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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion fue de tipo experimental, nivel explicativo,
enfoque cuantitativo y corte transversal. Se realizo con el objetivo de demostrar el
efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de flores de Matricaria chamomilla
(manzanilla) sobre Staphylococcus aureus. La obtencion del extracto etandlico se
realizd por el método de percolacion, a partir de flores de M.chamomilla, se utilizo
concentraciones al 50% y 75% del extracto. Se trabajo con 32 placas con cultivos de
S.aureus en 4 grupos: grupo patréon (dimetil sulfoxido al 0.2%), grupo estandar
farmacologico (Ciprofloxacino 5pg/disco) y 2 grupos experimentales a
concentraciones de 50% y 75% de flores de M. chamomilla. El efecto antibacteriano
se evalud mediante el método de difusion de discos. Las medidas de los halos de
inhibicion para el extracto etandlico al 50% fue de 20.59+0.92 mm y al 75% fue de
23.87£0.57 mm, hubo una variaciébn con el grupo estandar farmacolégico
Ciprofloxacino siendo 26.01+0.54 mm, diferenciandose entre ellos significativamente
segun la prueba ANOVA (P<0.005).Segun la prueba de T-Student al comparar el
efecto antibacteriano entre dos grupos de estudio, se encontrd diferencias
estadisticamente significativas, tanto del control estandar Ciprofloxacino 5ug/disco
con los extractos etanélicos de M.chamomilla al 50% y al 75% en todos los casos el
farmaco mostrdé un efecto significativamente mas alto de didmetro (sumamente
sensible). Se concluye que el extracto etandlico de flores de Matricaria chamomilla si

tiene efecto antibacteriano in vitro sobre Staphylococcus aureus.

Palabras claves: Efecto antibacteriano, extracto etandélico, halos de inhibicion,

Matricaria chamomilla y Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT

The present research work was experimental, explanatory level, quantitative approach
and cross-sectional. It was carried out with the aim of demonstrating the in vitro
antibacterial effect of the ethanolic extract of Matricaria chamomilla (chamomile)
flowers on Staphylococcus aureus. The obtaining of the ethanolic extract was carried
out by the percolation method, from M. chamomilla flowers, concentrations of 50%
and 75% of the extract were used. We worked with 32 plates with S. aureus cultures
in 4 groups: standard group (0.2% dimethyl sulfoxide), pharmacological standard
group (Ciprofloxacin Spg / disk) and 2 experimental groups at concentrations of 50%
and 75% of flowers of M.chamomilla. The antibacterial effect was evaluated by the
disk diffusion method. The measures of the inhibition halos for the 50% ethanolic
extract were 20.59 £ 0.92 mm and at 75% it was 23.87 + 0.57 mm, there was a variation
with the standard pharmacological group Ciprofloxacin being 26.01 £ 0.54 mm,
differing between them significantly according to the ANOVA test (P <0.005).
According to the T-Student test, when comparing the antibacterial effect between two
study groups, statistically significant differences were found, both from the standard
control Ciprofloxacin 5ug / disc with the ethanolic extracts of M. chamomilla at 50%
and 75% in all cases the drug showed a significantly higher effect in diameter (highly
sensitive). It is concluded that the ethanolic extract of Matricaria chamomilla flowers

does have an antibacterial effect in vitro on Staphylococcus aureus.

Key words: Antibacterial effect, ethanolic extract, inhibition halos, Matricaria

chamomilla and Staphylococcus aureus.
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I. Introduccion

La gran mayoria de los procesos infecciosos microbianos encontrados en los tejidos
blandos son debidos a los microorganismos que forman parte de la microbiota de la
piel y mucosas, asi como también del medio ambiente es una de las enfermedades de
etiologia bacteriana mas comunes entre los seres humanos, y todavia es considerado
como un problema de salud tanto en la comunidad a nivel hospitalario en muchas
partes del mundo, debido a que afecta la calidad de vida y personalidad de los
individuos afectados, pero esta situacion ha ido mejorando con la elaboracion de los
antibioticos®?.

El concepto actual contempla que varios microorganismos se incluyen en la
patogénesis por ser causante de infecciones desde enfermedades gastrointestinales,
infecciones de piel y tejidos blandos, también producen infecciones mas invasivas
como endocarditis, infecciones 6seas y articulares, bacteriemia y sindrome de shock
toxico. Las infecciones gastrointestinales también se han informado ampliamente y
se han asociado con brotes de intoxicacion alimentaria®>).

No obstante, se han informado infecciones debidas a heridas quirtrgicas o protesis,
que a menudo se asocian con catéteres, implantacion médica, dialisis y otros
procedimientos®.

Staphylococcus aureus es una bacteria gram positiva, aerobia o anaerobia,
facultativa, oportunista y patdgeno adaptable por tener una gran capacidad de
infectar, su didmetro es de 0.5 a 1.5 um, se agrupa con células Unicas, en forma de
pares, tétradas, cadenas cortas o formando racimos de uvas. Este microorganismo es

no movil, no esporulado, no posee capsula, sin embargo, existen algunos cultivos que



desarrollan cépsula en forma de limo, no forman esporas y son resistentes a altas
concentraciones de sal y calor®®,

Los estafilococos producen catalasa que se denomina como enzima de desdoblar el
peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno libre, caracteristico que se emplea para
diferenciar el género Steptococcus y Enterococcus que son conocidas como catalasa
negativa. Este género de Staphylococcus aproximadamente son 32 especies, por
ende, de las cuales 16 de ellas se localizan en los seres humanos, algunas forman
parte de la microbiota de la piel y mucosas en humanos, y otras se hallan so6lo entre
la flora de otros mamiferos y aves®9),

S. aureus se caracteriza por ser el causante principal en infecciones nosocomiales, y
esta especie habita tanto en las mucosas de la piel y partes blandas (foranculos,
adscesos cuténeos, celulitis, impétigo, foliculitis) infecciones cardiovasculares y
osteoarticulares, neumonias, meningitis, infecciones asociadas a cuerpos extrafos,
infecciones urinarias, bacteriemias y sepsis de los seres humanos, a través de las
heridas pueda penetrar en el torrente sanguineo del paciente por medio del contacto
directo o indirecto con el personal sanitario a nivel intrahospitalarias y en la sociedad,
siendo la poblacion mas afectada los grupos vulnerables(:®),

Actualmente el tratamiento de S.aureus, SARM comunitario ha retomado una
importancia mayor que el de origen nosocomial y en algunos paises como EE.UU.
Durante mucho tiempo, los glicopéptidos y en concreto las quinolonas han sido los
antimicrobianos de eleccion para tratar estas infecciones causada por este
microorganismo®.

Las fluoroguinolonas son los antibioticos de eleccion en infecciones invasoras como

el tracto urinario, enfermedades de transmision sexual, osteomielitis crénica,



infecciones del tracto respiratorio e infecciones sistémicas graves, bacteriemia o la
meningitis, provocados a sus efectos inmunomoduladores e inhibicién de las
exotoxinas y otros factores de virulencia. También las tasas actuales de resistencia a
los glupéptidos que en algunas especies estan mas cercas al 20% desaconsejan su
uso®,

La capacidad para desarrollar y adquirir rapidamente resistencia a los antibacterianos
es una problematica mundial que amenaza a la salud publica, tanto de los paises
desarrollados como en sub desarrollo. Las bacterias gram positivas como S. aureus
y Enterococos entre otros son resistentes a las penicilinas, esto se debe por la
presencia del gen mecA, localizada en un elemento genético movil llamado casete
crosomal estafilococico (SCCmecA),codificando una proteina ligadora de
penicilinas que posee poca afinidad, pero confiere su actividad transpeptidasa e
infecciosa. Actualmente se han reportado en las cepas MRSA hospitalarias los tipos
SCCmecA I, I1, 111, VIl y también en las cepas MRSA-CA los tipos SCCmecA 1V,
V, VI, VIIG1),

La utilizacion de productos naturales, principalmente con fines terapéuticos, es una
practica antigua que viene transmitiéndose entre generaciones sucesivas. Asi como
ilustran las farmacopeas desde el siglo XIX, estos recursos terapéuticos consistian
principalmente en extractos de plantas. Dicha evolucion fitologica se debe a sus
metabolitos secundarios presentes en las plantas?.

