heladas ligeras en altas altitudes y

latitudes, posee un crecimiento optimo entre 30/25°C. (-9,
Descripcion botanica

Desmodium molliculum es una planta perenne, rastrera; crece hasta aproximadamente 50
cm de altura, su tallo es ligeramente ramificado y rugoso. Las hojas son compuestas, con
limbo triofilado, con una base asimétrica y ligeramente acorazonadas con un peciolo de
6 a 10 mm de longitud. Las flores sobre pedicelos, reunidas en grupos, formando en
conjunto un racimo que puede estar ramificado de color moradas y lilas. El fruto tiene
forma de rifidn y mide aproximadamente de 1 a 3 cm y las semillas 1mm de largo y 0.7
mm de ancho. Presenta una raiz abundante, que lo penetra fuertemente en el interior de

la tierra, haciéndolo resistente a las sequias ">,

Composicion quimica

Dentro de su composicion quimica presenta principios activos, como saponinas,

alcaloides, flavonoides, taninos, esteroides y /o triterpenos ©.



Propiedades terapéuticas

De acuerdo a los estudios realizados con Desmodium molliculum tanto in vitro e in vivo,
se dice que posee diferentes propiedades terapéuticas, como anticonceptiva, desinflama
las vias urinarias, antimicrobianas, hepatoprotectoras, esto gracias al poder que le brinda
sus principios activos de dicha planta. Segin estudios, su accion antimicrobiana y
antinflamatoria se debe principalmente a los taninos y flavonoides en su composicion

fitoquimica -
Extracto etanolico

Es una sustancia obtenida con olor particular, mediante maceracion de una materia
vegetal previamente fragmentada en pequefias partes en contacto con alcohol etilico, con
la finalidad de que el solvente (alcohol etilico) penetre los tejidos de la planta y extraiga

los principios activos %11,
Efecto antibacteriano

Se le denomina asi a cualquier agente que mata o inhibe el crecimiento de un
microorganismo, sin provocar algin dafio sobre el huésped. Mayormente son los
medicamentos como los antibioticos que pueden combatir las infecciones a causa de

diferentes microorganismos V.
Microorganismo

Son aquellos seres vivos, que no se distingue a simple vista, solo pueden observarse por
medio de un aparato microscopico. Los microorganismos son estudiados por la

microbiologia, los cuales se clasifican en: bacterias, parasitos, hongos y virus .
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Staphylococcus aureus

Es un microorganismo esférico de 0.5 y 1 micras de didmetro; son Gram positivos
esférico, anaerobio facultativo, inmoévil, se manifiesta en forma de racimos irregulares
semejantes a los de uva, crecen muy rapido en todo tipo de medio. Se encuentra en seres

humanos y animales (-2,
Taxonomia @

Reino: bacteria

Clase: Bacilli

Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie: Staphylococcus aureus
Patogenia

Staphylococcus aureus ocasiona diversas infecciones en el organismo del hombre, pues
estd implicada en la produccion de enfermedades que se trasmiten por los alimentos. Es
un agente causante de muchas infecciones de la piel adquiridas en la comunidad y a nivel
hospitalario, causante de enfermedades como osteomielitis y endocarditis; mayormente
el sitio de colonizacion de esta bacteria es la mucosa nasal. Los mecanismos patogenos
de este microorganismo dependen de sus factores adhesivos, las toxinas y enzimas

estafilocdcicas y sus defensas contra la inmunidad (%!%),

11



III. HIPOTESIS

3.1 Hipotesis alternativa (H)

El extracto etanolico de Desmodium molliculum (pie de perro) tiene efecto antibacteriano

sobre cultivos de Staphylococcus aureus.

3.2 Hipotesis nula (Ho):

El extracto etanolico de Desmodium molliculum (pie de perro) no tiene efecto

antibacteriano sobre cultivos de Staphylococcus aureus.

