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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, fue de tipo experimental, corte transversal, nivel
explicativo y enfoque cuantitativo; tuvo como objetivo determinar el efecto
antibacteriano in vitro del extracto etanolico de hojas de Verbena officinalis (verbena)
sobre Staphylococcus aureus, para ello se utilizaron 20 placas Petri con agar Mueller
— Hinton, distribuidos en 4 grupos: Grupo blanco (dimetilsulféxido — DMSO), grupo
estandar farmacoldgico (doxiciclina 25ug/disco) y los grupos experimentales 1y 2,
(extracto etandlico en concentraciones de 50% y 75%, respectivamente). Para la
evaluacion de la actividad antibacteriana se emple6 el método de Kirby — Bauer. Los
resultados de las mediciones fueron para el grupo blanco 6.0 + 0.0mm, el grupo
estandar farmacologico 26.6 + 3.1mm, el grupo experimental 1 13.3 £ 1.5mm vy el
grupo experimental 2 25.0 £ 1.4mm. EIl analisis estadistico ANOVA de los datos
revel6 que existe diferencia significativa entre los grupos p = 0.000, sin embargo, al
comparar los grupos experimentales 1y 2 con el grupo estandar farmacolégico, en la
prueba T — STUDENT el valor fue de p < 0.05 para todas las comparaciones excepto
entre el extracto de las hojas de Verbena officinalis (verbena) al 75% que muestra un
valor de p = 0.064. Por tanto, se concluye que el extracto etanélico de hojas de Verbena
officinalis (verbena) tiene efecto antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus
aureus, pero no presenta mayor efecto comparado con el estandar farmacoldgico

doxiciclina.

Palabras clave: Efecto antibacteriano, Staphylococcus aureus, Verbena officinalis.
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ABSTRACT

The present research work was experimental, cross-sectional, explanatory level and
quantitative approach; aimed to determine the in vitro antibacterial effect of the
ethanolic extract of Verbena officinalis (verbena) leaves on Staphylococcus aureus,
for this they were used in 20 Petri dishes with Mueller — Hinton agar, distributed in 4
groups: White group, (dimethyl sulfoxide — DMSO), pharmacological standard group
and experimental groups 1 and 2 (ethanolic extract in concentrations of 50% and 75%,
respectively). For the evaluation of antibacterial activity, the Kirby — Bauer method
was used. The results of the measurements were for the blank group 6.0 £ 0.0mm, the
pharmacological standard group 26.6 + 3.1mm, the experimental group 1 25.0 +
1.4mm and the experimental group 2 13.3 = 1.5 mm. The ANOVA statistical analysis
of the data reveals that there is a significant difference between the groups p = 0.000,
however, when comparing the standard pharmacological group and the experimental
groups 1 and 2 with the statistical test T - STUDENT there is no significance p = 0.064.
Therefore, it is concluded that the ethanolic extract of Verbena officinalis (verbena)
leaves has an antibacterial effect in vitro on Staphylococcus aureus, but does not

present a greater effect compared to the pharmacological standard doxycycline.

Key words: Antibacterial effect, Staphylococcus aureus, Verbena officinalis.
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l. INTRODUCCION

La naturaleza nos ha brindado una inmensidad de beneficios, especialmente con las
plantas, con ellas se han podido curar muchas afecciones de las que sufre el hombre;
por ello podemos decir que la medicina alternativa siempre ha estado presente desde
muchos siglos atrds. Estas majestuosas plantas tienen esencias curativas que pueden
reducir los efectos secundarios e incrementar la efectividad de muchos tratamientos;
por ello los estudios cientificos de estas magnificas plantas han abierto nuevas

expectativas en el sector farmacéutico y la cosmética ).

A través de los afios se ha dado lugar a la diversidad de especies vegetales que se
caracterizan por su similitud que existe en los tejidos y 6rganos en general, pudiendo
ser utilizados para curar enfermedades. ElI 80% de las personas a nivel de todo el
mundo, mé&s de cuatro mil millones de personas, emplean las plantas como primordial
medicina, conforme nos indica la Organizacion Mundial de la Salud. Este habito
permanece ligado a lo empirico en varias situaciones, y carecen de investigaciones a
nivel quimico, clinico y epidemiologico que ratifiqguen de modo fidedigno los efectos
fisiologicos que producen las plantas y los principios activos encargados .

De modo que, tiene importancia en aplicaciones de la medicina moderna. Son origen
indispensable de agentes terapéuticos, se destinan a manera de elementos bases para
la elaboracion de farmacos semisintéticos mas complicados, la forma quimica de sus
principios activos podria ejercer de ejemplo para la fabricacién de drogas quimicas y
a su vez principios que se podrian emplear como sefialadores taxonémicos en el

indagar de actuales farmacos. En el Peru la riqueza de las plantas terapéuticas es muy



amplia y estd enmarcada dentro de méas de 4400 especies de usos conocidos por las

poblaciones locales @,

Los gérmenes son los especimenes méas cuantiosos a nivel mundial, localizandose
alrededor del medio ambiente de nuestro planeta, formandose en terreno firme, en
fuentes con elevadas temperaturas y medios acidos, en residuos radioactivos, en el
fondo del océano y también del planeta. Determinados de éstos logran subsistir en las
condiciones extremas del espacio exterior. Se considera alrededor de 40 millones de
unidades bacterianas en un gramo de suelo y 1000 000 de unidades bacterianas en un
mililitro de agua dulce. En general, se estima aproximadamente la existencia de
5x1030 unidades bacterianas a nivel mundial ©.

Las bacterias son sumamente importantes para el reciclaje de los elementos, ya que
varias etapas fundamentales de los procesos biogeoquimicos necesitan de ellas. Es
importante mencionar la adherencia del nitrégeno en la atmdsfera. Pero,
exclusivamente media fraccion de los filos distinguidos de unidades bacterianas
contienen variedades cultivables en el laboratorio, ya que la gran mayoria
(aproximadamente el 90%) de los tipos de unidades bacterianas existentes ain no se
han puntualizado &4

Por lo general, las bacterias son organismos unicelulares, desprovistos de clorofila que
pueden vivir libres o bien agruparse. Su morfologia tiene varios nombres bacilos, con
forma de bastdn; Vibrio, parecidos a una coma. Finalmente, los cocos son
morfolégicamente redondos y se agrupan por parejas (diplococos), en cadena
(estreptococos) o de modo irregular (estafilococos). Las unidades bacterianas, tienen

una forma de alimentarse muy variada. Determinados de ellos viven en el suelo y, a



partir de materiales inorgénicas, logran producir su propio alimento; manifiestan, asi,
nutricion aut6trofa ©:9),