Al adquirir una de las alternativas para aliviar muchas enfermedades es la aplicacion
de plantas medicinales una de ellas Matricaria chamomilla o conocida cominmente
como Manzanilla, que fue exportada al Peru por los conquistadores espafioles y su

distribucion del cultivo es en las tres regiones del pais®Y.



Quimicamente consta en las flores la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides,
alcaloides, antocianidinas, aminoacidos, quinonas y azucares reductores. Entre ellos
también tenemos a las quinonas que pueden tener propiedades catarticas, citostaticas
0 bacteriostaticas. La presencia de azUcares reductores probablemente deba a la
degradacion de compuestos mas complejos, como glucésidos, entre ellos los
principales son la actividad de quercetina, apigenina y luteolina (unos tipos de
flavonoides) a destacar en M. chamomilla con efecto antibacteriano®**?),

El presente estudio busca dar a conocer las propiedades de manzanilla como
antibacteriano, orientado a establecer nuevos agentes antibacterianos que puedan
servir como terapias complementarias al tratamiento estandarizado. La gran mayoria
del consumo diario de antibi6ticos en algunos paises ha dado lugar a la resistencia en
las bacterias, causando asi un grave problema de salud publica. Al observar esta
situacién, se ha convertido cada vez mas importante la busqueda de nuevas sustancias
antimicrobianas procedentes de plantas medicinales, por lo tanto, se disminuira los
costos del tratamiento y el tiempo de estancia hospitalaria, siendo un gran beneficio
para la poblacion peruana principalmente con bajos recursos econémicos. Por lo
consiguiente planteamos el siguiente enunciado: ¢Presenta efecto antibacteriano in
vitro el extracto etandlico de flores de Matricaria chamomilla (manzanilla) sobre

Staphylococcus aureus?



Objetivos de la investigacion

Objetivo general:

Demostrar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de flores de
Matricaria chamomilla (manzanilla) sobre Staphylococcus aureus.

Objetivos especificos:

- Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanodlico de flores de
Matricaria chamomilla (manzanilla) en concentraciones de 50% y 75% sobre
Staphylococcus aureus.

- Comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de flores de
Matricaria chamomilla (manzanilla) a concentraciones de 50%, 75% Yy

ciprofloxacino sobre Staphylococcus aureus.



I1. Revisién de literatura
2.1. Antecedentes:

Talavera, en el 2015 en Peru determind el efecto antibacteriano sobre Streptococcus
mutans (ATCC 25175) y perfil de compuestos fendlicos de Matricaria chamomilla
(manzanilla). Se utilizo para la actividad antibacteriana el test de difusion de disco.
Los principales compuestos fendlicos encontrados corresponden a los flavonoides,
seguidos por los &cidos fendlicos. Los resultados obtenidos fueron derivados de
flavonoides detectados como apigenina, quercetina, catequina y luteolina y los
derivados de &cidos fendlicos fueron p-cumarico y cafeico. En conclusion, el mayor
compuesto fenolico presente corresponde a los flavonoides®®),

Navarro et al., en el 2015 en México evaluardn la actividad antibacteriana de los
extractos de flores y hojas de Matricaria chamomilla contra seis patégenos
bacterianos. Las actividades antimicrobianas de los extractos obtenidos se probaron
mediante el método de difusién en disco de Kirby-Bauer y el método de curva de
tiempo muerto contra seis patdgenos bacterianos. Se obtuvo como resultado que fue
activa contra S.aureus ATCC 27543 y ATCC 25923 (MIC 2mg/mL), B.cereus ATCC
14579, S.sonnei y P. aeruginosa ATCC 27853 (MIC 4 mg/mL), Listeria
monocytogenes ATCC 7644 (MIC 0,5 mg/mL). Se concluye que los extractos de

flores y hojas de Matricaria chamomilla presentan propiedades antibacterianas®®.



Munir et al., en el 2016 en Pakistan determin6 la actividad antibacteriana de
Matricaria chamomilla contra Staphylococcus aureus.Los resultados demostrarén
mayor actividad antibacteriana significativa contra S.aureus.Se concluye que el
presente estudio fue atil para resaltar los potenciales actuales de las propiedades
antimicrobianas de M.chamomilla contra Staphylococcus aureus®®.

Raizwana et al., en el 2016 en Arabia Saudita evaluaron la actividad antimicrobiana
y su composicion quimica de las flores de Matricaria aurea. La actividad
antibacteriana se determind mediante el método de difusion Agar Well. Los
resultados mostrarén que los extractos de las flores poseen actividad antimicrobiana
pero significativa contra los patdgenos de prueba. En conclusién, los extractos
etanolicos y metanolicos de las flores de M.aureu posee actividad antimicrobiana de
amplio espectro frente a Staphylococcus aureus®,

Mohammad, en el 2018 en Iraq realiz6 un estudio de la actividad antimicrobiana del
extracto etanolico de Matricaria chamomilla L. a concentraciones del 5%,10%,20%
y 40%. Mediante el método de dufusién de disco se evalud el efecto antibacteriano
de los extractos etanolicos sobre S. aureus y C. albicans.Los resultados obtenidos
mostraron un efecto inhibidor sobre el crecimiento microbiano y aumento contra
S.aureus (zona inhibicién fue 5,23mm), mientras que el microorganismo mas bajo
fue C.albicans (zona de inhibicion fue 2,25 mm). Se concluye que M.chamomilla

presenta mayor crecimiento inhibitorio sobre S.aureus®”.



Moreno et al, en el 2018 en Per( determinaron el efecto antibacteriano in vitro del
extracto etandlico de las inflorescencias de Matricaria chamomilla (manzanilla) en
cepas de Stresptococcus pyogenes ATCC 19615. Se utilizé el método de difusion de
pozos para la actividad antibacteriana y se realizo diluciones a concentraciones de
10%,30% y 50%. Se obtuvo como resultados de 10%(11.2810+0.7743),30%
(17.1440+£1.2933),509%(21.014+0.9046). Se concluye que la concentracion del 50%
presenta mayor efecto antibacteriano®®),

Condori et al,en el 2018 en Pert evaluaron el efecto inhibitorio in vitro del extracto
etanodlico de Matricaria chamomilla (manzanilla) sobre Prevetella intermedia. Se
determind el efecto inhibitorio, utilizando el método de Kirby Bauer. Los resultados
obtenidos al 100% (12.53 mm su promedio de halo inhibitorio). Se concluye que a
mayor concentracion del tratamiento aumenta su efectividad®®).

