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RESUMEN
El propdsito de esta investigacion fue determinar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Clinopodium pulchellum (Panisara) sobre
Escherichia coli. Esta investigacion fue de disefio experimental in vitro con enfoque
cuantitativo. Para este estudio los grupos estuvieron formados por: grupo control
estandar (Ciprofloxacino), Grupo control Negativo, grupo experimental 1
(Clinopodium pulchellum 50%), grupo experimental 2 (Clinopodium pulchellum
100%, por cada grupo se consideraron 4 placas Petri que contenian Agar Miller
Hilton. Se Determino el efecto antibacteriano mediante el método de Kirby-Bauer. En
cuanto a los resultados los halos de inhibicion para las concentraciones de 50%, 100%,
control positivo, control negativo fueron: 13.7 + 1.45mm, 17.0 + 1.38mm, 32.6 + 1.4
y 6.0£0.0, respectivamente, sometidos a la prueba ANOVA. Al comparar la prueba de
T student el extracto de Clinopodium pulchellum al 100% muestra un efecto superior
al extracto hidroalcohodlico de Clinopodium pulchellum al 50%. A si mismo, ambas
concentraciones fueron menor en comparacion al ciprofloxacino. Por lo que es posible
inferir, que los resultados obtenidos en este estudio tienen concordancia con lo
encontrado en otras especies de la misma familia, que también poseen actividad

antibacteriana.

Palabras Claves: Clinopodium pulchellum, Efecto Antibacteriano, Extracto,

Escherichia coli, Hidroalcoholico, in vitro.
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ABSTRACT

The purpose of this research was to estimate the in vitro antibacterial effect of the
hydroalcoholic extract of the leaves of Clinopodium pulchellum (Panisara) on
Escherichia coli. This research was of in vitro experimental design with focus. For this
study, the groups were formed by: positive control group (Ciprofloxacin), Negative
control group, experimental group 1 (Clinopodium pulchellum 50%), experimental
group 2 (Clinopodium pulchellum 100%, for each group 4 Petri dishes containing Agar
Muller Hilton. The antibacterial effect was determined by the Kirby-Bauer method.
Regarding the results, the inhibition halos for the concentrations of 50%, 100%,
positive control, negative control were: 13.7 £ 1.45mm, 17.0 £ 1.38 mm, 32.6 + 1.4
and 6.0 £ 0.0, respectively, subjected to the ANOVA test. When comparing the T
student test, the Clinopodium pulchellum extract at 100% shows a superior effect to
the hydroalcoholic extract of Clinopodium pulchellum at 50%. , both concentrations
were lower compared to ciprofloxacin, so it is possible to infer that the results obtained
in this study are in agreement with what was found in other species of the same family,

which They also possess antibacterial activity.

Keywords: Antibacterial effect, Clinopodium pulcellum, extract, Escherichia coli,

Hydroalcoholic, in vitro.
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I.  INTRODUCCION

La aparicion y propagacion de la resistencia a los antibidticos, asi como la evolucion
de nuevas cepas de agentes causantes de enfermedades, son motivo de gran
preocupacion para la comunidad sanitaria mundial. El tratamiento eficaz de una
enfermedad implica el desarrollo de nuevos productos farmacéuticos o alguna fuente
potencial de nuevos farmacos. Las plantas medicinales de uso comin en nuestra
comunidad podrian ser una excelente fuente de medicamentos para combatir este
problema. Este estudio se centra en explorar las propiedades antimicrobianas de las
plantas que se usan comdnmente como medicinas tradicionales. .

Los agentes antimicrobianos son esencialmente importantes para reducir la carga
mundial de enfermedades infecciosas, sin embargo, la aparicion y diseminacion de
cepas resistentes a mdaltiples farmacos (MDR) en bacterias patdgenas se han
convertido en una amenaza importante para la salud publica, ya que hay menos
agentes antimicrobianos efectivos disponibles para la infeccion causada por bacterias
patdgenas, o incluso a veces ninguno. por lo tanto, a la luz de la evidencia de la rapida
propagacién mundial de aislados clinicos resistentes, la necesidad de encontrar
nuevos agentes antimicrobianos es de suma importancia. Sin embargo, el historial de
aparicion rapida y generalizada de resistencia a los agentes antimicrobianos recién
introducidos indica que incluso las nuevas familias de agentes antimicrobianos
tendran una esperanza de vida corta .

Un gran numero de plantas medicinales han sido reconocidas como recursos valiosos
de compuestos antimicrobianos naturales como una alternativa que puede ser

potencialmente efectiva en el tratamiento de estas infecciones bacterianas



problemaéticas, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las plantas
medicinales serian la mejor fuente para obtener una variedad de medicamentos ),
Se puede decir que son principios directos de agentes terapéuticos, se emplean como
ingrediente principal para la obtencion de medicamentos semisintéticos mas
completos, la estructura de sus propiedades quimicas puede servir como prototipo
para la preparacion de farmacos sintéticos y estas sustancias se pueden emplear como
sefialadores taxondémicos en el seguimiento de nuevos medicamentos .

Se han utilizado muchas plantas debido a sus caracteristicas antimicrobianas, que se
deben a los fitoquimicos sintetizados en el metabolismo secundario de la planta [ 8 ,
9 ]. Las plantas son ricas en una amplia variedad de metabolitos secundarios como
taninos, alcaloides, compuestos fendlicos y flavonoides, que se ha encontrado in vitro
que tienen propiedades antimicrobianas ©.

Las plantas que son de uso terapéutico contienen metabolitos, que son los
responsables de dicho efecto, pero también son los responsables de diferentes
intoxicaciones o reacciones adversas cuando son utilizadas de una manera
inadecuada, utilizando una dosis elevada o haciendo su uso de manera prolongada ©.
Hoy en dia, la razon de varias consultas médicas, es algin efecto no deseado que es
debido al mal uso de las plantas medicinales, desconociéndose incluso que las
mismas sean las causantes de cualquier efecto indeseado. Esto se debe a la falta de
informacidn que existe en las personas a cerca de los riesgos y beneficios que pueden
presentar el uso las plantas medicinales, siendo una causa principal para que la
poblacién se automedicacion con ellas, pensando que son inofensivas y mas seguras

tan solo por ser naturales ©.



En los Gltimos afios han aumentado las infecciones por la bacteria Eschericha coli que
es la procreadora de la toxina Shiga (Stec) y que han habido millares de
acontecimientos ocasionales de colitis hemorragica (diarrea sanguinolenta), algunos
de los cuales provocan una infeccion como por ejemplo el sindrome urémico
hemolitico que puede ser perjudicial para una persona que padezca esta infeccion.
Estas toxinas (Stec) han causado un gran impacto en los sistemas de atencion sanitaria,
y en el negocio agropecuario en diversas partes del mundo ©.

Escherichia coli viene a ser una bacteria que se encuentra mayormente en el tracto
gastrointestinal en las personas como también en los animales. Debido a su incremento
en el tracto gastrointestinal y también en las heces, la Escherichia Coli es utilizado
como el indicativo primordial de una intoxicacion fecal en la aparicion de la inocuidad
de las comidas y el agua .