Personas inmunocomprometidas en la comunidad y pacientes hospitalizados llegan a
ser infectados por la colonizacion de Staphylococcus aureus, un agente patdégeno
bacteriano importante, responsable de la intoxicacion por ingesta de alimentos, cuya
toxina, enterotoxina B, tiene la capacidad de desencadenar una serie de signos y
sintomas, incluso causar la muerte. Su capacidad patogénica y de proteccion ante la

defensa del huésped es bastante conocida y estudiada ("),

En los afios 40, empez0 la lucha industrial farmacéutica para contrarrestar las unidades
bacterianas, procurando en todo momento erradicar modernas formulas, los que al
paso del tiempo son mas grandes los mecanismos resistentes de los gérmenes. No
obstante, el fendmeno de la resistencia antimicrobiana es conocido en muchas
variedades de tipo bacteriano, pero sélo algunas mencionan que lo han desarrollado en
una magnitud al punto en el que se ha transformado en un verdadero problema de salud
publica, dificultando el prondstico clinico en algunos casos y aumentando los costos
en salud ®.

La penicilina fue uno de los primeros medicamentos que erradicd las infecciones
producidas por Staphylococcus aureus. No obstante, en 1946 en Inglaterra se realizé
la primera separacion del estafilococo cuyo resultado present6 un 60% de resistencia
a penicilina, luego se incluyd una nueva droga denominada meticilina, después de un
afio se detectd la primera cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina

(SAMR); luego de tres afios se manifesto el primer brote intrahospitalario causado por



SAMR; desde ese caso se han notificado que este patdgeno es meticilino resistente en

todo el mundo O,

Los extractos de etanol son parcialmente solubles en agua y algunas veces son
totalmente insolubles, especialmente los extractos que han sido preparados con alcohol
fuerte tienen un excelente indice de disolucion. En sus preparados los extractos de
etanol con hojas dan soluciones coloreadas de verde, pues la eliminacién de la clorofila
no puede ser total. Normalmente son blandos, firmes, secos y fluidos. Por lo tanto, la
actividad antimicrobiana de los extractos vegetales y productos naturales ha revelado
el potencial de las plantas superiores como fuente de agentes anti-infectivos,
permitiendo de esta manera un avance al uso empirico de las especies vegetales
medicinales con una base cientifica ©19.

Por ello, el obtener los extractos de las plantas y estudiar sus partes activas permite
conocer ain mas los recursos naturales con que se cuenta y asi darles un mejor
aprovechamiento; proporcionandoles un mayor valor agregado al comercializarlas
como productos puros o extractos 9.

Siendo que las plantas constituyen la mayor fuente de productos organicos que se
conoce, entre los cuales se distinguen alcaloides, flavonoides, glicésidos, fitoesteroles,
terpenos, carotenoides y aceites esenciales. Todos estos compuestos tienen una utilidad
potencial, ya sea como aditivos de alimentos, farmacos y/o plaguicidas de origen
natural, estos Ultimos son de gran aceptacion en el mercado por ser de probada eficacia
y practicamente inocuos al medio ambiente. Los extractos vegetales constituyen una
fuente rica de moléculas farmacoldgicamente activas, cuya aplicacién en medicina

tradicional permite un acercamiento a potenciales actividades bioldgicas 2%



Después de lo manifiesto anteriormente, el presente trabajo busca aportar nuevas
alternativas en el tratamiento de infecciones bacterianas por Staphylococcus aureus
con el fin de disminuir el uso de antibio6ticos de amplio espectro, reducir la resistencia
bacteriana y por lo tanto disminuir los costos, teniendo en cuenta que Verbena
officinalis (verbena) es una planta accesible en nuestro pais. Por lo consiguiente se
plantea el siguiente problema de investigacion: ;cuél serd el efecto a diferentes
concentraciones del extracto etandlico de hojas de Verbena officinalis (verbena) frente

a Staphylococcus aureus?

Objetivo general:
e Determinar el efecto antibacteriano in vitro a diferentes concentraciones del extracto

etanolico de hojas de Verbena officinalis (verbena) sobre Staphylococcus aureus.

Objetivos especificos:
e Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de hojas de Verbena

officinalis (verbena) a concentraciones de 50% y 75% frente Staphylococcus aureus.

e Comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de hojas de Verbena
officinalis (verbena) a concentraciones de 50% y 75% vy el efecto de doxiciclina frente

a Staphylococcus aureus.



1. REVISION DE LA LITERATURA

2.1.  Antecedentes

Ravines C. en Lambayeque, en el afio 2019, realiz6 el estudio sobre el efecto
inhibitorio in vitro del extracto etandlico de Verbena officinalis, sobre el crecimiento
de Staphylococcus aureus a concentraciones de 900, 800, 700 y 600 mg/mL. El
Método de Difusion en Agar (Método de Kirby — Bauer) fue el elegido para realizar la
prueba de susceptibilidad. Obteniendo como resultado que el extracto etandlico de
Verbena officinalis tuvo efecto inhibitorio madximo evidencidndose en S. aureus, con
un promedio méximo de 7.22mm. Concluyéndose que los extractos etandlicos de

Verbena officinalis tienen efecto inhibitorio sobre Staphylococcus aureus “9,

Hernandez et al en Tucuman — Argentina, en el afio 2015 realizd un estudio sobre la
Actividad antibacteriana de flavonoides en plantas medicinales, entre ellas Verbena
officinalis, donde se muestra que los flavonoides y dihidroxilados de la verbena tienen
accion antibacteriana sobre gram positivos y gram negativos, entre los cuales se

evidencia la accion antibacteriana sobre Staphylococcus aureus ©9).

Sanchooli N. et al en Iran, en el afio 2018, en su investigacion: “Efectos antibacterianos
in vitro de nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de hoja de Verbena
officinalis”, cuyo objetivo fue evaluar los efectos antibacterianos de las nanoparticulas
de plata sintetizadas a partir del extracto de hojas de Verbena officinalis. Se obtuvieron
nanoparticulas de plata (AgNP) haciendo reaccionar una solucion de nitrato de plata 2
mM vy extracto de hojas de Verbena officinalis. Para determinar la concentracion

minima inhibitoria y el antibiograma de prueba de la nanoparticula sintetizada, se



utilizaron métodos de microdilucion en caldo y difusidbn en pozos de agar,
respectivamente. Los resultados indicaron claramente que los AgNP de Verbena
officinalis tienen actividad antimicrobiana potencial contra bacterias Gram positivas
(Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes) y Gram negativas (Vibrio cholerae,

Yersinia ruckeri) “9.