12



IV.METODOLOGIA
4.1. Enfoque y diseiio de investigacion

Enfoque, nivel y disefio de la investigacion
El presente estudio pertenece a un enfoque cuantitativo, basado en caracteristicas
numéricas que son recolectados y analizados por cuadros estadisticos, de nivel

explicativo, donde se busca interpretar porque ocurre un fenémeno -9,

El disefio corresponde a un estudio experimental, porque el investigador realiza algunas
modificaciones en la variable independiente para visualizar su efecto en otra de las

variables ¢, El disefio fue de la siguiente manera:

G1: Control » | Ol:Halos de
Negativo inhibicién control
G2: . | O02:Halos de
Estandar inhibiciéon Estandar
G3: Exper. 03: Halos de

01 »| inhibicion Expl
G4: Exper. 04: Halos de

02 »| inhibicion Exp2
G5: Exper. | O5:Halos de

03 inhibicidn Exp3

Donde:
Gl, G2, G3, G4 y G5: Grupos de experimentacion
01, 02, 03, 04 y O5: Medidas de los halos de inhibicion

13



La descripcion detallada de los grupos de experimentacion fue la siguiente:

Control negativo (blanco)

Estuvo formada por 05 placas de cultivos de Staphylococcus aureus con 4 discos/placa
con agar Miiller-Hinton y se probo que el diluyente utilizado (dimetilsulfoxido - DMSO

al 2%) no tiene actividad antibacteriana frente a dicha bacteria.

Se incub6 por 24 horas a 37 °C, luego se realiz6 la lectura de los halos de inhibicion.

Control estindar farmacologico:
Estuvo formada por 05 placas de cultivos de Staphylococcus aureus con 4 discos/placa
conteniendo 10 ug ampicilina

Se incub6 por 24 horas a 37 °C, luego se realiz6 la lectura de los halos de inhibicion.

Control experimental N°1:
Estuvo formada por 05 placas de cultivos de Staphylococcus aureus con 4 discos/placa
conteniendo el extracto de etanolico de Desmodium molliculum 25%

Se incub6 por 24 horas a 37 °C, luego se realiz6 la lectura de los halos de inhibicion.

Control experimental N°2:
Estuvo formada por 05 placas de cultivos de Staphylococcus aureus con 4 discos/placa
conteniendo el extracto de etandlico de Desmodium molliculum 50%

Se incub6 por 24 horas a 37 °C, luego se realizo la lectura de los halos de inhibicion.

Control experimental N°3:
Estuvo formada por 05 placas de cultivos de Staphylococcus aureus con 4 discos/placa

conteniendo el extracto de etandlico de Desmodium molliculum 75%

14



Se incub6 por 24 horas a 37 °C, luego se realiz6 la lectura de los halos de inhibicion.

4.2. Poblacion y muestra

Poblacion vegetal

Estuvo formada por la especie botanica Desmodium molliculum (pie de perro), el cual fue
obtenido del caserio de Chuquibamba de la Provincia de Cajabamba, distrito de Cachachi,

departamento de Cajamarca.

Las plantas fueron recolectadas y trasportadas para su respectiva identificacion

taxonomica en el Herbarium Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo.

Muestra vegetal

Fueron las hojas y tallos frescos en buen estado de Desmodium molliculum (pie de perro),
recolectadas del caserio de Chuquibamba de la Provincia de Cajabamba, distrito de

Cachachi, departamento de Cajamarca.

Criterios de inclusion

Hojas y tallos completos y libre de microorganismos

Criterios de exclusion

Hojas y tallos incompletos.

Hojas y tallos atacados por plagas.

Material biologico

Cultivos de Staphylococcus aureus
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

VARIABLES DEFINICION DEFINICION INDICADORES ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDIDA

Dependiente
Efecto Inhibicidn del Medicion de halos milimetros cuantitativa
Antibacteriano crecimiento de la de inhibicion

bacteria
Independiente
Extracto etan6lico Sustancia concentrada Preparacion de 25%, 50% y Cualitativo
de Desmodium que es obtenida a partir ~ extractos a tres 75% nominal
molliculum de la maceracion de D. Concentraciones

molliculum.
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4.4. Técnica e instrumentos de recoleccion de datos:
Obtencion de la muestra vegetal y extracto etanolico de las hojas de Desmodium

molliculum

Se recolectaron 2500 gramos de Demodium molliculum del caserio de Chuquibamba que
esta localizada en la provincia de Cajabamba, se procedio a seleccionar la muestra, para
luego realizar el lavado con agua destilada, eliminando asi los contaminantes que pueda
tener la muestra. Luego se seco a temperatura ambiente por 8 dias, una vez seca la muestra
se pulverizo con la ayuda de un mortero, para luego ser tamizadas, se obtuvo 573 gramos

de polvo fino pulverizado ?3).