Ldpez, en el 2018 en Peru evaluo la efectividad del extracto etanolico de Matricaria
chamomilla (manzanilla) y gel de Burm.f. (aloe vera) sobre cepas de Streptococcus
mutans.La sensibilidad bacteriana se realiz6 mediante la técnica de discos de
difusion,lo halos de inhibicién se midieron a las 24 y 48 horas. Se obtuvo como
resultados que el extracto etandlico del gel de Aloe vera al 50% con halos de 8.7
mm, a diferencia del extracto etandlico de M.chamomilla al 25% fue de 10.2 mm.Se
concluyo que el mejor efecto antibacteriano fue para el extracto de Matricaria

chamomilla®®,



2.2. Bases teoricas:

Staphylococcus aureus

S. aureus esta formado por coco gram positivo, anaeorobio, inmdvil, no esporulante
con actividad catalasa positiva y coagulasa positva mayormente se dispone en
racimos irregulares semejantes a los de uvas. Este microorganismo es comensal, tiene
capacidad de la colonizacion nasal asintomatica como de infecciones agudas y
cronicas en una amplia gama de tipos de tejidos®.

Habitat

S.aureus se encuentra habitualmente a nivel de la nasofaringe y en las zonas himedas
como pliegues inguinales y axilas. A nivel del vestibulo nasal anterior la adherencia
parece estar mediada por el contenido de acidos teicoicos. Se estima que el indice es
cerca del 30% de la poblacion puede ser portador permanente, el 50% portador
intermitente y el 20% no s colonizado®?.

Clasificacion taxondémica®?

Reino: Bacteria, Division: Firmicutes, Clase: Bacilli, Orden: Bacillales, Familia:
Staphylococcaceae, Género: Staphylococcus, Especie: Staphylococcus aureus.
Etiopatogenia

S.aureu es un patdgeno capaz de producir una amplia variedad de cuadros clinicos.
Estos pueden ser ocasionados por la accién directa del microorganismo o de forma
mediada por toxinas. El desarrollo inicialmente se produce la colonizacion, seguida
de invasion epitelial o de la mucosa, neutralizacion de las defensas del huésped,
destruccion tisular y respuesta inflamatoria local o generalizada®®),

Las infecciones invasivas son tipicamente supurativas. En las infecciones mediadas

por toxinas, la produccion de las mismas se lleva a cabo tras la colonizacion de la



mucosa, dando lugar a una posterior fase de absorcion y desarrollo de la enfermedad
0 bien por ingestion de toxinas preformadas presentes en los alimentos
contaminados®.

Epidemiologia

S.aureus ha sido considerado a los largo de la historia uno de los microorganismos
con mayor trascendencia clinica por su prevalencia y por su virulencia. Este patégeno
se desarrolla frecuentemente al ser humano, mostrando preferencia por la religion
anterior de las fosas nasales. Otras localizaciones que pueden servir de reservorio son
la faringe, el tracto gastrointestinal, vagina o piel de las axilas aunque con menor
frecuencia®®29),

La prevalencia de portadores se diferencia entre un 10 y 40%, tanto en la poblacion
general como en pacientes hospitalizados. Los nifios tienen mayores tasas de
colonizacidn persistente que los adultos, pero se ha ido disminuyendo en las Gltimas
décadas®”.

Mecanismo de virulencia

La deteccion quérum (QS) es el mecanismo central por el cual las interacciones
sociales dentro de la comunidad bacteriana controlan el comportamiento bacteriano.
Las células QS negativas se benefician al explorar los bienes publicos producidos por
la poblacién competente en QS@®).,

No obstante, se mantiene el equilibrio entre productores y no productores dentro de
la poblacion pero no se han solucionado por los sistemas QS basados en petidos en
patdgenos gram positivos®®.

El sistema Agr de S. aureus comprende a la secrecion y deteccion de un péptido

auntoinductor para activarse a través de regulador de respuesta AgrA, asi como
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también la codificacion reguladora ARNIII y psm o/ psm 3 para modulinas solubles
en fenol (PSM)@®).

Etapas de infeccion

El periodo de incubacion para las infecciones de S.aureus en personas es variante.
La intoxicacion estafilocdcica alimentaria por lo general su periodo de incubacién
puede variar desde 30 minutos hasta ocho horas®.

El periodo de estado se da en muchos casos clinicos se hacen evidentes en 4 a 10
dias, la colonizacién asintomatica es comun y logra producir la enfermedad hasta
varios meses posteriormente de la colonizacion®®).

El periodo final o termal es auto limitante y la mayor cantidad de las personas se
recuperan en 1 a 3 dias, aunque algunas les llevan mas tiempo®@.

Fitoterapia

Fitoterapia deriva de los vocablos griegos Phytos (planta-vegetal) y terapia (terapia),
es decir el arte facultativo que se encarga del tratamiento y la prevencion de
enfermedades humanas por medio de las plantas medicinales y los productos
herbarios. Se estudia la capacidad de curacion de las plantas o drogas vegetales,
indicaciones, concentraciones, dosis y tratamiento oportuno de administracion®.
Plantas medicinales

Especies vegetales que ejercen accion terapéutica o que son precursores para la semi
sistesis quimico-farmacéutica, en el organismo vivo. También puede servir como
droga o medicamento que alivie la enfermedad y restablezca la salud del

individuo®©?,
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Droga vegetal

Es parte de la planta que se utiliza con fines terapéuticos, ya que contiene compuestos
quimicos capaces de ejercer una accion farmacoldgica, los cuales tiene aplicacion en
el campo de la medicina e industria®Y.

Principio activo

Sustancia 0 mezcla de sustancias de origen vegetal, a la cual contiene actividad
farmacolgica o que, sin poseerla sea ingerida al organismo®Y,

Extracto etandlico

Es el producto liquido obtenido a partir de la droga vegetal desecada, por lixiviacion
0 maceracion con etanol, seguidamente se elimina el solvente, mediante un proceso
fisico donde se somete a designadas operaciones para mejorar la calidad del producto
obtenido®?),

Matricaria chamomilla

Definicion

M. chamomilla comdn conocida como manzanilla es una hierba medicinal popular
ampliamente utilizada en el sistema de medicina indigena para una variedad de
dolencias y se distribuye ampliamente en todo el mundo en zonas de clima templado
e incluso en el clima subtropical del sur®®,

Haébitat

Las flores de M.chamomilla es una especie nativa de Europa y Asia Occidental.
Actualmente, se cultiva principalmente en Europa, América del Sur y, en menor
medida, en Africa. Es una de las plantas medicinales ampliamente utilizadas y esta

incluida en las farmacopeas de 26 paises de todo el mundo®?.
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Clasificacion taxonémica®®

Division: Magnoliophyta, Clase: Magnoliopsida, Subclase: Asteridae, Orden:
Asterales, Familia: Astracear, Género: Matricaria, Especie: Matricaria chamomilla.
Descripcion botanica

M.chamomilla, planta herbacea anual ramificada, alcanza desde los 30 hasta 70 cm
de alto, con tallo cilindrico liso brillante. Las hojas son de color verde intenso
dividida en Iébulos dentados. Las flores se sitian en el extremo de las ramas
secundarias formando inflorescencia y ligulas de color blanco que cuelgan a medida
de madural, el disco floral convezo tiene gran abundancia de flores amarillas de
corola tubular®?,

Composicién quimica

Esta especie quimicamente presenta glucosinalatos, terpenoides, carotenoides,
flavonoides (glucosidos de favén, quercetin, luteolina, apigenina, acido
anthemico,anthamedine y matricarin en flores), saponinas, esteroles, isotiocianatos,
antocianinas, alcaloides y compuestos fen6licos®¥.