Mengiste B. et al en la Universidad Debre — Birhan Etiopia, en el afio 2015, llevaron
a cabo una investigacion sobre la actividad antibacteriana in vitro y analisis
fitogquimico del extracto de hoja de Verbena officinalis. El extracto crudo se probd para
determinar su actividad antibacteriana in vitro contra Staphylococcus aureus y
Escherichia coli utilizando el método de difusién de discos en agar. EI ensayo
antibacteriano se realizé utilizando concentraciones de extracto de 250 mg / ml, 500
mg / ml y 1000 mg / ml. El extracto mostr6é una zona de inhibicion dependiente de la
concentracion contra las bacterias de prueba. La actividad mas fuerte (zona de
inhibicion mas grande, 20.38 mm) se obtuvo a la concentracién de 1000 mg / ml
contra Staphylococcus aureus. Las concentraciones inhibitorias minimas (CMI)
de Verbena officinalis contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli era de 0.019
mg / ml y 0.313 mg / ml, respectivamente. En conclusion, se encontrd que la planta

exhibia un nivel alentador de actividad antibacteriana “%,

Zhang Z. et al en la Universidad Médica de Dalian — China, en el afio 2017, realizaron
la investigacion: “Determinacion por HPLC de acido clorogénico en extracto de
Verbena officinalis y su actividad antibacteriana in vitro”, tuvo como principal

objetivo investigar el método para determinar cuantitativamente el acido clorogénico



en el extracto de Verbena officinalis y determinar su contenido Y actividad
antibacteriana in vitro. Se emplearon el método de la placa cilindrica y el ensayo de
MIC para comparar la actividad antibacteriana entre diferentes concentraciones
de extractos de Verbena officinalis. Los extractos de Verbena officinalis exhibieron
didmetros de zona inhibitoria que alcanzaron todos los 15mm contra Escherichia coli ,
Proteus vulgaris y Staphylococcus aureus una concentracion de masa de 100 mg / ml,
con MIC todas < 100 mg / ml. El contenido de &cido clorogénico en el extracto
de Verbena officinalis L. fue de 30.23%. Se concluye que el extracto de Verbena
officinalis L. tiene una fuerte actividad antibacteriana contra las bacterias

grampositivas y gramnegativas “%.

Ahmed D. et al en Pakistan, en el aflo 2017, en su estudio titulado “Verbena officinalis
una hierba con un potencial antimicrobiano de amplio espectro prometedor”, que tuvo
como fin evaluar el potencial antimicrobiano de sus tallos, hojas y raices frente a
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Se evaluaron extractos etanolicos de tallos,
hojas y raices de Verbena officinalis y sus fracciones en varios solventes. Su actividad
contra Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa fue mayor que la del
antibiético Amoxicilina. Se concluyé que los tallos poseian mayor actividad
antibacteriana y de gran potencial para proporcionar pistas explotables para nuevos

farmacos antimicrobianos 4.



2.2. Bases tedricas

Fitoterapia

Se encarga de estudiar el uso de las plantas medicinales y sus propiedades con finalidad
terapéutica para aliviar, prevenir o curar una enfermedad; donde el empirismo de la
medicina tradicional se transforma en fundamento cientifico. El uso de fitoterapia tiene
diversos motivos, como aumentar los recursos terapéuticos, revivir el conocimiento
tradicional, preservar la biodiversidad, fomentar la agroecologia, el desarrollo social y
la educacion ambiental, popular y continua. Las especies vegetales se utilizan desde
muchos afios atras para tratar diversos problemas de salud. Gran parte de los farmacos

se investigan y se sintetizan a partir de plantas medicinales, los cuales se han venido

.. - , . (20)
trasmitiendo y utilizando a traves de remedios caseros .

Plantas medicinales

Las plantas medicinales son especies vegetales que constituyen una gran fuente de
principios activos denominados metabolitos secundarios, responsables de otorgarles
sus propiedades terapéuticas, importantes para mantener la salud humana con una
amplia diversidad, y han mejorado la calidad de la vida humana a través de la
prevencion y el tratamiento de enfermedades durante siglos. Al mismo tiempo, existen

plantas medicinales que mejoran las diversas funciones de nuestro cuerpo, permitiendo

) (21)
disfrutar de buena salud = .

Droga Vegetal
Provienen de la cosecha de plantas nativas, presentan una variacion con relacion al

contenido de los componentes activos y secundarios. Se nombra asi a las plantas o sus



partes enteras, molidas o pulverizadas (flores, frutos, semillas, tubérculos, cortezas,
etc.) frescas o secas, asi como los jugos, gomas, latex, aceites esenciales o fijos y otros

componentes similares, que se emplean puras o mezcladas en la elaboracion de

] (22)
medicamentos

Metabolitos secundarios

Son compuestos quimicos no indispensables para la vida de las plantas, biosintetizados
a partir del metabolismo primario y tienen una distribucion taxonémica restringida.
Estos compuestos (flavonoides, taninos, alcaloides, saponinas, entre otros) presentan
propiedades bioldgicas y ecoldgicas, siendo utilizados para diferentes fines como:

medicamentos, insecticidas, perfumes, colorantes, etc ).

Principio Activo

Es el componente de un medicamento comprometido de la actividad farmacoldgica,
mediante el cual nos referimos a él como farmaco, ingrediente activo o ingrediente
farmacéutico activo. La industria farmacéutica tradicional, diferencia entre distintos
tipos de extractos, determinando por extracto aquella preparacién de consistencia
liquida (extractos fluidos y tinturas) o semisolida (extractos blandos o densos), o sélida

(extractos secos), obtenida a partir de drogas vegetales en estado generalmente seco

(23)

Por su consistencia:

¢ Liquidos (extractos fluidos o tinturas). Se encuentran en diferentes diluciones.

10
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Semisolidos (extractos blandos o densos). Se encuentran extractos concentrados, lo
que se consigue evaporando una porcion del disolvente. No es frecuente

Sélidos (extractos secos). Donde el disolvente ha sido totalmente evaporado
Frecuentemente se venden como cépsulas que contienen adentro el extracto en polvo.

