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RESUMEN

En la presente investigacion se evalué la eficacia antibacteriana de extractos de
Chenopodium ambrosioides a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% frente
Staphylococcus aureus ATCC 25923 comparado con oxacilina, se realizaron un
total de 10 repeticiones para cada extracto y el farmaco. Para la obtencion de los
extractos se usé el método de decoccidn para extracto acuoso y de maceracion
para el extracto etandlico, una vez obtenida la muestra, S. aureus se inocul6 en
placas Petri con agar Mueller Hinton para posteriormente identificar el efecto
antibacteriano mediante el método de Kirby Bauer, usando discos de sensibilidad
de cada extracto y del farmaco en las concentraciones estipuladas. Los resultados
indican que para el extracto acuoso se obtuvieron halos de inhibicién de 21.2mm,
24.8mm, 26.1mm y 27mm respectivamente, para el extracto etandlico halos de
20.5mm, 24.6mm, 25.2mm y 28.1mm respectivamente y halo de 26.3mm para
oxacilina. Concluyendo que los extractos de Chenopodium ambrosioides si
presentan efecto antibacteriano.

Palabras claves: antibacteriana, Chenopodium ambrosioides, oxacilina.
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ABSTRACT

In the present investigation the antibacterial efficacy of Chenopodium ambrosioides
extracts was evaluated at concentrations of 25%, 50%, 75% and 100% against
Staphylococcus aureus ATCC 25923 compared with oxacillin, a total of 10
repetitions were made for each extract and the drug . To obtain the extracts, the
decoction method for the aqueous extract and the maceration method for the
ethanolic extract was used.Once the sample was obtained, S. aureus was
inoculated in Petri dishes with Muller Hinton agar to later identify the antibacterial
effect by the method. Kirby Bauer, using sensitivity discs of each extract and of the
drug in the stipulated concentrations. The results indicate that for the aqueous
extract inhibition halos of 21.2mm, 24.8mm, 26.1mm and 27mm were obtained
respectively, for the ethanolic extract halos of 20.5mm, 24.6mm, 25.2mm and
28.1mm respectively and halo of 26.3mm for oxacillin. Concluding that
Chenopodium ambrosioides extracts do present antibacterial effect.

Keywords: antibacterial, Chenopodium ambrosioides, oxacillin.
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INTRODUCCION

Actualmente ha aumentado la resistencia de diversas bacterias a multiples
medicamentos, esto debido a cambios y/o mutaciones en su genoma, tal
resistencia es consecuencia del uso indiscriminado de varios medicamentos,
asi mismo influyen diversos factores como el poco aseo en los ambientes
hospitalarios y la afluencia de viajes, lo cual facilita la diseminacion de
enfermedades y con ello también la diseminacion de bacterias resistentes a
su tratamiento convencional. Destacando dentro de ellas el Staphylococcus
aureus, considerado como la bacteria mas virica de la familia
Staphylococcaceae, ya que puede generar la enfermedad con o sin la

presencia de toxinas.!

Esto motiva la busqueda de nuevos tratamientos y siendo Peru poseedor de
una diversidad botanica. Ha motivado la realizacion de varios estudios donde
reportan el uso medicinal de diversas plantas que contribuyen en el
tratamiento de enfermedades que no responden al tratamiento convencional

debido a la resistencia de muchas bacterias.?

Dentro de la amalgama de plantas medicinales que poseen actividad
antibacteriana destaca el Chenopodium ambrosioides, llamado vulgarmente
como “paico”, oriunda de Perl y posee una gran actividad antimicrobiana, asi
como antihelmintica, antiinflamatoria, relajante muscular, entre otras, esto ha
sido demostrado en varios estudios en donde se expone sus diversas

propiedades y utilidades. 34

Frente a esta realidad, se plante6 como problema: ¢Son eficaces como
antibacterianos los extractos de Chenopodium ambrosioides “paico”, frente a

Staphylococcus aureus ATCC 25923, comparado con oxacilina, in vitro?

Se realizé esta investigacion con el proposito de evaluar las propiedades
antibacterianas del Chenopodium ambrosioides conocido comunmente como

paico, de ésta manera se dara a conocer a la poblacion en general las



bondades de dicha planta e identificar por cual de los extractos de C.
ambrosioides presenta una mayor actividad antibacteriana contra S. aureus,
con ello se contribuird a plantear una alternativa de tratamiento contra dicha
bacteria, ya que en los ultimos afios ha aumentado la resistencia a muchos
farmacos debido al abuso indiscriminado de antibiéticos, ocasionando que
ademas de afectar la salud del paciente afecte también su economia, por ello
al no responder a su tratamiento convencional esto hace propicio el empleo
de farmacos de un costo superior, por tal motivo con los resultados del trabajo
de investigacion se espera que sea una motivacion para el inicio de nuevos
proyectos de investigacién, donde se empleen diversas metodologias y con
ello incrementar el cultivo de Chenopodium ambrosioides para asi contar con

nuevas alternativas de solucion para dicha problematica de resistencia.

Se propone como hipoétesis: Los extractos de Chenopodium ambrosioides
“paico” son eficaces como antibacterianos frente a Staphylococcus aureus

ATCC 25923, en comparacion con oxacilina, en estudio in vitro.

Exponiendo como objetivo general: Evaluar la eficacia antibacteriana de los
extractos de Chenopodium ambrosioides “paico” frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923, en comparacion con oxacilina, en estudio in vitro. Los
objetivos especificos fueron: Determinar la eficacia antibacteriana del extracto
acuoso de Chenopodium ambrosioides “paico”, a las concentraciones de
100%, 75%, 50% y 25%, frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923,
determinar la eficacia antibacteriana del extracto etandlico de Chenopodium
ambrosioides “paico”, a las concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25%,
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y determinar la eficacia
antibacteriana de la oxacilina a 1ug, frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923.