La mayor cantidad de bacterias de E. coli son cuerpos inofensivos seguros cuando se
encuentran en su ambito intestinal natural. Diferentes cepas de Escherichia coli,
patdgenos gastroitentiller son patdégenos gastrointestinales graves para las personas, y
algunas todavia son patdgenos para animales jovenes que son destinados a la
elaboracion de alimentos. La E. coli que causan enfermedades se diferencian de otras
E. coli por su amplitud de causar patologias a través de mecanismos genéticamente
prudentes, como la elaboracion de toxinas, la union e irrupcion de células
hospedadores, la interferencia con el metabolismo celular y la devastacion de tejidos.
Se puede estar expuesto a la Escherichia coli proveniente del agua o de los alimentos
contaminados, sobre todo de los vegetales crudos y de la carne de res molida poco

cocinada ©®,



Algunas cepas de E. coli viven de forma habitual en el tracto digestivo de las personas
sanas. Sin embargo, algunas cepas de E. coli han adquirido genes que les permiten
causar infecciones en el sistema digestivo y en otras partes del organismo, més
frecuentemente en el sistema urinario. E. coli es la causa més frecuente de infeccion
de vejiga en las mujeres (7,

Estas bacterias también causan infeccion de la prostata (prostatitis), infeccion de la
vesicula biliar, infecciones que se desarrollan después de la apendicitis y la
diverticulitis, infecciones de heridas (incluyendo las producidas por la cirugia),
infecciones en Ulceras por presion, infecciones del pie en personas con diabetes,
neumonia, meningitis en los recién nacidos e infecciones del torrente sanguineo. En
personas debilitadas, residentes en centros sanitarios, o que hayan tomado antibioticos
se desarrollan muchas infecciones de E. coli que afectan zonas externas al sistema
digestivo ©,

Estas bacterias también pueden causar infecciones fuera del intestino si este esta
desgarrado (perforado) o dafiado, por ejemplo, por una lesién o una enfermedad, como
la enfermedad inflamatoria del intestino. En ese caso, las bacterias pueden abandonar
el intestino y extenderse a las estructuras cercanas, que no tienen defensas contra ellas,
0 pueden entrar en el torrente sanguineo. %

Una cepa produce una toxina que causa una diarrea acuosa de corta duracion. Este
trastorno (conocido como diarrea del viajero) suele darse en personas que han
consumido comida o agua contaminadas en zonas donde el agua no estd
adecuadamente depurada. ©

La resistencia bacteriana es un problema antiguo que se presenta hasta la actualidad,

en cuanto a la cifra de recientes moléculas de antibidticos presentes en el mercado, la



aparicion de gérmenes multirresistentes es cada vez mas comun. La bacteria E. coli es
el microbio mas frecuentemente que conlleva a bacteriemias nosocomiales vy
comunitarias, y el sitio de familias generadoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) se situia alrededor del 10% ©.

Existen distintas familias de E. coli que se pueden dar en enfermedades humanas y que
presentan una infeccion perceptible. Se distinguen como agentes responsables de
gastroenteritis en nifios, especialmente en regiones o paises del tercer mundo, es el
causante de mortalidad de cerca de un millobn de nifios cada afio debido a
deshidratacién y a otras complejidades. Esta cantidad de patdgenos que incluye a E.
coli O157:h7 que en USA conlleva a cerca de 20.000 casos de indigestion
sanguinolenta y méas de 200 mortalidades al afio, debido a insuficiencia renal que
ocurre especialmente en nifios pequefios y ancianos 9,

Los principales patdgenos que se encuentran en el intestino, que se describen en
funcion de los indicios clinicos que generan y de los causantes de patogenicidad que
se expresan son los subsiguientes: E. coli enterotoxigénicas (Etec), E. coli
enteropatégenas (Epec), E. coli enteroagregativas (Eaggec), E. coli
enterohemorréagicas (Ehec) y E. coli enteroinvasivas (Eiec) 2.

Por lo expuesto anteriormente en la realidad problemética se plantea la siguiente
interrogante:

¢El extracto hidroalcohdlico de hojas de Clinopodium pulchellum **Panisara™

tendra efecto antibacteriano in vitro sobre Escherichia coli?



Objetivo General

e Evaluar in vitro el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de hojas

de Clinopodium pulchellum "Panisara™ sobre Escherichia coli.

Objetivos Especificos
e Determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohodlico de las hojas
de Clinopodium pulchellum (panisara) a concentraciones de 50% y 100% sobre
Escherichia coli.
e Comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Clinopodium pulchellum (panisara) frente a Ciprofloxacino.

Il.  REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Antecedentes:

Chacén C, en el afio 2020 en Arequipa realizd el estudio “sobre el efecto
antimicrobiano de Satureja pulchella (panisara)” cuyo objetivo fue investigar la
actividad antibacteriana de aceites esenciales y extractos de plantas endémicas como
Satureja pulchella (Panisara) Los resultados indican que presenta efecto
antimicrobiano. El aceite esencial de hojas presenta frente a Escherichia coli, Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619,
Céandida albicans. El extracto etanolico frente a Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Staphylococcus aureus (SARM), finalmente; el extracto
hidroalcohdlico frente a Salmonella enterica typhimurium ATCC 14028,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Staphylococcus epidermidis. El efecto

antimicrobiano podria deberse a su composicion quimica. El aceite esencial presenta



compuestos fendlicos, 1.3.3-trimetil-2-etenil ciclohexeno, (46.84%), alfa-pineno
(8.32%), betafelandreno (8.27%) y el beta-mirceno (6.96%). El extracto compuesto
por alcaloides, flavonoides y compuestos fendlicos, quinonas y glicésidos. En cuanto
a la capacidad antioxidante el aceite esencial muestra como resultados 2288.31 pg/mL

(DPPH), 30.87 ug/mL (ABTS) y para el extracto 400.97 + 10.70 mg ET/g (DPPH) ®2),

Emre et al., en el afio 2020, en Turquia presentaron su investigacion sobre
“composiciones quimicas, capacidades de eliminacion de radicales y actividades
antimicrobianas en semillas de Satureja hortensis L. y Mentha spicata L. subsp.
Spicata” de Turquia; El presente estudio determin6 algunos compuestos bioldgicos,
actividad secuestrante de radicales y capacidad antimicrobiana en semillas de Satureja
hortensis L. y Mentha spicata L. subsp. s picata. Se ha encontrado que el acido alfa-
linolénico (C18:3 n3) es el principal acido graso poliinsaturado de Satureja hortensis
L. (66,24 + 1,24%) y Mentha spicata L. subsp. picata (48,17 + 1,01%). El &cido
linoleico (C18:2 n6) se identifica como el segundo &cido graso poliinsaturado principal
en el presente estudio y el &cido oleico (C18:1 n9) se determina como el acido graso
monoinsaturado principal. El estudio actual mostr6 que Satureja hortensis L. y Mentha
spicata L. subsp. spicata tienen bajos niveles de &cidos grasos saturados. Se ha
demostrado que en Mentha spicata L. subsp. s picata, mientras que ergosterol (69,41
+ 1,75 pg/g) y beta-sitosterol (19,81 + 1,14 pg/g) se han determinado en Satureja
hortensis L. Ademas, este estudio determin0 que Satureja hortensis L. y Mentha
spicata L. subsp. s picata tiene un bajo contenido de vitaminas liposolubles. Ademas,
se ha encontrado que Satureja hortensisL. contiene naringenina (612,57 + 2,57 ug/g),

morina (86,97 £ 1,12 pg/g), quercetina (22,87 + 0,75 pg/g) y kaempferol (20,11 + 0,94