Siendo los més utilizados e n la Medicina Natural, pues contienen muchos principios

. (24)
activos en escaso volumen =~

Por el disolvente utilizado:

Alcohol y agua (extractos hidroalcoholicos o tinturas). El alcohol parece ser el
disolvente mas eficiente y por ello, este es el tipo de extracto por lo general mas
utilizado en perfumeria y en la industria farmacéutica.

Glicerina y agua (extractos glicerinados). Se utilizan abundantemente en cosmética,
asi mismo evita el problema de las irritaciones por el alcohol y, al mismo tiempo,
suelen ser menos oscuras que las tinturas.

Propilenglicol (extractos glicélicos): Es un alcohol, bastante utilizado en la cosmética

convencional. Por otra parte, su uso en la cosmética natural es tema de debate, aunque

parece ser que no hay evidencias suficientes de su toxicidad ),

Extracto Etanolico. Es un extracto con olor peculiar, obtenido a partir de materia
prima desecada de origen vegetal, por maceracion o percolacion en contacto con
etanol, asi mismo seguida de la eliminacion de dicho solvente por un procedimiento
fisico. Inclusive estos procesos pueden ser sometidos a determinadas operaciones para

eliminar algunos de sus componentes y por ende mejorar notablemente la calidad del

(25)
producto deseado .

11



Verbena officinalis

Definicion:

Verbena officinalis es una planta herbacea oriunda de Europa. Cabe decir que se cria
en terrenos con cierta humedad y crece hasta los 100cm o mas de altura. Ademas, tiene
tallo rigido y muy dividido, tiene hojas opuestas, son pecioladas, rudas, pinadas, y con
I6bulos profundos de color azul purpura. Se agrupan en espigas pinaculosas axilares y

terminales ¢®

Habitat.

Verbena officinalis es originario en Europa, Asia, y Africa, Se desarrolla
habitualmente en los bordes de los caminos y carreteras, en zonas nitrogenadas y de
poca humedad. Desde el nivel del mar a los 1600 m de altitud. Se encuentra distribuido
en la regién amazodnica de nuestro pais; en laregion de Amazonas; San Martin, Ancash,

Juniny Loreto @8

Clasificacion taxonomica
Reino: Plantae, Division: Magnoliophyta, Clase: Magnoliopside, Orden: Lamiales,

Familia: Verbenaceae, Género: Verbena, Especie: Verbena officinalis 7.

Descripcion botanica

Es una planta herbacea, sus tallos miden aproximadamente de 30 — 60 cm, erectos,
duro, escabridos en los angulos y divididas. En cuanto a sus hojas son opuestas, son
mas 0 menos rombicas, las inferiores de 4 - 6 x 2 - 4 cm, peciolados, profundamente

incisas, de liradas a 1 — 2 pinnatifida. Por otro lado, muestra espigas bracteadas
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ciliadas, largamente peddnculadas, de 10 - 25 cm, en las flores, en lo que respecta el
caliz tiene forma de embudo, tiene un ovario con 4 cavidades que expresa un corto

estilo. Florece de junio a septiembre ©®).

Composicion quimica
Contiene Iridoides heterosidicos, Fenilpropanoides heterosidicos, Aceite esencial,
Flavonoides, Carbohidratos (mucilagos), también Beta-caroteno, Saponinas, Acidos,

Alcaloides (vincamina), verbenalina, verbenalol, emulsina, y por ultimo sustancias

(29)
amargas -

Propiedades terapéuticas

Posee diversas propiedades terapéuticas, entre las cuales conocemos que es Util contra
cefaleas y migrafias. Es usado como estimulante de los intercambios metabdlicos,
apropiada en dolores gastricos, estomacales y antianémica. También es utilizado como
expectorante, sedante, antiespasmadica, antirreumatica, antineuralgica y fefrifuga 9.
Es empleada en el tratamiento de afecciones renales y hepaticas como un eficaz
diurético. Por otra parte, se aprovecha su uso topico para aliviar las erupciones
cutaneas como lo son en el caso de una dermatitis. A la vez también estimula el apetito
(30).

Toxicidad

Verbena officinalis es ampliamente utilizada por las mujeres para mantener la salud
general y tratar diversos trastornos ginecoldgicos durante el embarazo. Un reporte de
caso ha indicado que el consumo de V. officinalis indujo un efecto abortivo. En 2019

un estudio en ratas tuvo como objetivo investigar la toxicidad del desarrollo prenatal

13



de esta planta, no se observd mortalidad en las madres, pero su aumento de peso
corporal se redujo significativamente. Se observé una distribucion asimétrica de los
lugares de implantacion y los embriones, algunas anomalias del esqueleto fetal, como
la osificacion incompleta del craneo, las esternebras y los huesos metatarsianos. Los
flavonoides glicosilados como la apigenina y la luteolina podrian ser responsables de
la toxicidad del desarrollo prenatal reportado. En conclusién, el uso de V. officinalis
durante el embarazo no es seguro, lo que indica efectos toxicos basados en la evidencia
sobre el desempefio reproductivo de las hembras y potenciales de riesgo dependientes

de la dosis para los fetos. % 46

Etiopatogenia de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un agente patégeno importante capaz de colonizar e infectar
a pacientes hospitalizados y a personas inmunocompetentes en la comunidad. Puede
ser causante de intoxicacion por alimentos, por la ingestion de la enterotoxina B
termoestable preformada, causada por una cepa toxigénica. La pared celular del
estafilococo estd formada por mureinay este péptidoglucano puede tener actividad
endotoxica y estimular la liberacidn de citoquinas por los macréfagos, activacion de la
via del complemento y agregacién plaquetaria. Tiene un conjunto de elementos que

demuestran su capacidad patogénica y de proteccion ante la defensa del huésped @V,

Mecanismo de Virulencia

Con respecto a los mecanismos de virulencia, participan en la adhesién y adquisicion

de nutrientes para el microorganismo y a la vez sirven también para evadir la respuesta
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inmune del huésped. Incluyen la adherencia a la célula del hospedero, la evasion de

las defensas del hospedero y la invasion de la célula y penetracion de los tejidos G,

Inmunidad innata

Activacion del complemento: produce las anafilotoxinas, estimulando la liberacion

. . ) 32
de histamina de los mastocitos @2

Respuesta inflamatoria: las citoquinas secretadas por macrdfagos y linfocitos.

) L e ., .. (32
Produciendo asi la infiltracion leucocitaria

Inmunidad Adaptativa

Componente humoral

La Neutralizacion por Ac IgA e IgG, Opsonizacién e Induccién de fagocitosis y la
Activacion del Complemento por via clasica.