Propiedades terapéuticas

M. chamomilla, es muy utilizada por sus atributos medicinales por sus diferentes
propiedades analgésicas, antiinflamatorias, sedantes y antimicrobianas. Asi mismo,
se han demostrado sus propiedades de esta planta medicinal en casos como son de
espasmos intestinales, por lo que es muy recomendable para dolores estomacales®®.
Los extractos etanolicos de flores en polvo se utilizan para tratamiento de infecciones
en la piel, causadas por algunas bacterias patdgenas, lesiones en la boca, infeccion

de las vias respiratorias y tratamiento de los trastornos digestivos®.
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Mecanismo de accion de flores de Matricaria chamomilla sobre Staphylococcus
aureus

El extracto etanolico de flores de M. chamomilla posee actividad antibacteriana
sobre Staphylococcus aureus, esto debido a la presencia de los componentes
fitoquimicos de la M. chamomilla como son los flavonoides (quercetina, apigenina 'y
luteolina) que suprimen el crecimiento de microorganismos al inhibir la funcion de
la membrana citoplasmatica y el metabolismo de los &cidos nucleicos, alterando asi
su permeabilidad y lo que resulta la destruccion de la membrana celular al disolver
las proteinas celulares®®),

Estudios realizados han demostrado que el extracto etanolico de M.chamomilla posee
actividad antibacteriana, no atribuyen a un mecanismo especifico, sin embargo
algunos sitios de accion en la célula, debido a la presencia de derivados terpenos
como: matricina, camazuleno, o-bisabolol, el principal mecanismo de accion
antibacteriano es la disrupcion de la membrana celular bacteriana, mediante tres
posibles vias: aumentando su permeabilidad a pequefios iones, afectando la
estabilidad estructural y desestabilizando el empaquetamiento de la bicapa lipidica,

produciendo de esta forma la muerte de la bacteria®?.

14



I11. HIPOTESIS
Hipotesis alternativa (H1): El extracto etandlico de flores de Matricaria chamomilla

(manzanilla) presenta efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus.

Hipotesis nula (HO0): El extracto etandlico de flores de Matricaria chamomilla

(manzanilla) no presenta efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus
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IV. Metodologia de la investigacion

4.1. Disefio de la investigacion:

El presente trabajo corresponde al tipo de una investigacion experimental, de enfoque
cuantitativo y corte transversal. La técnica utilizada fue la Prueba de Sensibilidad
Antimicrobiana aplicando el método de Disco difusion o Kirby — Bauer.

El trabajo de investigacion consté de 02 grupos por 08 placas petri cada grupo
teniendo el siguiente orden: un grupo blanco, grupo estandar farmacologico y 02
grupos experimentales por 08 placas petri con diferentes concentraciones de extracto
etandlico descritos a continuacion:

Grupo blanco:

Se utiliz6 08 placas petri, se sembrd el indculo de Staphylococcus aureus con medio
de cultivo Agar Miller-Hinton medicado. Se coloc6 04 discos con 20 ul de DMSO
0.2% (dimetil sulfoxido al 0.2%), utlizando la técnica Kirby.Bauer. Se incubd por 24
horas a temperatura de 37°C, transcurrido 24 horas se realizé la lectura de los de
inhibicion.

Grupo estandar farmacoldgico:

Se utiliz6 08 placas petri, se sembro el indculo de Staphylococcus aureus con un
medio de cultivo Agar Miller-Hinton medicado. Se colocé 04 discos de
Ciprofloxacino 5 g, utilizando la técnica Kirby-Bauer. Se incub6 por 24 horas a
temperatura de 37°C, transcurrido 24 horas se realizé la lectura de los halos de

inhibicion.
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Grupo experimental 01:

Se utiliz6 08 placas petri, se sembro el indculo de Staphylococcus aureus con un
medio de cultivo Agar Muller-Hinton medicado. Se colocé 04 discos con 20 ul de
extracto etanolico de flores de Matricaria chamomilla al 50%. Utilizando la técnica
de Kirby-Bauer. Se incub6 por 24 horas a temperatura de 37°C, transcurrido 24 horas
se realizo la lectura de los halos de inhibicion.

Grupo experimental 02:

Se utilizé 08 placas petri, se sembro el in6culo de Staphylococcus aureus con un
medio de cultivo Agar Muller-Hinton medicado. Se coloc6 04 discos con 20 pl de
extracto etanolico de flores de Matricaria chamomilla al 75%. Utilizando la técnica
de Kirby-Bauer. Se inub6 por 24 horas a temperatura de 37°C, transcurrido 24 horas
se realizo la lectura de los halos de inhibicion.

4.2. Poblacion y muestra:

Poblacion microbioldgica

La poblacion microbioldgica estuvo conformada por el microorganismo
Staphylococcus aureus,se obtuvo en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de Trujillo, ubicada en la ciudad
de Trujillo, Departamento de La Libertad.

Muestra microbioldgica

La muestra microbioldgica estuvo conformada por los in6culos de Staphylococcus
aureus, cultivados de Agar Muller-Hinton en placas Petri.

- Criterio de inclusion: colonias puras y jovenes.
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- Criterios de exclusidn: placas de cultivos bacterianos que al momento de la
medicion de halos se presenten en contaminacion y cultivos en los cuales se
observe crecimiento de bacteria diferente a Staphylococcus aureus.

Poblacion vegetal

La poblacién estuvo conformada por la planta Matricaria chamomilla (manzanilla),
florece anualmente, procedente del Distrito de Agallpampa (Motil), Provincia de
Otuzco, Departamento de La Libertad, ubicada a 3117 m.s.n.m distribuidas en suelos
bien drenados, hierba perenne, asi como en parques y jardines.

Muestra vegetal

La muestra estuvo conformada por 2636 gramos de flores frescas de Matricaria
chamomilla (manzanilla), previamente seleccionadas para la obtencion del extracto
etandlico.

- Criterios de inclusion:

Las flores deberan estar en buenas condiciones sin presentar altracion en su

estructura morfoldgica.

- Criterio de exclusion:

Las plantas de manzanilla que hayan sido fumigadas con una semana de

anterioridad.

Se excluyeron las flores secas y marchitadas.
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4.3.Definicion y operacionalizacion de las variables e indicadores:

Variables

Definicion conceptual

Definicion operacional

Indicadores

Escala de medicién

Variable Independiente:
Extracto etandlico de flores

de Matricaria chamomilla

Producto liquido obtenido de
la droga vegetal desecada,
contenidos en un solvente
(DMSO  0.2%)  porcion
bioldgicamente activa sin el

residuo celular.

Se utilizé dos concentraciones

del extracto etandlico de

Matricaria chamomilla.

Grupo experimental 01:50%
Grupo experimental 02:75%

Grupo blanco: DMSO 0.2%

Grupo estandar farmacolégico:

Ciprofloxacino 5 ug

Variable cualitativa

nominal.

Variable Dependiente:
Efecto antibacteriano de

Staphylococcus aureus

Inhibicidon del crecimiento de

la bacteria.

Se determind a través de la

medicion en la inhibicion del

crecimiento bacteriano en los

cultivos.

Halo de inhibicion

Variable cuantitativa

de razén.