Luego se peso 500 gramos del polvo de Desmodium molliculum y se coloco en un frasco
de vidrio color &mbar de boca ancha, de capacidad de 1 litro y se adicion6 etanol de 96°,
se dejoé en maceracion por dos semanas, renovando el solvente cada semana y con
homogenizacién mecanica diaria, se guardo el concentrado en un frasco de vidrio &mbar
debidamente rotulado y se filtrd al vacio. Posteriormente se evapord el solvente con
rotavapor obteniéndose 37 gramos de extracto seco. !9, El porcentaje de rendimiento

de la técnica fue el siguiente:

500 gramos polvo seco------------- 100%
37 gramos de extracto seco-------- X
X = 74%
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Rejuvenecimiento del cultivo

para el rejuvenecimiento de Staphylococcus aureus se utilizé el medio de agar tripticasa

soya estéril y se colocé en la incubadora por 24 horas a una temperatura de 37°C. ®!D.
Preparacion del inoculo

El indculo del microorganismo fue preparado con solucion salina estéril hasta obtener

una suspension equivalente a una turbidez al tubo N°0,5 del estandar de Mc Farland !V,
Sembrado del microorganismo

Luego de realizar el ajuste de turbidez del indculo, se sumergi6é un asa bacterioldgica
previamente esterilizada, en la suspension, por encima del nivel del liquido. Se procedid
a inocular la superficie seca de la placa con agar Muller-Hinton, estriando con el asa
bacteriologica en tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del indculo.
Luego se dejo secar a temperatura ambiente durante 5 minutos para que cualquier exceso

de humedad superficial sea absorbido %1V,
Método de difusion de discos

El método méas comun en la evaluacion de la actividad antimicrobiana es el ensayo Kirby-
Bauer. Se prepararon discos de papel filtro estéril con un diametro de 6 mm, los cuales
fueron sumergidos dentro de cada una de las concentraciones del extracto etandlico, luego
con aguja estéril se colocod cuatro discos por placa de modo que estén a una distancia
aproximada de 25 mm uno del otro. Se usaron como grupos control, discos de ampicilina

10 ug y Dimetilsulfoxido. luego las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas 119,
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Medicion de los halos de inhibicion

Se midi6 la zona de inhibicion de cada disco contra una superficie bajo luz reflejada. Se
midi6 el didmetro de la zona incluyendo los 6 mm del disco, con un vernier sobre el

respaldo de la placa Petri. Una lectura de 6 mm indica que no hay zona de inhibicion

(2,11,15)

4.5. Plan de analisis
Para el analisis de datos se utilizd el programa informéatico Microsoft Excel 2016 y
procesados a través del paquete estadistico IBM-SPSS-version 22.0 Microsoft Excel. Se

realizo el anélisis de varianza ANOVA y la Prueba T-Student %7,
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4.6. Matriz de consistencia

Titulo problema Objetivos Hipotesis Tipo de | Variables Definicion Indicadores y | Plan de
investigacion operacional escala de | analisis
medicion
Efecto Objetivo general Hi: El extracto etandlico Tipo: Prueba
. . . Sustancia
t t , » Det 1 fect D j . . . -
antibacteriano (Tendra efecto clerminar ¢ efecto | de esmodium Experimental | V.independiente | concentrada estadistica
in vitro del . . antibacteriano del extracto | molliculum  “pie  de que es Concentraciones
antibacteriano el . - . o
o . v . nivel: Extracto etanolico | obtenida a de 25,50% y ANOVA y
extracto etandlico de  Desmodium | perro tiene  efecto . o
extracto partir de 75%
etandlico de ctandlico de molliculum “pie de perro” | antibacteriano in vitro Explicativo de Desmodium maceracion de T-Student
. Desmodium Variable
Desmodium . frente a Staphylococcus aureus | frente a Staphylococcus . . o
Desmodium Enfoque: molliculum molliculum cualitativa
molliculum . s Objetivos especificos aureus. nominal
molliculum “pie
“pie de perro” » Evaluar el efecto antibacteriano | Ho: El extracto Cuantitativo
de perro” frente o l ”
frente a in vitro del extracto etanélico de | o1,6lico de Desmodium V.dependiente
Staphvl a Desmodium molliculum Hicul . q Medida de
! o » “pie  de
aphylococcu Staphylococcus pie de perro S A Efecto halos de
S aureus. aureus? concentraciones de 25%, 50% | perro” no tiene efecto antibacteriano inhibicién
Yy, 75% frente a Staphylococcus | antibacteriano in  vitro mm
aureus. .
frente a Staphylococcus variable
Inhibicion del | cuantitativa de
. aureus. L ,
Comparar la  efectividad crecimiento razén
. . . . bacteriano
antibacteriana in vitro de
ampicilina y el extracto
etandlico de  Desmodium