Componente celular:

Linfocitos B y T, Células plasmaticas

Respuesta inflamatoria:

Mediadores quimicos de la respuesta inflamatoria(33)-

Infeccion Bacteriana

Las bacterias son microorganismos con una célula tnica (unicelulares) relativamente
simples. La mayoria de las bacterias no hacen dafio, aproximadamente el 1% de ellas
causan enfermedades. Son seres vivos que Vistos en un microscopio se ven como
pelotas, varas o espirales, contienen una sola célula. Algunas bacterias ayudan a digerir

las comidas, pero también a destruir células que causan enfermedades G4,

15



Las bacterias infecciosas se reproducen répidamente dentro del cuerpo y pueden
provocar enfermedades. Muchas expulsan sustancias quimicas llamadas toxinas, que
pueden dafar los tejidos y asi causan enfermedades. Dentro de ellas que causan

infecciones se incluyen el estafilococo G4,

Etapas de la Infeccion por Staphylococcus aureus

La endocarditis, infecciones asociadas a protesis y catéteres intravasculares,
osteomielitis, artritis

Infecciones recurrentes, fibrosis quistica

Infecciones cutdneas masivas, neumonia necrotizante, abcesos.

Destruccion tisular e infecciones metastéasicas.

Toxiinfecciones alimentarias, sindrome de shck tdxico, sindrome de la piel escaldada,
impétigo bulloso y sepsis.

Infecciones producidas por Staphylococcus aureus ¢4,

TETRACICLINAS Y GLICILCICLINAS

Doxiciclina

Las tetraciclinas son una serie de derivados de una estructura con cuatro anillos basicos
tal como se muestra a continuacion con la doxiciclina (Figura 1). Las glicilciclinas son
congéneres de la tetraciclina con sustituyentes que les confieren actividad de amplio

espectro y actividad contra bacterias que son resistentes a otros antibiéticos.

Figura 1
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Doxiciclina inhibe la sintesis bacteriana de proteinas al unirse con el ribosoma 30S
bacteriano e impide el acceso del aminoacil tRNA al sitio aceptor (A) en el complejo
— mRNA - ribosoma. Este farmaco ingresa a las bacterias por difusion pasiva a través
de los conductos formados por las porinas en la membrana celular externa y por

transporte activo que bombea a las tetraciclinas a través de la membrana citoplasmica

(49)
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1. HIPOTESIS
3.1.  Hipotesis Nula (Ho):
El extracto etanolico de hojas de Verbena officinalis (verbena) no posee efecto

antibacteriano in vitro sobre Staphylococcus aureus.

3.2.  Hipotesis Alternativa (Hai):

El extracto etandlico de hojas de Verbena officinalis (verbena) posee efecto

antibacteriano in vitro sobre Staphylococcus aureus.
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IV. METODOLOGIA
4.1. Disefio de la investigacion: Fue un estudio experimental in vitro, de corte
transversal, nivel explicativo y enfoque cuantitativo. Se trabajé con los siguientes

grupos.

Grupo Blanco:

Se utilizaron 5 placas, como medio de cultivo Agar Mueller — Hinton (25 ml) y
Staphylococus aureus (1x108 UFC por ml). Se colocaron 04 discos conteniendo
dimetilsulféxido (DMSO), un disolvente organico que fue empleado para estabilizar
el extracto utilizando la técnica de Kirby — Bauer. Se incubd por 24 horas en una

temperatura de 37°C. Se realiz0 la lectura a las 24 horas.

Grupo estandar farmacologico:

Se utilizaron 5 placas, como medio de cultivo Agar Mueller — Hinton y Staphylococus
aureus. Se colocd 04 discos conteniendo solucion de doxiciclina (25ug /disco)
utilizando la técnica de Kirby — Bauer. Se incub6 por 24 horas en una temperatura de

37°C. Se realiz6 la lectura a las 24 horas.

Grupo experimental 1:

Se utilizaron 5 placas Petri, como medio de cultivo Agar Muieller — Hinton y sembradas
con la bacteria Staphylococus aureus (1x108 UFC por ml). Se colocé en los discos una
solucion de extracto etandlico de hojas de Verbena officinalis al 50%. Se realizé la

lectura a las 24 horas.
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Grupo experimental 2:
Se utilizaron 5 placas, como medio de cultivo Agar Mueller — Hinton y Staphylococus
aureus. Se coloco en los discos una solucion de extracto etanélico de hojas de Verbena

officinalis al 75% ©®), Se realiz6 la lectura a las 24 horas.

4.2.  Poblaciony Muestra
Poblacion vegetal
Estuvo conformado por hojas recolectadas de la planta de Verbena officinalis

(verbena) procedentes del distrito de Rioja, provincia de Rioja, Regién San Martin.

Muestra vegetal
Se trabajé con hojas de Verbena officinalis (verbena), procedente del Centro poblado
de Naranjillo — Distrito de Rioja, Region San Martin con lo cual se realizo el extracto

etanolico para realizar el presente trabajo.

Criterios de inclusion
Se seleccionaron hojas jovenes, sanas, frescas, completas recién recolectadas en horas
de la mafiana de un dia caluroso después del rocio en canastos limpios. Las cuales se

secaron bajo la luz solar y se trituraron en un molino a mano ¢,

Criterios de exclusion
Se rechaz6 aquellas hojas demasiado jovenes (pequefias, inmaduras) o envejecidas,

secas 0 enmohecidas, en mal estado con caracteristicas organolépticas no aceptables

(37)

20



Material bioldgico.

El material bioldgico estuvo constituido por la bacteria Staphylococcus aureus,
cultivados con Agar Miller — Hinton en placas Petri. Se obtuvo en el laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia del Hospital Distrital Jerusalén — MINSA, ubicado en

el distrito de La Esperanza, Provincia de Trujillo, Departamento de La Libertad.

Criterios de inclusién
Bacterias morfol6gicamente iguales

Se utilizd bacterias jovenes.

Criterios de exclusion

No se utilizé bacterias morfoldgicamente diferentes.

No se utilizd cepas que presenten contaminantes.
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4.3. Definicion y Operacionalizacion de variables

Verbena officinalis (verbena)

vegetal, por maceracion o percolacion.

officinalis (verbena).