19



4.4. Técnica e instrumentos de recoleccion de datos:

a) Recoleccion y seleccion de la muestra:

Identificacion taxonomica

Se llevd un ejemplar completo de la planta de Matricaria chamomilla al
Hermabarium Truxillense de la Universidad Nacional de Trujillo para la
identificacion taxonomica segun el sistema filogénico de la especie, asignandole el
cddigo de constancia: N° 106-2018 (Ver anexo N°06)

Recoleccion de la muestra

Se recolectd flores de Matricaria chamomilla (manzanilla) del Distrito de
Agallpampa (Motil), Provincia de Otuzco, Departamento de La Libertad, en el mes
de agosto del 2019, se seleccionaron las flores frescas, en buen estado, descartando
flores secas y las contaminadas con microorganismos.

b) Preparacion de la muestra vegetal:(©8)

Lavado y desinfeccion: se lavo las flores con agua destilada.

Secado: las flores se colocaron en papeles kraft y se llevaron a secar a una estufa de
circulacion de aire por conveccion forzada (40°C) por 48 horas.

Pulverizacion: las flores una vez secadas se pulverizaron por separado con ayuda de
un mortero.

Tamizaje: luego las flores se tamizaron a través del tamiz N°0,75.
Almacenamiento: el polvo de las flores se guardaron en un frasco de vidrio de color

ambar de boca ancha.
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c) Obtencidn del extracto etanolico de las flores de Matricaria chamomilla por el
método de percolacion— Miranda y Cuellar:

Se pesardn 539 gramos de droga seca Y triturada de flores de M. chamomilla, siendo
esto posteriormente humectado con cantidad suficiente de etanol 70°GL. Se colocd
la droga humectada en el equipo de percolacion con cantidad suficiente de etanol de
70° GL dejandose macerar por un periodo de 48 horas®?.

Transcurrido el tiempo, se abrio la llave inferior permitiendo salir el solvente a la
velocidad de 15 gotas por minuto (velocidad intermedia), restituyendo con solvente
el volumen de salida por la parte superior del percolado. Se recogié unos 539 mL de
extracto fluido al 75% (404.25 mL), guardandose en frasco &mbar. Posteriormente se
lixivié hasta que el ensayo de tricloruro férrico realizado el proceso realizado unas
alicuotas del percolado resulte negativo, se continud el proceso pasando la cantidad
de solvente necesario para agotar la droga. La segunda fraccion del percolado se
concentr6 usando el rotavapor hasta un volumen menos o igual al 25% (134,75 mL)
de extracto fluido y que reunido con la primera fraccion separada completaron los
539 mL, un volumen del extracto se llevo a sequedad para determinar los gramos del
extracto seco/ mL de extracto®®),

Concentracion del extracto

Se tomardn 539 mL de extracto fluido de flores de M.chamomilla en una capsula, la
cual fue pesado previamente vacia, luego se colocd en bafio maria con el fin de
eliminar la fase liquida para obtener una fase sélida. Después de obtener la capsula
con el extracto blando, se peso y para calcular la concentracion del extracto, se restd
el peso inicial (de capsula vacia) y la capsula con el extracto blando. Mediante esta

técnica se obtuvo un extracto blando de 47 gramos de M. chamomilla®?.

21



Este extracto blando se diluyo con 5 ml de DMSO al 0.2% (dimetil sulfoxido al
0.2%). A partir de la concentracion inicial obtenida se realizd las diferentes
concentraciones previstas para el estudio de 50% (1.2 g/mL) y 75% (1.8 g/mL)®?.
d) Obtencion del microorganismo Staphylococcus aureus:

Obtencidn del cultivo Staphylococus aureus

Se utilizo el cultivo S.aureus el cual se mantenia refrigerado en el laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Nacional de Trujillo (ver anexo N° 08)
Rejuvenecimiento del cultivo

Para el rejuvenecimiento del cultivo de S.aureus se utiliz6 el medio de agar tripticasa
de soya esteéril y se incub6 a 37°C por 24 horas

Preparacion del inéculo

El inoculo del microorganismo fue preparado con solucién salina estéril hasta
obtener una suspension equivalente a una turbidez al tubo N° 0,5 del estandar de Mc
Farland®“,

Sembrado del microorganismo

Después de 15 minutos al ajuste de la turbidez del inoculo, se sumergié un hisopo
estéril en la suspension del in6culo de 0,5 de McFarland, y se retir6 el exceso del
indculo rozando el hisopo por la pared interior del tubo de ensayo por encima del
nivel del liquido. Luego se realizd el sembrado del indculo sobre la superficie del
Agar Muller-Hinton girando la placa petri en tres direcciones. Se dejé secar la placa

por 5 minutos®),
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Meétodo de difusion de discos

El método mas comun en la evaluacién de la actividad antimicrobiana es el ensayo
Kirby — Bauer. Se prepararon discos de papel de filtro estéril con un didmetro, los
cuales fueron sumergidos dentro de cada una de las concentraciones del extracto
etanolico y después con aguja esteril se colocé cuatro discos por placa de modo que
estén a una distancia aproximada de 25 mm uno del otro®Y),

Se usaron como grupos controles, discos de ciprofloxacino 5 ug y dimetil sulfoxido
al 0.2%. Posteriormente las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas.

Medicion de los halos de inhibicion

Se midio la zona de inhibicion de cada disco contra una superficie bajo luz reflejada.
Se midi6 el diametro 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.

Finalmente se evaluardn los resultado mediante la escala de Durafford:

Escala utilizada para determinar cualitativamente el efecto inhibitoria in vitro, segin
diametro de inhibicion: ¢142)

Nula (-) para un didmetro inferior a 8 mm.

Sensibilidad limite (sensible = +) para un diametro comprendido entre 8 a 14 mm.
Medio (muy sensible= ++) para un diametro entre 14 y 20 mm.

Sumamente sensible (+++) para un didmetro superior a 20 mm.
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4.5. Plan de analisis:

Para el analisis y tabulacion de datos recolectados se utilizo el programa Excel 2013
los cuales fueron procesados a traes del paquete estadistico IBM-SPPSS-version 22.0
Microsoft Excel. Se realizo el analisis de varianza ANOVA para comparacion de
grupo (grado de confianza 95% - a < 0.5) y la prueba de T-Student para comparar los

grupos estadisticamente significativos.
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4.6.Matriz de consistencia:

Titulo de la Formulacion del Obijetivos Hipotesis Tipo de Variable Definicion Indicadoresy Plan de
investigacion  problema investigacion y operacional escala de analisis
diseio medicion
Efecto Presente efecto Objetivo general: H1:El extracto etandlico Tipo: Variable Concentraciones  Dos Prueba
antibacteriano  antibacteriano -Demostrar el efecto de flores de Matricaria Experimental independiente  del extracto concentraciones estadistica
in vitro del in vitro del antibacteriano in vitro del  chamomilla Nivel: Extracto etandlico etanolico de  ge 50%y 75% ANOVAY
extracto extracto extracto etandlico de (manzanilla) presenta Explicativo de Matricaria Matricaria
. . . . ) . . p/v. T-
etanolico de etandlico de flores de Matricaria efecto  antibacteriano Enfoque: chamomilla chamomilla  de
flores de flores de chamomilla (manzanilla) sobre  Staphylococcus Cuantitativo (manzanilla) 50% y 75%. STUDENT
Matricaria Matricaria sobre Staphylococcus — aureus.
chamomilla chamomilla aureus.
(manzanilla) HO: El extracto Variable
sobre Objetivos especificos: etanodlico de flores de cualitativo
Staphylococcus  -Evaluar el efecto Matricaria chamomilla nominal
aureus? antibacteriano in vitro del ~ (manzanilla) no presenta
extracto etandlico de efecto  antibacteriano
flores de Matricaria sobre  Staphylococcus
chamomilla (manzanilla) aureus.
en concentraciones de Variable Se determind por Milimetro (mm)
50% 'y 75% sobre dependiente medio de la
Staphylococcus aureus. Efecto medicion de halos