MARCO TEORICO

En un estudio realizado por Zegeye N, et al ® (Etiopia, 2020) comprobaron el
efecto antimicrobiano de seis plantan medicinales, encontrando que el
extracto etandlico de C. ambrosioides presenté una concentracion inhibitoria
minima (CMI) de 250mg/ml y una zona inhibitoria de 20 mm para S. aureus
en comparaciéon con la CMI del A pulcheima y la A. ankoberensis que fue de
125mg/mly un halo de 12 y 11mm respectivamente. Demostrando asi que el

extracto etandlico presenta un mayor efecto antibacteriano.

JesUs R, et al ® (Brasil, 2018) demostraron el efecto antimicrobiano del
Chenopodium ambrosioides L sobre S. aureus, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, Paenibacillus apiarus, Paenibacillus
thiaminolyticus, M. tuberculosis, M. smegmatis y M. avium, emplearon el
andlisis por HPLC-DAD el cual plante6 el uso de C. ambrosioides L. como
alternativa para el tratamiento de enfermedades ocasionadas por multiples

agentes infecciosos.

Oliveira C’ (Brasil, 2018) comprobaron la actividad antibacteriana del C.
ambrosioides basandose en su componente a-terpineno como reductor de la
resistencia a norfloxacina comparado con el bromuro de etidio sobre S.
aureus 1199B, emplearon la microdiluciéon evidenciando asi que a pesar de
que el C. ambrosioides no tiene actividad antibacteriana directa contra la cepa
1199B de S. aureus, al asociarla a agentes bacterianos potencia la accion de
éstos atribuyendo de esta manera la inhibicién de las bombas de flujo de

salida.

Fdial R, et al 8 (Marruecos, 2017) analizaron los compuestos quimicos,
antibacterianos y antirradical del Chenopodium ambrosioides, encontrando en
sSu composicion a-terpineno, p-cineno y ascariol. Asi mismo demostraron su
efecto antibacteriano mediante difusion de agar contra diversas bacterias
como el S. aureus y evaluaron el potencial antirradical empleando radical

DPPH; demostrando asi su efecto en los puntos a evaluar.



Ajaib M, et al ° (Pakistan, 2016) investigaron el potencial antimicrobiano y
antioxidante del Chenopodium ambrosioides, el cual fue evaluado mediante
zonas de inhibicidbn y concentracion minima inhibitoria para el efecto
antimicrobiano y para el efecto antioxidante mediante diferentes técnicas
como el total de flavonoides, encontrando halos de 33 = 1.5 mm para Bacillus
subtilis, halos de 16 + 1.5 mm para Aspergillus niger y una concentracion
minima inhibitoria de 0.009 + 0.02 en 0.7 mg/ ml en S. aureus, asi mismo
evidenciaron un potencial antioxidante; demostrando asi que posee tanto

efecto antimicrobiano como antioxidante.

Andrade J, et al 19 (Brasil, 2016) evaluaron la actividad antioxidante y
antibacteriana el aceite esencial del Chenopodium ambrosioides, y
determinaron el efecto antioxidante mediante oxidacién del B y el efecto
antioxidante mediante CIM sobre a S. aureus, E. coli y L. monocytogenes,
encontrando una variacion de CIM de 62-5 a 250, de esta manera

demostraron que poseen tanto actividad antibacteriana como antioxidante.

Hameed S. et al 1! (Pakistan, 2014), identificaron la eficacia antibacteriana del
extracto metandlico del Chenopodium ambrosioides L, frente a distintas
cepas, entre ellas S. aureus. Donde encontraron actividad contra S. aureus
con halos de 12mm y desviacion estandar de 0.35, de esta manera se
evidencia que existe actividad antimicrobiana significativa con un intervalo de

confianza del 95%.

Hameed S 2 (Pakistan, 2014) evidenci6é la actividad bacteriana del
Chenopodium ambrosioides frente a diversas bacterias que incluia
Staphylococcus aureus, donde observo halos de inhibicién de 12mm, con una
desviacién estandar de 9.189 y una p=0.0005. De esta manera se confirma el

efecto antibacterial con Intervalo de confianza del 95%.

Singh K. et al '® (India, 2011) evidenciaron el efecto antibacteriano de
extractos de Chenopodium ambrosioides en diferentes bacterias, dentro de

ellas el S. aureus, encontrando halo de 25mm para extracto acuoso y halo de



28 mm para extracto metandlico, concluyendo que ambos extractos presentan

actividad antibacteriana significativo frente a todas las cepas.

Lezama M (Peru, 2019) determiné el efecto antibacteriano de Chenopodium
ambrosioides frente a S. aureus en diferentes concentraciones comparado
con tetraciclina, encontrando que al 25% presenta un halo de 19.6 + 1.79 mm,
al 75% 25.2 £ 1.94 mm y con tetraciclina un halo de 28.9 + 1.95 mm con una
probabilidad <0.05, demostrando de esta manera que posee actividad
antibacteriana en las diferentes concentraciones pero en menor proporcion

que tetraciclina.

Aquino E 1 (Pert, 2017), determin6 el efecto antimicrobiano de C.
ambrosioides, del A. absinthium y del C. cirsiifolia sobre S. aureus y otros
agentes, emplearon la difusibn en agar, donde encontr6 que el C.
ambrosioides L. presenta mayor eficacia sobre E. coli y S. aureus, mientras
que la C. cirsiifolia no mostr6 efecto antimicrobiano por ninguna de las

bacteriana.

Chambi D, Pacheco K ¢ (Per(1, 2017), evaluaron la eficacia antimicrobiana del
Chenopodium Ambrosioides como extracto y aceite esencial sobre
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y otros agentes,
empleando 600 mg/mL de concentracion para el extracto etéreo y a una de
80 pL/mL para el aceite esencial, encontrando que la CMI para S. aureus y
Staphylococcus epidermidis fue de 150 mg/mL.

Rojas N y Del castillo C 17 (Per(, 2016) determinaron la eficacia antibacteriana
del Chenopodium ambrosioides en extracto acuoso y etandlico frente a P.
aeruginosa, E. coliy S. aureus, emplearon métodos como la macrodilucion y
el de difusion en agar, encontrando que no existe efecto antibacteriano sobre
los extractos por el método de difusion en agar, mientras que por el de
macrodilucion si.