Hg/g), mientras que naringenina (135,91 + 1,91 ug /g), naringina (61,23 = 2,15 ug/g)
y quercetina (47,51 £ 1,17 pg/g) se han detectado como flavonoides principales en las
semillas de Mentha spicata L. subsp. s picata. Los presentes resultados revelaron que
Satureja hortensis L. y Mentha spicata L. subsp. s picatamostré mayor actividad contra

microorganismos grampositivos y gramnegativos, hongos y levaduras 9.

Vitanza et al., en el afio 2019, en Italia plantearon el estudio del “Aceite esencial de
Satureja montana L. y su actividad antimicrobiana solo o en combinacion con
gentamicina” cuyo objetivo fue obtener un perfil de metabolitos del aceite esencial
comercial de S. montana L. (SEO) y evaluar sus propiedades antimicrobianas, tanto
solas como combinadas con gentamicina, frente a cepas bacterianas Gram-negativas y
Gram-positivas; identificaron metabolitos como carvacrol, cimeno y timol como los
principales componentes del SEO, se observo actividad antimicrobiana e indujo una
interaccion sinérgica con la gentamicina contra las cepas bacterianas clinicas y de
referencia. SEO indujo una reduccion significativa de la formacion de biopeliculas de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes %),

Gamero et al, en el afio 2019 en Lima realizaron un trabajo de investigacion sobre el
“efecto antibacteriano del extracto hidroalcohoélico de las hojas secas de Clinopodium
pulchellum (Kunth) Govaerts (panizara)” que tuvo como objetivo principal determinar
el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohélico de las hojas secas de Clinopodium
pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” ,mediante el método de maceracion, el
analisis microbioldgico mediante método Kirby Bauer con cepas de Salmonella
enterica typhimurium ATCC 14028 y se utilizO el extracto en concentraciones

preparadas de 33 %, 43 % y 50 %;se realizO un tamizaje fitoquimico para poder



determinar de forma cualitativa la presencia de metabolitos y se obtuvo como resultado
la formacion de halos de inhibicion de las concentraciones de 33 %, 43 % y 50 %
siendo el diametro de los halos de inhibicion de 22 mm, 24 mm, 28 mm
respectivamente; en el tamizaje fitoquimico se identifico la presencia de taninos,
compuestos fenolicos, alcaloides, flavonoides, quinonas y azlcares. 9,

Cueva et al, en el afio 2019 en Chimbote en su investigacion sobre “Actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de las hojas Clinopodium pulchellum (Kunth)
Govaerts panizara”, se plantearon como objetivo determinar la actividad
antibacteriana in vitro" del aceite esencial de las hojas Clinopodium pulchellum
(Kunth) Govaerts panizara”, para lo cual se utilizd el aceite esencial y cultivos
bacterianos de Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Se estudio la extraccién del
aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts panizara”
mediante el método de arrastre con vapor de agua. También se hicieron los analisis de
algunas propiedades fisico-quimicas del aceite esencial. El rendimiento en aceite
esencial fue de 0,24 % V/P del material fresco. Las caracteristicas fisicas quimicas del
aceite esencial son: Densidad 0,975 g/cc, indice de refraccion 1,489, muy soluble en
alcohol de 969, éter y cloroformo, indice de acidez 0.12, indice de acetilo 0.12. En el
analisis del efecto antibacteriano, los datos encontrados fueron sometidos al andlisis
estadistico descriptivo, utilizando el programa SPSS, considerandose una p. 7).
Mohammed et al., en el afio 2019, en Turquia presentaron su investigacion sobre la
actividad antioxidante, antimicrobiana y perfil terapéutico de Satureja hortensis de la
provincia de Erzincan; En este estudio, se obtuvieron extractos de etanol (EtOH),
metanol (MeOH) y diclorometano (DCM) de las muestras de plantas. Se determind el

estado antioxidante total (TAS), el estado oxidante total (TOS), el indice de estres



oxidativo (OSI) y la actividad antimicrobiana de los diferentes extractos de Satureja
hortensis L. recolectados en la provincia de Erzincan (Turquia). Los kits Rel Assay
Diagnostics se utilizan para determinar los valores TAS, TOS y OSI. La actividad
antimicrobiana se determinG con 9 cepas diferentes de bacterias y hongos
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus MRSA, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Candida
albicans, Candida krusei y Candida glabrata) utilizando el método de dilucién en agar
modificado. Los extractos de plantas en este estudio fueron antimicrobianos efectivos
entre 25-800 pg/mL de nivel de concentracion en 9 cepas de microorganismos
diferentes. También los extractos de plantas mostraron la mayor actividad contra A.
baumannii. Como resultado, la planta de S. hortensis de la provincia de Erzincan
podria ser una buena fuente natural de antioxidantes y antimicrobianos con su alta

capacidad antioxidante y baja capacidad oxidante (8,

Rodriguez C, en el afio 2019 en Trujillo investigaron el trabajo para analizar los
“compuestos fendlicos y actividad antioxidante de Clinopodium pulchellum (Kunt)
Govaerts, procedente del distrito de Cachicadan — La Libertad, Pert”. se plantearon
como objetivo determinar los compuestos fendlicos y actividad antioxidante de
Clinopodium pulchellum (Kunt) Govaerts, procedente del distrito de Cachicadan — La
Libertad, Peru. La especie se identificd en el Herbarium Truxillense (HUT), con
cddigo 59526; se prepararon seis extractos, cuatro se sonicaron (diclorometano, agua,
etanol de 96% y 45%) a 40 °C por 15 min, y dos extractos acuosos (infuso y decocto)
al 5% p/v y e realiz6 el tamizaje fitoquimico en todos los extractos se evidencia la

presencia de alcaloides, compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, triterpenos y