. L L . Escala de

Variable Definicion conceptual Definicion operacional .
medicion

Variable independiente: Es un preparado que se obtiene a partir de | Se utilizd dos concentraciones del Cualitat
ualitativa

Extracto etandlico de hojas de la materia prima desecada de origen | extracto  etandlico de  Verbena inal
nomina

Variable Dependiente:
Efecto antibacteriano in vitro

sobre Staphylococcus aureus

Inhibicion del crecimiento de la bacteria

Se determind a través de la medicion en

la inhibicion del crecimiento bacteriano

Cuantitativa de

razon
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4.4.  Técnicas e Instrumentos de recoleccion de datos

Procedimiento:

Obtencion de la preparacion de extracto etandlico de hojas de Verbena officinalis
(verbena):

Para la preparacion del extracto etandlico se recolecté 1000g de hojas de Verbena
officinalis que fueron lavadas y sometidas a temperatura ambiente por 7 dias, luego se
llevo a la estufa a una temperatura de 45°C hasta obtener el peso seco de las hojas,
eliminandose todo tipo de humedad, luego se pulverizé en un molino, obteniendo el
peso total del pulverizado de 469.1g de la muestra, se dejé macerar por 5 dias con
etanol de 70°. La concentracion del extracto se realizé por eliminacion del disolvente
a presion reducida en rotavapor a una temperatura de 60°C y a una presion de
690mmHg por un tiempo de 3 horas aproximadamente, se dejé secar a temperatura
ambiente por un lapso de 3 dias, luego se estandarizd el concentrado con

dimetilsulfoxido (DMSO) para las diluciones al 50% y 75% 7).

Recoleccidn de hojas de Verbena officinalis:
Las Hojas de Verbena officinalis fueron recolectadas del distrito de Rioja, provincia

de Rioja, Regi6n San Martin teniendo en cuenta los criterios de inclusion y exclusion.
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Preparacion del medio de cultivo

Para el cultivo de bacterias, en este caso Staphylococcus aureus el medio adecuado
para su crecimiento fue el agar Mueller — Hinton. La composicion del medio de cultivo
Agar Mueller — Hinton fue de 2.0 g de extracto de carne, 17.5 g de hidrolizado de
caseina, 1.5 g de almidon y 17.0 g de agar diluidos en 1000mL de agua destilada,

ajustandose a un pH 7.3.

Preparacién del in6culo para Staphylococcus aureus:

Se prepard usando un asa bacterioldgica, se transfiri6 estas colonias, tocando la parte
superior de cada una con asa bacteriologia en el cultivo se toca 4 — 5 colonias > 1mm
con un tiempo de incubacion de 24 horas. No se utilizaron cultivos de mas de 24 horas.
Para el crecimiento de la bacteria se realizé en un medio de cultivo de agar Mueller —
Hinton en una placa. Se incubd este cultivo de 37°C. Se diluyé el cultivo al suspender
en un tubo con solucién salina estéril o caldo estéril, para obtener una turbidez
equivalente al tubo 0.5 de la escala de McFarland. Se agito, y se ajust6 a una densidad
Optica de 0.5 McFarland, afiadiendo la cantidad necesaria de la solucion salina. En la

cual esta solucion tuvo una concentracion de 1x106 — 5x106 UFC/m.

Siembra de la muestra para Staphylococcus aureus:

-Se utilizé un asa bacterioldgica o un hisopo estéril, luego sumergimos en la solucion
preparada para tomar Staphylococcus aureus.

- Se colocé el aplicador por encima del nivel del contenido o la muestra del tubo y se

gir6 por las paredes del mismo para remover el exceso del inoculo.
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- En la superficie de la placa con el medio de cultivo, se sembro el inculo de manera
uniforme. La siembra se hizo en 3 direcciones evitando el exceso.

- Se dejo la placa tapada entre 5 a minutos para que la superficie del medio se seque.
- Despueés del sembrado de la bacteria en estudio, se coloco los discos en la superficie
del agar dentro de la placa usando pinzas estériles, se presiond los discos suavemente
sobre el medio de cultivo para asegurar la adherencia al medio y el contacto sea

uniforme.

4.5.  Plan de Analisis.

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

estudios fueron presentados en tablas.
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4.6. Matriz de consistencia

. . TIPO DE . INDICADORES
TITULO DE LA FORMULACION ) 3 DEFINICION PLAN DE
3 OBJETIVOS HIPOTESIS INVESTIGACION VARIABLES Y ESCALA DE _
INVESTIGACION DEL PROBLEMA . OPERACIONAL ) ANALISIS
Y DISENO MEDICION
. o . Prueba
Objetivo general: Hipotesis Variable N o
. . . ) . . Se utilizaron dos estadistica
-Determinar el efecto antibacteriano | Alternativa (Hu): independiente: . y
. ] ) o ) ) . concentraciones Concentracion de | ANOVA
Efecto antibacteriano | ¢Cual es el efecto | in vitro a diferentes concentraciones | El extracto etanolico Extracto
o . . . - del extracto | extractos y T -
in vitro del extracto | del extracto | del extracto etandlico de hojas de | de hojas de Verbena | ) etanolico de .
. . . . o o Tipo: experimental . etandlico de Student
etandlico de hojas de | etandlico de hojasde | Verbena officinalis (verbena) sobre | officinalis (verbena) . o hojas de
o o Nivel: explicativo Verbena
verbena  officinalis | Verbena officinalis | Staphylococcus aureus. posee efecto Verbena L
. . _ | Enfoque: L officinalis
(verbena) sobre | (verbena) a antibacteriano  in o officinalis
. o = . Cuantitativo (verbena) al 50%y
Staphylococcus diferentes Objetivos especificos: vitro  frente a (verbena) | 7506
a b.
aureus concentraciones -Evaluar el efecto antibacteriano in | Staphylococcus
sobre vitro del extracto etandlico de hojas | aureus.
Staphylococcus de Verbena officinalis (verbena) a Variable
aureus? concentraciones de 50% y 75% | Hipotesis Nula dependiente: .
Se determin6 a | Halos de
frente Staphylococcus aureus. (Ho): Efecto

-Comparar el efecto antibacteriano
in vitro del extracto etandlico de
hojas de Verbena officinalis
(verbena) a concentraciones de 50%
y 75% vy el efecto de doxiciclina

frente a Staphylococcus aureus.