Oviedo y Aiquipa K * (Peru, 2016), compararon el efecto antibacteriano de

extractos secos hidroalcohdlicos de Chenopodium ambrosioides frente a S.



aureus y otras bacterias, emplearon diversos procedimientos como caldo de
cerebro, corazén, agar Mueller Hinton y agar sangre, encontrando que a la
méxima concentracion el Chenopodium ambrosioides presenta halo
inhibitorio de 16.33mm para S. aureus a concentracién de 247.32mg/pozo,
comprobandose asi que la actividad antibacteriana del Chenopodium
ambrosioides fue 70.48% para S. Aureus, 66.0%.

Sanchez S y Curitima E 3 (Per(, 2016) determinaron la actividad
antibacteriana de Chenopodium ambrosioides en extracto Hidroalcohdlico
sobre cepas de E. coli y S. aureus, para ello hicieron uso del método de
macrodilucion, donde evidenciaron que la Escherichia coli presenté una CMI
de 8 mg/mL, con un rendimiento de 11% y un halo de inhibicion de 1.2mm,
mientras que el Staphylococcus aureus una CIM de 4 mg/mL con un
porcentaje de rendimiento de 20 % y una inhibicion de 2.4 mm. Por ello se le

consideré como poco activo frente a estas bacterias.

Izquierdo S *° (Trujillo, 2016) determind la actividad antibacteriana del extracto
etandlico del Pimpinella anisum y Chenopodium ambrosioides a diferentes
concentraciones, encontrando que a 25% presenta halos de 10.79, 10.59 mm,
a 50% presenta 11.66 y 11.81 mm, al 100% presenta 13.62 y 14.26 mm
respectivamente en comparacién con el ciprofloxacino quien presenta el
promedio 31.76 mm con una probabilidad de 0.05. Demostrando que ambos
extractos presentan efecto antibacteriano pero en menor potencia que el

ciprofloxacino.

El Staphylococcus aureus, es considerado como la bacteria mas virulenta de
todas las especies de Staphylococcus. Este agente ocasiona infecciones tanto
de origen nosocomial como comunitario con o sin la presencia de toxinas.® Es
una cocobacteria gram positiva de aproximadamente 1 a 1,3 micras de
diametro, no forma esporas y es inmovil, ademas es un anaerobio facultativo.
Su accion deriva primordialmente de su estructura, la cual esta compuesta por
proteina A y una capa mucosa, tiene la capacidad de producir toxinas e

isoenzimas como la catalasa, coagulasa, estafilocinasa, hemolisina,



hialuronidasa, lipasa. Ademas, presenta un ADN cromosomal cuyo gen mec
contiene al gen A, el cual se encarga de modificar la estructura de las PBP2a
gue se unen a la penicilina, lo que le otorga una resistencia virtualmente
completa a todos los antibidticos betalactamicos, incluso las penicilinas

semisintéticas 20.21.22.23

Esta bacteria es un agente patdgeno oportunista cuyas cepas tanto sensibles
como las resistentes a meticilina tienen la propiedad de reproducirse en
cualquier parte del cuerpo, generando de esta manera lesién celular
localizada; podemos encontrar un 30% en la nariz del ser humano y en un
20% en la piel, siendo el porcentaje mucho mayor en pacientes

hospitalizados.?% 23

Ocasiona patologias a diferentes niveles: A nivel de piel: el impétigo,
forinculo, celulitis, abscesos, antrax estafilocdcico, impétigo buloso. En
aparato respiratorio: faringitis, otitis, sinusitis, neumonia y abscesos a nivel
pulmonar o pleural. En el sistema digestivo: absceso hepatico, intoxicacion
alimentario y peritonitis. En el sistema nervioso central: meningoencefalitis. En
el aparato urinario: nefritis, prostatitis y cistitis. En el aparato
musculoesquelético: artritis, miositis 'y osteomielitis. En el aparato
cardiovascular: miocarditis, pericarditis y endocarditis. En los 0jos conjuntivitis

y foliculitis.?? 24

Dentro de los farmacos indicados para su tratamiento destacan los
betalactamicos, encontrando a la meticilina y penicilinas isoxazolicas como la
oxacilina, dicloxacilina, flucloxacilina y cloxacilina que son 8 veces mas activas
que la meticilina, asi mismo cefalosporinas de 1° generacion y los
carbapenems. Sin embargo, con el transcurrir de los afios y estudios
posteriores se ha evidenciado resistencia al tratamiento convencional,
planteandose varios meétodos de produccion de resistencia, como la
modificacion de las PBP mencionada anteriormente, la hiperproducciéon de

betalactamasa, y resistencia intrinseca a otras Meticilina. 2526



La Oxacilina es una penicilina semisintética, cuya accion especifica se basa
en la inhibicién de R lactamasa producida en la pared celular del S. aureus,
ocasionando que el farmaco se una a las PBPs debilite y produzca lisis en la
pared celular. A pesar de ello se ha evidenciado resistencia al tratamiento
debido a la presencia del gen mecA que modifica la proteina fijadora de
penicilina, ocasionando poca afinidad por los betalactamicos; asi mismo
existen condiciones que permiten detectar la resistencia a Oxacilina, dentro
de ellas destaca neutralizacion de su pH, componentes hiperténicos, medios

de incubacion < 35°C y tiempo < 24 horas, y microorganismos densos. & 25
27,28

Segun la European Committeeon Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) del afio 2012, sugiere que la resistencia del S. aureus se debe a
mutaciones de la dehidrofolatoreductasa o a su sobreproduccion y a la

existencia de plasmidos que dan lugar a la codificacién de una nueva enzima®.

Este aumento de resistencia bacteriana ha hecho que diversas entidades
amplien sus investigaciones en otros campos de la medicina, tal es el caso de
la Organizacién Mundial de Salud, quien analiza las propiedades de diversas

plantas y las incorpora en la medicina tradicional como recursos medicinales.?