10



esteroides. Los compuestos fenolicos se cuantificaron mediante el método de Folin-
Ciacolteu, cuyos valores fluctuaron entre 297,04 + 17,51 mg EAG/g MSM y 8,52 +
1,38 mg EAG/g MSM. Asi mismo se evaluo la actividad antioxidante por el método
de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), cuyos valores fluctuaron entre 400,97 + 10,70

mg ET/g MSM y 189,55 + 2,12 mg ET/g MSM®9),

Mishell et al, en el afio 2018 en Lima en su investigacion acerca de la “actividad
antimicrobiana in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas y flores de Satureja
pulchella (Panisara) en cepas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis”, se plantearon como objetivos evaluar la actividad antimicrobiana in
vitro del extracto hidroalcohélico de las hojas y flores de Satureja pulchella (Panisara)
en cepas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, reconocer los
metabolitos secundarios responsables del efecto antimicrobiano. Mediante los
métodos de Screening fitoquimico o Tamizaje fitoquimico y método de microdilucion
y el método de recuperacion por contaminacion directa. En los resultados los
metabolitos secundarios hallados con mayor frecuencia en el extracto hidroalcohdlico
de la Satureja pulchella (Panisara), se determin6é mediante el Screening fitoquimico y
se comprob6 de forma cualitativa; se detectaron: alcaloides, flavonoides y compuestos
fenolicos ©.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) fueron determinadas
mediante observacion de la concentracion mas baja del agente (17 concentraciones
diferentes del extracto hidroalcoholico) que inhibié el crecimiento visible de la
bacteria dentro de los pocillos inoculados de la microplaca. La produccién bacteriana

por el método de recuperacion por contaminacion directa, la lectura de la produccién
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bacteriana se estimo por el conteo de colonias en el cultivo de placas sembradas. Esto
se verifica sembrando el inoculo el cual si hay una evidente reduccion logaritmica
significativa con respecto a la concentracion inicial de la cepa de prueba ©.

La cual concluye que mediante el método de microdilucion se determind que, en las
17 concentraciones del extracto investigado, solo la concentracion mas alta (presento
CMI =32768 pug/mL), frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228. Mediante el método de recuperacion por contaminacion
directa se evidencidé que si bien a la concentracién de 100 mg/mL del extracto
Hidroalcohdlico de las partes de la hoja y las flores de Satureja pulchella (Panisara),
contra Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Staphylococcus epidermidis ATCC
12228, hubo una disminucidn logaritmica de las concentraciones de niveles evaluados;

dicha actividad antibacteriana si se encuentra limitada .

Cotrina et al , en el ano 2016 en Lima realizaron la “evaluacion de la actividad
antibacteriana del aceite esencial panizara (satureja pulchella) sobre staphylococcus
aureus”, teniendo como objetivo determinar la actividad antibacteriana del aceite
esencial panizara “Satureja pulchella” frente a Staphylococcus aureus. Obteniendo
como resultado que el aceite esencial de la planta Panizara “Satureja pulchella”
presenta actividad antibacteriana significativa sobre la Cepa Staphylococcus aureus
ATCC6538 a las concentraciones de 25%, 50%, 75% con un promedio de halos de
inhibicién de 14,88mm, 23.97 mm, 27.87 mm respectivamente. Se detecté compuestos
fenolicos que se confirman por la coloracién azul oscura con el reactivo de cloruro

férrico y estos serian los principales responsables de la actividad antibacteriana 9.
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2.2 Marco teorico

Fitoterapia

La fitoterapia es un neologismo que fue empleada Henri Leclerc, fue un médico
francés (1870-1955) y es utilizada para designar el uso de las plantas medicinales con
fines terapéuticos donde se puede utilizar las semillas o parte de ellas que van a servir
para prevenir o curar alguna enfermedad del ser humano. %

Planta medicinal

Son aquellas plantas que en uno o mas de sus drganos contienen propiedades
terapéuticas que pueden ser aplicadas para curar enfermedades o que son indicadores
para la sintesis quimico —farmacéutica. 9

Droga vegetal

Se menciona que es toda plantas u 6rganos de las plantas, enteros o partes del mismo,
0 bien sus productos obtenido mediante métodos sencillos, que poseen una
composicion quimica que le dé una accién terapéutica atil y que no han sufrido otro
tratamiento que el necesario para su limpieza y desecacién, con el balance de que
pueda conservarse correctamente, %

Principio Activo

Es toda sustancia responsable del efecto del farmaco, que cuando sufre cambios en su
estructura dentro del organismo va producir una accion terapéutica. ¢?

Extracto vegetal

Se le denomina extracto vegetal al producto o liquido que se extrae de las plantas
mediante procedimientos fisicos o quimicos con varios solventes para realizar

diferentes preparados galénicos. %
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In vitro: es un conjunto fenomenal visualizados en el laboratorio a partir de géneros
bioldgicos vivos. Método para tener vivos varios organismos vivos como son: células,
espermatozoos, 6vulos, microorganismo, etc.

Infecciones bacterianas: se producen por bacterias. Estas infecciones pueden ser de
dos modelos: primarias y secundarias. Las primarias tienen local sobre piel sana y
pueden ser tanto de pelaje superficial o profundo (sicosis de la barbilla, impétigo, etc.).
Las secundarias, por el contrario, tienen sitio en la piel lesionada (dermatitis atdpica,
eccematosa, picaduras de insecto contagiadas, etc.). ?®
Clinopodium pulchellum
La Clinopodium pulchellum es una planta que se desarrolla aproximadamente a mas
de 2500 m.s.n.m, es conocida por muchas personas como “panisara” que es propia de
los andes del Pert, como también se puede encontrar en otros paises como Asia y
Estados Unidos
Habitat
Es un arbusto que es propia de los andes que crece asociada con la vegetacion
arbustiva, crece en suelos turbosos que son ricos en material organico, se reproduce
sencillamente por semillas como también vegetativamente 4,

Descripcion botanica
Es una planta olorosa y tiene un brote delgado que se desarrolla en forma de mata y
muy ramificado. Sus hojas suelen ser cortas, acorazonada y apice agudo, dentadas,
verde en la cara superior y blanca en la inferior debido a que es pubescente. Sus flores
suelen ser pequefias y labiadas, pentdmeras, tiene cinco sépalos y cinco pétalos que

estan unidos 44,
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Usos medicinales

Es efectiva para los trastornos digestivos y controla las flatulencias o gases
estomacales. Se emplea para curar problemas estomacales. Asimismo, se utiliza en
casos de acidez estomacal y la esencia que presenta que es muy agradable por ello los
pobladores suelen utilizarlo para los resfrios, cataros, infecciones, calambres, etc. ¢4,
Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios proveen un mecanismo de inactivacion de las enzimas
que intervienen en el metabolismo primario en el momento que sus funciones dejan de
hacerse necesarias. Asimismo, los metabolitos secundarios juegan un papel muy
importante dentro de la supervivencia de los seres vivos, aportando elementos de

defensa, atraccion, u otros compuestos que son de mucha importancia fisiologica .

Tipos de metabolitos secundarios

Terpenos

Los terpenos, o terpenoides, son el grupo con mayor numero de metabolitos
secundarios (mas de 40.000 moléculas diferentes). La ruta biosintética de estos
compuestos proporciona a metabolitos primarios como secundarios que son
importantes para el desarrollo y supervivencia de las plantas. Dentro de los
metabolitos primarios se pueden encontrar hormonas como por ejemplo la
giberelinas, acido abscisico y citoquininas, carotenoides, clorofilas y plastoquinonas
(fotosintesis), ubiquinonas (respiracion) y esteroles (de mucha importancia en
las estructuras de membranas).