El extracto etandlico
de hojas de Verbena
officinalis (verbena)
no posee efecto
antibacteriano in
vitro  frente a
Staphylococcus

aureus.

antibacteriano in
vitro frente a de
Staphylococcus

aureus

través de halos de
inhibicién

(mm)

inhibicién en ml.
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4.7.  Principios éticos

Los cuidados de quienes manipulan o trabajan con microorganismo esta supeditada a
las normas de bioseguridad durante la investigacion, estan sujetos de acuerdo a los
principios éticos y normativos establecidos Reglamento del Comité Institucional de
Etica en Investigacion (CIEI) aprobado por acuerdo del Consejo Universitario con
Resolucion N°0942-2018-CU — ULADECH Catdlica en el cual se evidencia la
preocupacion en el cuidado y el uso de animales vivos para fines cientificos.
Integridad cientifica: Alude al correcto procedimiento de la practica de la ciencia, y
connota honestidad, transparencia, justicia y responsabilidad. Por tanto, transmite las

ideas de totalidad y consistencia morales G,
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados:

Tabla 1. Evaluacion del efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico de hojas

de Verbena officinalis (verbena) sobre Staphylococcus aureus.

GRUPOS

Halos De Inhibicién en mm Significancia

Blanco (DMSO)
Estandar farmacologico (Doxiciclina)
E.E. Verbena officinalis al 50%

E.E. Verbena officinalis al 75%

X+ DS P
6.0+0.0 0.000*
26.6 +3.1
133+15
250+14

*ANOVA (P<0.05).
Leyenda:

X: promedio

D.S.: desviacion estandar

E.E: Extracto Etanélico
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Tabla 2. Comparacidn del efecto antibacteriano in vitro entre el extracto etandlico
de hojas de Verbena officinalis (verbena) a diferentes concentraciones y el efecto

antibacteriano de doxiciclina frente a Staphylococcus aureus.

Tamafio de los halos de
inhibicibn en mm de los  Significancia

Grupos grupos comparados (\Valor P)
X DS
Estandar Farmacoldgico
Doxiciclina 26.6£3.1 13.3+15 0.000*

VS.
Grupo Experimental 1
E.E. Verbena officinalis 50%

Estandar Farmacologico
Doxiciclina
VS.
Grupo Experimental 2
E.E. Verbena officinalis 75%

26.6 +3.1 25014 0.064**

Grupo Experimental 1
E.E. Verbena officinalis 50% 13.3+15 25.0+1.4 0.000*
VS.
Grupo Experimental 2
E.E. Verbena officinalis 75%

Prueba T — Student para comparacion de medias (*p<0.05) (**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 1 se muestran los promedios y las desviaciones estandar por grupo, se
observa que el grupo blanco (dimetilsulféxuido — DMSQ) presenta un halo de 6.0
0.0mm que corresponde al didmetro del disco, es decir, no existio inhibicion
bacteriana, este grupo sirvid para demostrar el crecimiento normal de las colonias
bacterianas y que el solvente del extracto no tiene actividad antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus.

ElI DMSO es un disolvente aprético y altamente polar. Por ello, es miscible con el agua
y con disolventes organicos como alcoholes, cetonas etc. Puede formar complejos en
sistemas bioldgicos y es usado para estabilizar muestras de extractos, por lo que no
posee accién antibacteriana ni interfiere con su crecimiento.

En el grupo 2 que corresponde al estdndar farmacoldgico doxiciclina en sensidiscos
(25ug/disco), los halos de inhibicion muestran un promedio de 26.6 + 3.1mm, este
valor se encuentra dentro de lo establecido por el Manual de Procedimiento
Microbiolégicos del Instituto Nacional de Salud ®®). Doxiciclina pertenece a la familia
de las tetraciclinas, inhibe la sintesis proteica bacteriana debido a la unién que forma
con el ribosoma especificamente con la subunidad 30S impidiendo el acceso del
aminoacil tRNA al sitio aceptor en el complejo — MRNA — ribosoma, que es necesario
para el suministro de aminoacidos y sintesis de proteinas, en consecuencia, se bloquea
el inicio de la sintesis de proteinas mediante la formacion de polirribosomas, esto
detiene la replicacion bacteriana y produce un efecto bacteriostatico Presenta un
mecanismo de accion doble, siendo la difusion pasiva el principal transporte de este
farmaco permitiendo el ingreso a las bacterias grampositivas como Staphylococcus

aureus, a través de los conductos formados por las porinas en la membrana celular
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externa, también usa el transporte activo que bombea a las tetraciclinas a través de la
membrana citoplasmica.

En el caso de los halos de inhibicion reportados para el grupo experimental 1 (Verbena
officinalis 50%) y el grupo experimental 2 (Verbena officinalis 75%) los promedios de
halos de inhibicion son de 13.3 £ 1.5 mm y 25.0 £ 1.4 mm, respectivamente. Estos
valores indican que existe actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, en
ambos casos se encuentran dentro de los rangos establecidos como sensible segun el
INS para la bacteria en mencidn. La prueba estadistica ANOVA mostré un nivel de
significancia p = 0.000, lo que indica que los resultados son estadisticamente
significativos. 9

Segun lo expuesto por Martinez y Sanchez (2017), recalcan que la envoltura celular
actla como un mecanismo de resistencia; tanto bacterias grampositivas como
gramnegativas presentan pared celular bacteriana y membrana plasmaética; sin
embargo, al considerar que las bacterias gramnegativas poseen, de forma exclusiva,
una membrana externa hidréfoba, se asume que la sensibilidad a los toxicos es menor
en funciéon a la impermeabilidad que le otorgan sus envolturas; por otro lado,
Staphylococcus aureus, por ser una bacteria grampositiva, carece de membrana
externa y presenta una permeabilidad mayor, se muestra mas sensible a la accién de
los extractos etandlicos, siendo notoria esta diferencia en los resultados anteriormente
expuestos. Mengiste B. et al identificaron siete metabolitos secundarios de esta planta
medicinal, incluidos cromdforos, polifenoles, saponina, fitoesteroles, flavonoides,
glucdsidos cardiacos y taninos. La actividad antibacteriana observada en este estudio
podria atribuirse a la presencia de estos metabolitos secundarios que se han asociado

con diversos grados de actividades antibacterianas. ¢
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Zhang et al, en los estudios existentes han demostrado que el mecanismo de accion
asociado a Verbena officinalis puede estar asociado a la presencia de metabolitos como
el &cido clorogénico que se encuentra presente aproximadamente en un 30%, este
metabolito posee una alta actividad antibacteriana frente a grampositivos vy
gramnegativos, entre ellos Staphylococcus aureus, que encuentran actividad en el
extracto etandlico reportando mayor concentracion de metabolitos activos
antibacterianos procedentes de tallos y de hojas @)