El Chenopodium ambrosioides, conocido como paico, pertenece a la familia
Chenopodiaceae, es una planta aromatica y medicinal de origen americano
empleada desde tiempos antiguos, llega a medir hasta 1m de altura, sus hojas
tienen una figura lanceolada de aproximadamente 5-8 cm de largo, sus flores
son de 1 mm de didmetro y posea fruto y semillas, se siembra en las tres
regiones del Perd y comunmente la encontramos en diversos departamentos

como Cajamarca, Cusco, Huanuco, Loreto y San Martin.2%30

Posee diversos beneficios gracias a sus aceites esenciales, destacando el
ascardiol por su accion antiparasitaria, antibacteriana, antifiungica, relajante
muscular e hipotensor. Estd compuesta primordialmente por un aceite

esencial formado en las glandulas pilosas de las diferentes partes de la planta,



encontrdndolo en un 60-80% conformado por ascaridol y por otros
componentes como los compuestos fendlicos, p-cimeno, salicilato de metilo,
limoneno, acido butirico, alcanfor, pectina, sales minerales, cardiotonicos,

antraquinonas, alcaloides, taninos y flavonoides.3:32:33



3.1.

3.2

METODOLOGIA

Tipo y disefio de Investigacion.

Tipo: Aplicada
Disefio: Experimental con post prueba y estimulo creciente.
RG1 X1 O1
RG> X2 O2
RGs X3 Os
RGa4 Xa O4
RGs Xs Os

En donde:

RG: Grupo aleatorio de Staphylococcus aureus ATCC 25923
X1: Agente antibacteriano a concentracién de 100%

X2: Agente antibacteriano a concentracion de 75%

X3: Agente antibacteriano a concentracion de 50%

Xa: Agente antibacteriano a concentracion de 25%

Xs: Oxacilina 1ug (control positivo)

Variables y Operacionalizacién.

Variables:
- Variable independiente: Agente antibacteriano
Agente no farmacoldgico:
- Extracto acuoso de Chenopodium ambrosioides
- Extracto etanélico de Chenopodium ambrosioides
Agente farmacoldgico:
- Oxacilina
- Variable dependiente: Eficacia antibacteriana
Operacionalizacion: Las variables en estudio se operacionalizaron

segun lo indicado en el anexo 1.

10



3.3

Poblacion, muestra, muestreo.

Poblacion:

Estuvo constituida por cultivos en placas Petri con cepas de S. aureus. Se
consideré como criterios de inclusion a aquellos cultivos de S. aureus
derivados de la cepa ATCC 25923, con 24 horas de cultivada y con
crecimiento de colonias aisladas; excluyendo a aquellos cultivos

contaminados o con crecimiento de colonias fusionadas.

Muestra: Estuvo conformada por 10 cultivos de S. aureus, provenientes de
la cepa ATCC 25923, la cual se calculd mediante la formula para
comparacion de medias

Estimacién del tamafio de la muestra

Férmula para comparacion de medias:

(Zarz + Zp)? 207
n=

(X1 — X2)?

Doénde:

e Z a/2 =196 con un 95% de confianza

Z B = 0,84 para una potencia de prueba del 80%
X1 =13%°

X2=1258

02=0,358

n=7,6832

Se obtuvo como muestra 8 placas Petri, sin embargo para fines de
investigacion la muestra estuvo conformada por 10 placas Petri (10
repeticiones por cada grupo).

Muestreo:

Fue aleatorio simple

11



3.4.

3.5.

Unidad de analisis

Conformada por cada placa Petri sembrada con cepas de S. aureus tratado
con extracto etandlico y acuoso del Chenopodium ambrosioides (Paico) en
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.

Técnica: Se empled la observacion directa de la formacion y medicion de

los halos de inhibicién.

Instrumento: Se uso6 una ficha de recoleccion de datos estructurada con el
namero de repeticiones, las concentraciones de los extractos de

Chenopodium ambrosioides y la oxacilina (control positivo) (Anexo 2)

Validacion del instrumento:
Las fichas fueron evaluadas y validadas por tres profesionales expertos,

quienes definieron la objetividad de la ficha utilizada en el presente estudio.

Procedimiento.

Para el desarrollo de este trabajo de investigacion, se procedié de acuerdo

a los pasos siguientes:

a. Se identificd la taxonomia de la planta Chenopodium ambrosioides
“paico” en el Herbarium Truxillense (HUT-HUT) de la Universidad
Nacional de Trujillo. (Anexo 3)

b. Se hizo la extraccion de los fitoquimicos de Chenopodium ambrosioides
“paico” a través de los métodos de decoccion con agua y de maceracion
en etanol. (Anexo 4)

c. Se realizo el cultivo de Staphylococcus aureus ATCC 25923 mediante la
técnica de siembra en superficie, en agar Mueller-Hinton. (Anexo 5)

d. Se evalud la actividad antibacteriana de los extractos de Chenopodium
ambrosioides “paico” a través del método de difusion de Kirby-Bauer

modificado con pozos en agar, teniendo en cuenta los criterios de
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3.6.

3.7.

susceptibilidad del M100 del Instituto de estandares para el laboratorio
clinico (CLSI). (Anexo 6).

Métodos de analisis de datos

Se tuvo en cuenta cada valor inhibitorio del crecimiento bacteriano, el mismo
gue se obtuvo del extracto etandlico, extracto acuoso y del farmaco, los que
posteriormente fueron recolectados en una tabla y procesados en SPSS 25.0
version para Windows, ademas de un andlisis de varianza (ANOVA) para
determinar la diferencia entre las medias de los halos de inhibicién de cada
tratamiento y la significancia del estudio, asi mismo se tuvo en cuenta la
prueba de Tukey que nos ayuddé a comparar las medias de los halos de

inhibicién de cada tratamiento.

Aspectos éticos

- Se informaron los resultados del proyecto independientemente si se
confirma o no la hipotesis.

- Se tuvo presente la precaucion conforme a la Declaracion de Rio sobre
el Medio Ambiente y al Protocolo de Cartagena sobre Seguridad en
Biotecnologia, teniendo en cuenta el peligro para la salud.3%:36

- Se tuvo en cuenta la Ley forestal y de la fauna silvestre (Ley N° 29763,

articulo 24).4*
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V. RESULTADOS

TABLA N°01: Eficacia antibacteriana de las diferentes concentraciones del

extracto acuoso de Chenopodium ambrosioides comparado oxacilina 1lug

sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, in vitro.