Son insolubles en agua y derivan todos ellos de la cohesion de unidades de isopreno

(5 &tomos de C). De esta manera, los terpenos se clasifican por la cantidad de unidades
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de isopreno (C5) que contienen: los terpenos de 10 C contienen 2 unidades C5 y se
Ilaman monoterpenos; los de 15 C tienen 3 unidades de isopreno y se denominan
sesquiterpenos, y los de 20 C tienen cuatro unidades C5 y son los diterpenos. Los
triterpenos tienen 30 C, los tetraterpenos tienen 40 C y se habla de politerpenos cuando
contienen mas de 8 unidades de isopreno 9,

Se sintetizan a partir de metabolitos primarios por 2 rutas: la del &cido mevalonico,
activa en el citosol, en la que 3 moléculas de acetil-CoA se condensan para conformar
acido mevaldnico que reacciona hasta crear isopentenil difosfato (IPP), o la ruta del
metileritritol fosfato (MEP) que funciona en cloroplastos y genera lo que es IPP.

El isopentenil bifosfato y su isomero dimetilalil difosfato (DMAPP) suelen ser los
precursores activados en la biosintesis de terpenos en reacciones de condensacion
catalizadas por prenil transferasas que da lugar a pernil bifosfatos como geranil
difosfato (GPP), precursor de monoterpenos, farnesil difosfato (FPP) precursor de

sesquiterpenos y geranilgeranil difosfato (GGPP) precursor de diterpenos @9,

Compuestos fenoélicos

En el contexto del metabolismo, los aminoécidos aromaticos se pueden dirigir tanto al
metabolismo primario como al metabolismo secundario. Las plantas sintetizan una
gran variedad de productos secundarios que contienen un grupo fenol. Estas sustancias
reciben el nombre de compuestos fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides y derivan
todas ellas del fenol, un anillo aroméatico con un grupo hidroxilo. Desde el punto de
vista de la estructura quimica, son un grupo muy diverso que comprende desde

moléculas sencillas como los acidos fendlicos hasta polimeros complejos como los
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taninos y la lignina. En el grupo también se encuentran pigmentos flavonoides Muchos
de estos productos estan implicados en las interacciones planta-herbivoro ¢4
Flavonoides

Su estructura carbonada contiene 15 carbonos ordenados en 2 anillos aromaticos
unidos por un puente de 3 carbonos. Se clasifican de acuerdo al de oxidacion del
puente de 3 carbonos, siendo las principales antocianinas (pigmentos), flavonas,
flavonoles e isoflavonas. Entre sus funciones se encuentra la proteccion y la
pigmentacion @4,

En la ruta de biosintesis de flavonoides (Fig. 23), en el primer paso consiste en la
condensacion de 3 moléculas de malonil-CoA con una molecula de p-cumaril-CoA.
Esta reaccion esté catalizada por calcona sintasa, que da lugar a naringerina calcona,
precursor de los flavonoles y antocianinas. La misma condensacion catalizada por la
estilbeno sintasa conduce a la formacion estilbenos implicados en mecanismos de
proteccion de plantas frente a patdgenos.

Alcaloides

Los alcaloides vienen a ser una gran familia de més de 15.000 metabolitos secundarios
que tienen en comun 3 caracteristicas: que son solubles en agua, contienen al menos
un atomo de nitrégeno en la molécula, y exhiben actividad biologica. La mayor parte
son heterociclicos algunos suelen ser compuestos nitrogenados alifaticos (no ciclicos)
como la mescalina o la colchicina, por ejemplo. Se encuentran en el 20%

aproximadamente de las plantas vasculares, la mayor parte dicotileddneas herbaceas

(21),
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A los valores normales de pH del citosol y de la vacuola (7,2 y 5-6, respectivamente),
el nitrogeno estd protonado lo cual confiere el caracter basico o alcalino de estos
compuestos en solucion. En humanos, los alcaloides generan respuestas fisioldgicas y
psicoldgicas la mayoria de ellas producto de su interaccidén con neurotransmisores. A
dosis altas, casi todos los alcaloides resultan ser toxicos. Es por eso que, a dosis bajas
tienen un alto valor terapéutico como relajantes musculares, tranquilizantes,
antitusivos o analgésicos @Y,

Taxonomia (26

Reino : Planteae

Subreino : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnolioopsida

Orden : Lamiales

Familia : Lamiaceae

Género : Clinopodium

Especie : Clinopodium pulchellum
Nombre comin  : “Panisara”

Escherichia Coli

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa que se describi6é por primera ocasion
en 1885 por el pediatra teuton Theodore Escherich. Fue nombrada inicialmente como
“bacteriemia coli commune”, luego en 1919 fue conocida con el renombre actual en

consideracion a su descubridor. Los representantes de esta clase son gérmenes
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gramnegativos, oxidasa negativos, con un tamafio aproximadamente de 1,1-1,5 um de
alargado y 2,0-6,0 um de largo 9,

De acuerdo a sus requerimientos de oxigeno son anaerobios libres y pueden ser
movibles por la apariencia de flagelos peritricos 0 no removibles (Scheutz y
Strockbine, 2005). ?2)

Dentro de su taxonomia su clasificacion de la Eschericha Coli es la siguiente:

Clase: Gammaproteobacteria

Orden: Enterobacteriales

Familia: Enterobacteriace

I11.HIPOTESIS Hipotesis
Alternativa Hi:
El extracto hidroalcoholico de las hojas de Clinopodium pulchellum "Panisara"
tiene efecto antibacteriano in vitro sobre Escherichia coli
Hipdtesis Nula Ho:
El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Clinopodium pulchellum "Panisara™ no

tiene efecto antibacteriano in vitro sobre Escherichia coli
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IV. METODOLOGIA

4.1 Disefo de la investigacion

Esta investigacion fue de tipo experimental, ya que se pudo manejar la variable
independiente (dosis del extracto); de corte transversal pues se realizd una sola
medicién en el tiempo (24 horas) y de enfoque cuantitativo. La técnica que se utilizo
fue la prueba de sensibilidad antimicrobiana mediante el método de disco difusion o
Kirby-Bauer. La investigacion estuvo formada por 4 grupos de experimentacion
distribuidos de la siguiente manera:

Grupo control negativo

Este grupo estuvo formado por 4 placas Petri conteniendo Agar Mueller Hinton 20ml
conteniendo el cultivo de Escherichia Coli. Se colocaron por cada placa 4 discos de
papel Whattman N° 41 con un diametro de 6 mm sobre estos discos se colocaron un
solvente de disolucion (solucion salina).

Grupo control estandar

Este grupo estuvo formado por 4 placas Petri conteniendo Agar Mueller Hinton 20ml
conteniendo el cultivo de Escherichia Coli. Se colocaron por cada placa 4 discos de
Ciprofloxacino 30ug con un didametro de 6 mm.