-Comparar el efecto
antibacteriano in vitro del
extracto etanodlico de
flores de Matricaria
chamomilla (manzanilla)
a concentraciones de
50%, 75% y
ciprofloxacino sobre
Staphylococcus aureus.

antibacteriano in de inhibicién
vitro del extracto

etandlico de

Matricaria

chamomilla

(manzanilla)

Variable
cuantitativa de
razon
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4.6. Principios éticos:

Para la ejecucion de este trabajo de investigacion, se considerd los principios éticos
que rigen la actividad investigadora de la Universidad Catdlica Los Angeles de
Chimbote, son los siguientes:“3)

El proyecto de investigacion presentado fue realizado teniendo en cuenta los
protocolos de cuidado de medio ambiente y la bioseguridad en la manipulacién
microbiologica. Los cultivos de Staphylococcus aureus se les acondiciono el medio
de cultivo Agar Miller-Hinton, los nutrientes y la temperatura adecuada para su
crecimiento, normativizados en el Manual de Procedimiento para la Prueba de
Sensibilidad Antimicrobiana por el Método de disco Difusion reglamentada por el
Instituto Nacional de Salud (INS) del Pera“®,

Se respetd correctamente las normas de bioseguridad dentro y fuera del laboratorio.
Conforme lo establecido en los principios que rigen la actividad investigadora de la
UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES DE CHIMBOTE, donde nos
menciona que las investigaciones se realizaran previa evaluacion de los beneficios y
los riesgos posibles, tanto para el medio ambiente y las personas responsables en la

ejecucion del trabajo®?.
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V. Resultados

5.1. Resultados

Tabla 01: Evaluacion del efecto in vitro del extracto etandlico de flores de Matricaria

chamomilla (manzanilla) sobre Staphylococcus aureus.

GRUPOS Diametro de halos de Significancia
inhibicion de cultivos
de S. aureus (en mm.) P
X +DS
Blanco (DMSO al 0.2%) 6.0+0.0
Control (Ciprofloxacino 5 ug/disco ) 26.01 + 0.54 0.000*
E.E Matricaria chamomilla al 50% 20.59 + 0.92
E.E Matricaria chamomilla al 75% 23.87 £ 0.57

*ANOVA (P< 0.05)
Leyenda:

X: promedio

D.S: desviacion estandar

E.E: Extracto Etandlico
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Tabla 02: Comparacion del efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de flores
de Matricaria chamomilla (manzanilla) a concentraciones de 50%, 75% y cipofloxacino

sobre Staphylococcus aureus.

Grupos Tamario de los halos de inhibicién  Significancia
de cultivos de S. aureus en mm. de
los 2 grupos comparados (Valor P)
X+ DS
Control (Ciproflox. 5 ug/disco) 26.01 £ 0.54 20.59 £ 0.92 0.000*
vs E.E M. chamomilla al
50%
Control (Ciproflox. 5 ug/disco)  26.01 = 0.54 23.87 £0.57 0.000*

vs E.E M. chamomilla al 75%

E.E M. chamomilla al 50% vs 20.59 +0.92 23.87 £ 0.57 0.000*
E.E M. chamomilla al 75%

Prueba T - Student 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 reportan el promedio y la desviacion estandar de cada grupo
evaluado, también se muestra la significancia entre grupos, para esto se ha utilizado
la prueba estadistica ANOVA, el valor P fue de 0.000 (es decir menor a 0.05), este
resultado permite demostrar que existe diferencia estadisticamente significativa
entre los halos de inhibicion de los grupos con el extracto etandlico de Matricaria
chamomilla al 50% y 75%, ademéas del grupo control farmacoldgico con
ciprofloxacino 5ug/disco, esto confirma la hipGtesis alternativa de esta
investigacion.

Segun lo reportado por Kasemi et al ( Iran, 2015) que analiz6 la composicion
quimica y actividad antimicrobiana del aceite esencial de Matricaria recutita
informa que el componente principal del aceite fue el 6xido de a-bisabolol, con
una concentracion relativa del 38% seguido de canfeno (9.11%), sabineno (4.87%),
limoneno (6%), 1,8-cineol (7.12%), alcanfor (6.54%) y a -pineno (6%), la actividad
antimicrobiana de M. chamomilla aparentemente esta relacionada con sus
componentes a- pineno, canfeno, sabineno, 1,8-cineol, 6xido de bisabolol y a-
bisabolol siendo la elevada concentracion de éste ultima molécula la més asociada
al efecto antimicrobiano®,

Kamatou et al (Sudafrica, 2015) en su estudio sobre la aplicacion y propiedades
farmacoldgicas de aceites ricos en a-bisabolol y bisabolol surgié que los
compuestos sesquiterpenoides pueden actuar al interrumpir la funcion de barrera
normal de la membrana celular bacteriana, permitiendo la penetracion en la célula
de solutos exdgenos como los antibiéticos. Encontraron que este efecto era mas

pronunciado para las bacterias Gram-positivas, probablemente debidas a la falta de
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barreras de permeabilidad adicionales, como la membrana externa que poseen las
bacterias Gram-negativas. Una posible semejanza estructural de sesquiterpenos a
lipidos de membrana (por ejemplo, moléculas lineales con caracter lipofilico
interno y un terminal mas polar) también puede explicar la efectividad de los
sesquiterpenos como potenciadores de la permeabilidad de la membrana®®).

Munir et al (Pakistan, 2015) en su estudio sobre la actividad antibacteriana de
M.chamomilla presenta halos de inhibiciéon de 15.6 mm de diametro con extractos
etanolicos de Matricaria chamomilla a una concentracion de 200 ug/ml, en el caso
de nuestra investigacion la concentracion de los discos al 50% es equivalente a 500
ug/ml obtuvo una zona de inhibicién de 20.59 + 0.92 mm de didmetro y al 75%
equivalente a 750ug/ml un halo de 23.87 + 0.57 mm. de didmetro, esto sugiere que
a mayor concentracion mayor actividad antibacteriana (efecto dependiente de la
dosis)®).

Al comparar los resultados de Moreno et al con los resultados obtenidos en esta
investigacion se observan que los halos obtenidos por Moreno a una concentracién
de 50% fue 21 mm en promedio valor muy cercano al 20.59 mm de esta
investigacion®),

En el grupo blanco donde se utilizd solamente el solvente (Dimetil sulfoxido-
DMSO al 0.2%) se observa que no hubo inhibicion del crecimiento bacteriano, por
esto la medida de los halos es de 6 mm (correspondiendo al diametro del disco) este
grupo sirvié como control de calidad microbiol6gico del agar, de los materiales y
del solvente de dilucion. Se utilizo DMSO al 0.2% debido a que esta pequefia
molécula anfipatica, es un tensoactivo que permite diluir el extracto ya que el

material vegetal presenta una alta cantidad de metabolitos de caracter lipidico®®),
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Respecto al grupo control farmacoldgico (Ciprofloxacino 5ug/disco) los diametros
en la zona de inhibicion fueron en promedio de 26.01 £ 0.54 mm, este valor se
encuentra dentro de lo esperado segun el reporte del Instituto Nacional de Salud
que sefiala un valor mayor de 21 mm sobre S. aureus®?,