Halos de inhibiciobn en mm

Extracto acuoso de IC(95% confianza)
Chenopodium N Media Desviacion Error Limite Limite  Minimo Maximo
ambrosioides inferior  superior
25% 10 21,2000 2,34758 74237 19,5206 22,8794 17,00 25,00
50% 10 24,8000 1,22927 ,38873 23,9206 25,6794 22,00 26,00
75% 10 26,1000 ,87560 ,27689 25,4736 26,7264 25,00 27,00
100% 10 27,0000 1,05409 ,33333 26,2459 27,7541 26,00 29,00

Oxacilina 1ug 10 26,3000 1,88856 ,59722 24,9490 27,6510 24,00 30,00

Fuente: Datos obtenidos de los halos de inhibicién en las placas Petri. Laboratorio de
Microbiologia, octubre 2020.

Existe diferencia entre los promedios de los halos de inhibicién de los diferentes
tratamientos, siendo la concentracion de Chenopodium ambrosioides al 100%
(27mm, = 1,05 - IC 95%) superior al tratamiento con oxacilina de 1ug (26,3mm, *
1,88 — 1IC95%).
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Efecto antibacteriano
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GRAFICO N°01: Eficacia antibacteriana de las diferentes concentraciones del

extracto acuoso de Chenopodium ambrosioides y oxacilina sobre

g B

Staphylococcus aureus.

EACA: Extracto acuoso de
Chenopodium ambrosioides

OXA: Oxacilina

EACA 25% EACA 50% EACATS% EACA 100% OXA

Fuente: Tabla N° 01

Se observa que el extracto acuoso del Chenopodium ambrosioides al 100%
presenta un mayor efecto que las demas concentraciones y que la oxacilina de 1ug.
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TABLA N° 02: Andlisis de varianza de las medias de los halos de inhibicion
del extracto acuoso de Chenopodium ambrosioides y oxacilina frente

Staphylococcus aureus ATCC25923, in vitro

ANOVA
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 213,480 4 53,370 21,405 0,000
Dentro de grupos 112,200 45 2,493
Total 325,680 49

Fuentes: Datos obtenidos de la medida de los halos de inhibicion en las placas Petri.
Laboratorio de Microbiologia, octubre 2020.

Existe diferencia entre los promedios de los halos de inhibicion de al menos 2
grupos investigados al presentar una p=0,000
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TABLA N° 03: Prueba HSD Tukey para comparar la eficacia antibacteriana de
las diferentes concentraciones del extracto acuoso de Chenopodium

ambrosioides y oxacilina 1ug frente Staphylococcus aureus ATCC25923, in
vitro

Extracto acuoso de Subconjunto para alfa = 0.05
Chenopodium N
ambrosioides ! 2 3
25% 10 21,2000
50% 10 24,8000
75% 10 26,1000 26,1000
Oxacilina 1ug 10 26,3000 26,3000
100% 10 27,0000
Sig. 1,000 0,228 0,708

Fuentes: Datos obtenidos de la medida de los halos de inhibicion en las placas Petri.
Laboratorio de Microbiologia, octubre 2020.

No existe diferencia significativa entre los grupos evaluados y se forman tres
subconjuntos por grupo, siendo el EACA al 100% el que presentd un efecto
antibacteriano superior a las concentraciones menores de Chenopodium
ambrosioides y que oxacilina de 1ug.
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TABLA N°04: Eficacia antibacteriana de las diferentes concentraciones del

extracto etandlico de Chenopodium ambrosioides comparado oxacilina 1ug

sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, in vitro.

Halos de inhibicién en mm

Extracto etanélico IC(95% confianza)
de Chenopodium N Media Desviacion _ Limite Limite Minimo Maximo
ambrosioides Error .
inferior superior
25% 10 20,50 2,121 ,671 18,98 22,02 17 23
50% 10 24,60 1,075 340 23,83 25,37 23 26
75% 10 25,20 1,135 ,359 24,39 26,01 24 27
100% 10 28,10 1,449 ,458 27,06 29,14 26 30
Oxacilina 1ug 10 26,30 1,889 597 24,95 27,65 24 30

Fuente: Datos obtenidos de los halos de inhibicion en las placas Petri. Laboratorio de
Microbiologia, octubre 2020

Existe diferencia entre las medias de los halos de inhibicion de los diferentes
tratamientos, sin embargo el extracto etandlico del Chenopodium ambrosioides al
100% (28mm, +1,45 - IC 95%) fue superior al tratamiento con oxacilina lug
(26,3mm, £1,88 — IC 95%).
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Efecto antibacteriano
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GRAFICO N°02: Eficacia antibacteriana de las diferentes concentraciones del

extracto etandlico de Chenopodium ambrosioides y oxacilina sobre

Staphylococcus aureus.

.y

EECA: Extracto etandlico de
Chenopodium ambrosioides

OXA: Oxacilina

EECA 25% EECA 50%

Fuente: Tabla N°04

EECA 75%

EECA 100%

CXA

Se observa que el extracto etandlico del Chenopodium ambrosioides (EECA) al
100% presenta un mayor efecto en comparacion con concentraciones menores y

que la oxacilina 1ug.
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TABLA N° 05: Anélisis de varianza de las medias de los halos de inhibicién
del extracto etandlico de Chenopodium ambrosioides y oxacilina frente

Staphylococcus aureus ATCC25923, in vitro

ANOVA
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 317,320 4 79,330 31,452 ,000
Dentro de grupos 113,500 45 2,522
Total 430,820 49

Fuentes: Datos obtenidos de la medida de los halos de inhibicién en las placas Petri.
Laboratorio de Microbiologia, octubre 2020.

Existe diferencia altamente significativa entre los promedios de los halos de
inhibicién de al menos 2 grupos investigados al presentar una p=0,000
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TABLA N° 06: Prueba HSD Tukey para comparar la eficacia antibacteriana e
las diferentes concentraciones del extracto etandlico de Chenopodium
ambrosioides y oxacilina 1ug frente Staphylococcus aureus ATCC25923, in
vitro

Halos de inhibicion

Extracto etandlico de Subconjunto para alfa =
Chenopodium N 0.05
ambrosioides 1 2 3

25% 10 20,50
50% 10 24,60
75% 10 25,20
oxacilina 10 26,30 26,30
100% 10 28,10
Sig. 1,000 0,136 0,101

Fuentes: Datos obtenidos de la medida de los halos de inhibicion en las placas Petri.
Laboratorio de Microbiologia, octubre 2020.