Grupo experimental 1 al 50% (P/V) del E.H. de las hojas de Clinopodium
pulchellum (Panisara)

Este grupo estuvo formado por 4 placas Petri conteniendo Agar Mueller Hinton 20ml
conteniendo el cultivo de Escherichia Coli. Se colocaron por cada placa 4 discos de
papel Whattman N° 41 con un didmetro de 6 mm sobre estos discos se colocaron un
solvente de disolucion (solucion salina). Sobre estos discos se coloco 20 pl de una

solucion del extracto de hojas de Clinopodium pulchellum (Panisara) al 50%.
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Grupo experimental 2 al (100%) (P/V) del E.H. de las hojas de Clinopodium
pulchellum (Panisara)

Este grupo estuvo formado por 4 placas Petri conteniendo Agar Mueller Hinton 20ml
conteniendo el cultivo de Escherichia Coli. Se colocaron por cada placa 4 discos de
papel Whattman N° 41 con un didmetro de 6 mm sobre estos discos se colocaron un
solvente de disolucion (solucion salina). Sobre estos discos se colocd 20 pl de una

solucion del extracto de hojas de Clinopodium pulchellum (Panisara) al 100%.

4.2 Poblacion y Muestra
Poblacion Vegetal
Estuvo formada por las especies vegetales Clinopodium pulchellum (Panisara) que
crecen en la provincia de Otuzco, Departamento de la Libertad, ubicado a 2641 m s.
n. m. con lo cual se realizé la extracto para realizar esta investigacion.
Muestra vegetal
Estuvo formada por las hojas recolectadas de las especies vegetales Clinopodium
pulchellum (Panisara) procedentes de la provincia de Otuzco, Departamento de la

Libertad.
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Criterios de inclusion
e Hojas de Clinopodium pulchellum (Panisara) frescas y grandes

e Hojas de Clinopodium pulchellum (Panisara) que estuvieron sanas y completas

Criterios de exclusién

e Hojas de Clinopodium pulchellum (Panisara) en mal estado, incompletas o que

presenten un color negro marchito.

e Hojas de Clinopodium pulchellum (Panisara) que hayan tenido contacto con

algun plagicida o que hayan sido atacados por plagas.
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables

Variables Definicién conceptual Definicion Indicadores Escala de
operacional medicion
Variable Producto obtenido a partir de | Se utilizé 2 | Grupo experimental 1: E.H. de
) plantas o parte de ellas obtenidos _ _ ) _ o
Independiente: por la técnica de maceracion y con concentraciones del | las hojas de Clinopodium | Cualitativ
iver mbinacion . .

Extracto diversas - combinaciones de extracto pulchellum (panisara) 50% anominal
solventes.

hidroalcoholico de Hidroalcohdlico de | Grupo experimental 2: E.H. de

hojas de hojas de | las hojas de Clinopodium

Clinopodium Clinopodium pulchellum (panisara) 100%

pulchellum pulchellum

(Panisara) (Panisara)

Variable sustancia cuyas propiedades son | Se determin6 | Didmetros de los halos de

Dependiente: capaces de eliminar ~ agentes mediante la | inhibicion (mm) Cuantitativ
bacterianos o la inhibicion de su

Efecto medicién de halos a de razon

antibacteriano  del
extracto de
Clinopodium
pulchellum

(panisara)

crecimiento o proliferacion

de inhibicion.

4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Secado y molienda de las hojas de Clinopodium pulchellum (panisara)

Las hojas de Clinopodium pulchellum (panisara) fueron seleccionadas, lavadas y

desinfectadas, luego se secaron a temperatura ambiente durante 4 dias, Luego se

llevaron a estufa a una temperatura no mayor de 40 ° C. Después las hojas fueron

pulverizadas con mortero y pilon, luego se tamizaron para uniformizar el tamafio de

particula.
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Obtencion del extracto seco de las hojas de Clinopodium pulchellum (panisara)
por el Método de Maceracion.

Se pesaron 700 g de polvo fino de las hojas de Clinopodium pulchellum (panisara)
luego se coloc6 en un recipiente de vidrio color &mbar con capacidad apropiada,
agregandole alcohol etilico de 96° al frasco hasta cubrir las hojas pulverizadas, dejando
macerar por 7 dias y con una agitacion de 3 veces al dia.

Ejecucion del ensayo

Para esta investigacion todos los materiales a utilizar deben estar en buenas
condiciones ya que el buen funcionamiento de los mismos nos va a permitir realizar
un trabajo satisfactorio. Se procedi6 a esterilizar todos los materiales que se iban a

utilizar mediante la técnica del calor seco y para residuos bildgicos se usé autoclave.

Preparacién del Agar Mueller Hinton

Se procedid a utilizar 5 frascos de100 ml cada uno contenia Agar Mueller Hinton
solido, posteriormente se procedio a disolver 100 ml de Agar Mueller Hinton a bafio
maria para poder obtener al Agar liquido, asi mismo se agregd 20 ml del medio de

cultivo en todas las placas Petri quedando el grosor de 4mm

Ensayo de la actividad antibacteriana por el método de difusion de Kirby Bauer.

Este método se fundamenta en la difusion de un antibiotico o extracto a través de Agar
semisolido, en una extension tal que, el crecimiento del microorganismo sensible es
inhibido alrededor de la zona que contiene una concentracion a dosis del extracto de

las hojas de Clinopodium pulchellum (panisara).
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Medicion de los Diametros de Inhibicion del Crecimiento Bacteriano

Pasado el tiempo de incubacion (24 horas) se realiz6 la medicion de los diametros de
los halos o “zonas” de inhibicion de crecimiento de Escherichia Coli utilizando un
venier manual, obtenidos para cada concentracion del extracto seco de las hojas de
Clinopodium pulchellum (panisara). Los resultados fueron expresados en diametro

(mm) del halo de inhibicidn.

4.5 Plan de analisis

Los resultados obtenidos fueron tabulados en el programa MS Excel y luego se utilizo
el paquete estadistico SPSS Vv 20.0. para el calculo de la prueba de hipdtesis ANOVA
(analisis de varianza) para la aceptacion de la hipotesis de trabajo y la prueba T-
student, para obtener el nivel de significancia entre dos grupos comparados (grupo
estandar de referencia y grupo experimental).El analisis estadistico se realiz6 con un

95% de confianza (a< 0.05) y un error del 5%
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4.6 Matriz de consistencia