Al igual que otras quinolonas, ciprofloxacino afecta las diversas actividades del
ADN girasa (topoisomerasa Il), que es esencial para la sintesis de ADN, aunque la
subunidad A de la girasa parece ser el objetivo principal de las quinolonas, estos
agentes también parecen afectar la subunidad B ya que las mutaciones dentro de la
region gyrB producen mutaciones que son hipersensibles a las quinolonas mas
nuevas. Dado que la actividad antigirasa de las diversas quinolonas no es
estrictamente proporcional a su potencia antibacteriana, puede haber objetivos
adicionales para algunas quinolonas y diferencias entre farmacos en la permeacion
las quinolonas se unen directamente al ADN, y es la afinidad de unién al ADN lo
que determina la potencia antibacteriana, la union al ADN monocatenario es mas
probable que al ADN bicatenario®849),

Por lo tanto, la actividad antigirasa puede ser el resultado de la unién del
ciprofloxacino al ADN del sustrato, lo que interfiere con las actividades de la
enzima. Los estafilococos son mas susceptibles a ciprofloxacino entre los
organismos grampositivos, la mayoria de los estafilococos son inhibidos por
ciprofloxacino a un concentracion de <1g/ml 9,

En la tabla 02 se comparan los promedios y la respectiva significancia por cada
grupo utilizando la prueba estadistica T - Student se encontré una significancia
P<0.05 para todos los grupos, es decir en todas las comparaciones realizadas

existieron diferencias estadisticamente significativas, tanto del control
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Ciprofloxacino 5 ug/disco con los extractos etandlicos de Matricaria chamomilla
al 50% y al 75% en todos los casos el farmaco mostro un efecto significativamente
mas alto, esto podria deberse a que el farmaco solo posee una molécula
(ciprofloxacino) en los sensidiscos mientras que los extractos son una mezcla de
diversas moléculas, diferente volatilidad, lo que hace que la varie la respuesta sobre
S.aureus. Cabe resaltar también que la variacion estacional y la altitud podrian ser
responsables de la variabilidad en la cantidad de metabolitos secundarios de la
planta Matricaria chamomilla.

El mayor efecto antibacteriano del extracto etandlico de M. chamomilla al 75%
sobre al 50% se debe a la mayor cantidad terpenoides con actividad antimicrobiana
esto concuerda con lo reportado por Stanojevic et al (Bosnia, 2016) que
demostrardn la presencia de 52 componentes, en onde el contenido mas alto fue de
B-farneseno (29.8%), o-farneseno (9.3%), a-bisabolol y su oOxido (15.7%),
chamazuleno (6.4%), germacreno D (6,2%) y espiroéter (5,6%) y en la evaluacion
de su actividad antibacteriana mostré halos de inhibicion de hasta 40mm. cabe
resaltar que en el presente estudio no se utilizd aceite esencial, debido al bajo
rendimiento en la obtencion del mismo, mientras que la preparacion de extractos
etandlicos han mostrado tener actividad antibacteriana, s6lo que la cantidad de
material vegetal necesario para obtenerlo es muy inferior que en el caso de aceite
esencial®?.

El uso de extractos alcoholicos como lo muestra Navarro et al (México, 2015)
presenta actividad antibacteriana en el caso de S. aureus la concentracion minima

inhibitoria fue de 2 ug/ml®¥,
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El extracto etanolico de flores de M. chamomilla posee actividad antibacteriana
sobre Staphylococcus aureus, esto debido a la presencia de los componentes
fitoquimicos de la M. chamomilla como son los flavonoides (quercetina, apigenina 'y
luteolina) que suprimen el crecimiento de microorganismos al inhibir la funcion de
la membrana citoplasmatica y el metabolismo de los &cidos nucleicos, alterando asi
su permeabilidad y lo que resulta la destruccion de la membrana celular al disolver
las proteinas celulares®®),

Estudios realizados han demostrado que el extracto etanolico de M.chamomilla posee
actividad antibacteriana, no atribuyen a un mecanismo especifico, sin embargo
algunos sitios de accion en la célula, debido a la presencia de derivados terpenos
como: matricina, camazuleno, o-bisabolol, el principal mecanismo de accion
antibacteriano es la disrupcion de la membrana celular bacteriana, mediante tres
posibles vias: aumentando su permeabilidad a pequefios iones, afectando la
estabilidad estructural y desestabilizando el empaquetamiento de la bicapa lipidica,

produciendo de esta forma la muerte de la bacteria®?.

33



VI.

Conclusiones

El extracto etandlico de flores de Matricaria chamomilla (manzanilla) en
concentraciones de 50% y 75% mostraron efecto antibacteriano in vitro sobre
Staphylococcus aureus.

Al comparar el extracto etanolico de flores de Matricaria chamomilla
(manzanilla) a concentraciones de 50% y 75%, se determinGé que a mayor
concentracion mayor efecto antibacteriano.

El control ciprofloxacino mostré tener mayor efecto antibacteriano comparado
con los extractos etanolicos de flores de Matricaria chamomilla (manzanilla) al

50% y 75%.

34



Aspectos complementarios

Determinar la concentracion minima inhibitoria y maxima inhibitoria del
extracto etanolico de flores de Matricaria chamomilla (manzanilla) sobre
Staphylococccus aureus.

Recomienda realizar nuevos estudios comparativos con antibiéticos indicados
para combatir infecciones producidas por esfilococo aureus.

Recomienda realizar estudio in vivo preclinico para comprobar si se obtiene

resultados similares con el estudio in vitro.
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ANEXOS

Anexo 01:

TABLA 03: Prueba de Chapiro — Wils para determinar la normalidad de los
grupos de estudio.

Pruebas de normalidad(b)

GRUPO Shapiro-Wilk
Estadistico al Sig.
H24 EXP 01 0.941 34 0.650
EXP 02 0.834 33 0.120
ESTANDAR 0.809 35 0.089

Este es un limite inferior de la significacion verdadera

a) Correccion de la significacion de Lilliefors

b) H24 es una constante cuando GRUPO = BLANCO y se ha desestimado.

Los datos cumplen el supuesto de normalidad

FUENTE: PAQUETE ESTADISTICO SPSS 22.0 SOBRE LOS DATOS

OBTENIDO EN LA INVESTIGACION
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Anexo 02

TABLA 04: Prueba ANOVA para contrastar la hipotesis

ANOVA
H24
Suma de | dl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 8304.560 3 2768.187 6952.415 0.000
Intra-grupos 52.557 132 0.398
Total 8357.118 135

La significancia estadistica es menor que p<0.05 se acepta H1 se rechaza Ho

FUENTE: PAQUETE ESTADISTICO SPSS 22.0 SOBRE LOS DATOS

OBTENIDO EN LA INVESTIGACION
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Anexo 03

TABLA 05: Prueba T-Student para la comparacion de medias entre grupos

Cipro vs 50%.