No existe diferencia significativa entre los grupos evaluados y forman tres
subconjuntos por grupo, siendo el EECA al 100% el que presentd una eficacia
antibacteriana superior a las concentraciones menores de Chenopodium
ambrosioides y que oxacilina de 1ug.
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TABLA N° 07 Eficacia antibacteriana de oxacilina a 1lug sobre

Staphylococcus aureus ATCC25923, in vitro

IC(95% confianza)

N Media Desviacién Error Limite inferior Limite superior Minimo Maximo

OXACILINA 10 26,30 1,889 ,597 24,95 27,65 24 30

Fuente: Datos obtenidos de los halos de inhibicién en las placas Petri. Laboratorio de
Microbiologia, octubre 2020.

Se observa que la media de oxacilina (grupo control) es de 26.30mm = 1.89 — IC
95%.
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DISCUSION

La resistencia bacteriana a multiples medicamentos es una problematica
en salud publica y Staphylococcus aureus es una de la bacterias Gram
positivas que han desarrollado dicha resistencia a través de mecanismos
moleculares que inactivan al antibiético. Por ello, muchos investigadores
buscan alternativas de tratamiento basadas en la herbolaria para tratar
diversas infecciones ya que en algunos estudios se han evidenciado

compuestos bioldgicos activos como antibacterianos.> 7 3°

En este estudio se encontrd que existe diferencia ente los promedios de
los halos de inhibicion de los diferentes tratamientos, siendo la
concentracion de extracto acuoso de Chenopodium ambrosioides al 100%
(media de 27mm, = 1,05 - IC 95%), superior al tratamiento con oxacilina
lug (Tabla 1). Este resultado es comparable al estudio de Singh K. et al
13 (India, 2011) quienes evidenciaron el efecto antibacteriano del extracto
acuoso de Chenopodium ambrosioides frente a Staphylococcus aureus
a una concentracion del 100% obteniendo halo de inhibicion de 25 mm.
En ambos estudios se emple6 el método de Kirby-Bauer para determinar
la actividad antibacteriana que es otorgada por los componentes
fitoquimicos de la planta, sin embargo la variacion de halos podria deberse
a la concentracion en la que esta el extracto de los diferentes estudios

(170mg/mL y 150mg/mL respectivamente).

En ambas investigaciones se demostr6 que el Chenopodium
ambrosioides a una concentracion del 100% presenta eficacia
antibacteriana al cumplir con los criterios de sensibilidad del CLSI (se
considera sensible si el halo de inhibicién es 222mm).3* Por otro lado
Rojas N y Del Castillo C 7 (Pera, 2016) utilizaron extracto acuoso de
Chenopodium ambrosioides para determinar la eficacia antibacteriana
frente a Staphylococcus aureus utilizando concentraciones de 6mg/mL y
12mg/mL, sin embargo no obtuvieron resultados favorables (halos de

inhibicion de 00mm) para ambas concentraciones. Esta diferencia se
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debe a que los investigadores emplearon concentraciones muy pequefas
de Chenopodium ambrosioides a diferencia de nuestra investigacion
donde se utilizaron concentraciones de 170mg/mL para lograr la eficacia

antibacteriana.

El efecto antibacteriano del extracto acuoso de Chenopodium
ambrosioides se debe a sus diversos componentes fitoquimicos, tales
como: a-terpineno, p-cimeno, flavonoides, alcaloides y taninos gélicos, 39
debido a que poseen la facultad de hidrofobicidad permitiéndoles
fraccionarse en la membrana y mitocondria de la célula bacteriana,
modificando su estructura y volviéndolas permeables, de esta manera

ocasiona fuga de iones y otros contenidos celulares.*°

Para comparar la eficacia antibacteriana de los diferentes tratamientos
empleados en este estudio, se empled el andlisis de varianza, que indica
que existe diferencia entre los promedios de los halos de inhibicion de al
menos 2 grupos investigados al presentar una p=0,000 (Tabla 2).
Haciendo referencia que entre las concentraciones al 25%, 50%, 75% y
100% del extracto acuoso de Chenopodium ambrosioides y oxacilina de
lug hay diferencia de didmetro entre los halos de inhibicion de al menos
dos de ellas. Para ello, se ha empleado la prueba post hoc Tukey para
determinar la significancia de los grupos de estudio, donde se identifico
gue no existe diferencia significativa (p>0.05) entre los grupos evaluados
ni entre los subconjuntos por grupo (Tabla 3). Resultados comparables
con la investigacion de Hameed S. et al ' (Pakistan, 2014), quienes
utilizaron andlisis de varianza, encontrando que existe diferencia

significativa entre los grupos estudiados con una p=0,000.

Por otro lado en el presente estudio se observé que existe diferencia entre
los promedios de los halos de inhibicion de las distintas concentraciones
del extracto etanolico de Chenopodium ambrosioides y de la oxacilina,
siendo la concentracion del extracto etandlico del Chenopodium
ambrosioides al 100% (28mm 1,45 -IC 95%) superior a las

concentraciones menores y al tratamiento con oxacilina de 1ug (Tabla 4).
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Este resultado es comparable con la investigacion de Zegeye N, et al °
(Etiopia, 2020) quienes evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto
etandlico de Chenopodium ambrosioides sobre Staphylococcus aureus a
una concentracion del 100% presentando halo de inhibicion de 20mm. En
ambos estudios se empleo la técnica de difusién en agar, sin embargo la
diferencia de halos podria deberse al tipo de solvente empleado (etanol
96° usado en la presente investigacion y éter de petroleo, etanol y
cloroformo usado por la investigacion de Zegeye N, et al y al proceso del
filtrado (doble filtrado con gasa estéril y papel filtro y filtro al vacio

respectivamente).