Titulo de la Formulacién Objeti Hipotesis Tipo de Variables Indicadores Escala de Plan de
investigacion del problema VoS investigacion y medicion anélisis
disefio
Objetivo General: Hipdtesis Extracto
in vi i : . hidroalcohdlico
. Evgluar |n.V|tro del efecto Allternatlva (HL): _Varlable_ do Clinopodium Variable
Evaluacion in |, cual es el efecto antibacteriano del Elextracto independiente | o1 chelium cualitativa
itro del efect " T extracto hidroalcohdlico | hidroalcohdlico de ) nominal
vitro del efecto |yntibacteriano in ’ ’ X i (panisara) al
i i ) de hojas de Clinopodium | las hojas de Extracto o o
antibacteriano \itro del extracto ’ ; ; . 50% y 100% p/v
del  extracto b . pulchellum "Panisara" Clinopodium hidroalcohdlico
hidroalcohdlico de _— : Ichell de Clinopodium
hidroalcohélic . sobre Escherichia coli. pulchellum )
de hoias d las hojas de "Panisara” tiene Tipo: pulchellum
0 de hojas de ; ; P PTI . . i anisara
Clinoodium Clinopodium Objetivos Especificos: efecto antibacteriano | €<Perimental, de (P ) Prueha
OPOAIUM Ipy1chellum o Determinar el efecto i corte transversal, estadistica
pulchellum | yanisara) sobre ibacteriano del In vitro sobre de nivel ” ANOVA
"Danisara” P herichia coli? antibacteriano del Escherichia coli explicativo y Diémetros de 10s |\/ariable y
e Escherichia coli extracto hldroalcohollco enfoque halos de cuantitativa de | T-Student
Escherichi de las hojas de _ _ cuantitativo |n_h|,b|C|on razén
scherichia Clinopodium pulchellum | Hipétesis Nula Variable milimetro (mm)
coli (panisara) a (HO):  El extracto dependiente
concentraciones de 50% y| hidroalcoholico de Efecto
100% sobre Escherichia | las hojas de antibacteriano
coli. Clinopodium
pulchellum

e Comparar el efecto
antibacteriano in vitro del
extracto hidroalcohélico
de las hojas de
Clinopodium pulchellum
(panisara) frente a un
estandar conocido
(Ciprofloxacino).

(panisara) no tiene
efecto antibacteriano
sobre Escherichia
coli
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4.7 Principios éticos

Para la elaboracion de este trabajo de investigacion, se tomaron en cuenta los
principios éticos que rigen la actividad investigadora de la Universidad Catolica Los
Angeles Chimbote v. 4.00, que establecen lo siguiente:

Cuidado del medio ambiente y la biodiversidad. Se deben respetar el cuidado del
medio ambiente incluido las plantas, por encima de los fines cientificos; para ello,
deben tomar medidas para evitar dafios y planificar acciones para disminuir los efectos
adversos y maximizar los beneficios.

Justicia: El investigador debe tener mucho criterio razonable al momento de realizar
estas précticas para tomar las precauciones para que sus limitaciones de sus
capacidades y conocimientos no produzcan practicas injustas. A si mismo esta
obligado a tratar de igual forma a quienes integren en los procedimientos, y servicios
asociados en la investigacion.

Integridad Cientifica: La integridad o rectitud deben regir no sélo la actividad
cientifica de un investigador, sino que debe extenderse a sus actividades de ensefianza
y a su ejercicio profesional. La integridad del investigador resulta especialmente
relevante cuando, en funcién de las normas deontoldgicas de su profesion, se evaltan
y declaran dafos, riesgos y beneficios potenciales que puedan afectar a quienes
participan en una investigacion. Asimismo, debera mantenerse la integridad cientifica
al declarar los conflictos de interés que pudieran afectar el curso de un estudio o la

comunicacion de sus resultados.

27



V. RESULTADOS

5.1 Resultados

Tabla 1: Promedio de los halos de inhibicidn generado por el extracto hidroalcohélico

de hojas de Clinopodium pulchellum (Panisara) frente a cultivos de Escherichia coli.

GRUPOS Zona de Significanc
Inhibicion (en ia
mm.)
(\Valor p)
X +DS
Blanco (Solucion Salina Fisioldgica) 6.0+0.0
Estandar (Ciprofloxacino 5ug/disco) 326+1.4 0.000*
E.H. Clinopodium pulchellum al 50% 13.70 £ 1.45
E.H. Clinopodium pulchellum al
100% 17.02 +1.38
*Prueba de analisis de varianza ANOVA valor p<0.05.
Leyenda:
X : promedio
D.S.  :desviacion estandar
E.H. :Extracto hidroalcohdlico
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Tabla 2: Comparacion del efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcoholico

de hojas de Clinopodium pulchellum (Panisara) frente a cultivos de Escherichia coli.

Grupos Tamario de la zona de inhibicion en mm.  Significancia
de los 2 grupos comparados (\Valor p)
X xDS
E.H. Clinopodium pulchellumal  13.70 £ 1.45 326+1.4 0.000*
50% vs Estandar
(Ciprofloxacino 5ug/disco)
E.H. Clinopodium pulchellumal  17.02 +1.38 326+1.4 0.000*
100% vs Estandar
(Ciprofloxacino 5ug/disco)
E.H. Clinopodium pulchellumal  13.70 £ 1.45 17.02 £1.38 0.000*

50% vs vs E.H. Clinopodium
pulchellum al 100%

*Prueba T-student para comparacion de medias p<0.05

Leyenda:

X : promedio

D.S. :desviacién estandar
E.H. : Extracto hidroalcohdlico
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5.2 ANALISIS DE RESULTADOS

En este trabajo de investigacion in vitro se tuvo como proposito la evaluacion del
efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcoholico de hojas de Clinopodium
pulchellum (Panisara) frente a cultivos de Escherichia coli. Mismos resultados que

fueron sometidos a las pruebas estadisticas ANOVA y T-Student.

En la Tabla 01 se presentan los promedios y la desviacion estandar por cada uno
de los grupos de estudio, asi como la significancia respectiva, calculada con la
prueba estadistica ANOVA, se obtuvo una significancia de 0.000 (p < 0.05) es decir
existe diferencia estadisticamente significativa entre la zona de inhibicion en
milimetros de los grupos de estudio formados por un grupo control con solucion
salina, el estandar farmacoldgico ciprofloxacino, y los extractos hidroalcoh6licos
de Clinopodium pulchellum al 100% (panisara) al 50% y 100%. Se acepta la
hipGtesis alternativa es decir el extracto hidroalcohdlico presentd efecto
antibacteriano frente a E. coli.