molliculum “pie de perro” a
concentraciones de 25%,50% y
75% frente a Staphylococcus

aureus.
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4.7. Principios éticos

Los principios éticos fueron considerados de acuerdo a la Universidad Catolica los

Angeles de Chimbote (ULADECH):

Cuidado del medio ambiente y la biodiversidad: los investigadores que utilizan las
plantas, animales deben tener en cuenta las precauciones y garantizar su cuidado al
momento del desarrollo de la investigacion, y de esta manera se estara contribuyendo a

la mejora del medio ambiente 19,

Justicia: El investigador debe ejercer un juicio razonable y tomar las precauciones
necesarias para asegurarse de que sus sesgos y, las limitaciones de sus capacidades y

conocimiento, no den lugar o toleren practicas injustas (9.
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados

Tabla 1: Evaluacion del efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de

Desmodium molliculum “pie de perro” frente a cultivos de Staphylococcus aureus.

GRUPOS Zona de Significancia
Inhibicion (en
mm.) P
X+DS
Blanco (Soluc. DMSO 2%) 6.0+0.0
Estandar (Ampicilina 10 ug/disco) 25.73 £0.63 0.000*

E.E. Desmodium molliculum al
25% 9.12+0.29

E.E. Desmodium molliculum al 50% 11.94 £ 0.41

E.E. Desmodium molliculum al
75% 14.02 £ 0.61

*ANOVA (P<0.05).

Leyenda:

X: promedio

D.S.: desviacion estandar

E.E.: Extracto etandlico
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Tabla 2: Comparacion del efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de

Desmodium molliculum (pie de perro) frente a cultivos de Staphylococcus aureus.

Grupos Tamafo de la zona de inhibicion en mm.  Significancia
de los 2 grupos comparados
(Valor P)
X+DS
E.E. Desmodium molliculum al 9.12+0.29 11.94 £ 0.41 0.000*
25% vs E.E. Desmodium
molliculum al 50%
E.E. Desmodium molliculum al 9.12+0.29 14.02 = 0.61 0.000*
25% vs E.E. Desmodium
molliculum al 75%
E.E. Desmodium molliculum al 11.94 +£0.41 14.02+0.61 0.000*
50% vs E.E. Desmodium
molliculum al 75%
Estandar (Ampicilina 10 25.73 £0.63 9.12+0.29 0.000*
ug/disco) vs E.E. Desmodium
molliculum al 25%
Estandar (Ampicilina 10 25.73 £0.63 11.94+£0.41 0.000*
ug/disco) vs E.E. Desmodium
molliculum al 50%
Estandar (Ampicilina 25.73 £0.63 14.02 £0.61 0.000*

10ug/disco) vs E.E. Desmodium
molliculum al 75%

Prueba T para comparacion de medias (*p<0.05)

Leyenda:
X: promedio
D.S.: desviacion estandar

E.E.: Extracto etandlico
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5.2. Analisis de resultados

En la Tabla 01 se muestran los promedios y la desviacion estandar por grupo de estudio,
y las significancias de los grupos, la prueba estadistica utilizada fue ANOVA el valor p
fue de 0.000 (menor a 0.05) demostrando que existe diferencia estadisticamente
significativa entre la zona de inhibicion de los grupos basados en el extracto etanolico de
Desmodium molliculum “pie de perro” al 25%, 50%, 75% y ampicilina, esto confirma la
hipotesis alternativa es decir, el extracto etandlico si presento efecto antibacteriano frente

a Staphylococcus aureus.