Con ello se demostrd que existe eficacia antibacteriana al cumplir con los
criterios de sensibilidad del CLSI (sensible si el halo de inhibicion es
222mm).34 Ast Asi mismo Itelima J, et al®” (Nigeria, 2018) evaluaron las
propiedades antimicrobianas del extracto etandlico de Chenopodium
ambrosioides a concentraciones de 200 mg/ml, 100 mg /ml, 50 mg/ml y
25 mg/ml frente a Staphylococcus aureus, obteniendo halos de 14mm,
12mm, 10mm, 9mm respectivamente. Esta diferencia podria deberse a
que se emple6 como disolvente para el extracto etanodlico diferentes
grados de etanol (96° y 70° respectivamente), asi como al grado de calor

al que estuvo expuesto el extracto (45° y 70° respectivamente)

Por su parte Izquierdo S *° (Trujillo, 2016) determin6 la actividad
antibacteriana de distintas concentraciones de extracto etandlico de
Chenopodium ambrosioides comparado con ciprofloxacino, encontrando
un halo de inhibicibn de 14.26 mm a una concentracion del 100%,
demostrando que existe actividad antibacteriana solo a esta
concentracion al cumplir con los criterios de sensibilidad establecidos
para ciprofloxacino (= 13mm); sin embargo difiere con nuestros
resultados debido a que se empleé como grupo control diferente farmaco

(Oxacilina). Independientemente de los diferentes criterios de
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sensibilidad, se demostr6 el efecto antibacteriano de Chenopodium

ambrosioides.

El extracto etandlico de Chenopodium ambrosioides tiene propiedades
antibacterianas debido a sus componentes fitoquimicos como taninos,
flavonoides, saponinas, alcaloides, carbohidratos, esteroides, glucosidos
cardiacos, terpenos y en especial a compuestos fendlicos (rutinina,
quercetinay la crisina), los cuales se pueden verificar mediante el analisis
de la cromatografia liquida (HPLC), quienes a través de la permeacion y
desestabilizacion de la membrana bacteriana alteran la fuerza motriz del
proton, el flujo de electrones y la fuga del contenido celular, causando asi
efecto bactericida.ty 3’

Asi mismo en este estudio se aplicé el analisis de varianza, indicando
diferencias entre las medias de los halos de inhibicion de al menos 2
grupos investigados al presentar una p=0,000 (Tabla 5), haciendo
referencia que entre las concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100% del
extracto etandlico de Chenopodium ambrosioides y oxacilina de 1ug hay
diferencia de didmetro entre los halos de inhibicion de al menos dos de
ellas. Se empleé la prueba post hoc Tukey para determinar la
significancia de los grupos de estudio, donde no se evidencié diferencia
significativa entre los grupos evaluados (Tabla 6). Resultados
comparables con la investigacion de Lezama M (Per(, 2019), quién
empled en su estudio el analisis de varianza, encontrando diferencia
significativa entre los grupos evaluados con una p=0,000, a su vez
empled la T-Student para determinar la diferencia significativa entre las

medias de dos grupos, encontrando un p<0,01.

A su vez, en este estudio se tuvo en consideracion evaluar la actividad
antibacteriana de la oxacilina (grupo control) donde se observo que existe
tal efecto frente a Staphylococcus aureus ATCC25923 al presentar una
halo de inhibicion medio de 26.30mm + 1.89 - IC 95% (Tabla 7). Este
valor esta considerado dentro de los criterios de sensibilidad del CLSI
(halo 222mm).34
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Con ello se demostré en la investigacion que tanto el extracto acuoso
como el extracto etandlico de Chenopodium ambrosioides presentan
efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus ATCC25923. De

esta manera se confirma la hipétesis planteada.
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VI.

CONCLUSIONES

1.- El extracto acuoso de Chenopodium ambrosioides a concentraciones
mayor o0 igual de 50% presentan eficacia antibacteriana frente
Staphylococcus aureus ATCC25923.

2.- El extracto etandlico de Chenopodium ambrosioides a concentraciones
mayor e igual de 50% presentan eficacia antibacteriana sobre
Staphylococcus aureus ATCC25923.

3.- La oxacilina de 1ug presenta eficacia antibacteriana sobre
Staphylococcus aureus ATCC25923

4.- Tanto el extracto acuoso como el extracto etandlico de Chenopodium
ambrosioides a concentraciones del 100% presentaron eficacia
antibacteriana superior a la Oxacilina de 1ug sobre Staphylococcus aureus
ATCC25923.
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VII.

RECOMENDACIONES

Realizar posteriores investigaciones con la finalidad de comparar los
efectos antibacterianos del extracto acuoso y etandlico de Chenopodium
ambrosioides a sus diferentes concentraciones.

Realizar estudios sobre distintos extractos de Chenopodium
ambrosioides y sus propiedades antimicrobianas.

Realizar investigaciones sobre terapias combinadas de extractos de

Chenopodium ambrosioides con farmacos antibacterianos.
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ANEXOS

Anexo 1

Operacionalizacion de variables

33

Sensible =2 22 mm

Resistente < 21 mm

DEFINICION , INDICADO |ESCALA DE
VARIABLES DEFINICION OPERACIONAL )}
CONCEPTUAL RES MEDICION
V. 1. El extracto es la sustancia [La evaluacion de los extractos
Extractos de |con fitocomponentes de Chenopodium ambrosioides
Chenopodium |activos, obtenido por se hara a 4 concentraciones:
ambrosioides |métodos de extraccion 100% G o
- Cualitativo -
por maceracion, 75% Gz .
o » Nominal
decoccidn, infusién etc. 50% Gs
utilizando solventes.® 25% Ga
Oxacilina Gs
DMSO Ges
V. D. Facultad que posee una |Se evalla por el método de
Eficacia sustancia quimica de Kirby-Bauer cuya evidencia
antibacteriana |actuar contra diferentes  |serd la formacién de zonas de Efi
icaz
microorganismos inhibicion. Se considerara los Cualitativo -
inhibiendo su crecimiento. |criterios del CLSI3 ] Nominal
No eficaz




ANEXO 2

Ficha de recoleccion de datos

Zonas de inhibicién (mm)