En el grupo blanco se us6 como control de calidad del solvente para la dilucién del
extracto, que para este estudio fue Solucidn salina fisiol6gica (Cloruro de Sodio al
0.9%) en este grupo se confirma que no hubo inhibicion en el crecimiento
bacteriano por parte del solvente de dilucion, por lo que la medida de los halos
(6mm) corresponden al didmetro de los discos usados; este grupo cumple la funcién
de control de calidad microbioldgico de los materiales usados, del medio de cultivo
(agar), y del solvente de dilucion @7,

Con respecto al grupo Estandar farmacoldgico (ciprofloxacino 5ug) los halos

tuvieron una inhibicién de 32.6 + 1.4 mm de diametro; este valor se encuentra
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dentro de lo esperado segun el reporte del Instituto Nacional de Salud que sefiala
que Ciprofloxacino frente a E. coli tiene halos de inhibicion entre 30 mm y 40 mm
de diametro @8

Ciprofloxacino es un agente antibiotico de la clase de las fluoroguinolonas que se
usa para tratar infecciones bacterianas como infecciones del tracto urinario y
neumonia. La ciprofloxacina esta aprobada por la FDA para el tratamiento de
infecciones del tracto urinario, infecciones de transmision sexual (gonorrea y
chancroide), infecciones de la piel, huesos, articulaciones, prostatitis, fiebre
tifoidea, infecciones gastrointestinales, infecciones del tracto respiratorio inferior,
antrax, peste y salmonelosis 8,

Ciprofloxacino actla sobre la topoisomerasa Il bacteriana (ADN girasa) y la
topoisomerasa 1V, la focalizacion de ciprofloxacino en las subunidades alfa de la
ADN girasa evita que super enrolle el ADN bacteriano, lo que impide la replicacion
del ADN, muchos mecanismos moleculares documentados sobre la resistencia a
ciprofloxacino estan asociados justamente con la ADN girasa, la ADN
topoisomerasa y la bomba de expulsion @)

Los resultados encontrados son concordantes con lo reportado por Chacon et al.,
quienes encuentran que la alta concentracién de aceites esenciales en las hojas de
Panisara podrian ser las responsables de la actividad antibacteriana especialmente
frente a bacterias Gram (-) como E. coli siendo responsables de esta actividad los
metabolitos terpenoides, 1.3.3-trimetil-2-etenil ciclohexeno, (46.84%), alfa-pineno

(8.32%), betafelandreno (8.27%) y el beta-mirceno (6.96%) .
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Por otro lado Emre et al también reporta la presencia de metabolitos con capacidad
antimicrobiana, atribuyendo esta actividad a la capacidad antioxidante de ciertas
compuestos quimicos como naringenina, morina, quercetina y kaempferol 4,

En la Tabla 02 se presenta los promedios comparados entre grupos Yy sus
significancias respectivas, se utilizdé la prueba T—Student para comparacion de
muestras independientes, los valores mostraron para todos los casos, una
significancia valor p<0.05, es decir en todas las comparaciones presentadas se
encontraron diferencias estadisticamente significativas, en las comparaciones del
farmaco estandar Ciprofloxacino con el extracto de Clinopodium pulchellum al 50%
y 100%, ciprofloxacino ha mostrado actividad antibacteriana significativamente
mayor.

Entre los grupos experimentales el extracto hidroalcohdlico de Clinopodium
pulchellum al 100% mostrd la zona mas grande de inhibicidon bacteriana que la
concentracion al 50%, aunque ambos extractos se encontraron dentro del rango de
inhibicion necesario para ocasionar la sensibilidad del cultivo bacteriano. Como lo
presenta Chacon M., en su estudio S pulchella presenta actividad antimicrobiana
contra barias cocos gram (-) como E. Coli, este efecto antimicrobiano se relaciona
con la composicién quimica del extracto, ya que éste presenta compuestos
fenolicos, terpenos, alcaloides, glicosidos, flavonoides y quinonas. Entre los
metabolitos identificados se encuentran alfa-pineno, beta-felandreno, 1.3.3-
trimetil-2-etenil ciclohexeno y beta-mirceno G,

Los terpenos, se derivan de la via isoprenoide y se producen y secretan a partir de
tejidos vegetales especializados, estdn compuestos por unidades de isopreno (C5),

que es la base para su clasificacion, es decir, dos unidades de isopreno forman
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monoterpenos (C10), tres unidades forman sesquiterpenos (C15), cuatro unidades
forman diterpenos (C20), seis unidades forman triterpenos (C30) y ocho unidades
forman carotenoides (C40). Los principales metabolitos reportados para el género
Satureja fueron componentes volatiles como carvacrol, timol y éter metilico de

carvacrol @1,

VI. CONCLUSIONES

e Se determind el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcoholico de
Clinopodium pulchellum (panisara) frente a Escherichia coli obteniéndose
halos de inhibicion de 13.70 + 1.45 mm de diametro para C. pulchellum al 50%

p/vy 17.02 + 1.38 para C. pulchellum al 100% p/v.

e La comparacion del efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcoholico
de Clinopodium pulchellum (panisara) al 50% y 100% frente a Escherichia
coli. mostraron mejores resultados cuanto mas alta fue la dosis (p=0.000) sin
embargo utilizando un farmaco de referencia (Ciprofloxacino) los extractos no
tuvieron una respuesta significativamente comparada con el farmaco, siendo
Ciprofloxacino quien presenta los resultados mas altos tanto para extracto
hidroalcohdlico de Clinopodium pulchellum (panisara) al 50% y 100%

(p=0.000 para ambas comparaciones).
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

Para futuras investigaciones se tiene que tener en cuenta la temporada de la
planta, que sus hojas estén en buen estado para una buena extraccion y asi
mismo una buena identificacion taxonémica.

Se debe tener en cuenta los permisos de los laboratorios y de los instrumentos
con anticipacion para que no haya ningun impedimento al momento de hacer
la ejecucidn de la investigacion.

Se recomienda realizar més investigaciones de la misma familia para
determinar el efecto antibacteriano y se pueda realizar comparaciones con

nuevos farmacos.
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ANEXOS

ANEXO N°1 Ubicacion del lugar donde se recolecto la planta

ANEXO N°2 Obtencion de la planta
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“Ano del Fortalecimiento de Iz Soberania Nacional”

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

Da constancia de la determinacion taxonomica de un (01) espécimen vegetal:

oOooooooaa

a

Clase:
Subclase:
Superorden:
Orden:
Familia:
Género:

Especie:

Nombre comun:

Equisetopsida
Magnolidae

Asteranae

Lamiales

Lamiaceae
Clinopodium
Clinopodium pulchelium
(Kunth) Govaerts
“panisara

Muestra alcanzada a este despacho por LENIN LUIS AREDO CEDANO, identificado con
DNI: 73735872, con domicilio legal en Centro poblado Califomia av. Los Laureles s/n., Virl.
Estudiantes de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Famacia y
Bioguimica de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote, cuya determinacion taxonomica
servira para la realizacion de la tesis: "Evaluacion in vitro del efecto Antibacteriano del extracto
Hidroalcoholico de hojas de Clinopodium puicheflum "panisara” sobre Escherichia coli”.

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

Trujillo, 01 de Marzo del 2022

ANEXO N°2 Certificacion de Clinopudium Pulchellum
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ANEXO N°3 Obtencién del Extracto
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ANEXO N°3 Rotulacion de las placas Petri para los distintos grupos

ANEXO N°3 Preparacion del Agar Muller Hinton para el sesmbrado de la
bacteria Escherichia Coli
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ANEXO N°4 Sembrado de la bacteria Escherichia Coli, en Agar Muller Hinton

ANEXO N°5 Colocacién de discos en la placa Petri, luego del sembrado de la
bacteria Escherichia Coli
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ANEXO N°6 Incubacion de las placas Petri con el ssmbrado de la bacteria
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