En el grupo blanco se utilizo el solvente (dimetilsulféxido - DMSO al 2%) se puede ver
que el crecimiento bacteriano no fue inhibido por el solvente de dilucion, entonces la
medida de los halos fue de 6mm (didmetro del disco) este grupo funciona como control
de calidad microbiolégico del agar, de los materiales y del solvente de dilucion 7. Las
caracteristicas quimicas del dimetilsulfoxido no interfieren con la incubacion de las

colonias bacterianas de S. aureus. 17

Respecto al grupo Estandar farmacologico (Ampicilina) los halos tuvieron un didmetro
de inhibicion de 25.73 + 0.63 mm. Este valor se encuentra dentro de lo esperado segun el
reporte del Instituto Nacional de Salud donde sefala que halos de inhibicion debe estar

entre 24 mm y 31 mm frente a S. aureus '3

La ampicilina es un antibiotico betalactamico que se usa en el tratamiento de infecciones
bacterianas causadas por organismos susceptibles, generalmente grampositivos. La
ampicilina tiene actividad in vitro contra bacterias aerobicas y anaerobias grampositivas

y gramnegativas, la actividad bactericida de la ampicilina resulta de la inhibicion de la
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sintesis de la pared celular y estd mediada por la unidon de ampicilina a proteinas de union
a penicilina (PBP). La ampicilina es estable frente a la hidrdlisis por una variedad de
betalactamasas, incluidas penicilinasas, cefalosporinasas y betalactamasas de espectro

extendido ¥,

Al unirse a proteinas de union a penicilina (PBP) especificas ubicadas dentro de la pared
celular bacteriana, la ampicilina inhibe la tercera y ultima etapa de la sintesis de la pared
celular bacteriana; entonces, la lisis celular esta mediada por enzimas autoliticas de la
pared celular bacteriana, como las autolisinas; es posible que la ampicilina interfiera con

un inhibidor de autolisina ¥,

En la Tabla 02 se muestran los promedios comparados y la respectiva significancia para
cada grupo utilizando la prueba T-Student donde los valores en todos los casos mostraron
una significancia p<0.05, es decir en todas las comparaciones realizadas existen
diferencias estadisticamente significativas, En las comparaciones del fairmaco estandar
Ampicilina con el extracto de Desmodium molliculum al 25%, 50% y 75% el farmaco

mostrd significativamente una mayor actividad antibacteriana,

El extracto de Desmodium molliculum al 75% mostré la zona de inhibicion mas grande
entre los grupos experimentales que las otras dos concentraciones (25% y 50%), como
lo describe Olascuaga et al. estos valores se deberian a la presencia de compuestos
fenolicos, saponinas y flavonoides asi como a lactonas sesquiterpénicas, esteroides y

glucosidos que pueden contribuir a la inhibicién antimicrobiana (19,

Los polifenoles son generalmente antioxidantes fuertes y antimicrobianos, su alta

concentracion puede haber contribuido a la inhibicion significativa del crecimiento
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bacteriano ademas del efecto sinérgico combinado de los antioxidantes presentes en esta

planta @Y.

Como reporta Landeta J, los metabolitos secundarios que serian responsables del efecto
antibacteriano de esta planta son los alcaloides, flavonoides y esteroles, porque estos
metabolitos son los mas abundantes y los mismos presentan una amplia actividad

antibacteriana conocida ©.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

e El extracto etandlico de Desmodium molliculum “pie de perro” presentd efecto
antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus.

e se evaluo el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Desmodium
molliculum “pie de perro” al 25%, 50% y 75% frente a Staphylococcus aureus.

e La comparacion del efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Desmodium molliculum “pie de perro” al 25%, 50% y 75% frente a
Staphylococcus aureus mostraron mejores resultados cuanto mas alta fue la dosis
(75%) sin embargo utilizando un fAirmaco de referencia (Ampicilina) los extractos
no presentaron una respuesta significativamente similar al farmaco, siendo

ampicilina quien presenta los mejores resultados.

6.2. Recomendaciones

e Se recomienda realizar posteriores investigaciones a diferentes concentraciones

para evaluar la actividad antibacteriana.

e Se sugiere realizar otras técnicas para obtener los principios activos den la planta.
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