Extracto etandlico de Chenopodium Extracto acuoso de Chenopodium
ambrosioides ambrosioides
Rel\:;;t. 100% 75% 50% 25% 100% 75% 50% 25% OXIc:\ZILI
1 26 25 25 21 26 26 24 20 25
2 28 27 26 18 27 25 25 21 30
3 30 24 24 22 27 27 26 24 27
4 28 26 25 19 29 26 26 22 24
5 27 27 26 23 28 27 22 25 26
6 28 24 23 22 26 25 25 23 26
7 26 25 24 23 26 26 24 20 25
8 30 25 25 17 27 27 26 17 26
9 29 24 23 19 28 27 25 20 29
10 29 25 25 21 26 25 25 20 25




Anexo 3
ldentificacion taxondmica de Chenopodium ambrosioides por el Herbarium

Truxillense HUT-HUT de la Universidad Nacional de Trujillo.
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Sucursales: Los Corales 277- Barrio Médico Urb. Santa Inés - Trujillo
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Anexo 4

Tratamiento de la muestra

Obtenida la planta fresca de Chenopodium ambrosioides “paico”, se trasladé al
laboratorio, donde se seleccioné los ejemplares en buenas condiciones,
aproximadamente 4kg, luego se extrajeron las hojas, se desinfectaron con agua
clorada y se enjuagaron con agua destilada. Se pusieron sobre papel absorbente
hasta quitarles toda el agua, posteriormente se colocaron en cartulina duplex y se
llevé al horno a deshidratar a 45°C durante 48 horas. Después, se triturd

manualmente y se conservo en un recipiente oscuro.




Obtencion de los extractos de Chenopodium ambrosioides

Obtencion del extracto acuoso por el método de decoccidn con agua

Se elabor6 por el método de decoccidn; para lo cual, se agreg6é en un matraz
Erlenmeyer 20 g de la muestra y 200 ml de agua destilada; se llevé a una cocina
y se hizo hervir por 15 minutos. Se retir0 del calor y se dejo enfriar. Después,
se realizd una doble filtracion. Primero con una gasa estéril y después con
papel filtro Whatman N°41. De este modo, se obtuvo el extracto acuoso (EA) al
100%; el cual, se conservl en un recipiente de vidrio &mbar a 6°C hasta su
utilizacion3.

EA al 100% presenta una concentraciéon = 170 mg/ml, lo que significa que cada

ml de EA al 100% contiene 170 mg de fitoquimicos de paico.




Obtencion del extracto etandlico por el método de maceracion

Se elaboré por el método de maceracion en etanol de 96°; para ello, se agrego
en un recipiente de vidrio 20 g de la muestra y 100 ml de etanol, se cerré el
frasco y se envolvid absolutamente con papel aluminio. Luego, se llevo al horno
a 45°C por 8 dias con agitacion de 4 veces diarias. Después, se realizé una
doble filtracion. Primero con gasa estéril y después con papel filtro Whatman
N°41. De este modo, se obtuvo el extracto etandlico (EE) al 100%; el cual, se
conservé en un envase de vidrio &ambar a 6°C hasta su utilizacion3

EE al 100% presenta una concentracion = 142 mg/ml, lo que significa que cada

ml de EE al 100% contiene 142 mg de fitoquimicos de paico.




Anexo 5
Cultivo de Staphylococcus aureus

Se empled agar Mueller-Hinton, el cual se esterilizé en autoclave a 121°C durante
15 minutos. Después, se vertio en placas petri 18 ml de medio de cultivo, dejandolas
reposar hasta que solidifiquen.




Anexo 6
Evaluacion del efecto antibacteriano por el método de difusion con disco

Prueba de susceptibilidad

Se utilizé el método de Kirby-Bauer de disco difusion en agar, considerando los
criterios del CLSI. Asi mismo se tuvo en consideracién los estandares M02 y
M100.

a) Preparacion del in6culo

Se agreg6 3 ml de solucién salina en un tubo de ensayo estéril, al cual se le
afadié una alicuota de Staphylococcus aureus, cultivado hace 24 horas,

observandose una turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala de
McFarland (1,5 x108 UFC/ml aprox.)

b) Siembra del microorganismo

Se embebidé un hisopo estéril en el inéculo y se extendid sobre toda la

superficie del medio de cultivo (siembra por estrias en superficie).



c) Preparacion de las concentraciones del EE y EA

Del EE al 100% se prepararon 3 concentraciones (75%, 50% y 25%),
empleando como solvente Dimetil Sulféxido (DMSO); para ello, se rotularon
3 tubos de ensayo con las 3 concentraciones y se agregd 750 pL de EE y
250 pL de DMSO al tubo de 75%, 500 uL de EE y 500 pL de DMSO al tubo
de 50%, y 250 uL de EE y 750 pL de DMSO al tubo de 25%. Se procedio

de forma similar para el EA.




d) Preparacion de los discos de sensibilidad con EE y EA

Se utilizé disco de papel filtro Whatman N° 1 de 6mm de diametro,
previamente esterilizados, tomandose 10 uL de EE al 25% y se agreg6 en
un disco, 10 pL de EE al 50% en otro disco, 10 pL de EE al 75% en otro

disco y 10 L de EE al 100% en otro disco. Repitiéndose por 10 veces. De
forma similar se procedio con el EA.
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e) Confrontacion del microorganismo con el agente antimicrobiano

Con una pinza metélica estéril, se cogieron los discos de sensibilidad
preparados con EE y se pusieron en la superficie del agar sembrado con el
microorganismo, de tal modo que quedaron los discos (uno de cada
concentracion) a un cm del borde de la placa petri y de forma equidistante.
Adicionalmente, se colocé el disco con Oxacilina. Se reposaron durante 15
min y después se incubaron las placas en la estufa a 37°C por 24 horas. Se

realizd lo mismo con los discos preparados con EA.




f) Lectura e interpretacion

Se observo y midid con una regla Vernier el diametro de la zona de
inhibicién. Esta medicidon se empleé para cada una de las concentraciones
de EE y EA de Chenopodium ambrosioides y para oxacilina, y se interpreto

como sensible o resistente, segln lo establecido en el M100 del CLSI.3*