Los acidos fendlicos han ganado recientemente una atencion sustancial debido a sus
diversos efectos précticos, bioldgicos y farmacoldgicos. El dcido clorogénico (ACG)
es el isomero més abundante entre los isdmeros del acido cafeoilquinico, formado por
la presencia de un acido quinico y un cindmico, es uno de los acidos mas disponibles
entre los compuestos fendlicos que pueden encontrarse naturalmente en los extractos
de Coffea arabica L. (café verde), Camellia sinensis (t€) y Verbena officinalis
(verbena). EI ACG es un polifenol bioldgicamente activo y de importancia dietética,
desempefia varias funciones importantes y terapéuticas, entre ellas
actividad antibacteriana. Como resultado, el ACG se puede utilizar como un aditivo
alimenticio de proteccién natural ante cierto tipo de bacterias, como Staphylococcus
aureus para reemplazar los antibidticos sintéticos y reducir asi el costo del tratamiento
medicamentoso. Cabe recalcar que dicha recomendacidn tiene alcance preventivo y/o
coadyuvante, mas no como sustituto de la terapia farmacoldgica “¢ 47,

El ACG tendria la capacidad de formar quelatos con los cationes metalicos bivalentes
inhibiendo ciertas enzimas involucradas en la sintesis de acidos grasos bacterianos,
como Fabl y FabG, que intervienen en la sintesis proteica de la bacteria,

interrumpiendo la iniciacion de la cadena polipeptidica. EI compuesto tiene una mayor
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solubilidad en DMSO, lo que lo hace més permeable y promueve su propiedad

bactericida “7 48,

En latabla 2, se muestra la comparacion con la prueba estadistica T — Student, a las 24
horas se observo que el valor fue de p < 0.05 para todas las comparaciones excepto
entre el extracto de las hojas de Verbena officinalis (verbena) al 75% que muestra un
valor de p = 0.064. La comparacion entre Verbena officinalis (verbena) al 50% vy
doxiciclina p = 0.000 y la comparacion entre Verbena officinalis (verbena) al 50% vs.
Verbena officinalis (verbena) al 75% p = 0.000, lo cual muestra una actividad

antibacteriana pero que no supera al estandar farmacol6gico doxiciclina.
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VI. CONCLUSIONES
6.1. Conclusiones
e El extracto etandlico de hojas de Verbena officinalis (verbena) a concentraciones de

50% y 75% presenta efecto antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus.

e El extracto etandlico de hojas de Verbena officinalis (verbena) a concentraciones de
50% y 75% no supera el efecto antibacteriano in vitro del estdndar farmacolégico

doxiciclina frente a Staphylococcus aureus.

ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

v Realizar estudios de comparacion efecto antibacteriano del extracto etanélico con
diferentes especies de Verbena officinalis.

v" Realizar estudios de composicion quimica del extracto etanélico de hojas de Verbena
officinalis de diferentes regiones del Peru para determinar el componente que produzca
efecto antibacteriano en cepas de interés de salud publica.

v" Ejecutar estudios experimentales in vitrio con las hojas de Verbena officinalis frente a
otros patogenos de la salud puablica, para ampliar el espectro de actividad

antibacteriana
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ANEXOS

Planta medicinal de la verbena officinalis (verbena) con la cual se realizé la presente

investigacion

Lugar de donde se obtuvo la planta medicinal para el presente proyecto.

antuario
Nacional Zona
bordillera Reservada
e Colan Rlo Nieva
SN "\/\
Yambrashamba Naranjos
Naranjilio
£ Bosque de
(5N} Proteccion Pueblo Libre
" PedroRuiz Alto Mayo Nueva
( Cajamarca
Cerro dey
Campanario ™\// Riofa r--M°Y°b"’"‘ba
\ [eg)
b7 Jepelacio
LAMUD Soritor
| )
Ocalli Chachapoyas Sar Marcos
Map data ©2017 Google




Figura: 01. Bacteria que se utiliz6 para realizar el proyecto. Stafilococus aureus
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Figura: 03. Muestra recolectada y molida

Figura: 04. Preparacion del
extracto etanolito

Fuente: laboratorio de microbiologia Fuente: laboratorio de microbiologia
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Figura: 05: Envasando en

. . Figura: 06: se colocd en las
diferentes concentraciones 9

placas Petri

Fuente: laboratorio de microbiologia Fuente: laboratorio de microbiologia
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CONSTANCIA

Yo Hugo Johann Garcia Ledn, Bidlogo Microbi6logo y responsable del Laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia del Hospital Distrital Jerusalén, con colegiatura de Colegio

de Bidlogos CBP 4773, expreso lo siguiente:

Dejo constancia de haber colaborado en el aislamiento e identificacion de la bacteria
Staphylococcus aureus, perteneciente al laboratorio de nuestro hospital, el cual fue
usado en la ejecucion de la tesis de la alumna ESTHER CASTILLO CASTANEDA, con DNI
43111679, titulada EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
HOJAS DE Verbena officinalis (VERBENA) SOBRE Staphylococcus aureus.

Se expide esta constancia a solicitud del interesado para los fines que estime

conveniente.

La Esperanza, 07 de junio del 2018
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PROTOCOLO DE INVESTIGACION RELACIONADOS CON ANIMALES

(Ciencias Médicas y de la Salud)

Titulo de la Investigacion: EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE Verbena officinalis (VERBENA)
SOBRE Staphylococcus aureus

Investigador Responsable: Reyna Esther Castillo Castafieda
Yo, como investigador principal, acepto la responsabilidad de conducir este estudio y

de cumplir con los principios de ética relacionados con microorganismos.

Describa brevemente los procedimientos a los que seran expuestos los
microorganismos durante su estudio:

-la conservacion en su habitad adecuado

-sembrado en la placa Petri

-cultivo

INFORMACION ACERCA DE LOS MICROORGANISMOS:
ESPECIE

Nombre cientifico: Staphylococcus aureus

Justifique el grupo de microrganismos a utilizar:

-Control
-Grupo estandar
-Grupo experimentacién 1

-Grupo experimental 2
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PROCEDIMIENTOS:

Descripcion de la Obtencion de material biologico (método a utilizar, muestra a
tomar, manejo de la muestra de ser el caso):

Se obtuvo de la Universidad nacional de Trujillo- Herbarium trxillense (HUT)

Bioseguridad (procedimientos para evitar impactos negativos en el ambiente, en
casos de trabajos de campo de ser el caso):

Laboratorio de microbiologia
Manejo de desechos (indicar si las muestras estdn contaminadas con toxicos o

microorganismos, 0 no.):

No estan contaminadas

.

Firma del Investigador Principal Fecha
10/10/20
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