Estadisticos de grupo

GRUPO N Media Desviacion tip. | Error tip. de la
media

H24 CIPRO 35 25.9571 0.63445 0.10724

50% 34 20.5882 0.92499 0.15864

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene
para la igualdad de

Prueba T para la igualdad de medias

varianzas
F Sig. t gl Sig. Diferencia | Error tip. | 95% Intervalo de
(bilateral) | de medias de la confianza para la
diferencia diferencia

Inferior | Superior | Inferior | Superior | Inferior Superior Inferior Superior | Inferior

H24 2.780 0.100 28.187 | 67 0.000 5.36891 0.19047 498873 | 5.74909
Se han

asumido 28.039 | 58.247 | 0.000 5.36891 0.19148 498565 | 5.75217
varianzas
iguales
No se han
asumido
varianzas
iguales

La significancia estadistica es menor que p<0.05 Cipro es estadisticamente méas antibacteriano que 50%

FUENTE: PAQUETE ESTADISTICO SPSS 22.0 SOBRE LOS DATOS OBTENIDO EN LA

INVESTIGACION
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Anexo 04:

Tabla 06: Prueba T-Student para la comparacion de medias entre grupos Cipro

Vs 75%.
Estadisticos de grupo
GRUPO N Media Desviacion tip. | Error tip. de la
media
H24 CIPRO 35 25.9571 0.63445 0.10724
75% 33 23.8636 0.57653 0.10036

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene
para la igualdad
de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

F Sig. t gl Sig. Diferencia | Error tip. 95% Intervalo de
(bilateral) | de medias de la confianza para la
diferencia diferencia

Inferior | Superior | Inferior | Superior Inferior Superior Inferior Superior | Inferior

H24 0.000 0.989 14.213 66 0.000 2.09351 0.14730 1.79942 | 2.38759
Se han

aSU_midO 14.253 65.915 0.000 2.09351 0.14688 1.80025 | 2.38676
varianzas
iguales
No se han
asumido
varianzas
iguales

La significancia estadistica es menor que p<0.05 Cipro es estadisticamente mas antibacteriano que 75%

FUENTE: PAQUETE ESTADISTICO SPSS 22.0 SOBRE LOS DATOS OBTENIDO EN LA

INVESTIGACION
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Anexo 05:

Tabla 07: Prueba T.Student para la comparacion de medias entre grupos 50%o vs

75%.
Estadisticos de grupo
GRUPO N Media Desviacion tip. | Error tip. de la
media
H24 75% 33 23.8636 0.57653 0.10036
50% 34 20.5882 0.92499 0.15864

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene
para la igualdad
de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

F Sig. t gl Sig. Diferencia | Errortip. | 95% Intervalo de
(bilateral) | de medias de la confianza para la
diferencia diferencia

Inferior | Superior | Inferior | Superior | Inferior Superior Inferior Superior | Inferior

H24 3.147 0.081 17.333 65 0.000 3.27540 0.18897 2.89799 | 3.65281
Se han

asumido 17.449 55.529 0.000 3.27540 0.18772 2.89929 | 3.65151
varianzas
iguales
No se han
asumido
varianzas
iguales

La significancia estadistica es menor que p<0.05 75% es estadisticamente mas antibacteriano que 50%

FUENTE: PAQUETE ESTADISTICO SPSS 22.0 SOBRE LOS DATOS OBTENIDO EN LA

INVESTIGACION
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Anexo 06: Identificacion Taxondmica de Matricaria chamomilla L. en el

Herbarium Truxillense de la Universidad Nacional de Trujillo.

Herbarium Truxillense (HUT)

Universidad Nacional de Trujillo
Facultad de Ciencias Biolégicas
Jr. San Martin 392, Trujillo - Peru

Constancia N° 106 — 2018- HUT

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacion taxonémica de un (01) espécimen vegetal:

. Clase: Equisetopsida

. Subclase: Magnoliidae.

. Super Orden: Asteranae &
. Orden: Asterales

. Familia: Asteraceae

. Género: Matricaria

. Especie: M. chamomilfa L.

. Nombre comuin: “manzanilla”

Muestra alcanzada a este despacho por YSAMAR ALEXANDRA CASTILLO PONCE,
identificado con DNI: 48754106, con domicilio legal en 5 de Noviembre 2025-
Florencia de Mora -Trujillo, Nuevo Chimbote. Estudiante de la Escuela Profesional de
Farmacia y Bioquimica, Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Catélica
los Angeles de Chimbote (ULADECH), cuya determinacion taxondmica servirg para la
realizacion del Proyecto tesis: “Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico de
Matricaria chamomilla “manzanilla” sobre Staphylococcus aureus”.

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que
hubiera lugar.

E- mail: herbariumtruxillensehut@yahoo.com
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Anexo 07: Obtencién del extracto etanolico de flores de Matricaria chamomilla L.
(manzanilla) mediante el método de Percolacion.

Figura 01. Procedimiento para el desarrollo del extracto etandlico de flores de Matricaria

chamomilla.
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Figura 03. Secado de flores de Matricaria chamomilla en estufa de 40°C.

ESTUFA

Pesado de la
muestra

Almacenamiento de
la droga vegetal de
flores de Matricaria
chamomilla



Figura 05. Humectacion de la droga vegetal con alcohol de 70°GL.
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Figura 06. Armando el equipo de percolacién y humectacion por 48 horas.

Ensayo de tricloruro
ferrico y filtrado de flores
de Matricaria chamomilla
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Figura 07. Filtracion, evaporizacién en rotaevaporador y extracto blando de flores de
Matricaria chamomilla.

Figura 08. Concentracion del extracto blando, bafio maria y dilucién con DMSO al
0.2%.

%Rendimiento=47 g EB/539 g Px100
%Rendimiento= 8,72%

57



Figura 09. A partir de esta solucion madre (100%), se preparo las diluciones de 50% y
75% del extracto etandlico de flores de Matricaria chamomilla.

==,
| —

58



Anexo 08: Esquema del disefio de investigacion

Caultivos de

Staphyloco aureus

‘Grupo blanco

DMSO al 0.2%

' Extracto etanolico 50% + |
DA 4]

‘Grupo experimenta
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Anexo 09. Constancia de la bacteria de Staphylococcus aureus y asesoramiento.

CONSTANCIA

Yo, Manuela Natividad Lujdn Velasquez, Bilogo-Microbidlogo docente de la Escuela
de Microbiologia y Parasitologia, de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la

Universidad Nacional de Trujillo, con registro del CBP N°2132.

Mediante la presente dejo constancia de haber elaborado con la alumna YSAMAR
ALEXANDRA CASTILLO PONCE estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Los Angeles de
Chimbote, identificado con DNI 48754106 en la ejecucién de la parte microbiolégica
plantea en el proyecto de investigacién titulado: “EFECTO ANTIBACTERIANO IN
VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Matricaria chamomilla (manzanilla)

SOBRE Staphylococcus aureus”

ljan Veldsquez

Docente de la Escuela de Microbiologia ¥ Parasitologia

______________

INOLOGIA
GATECRADEWMUNORCD | 1o

UNERSDAD NACONAL TE
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Anexo 10: Procedimiento microbiélogico — Método de Difusién de discos

Figura 10. Placa petri sembrado con Staphylococcus aureus en Agar Mueller Hinton

Figura 11. Material estandarizado para la utilizacion del proyecto
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Figura 12. Proceso de siembra del in6culo de bacteria en Agar Muller-Hinton

Figura 13: Extraccion del extracto etan6lico para embeber a los discos de papel
filtro estéril.
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Figura 14. Colocacion de los discos del grupo patron, grupo estandar farmacoldgico
y los grupos experimentales.

» . F N
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Figura 16. Medicion de halos a las 24 horas.

- gy
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Figura 17. Halo de inhibicion (50% y 75%) del extracto etanolico de flores de
Matricaria chamomilla.

Figura 18. Halo de inhibicion de grupo blanco (DMSO al 0.2%) y grupo estandar
farmacologico (Ciprofloxacino 5 ug)
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