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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion, se evaluo la eficacia antibacteriana del
extracto alcohdlico de Eleutherine bulbosa sobre Staphylococcus aureus
comparado con isoxazolil penicilina (Oxacilina 1 pg) in-vitro, utilizandose 10
repeticiones por cada grupo de estudio. Se observé efecto antibacteriano a partir
de las concentraciones del 75% (20mm, DS: + 1.33 I1C 95% 19.05 - 20.95) y al 100%
(22.8mm, DS +1.135 1C95% 21.99 - 23.61) siendo Oxacilina el que presenté mayor
inhibicion (36mm, DS: + 1.054 IC95% 35.26 - 36.75), las concentraciones de 50%
y al 25% mostraron zonas de inhibicion menores. De acuerdo al Analisis de
varianza (ANOVA) se demostro que existen diferencias altamente significativas
entre los grupos analizados(p=0,000). La prueba post ANOVA y Tukey determiné
gue la Oxacilina posee un mejor efecto antibacteriano comparado con las diferentes
concentraciones de la planta. Concluyendo que las concentraciones al 100% del

extracto alcoholico de Eleutherine bulbosa presenta mayor eficacia antibacteriana.

Palabras clave: Eleutherine bulbosa, extracto alcohdlico, Isoxazolil penicilina.
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ABSTRACT

In the present research work, the antibacterial efficacy of the alcoholic extract of
Eleutherine bulbosa on Staphylococcus aureus was evaluated compared with
isoxazolyl penicillin (Oxacillin 1 pg) in vitro, using 10 repetitions for each study
group. Antibacterial effect was effected from concentrations of 75% (20mm, SD: £
1.33 95% CI 19.05 - 20.95) and at 100% (22.8mm, SD * 1.135 95% CI 21.99 -
23.61) being Oxacillin the one that presented greater inhibition (36mm, DS: + 1.054
95% CI 35.26 - 36.75), concentrations of 50% and 25% in smaller zones of inhibition.
According to the Analysis of Variance (ANOVA), it was shown that there are highly
significant differences between the groups analyzed (p = 0.000). Tukey's post
ANOVA test determined that Oxacillin has a better antibacterial effect compared to
the different concentrations of the plant. Concluding that the 100% concentrations
of the alcoholic extract of Eleutherine bulbosa has greater antibacterial efficacy.

Key words: Eleutherine bulbous, alcoholic extract, Isoxazolyl penicillin.
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INTRODUCCION

Las infecciones, han sido causantes de un sinnimero de muertes. Son muchos los
agentes que pueden generar infecciones, tanto virus, hongos y bacterias. De todas
las bacterias, el Staphylococcus aureus (S. aureus), desde su identificacién en el
afo 1882 sigue siendo asociado con elevadas cifras de cuadros infecciosos. La
mayoria son de caracter leve con foco de origen dermatoldgico; sin embargo,
también se han relacionado con presentaciones clinicas graves que ponen en riesgo
la supervivencia. Si bien este agente se vincula a infecciones intrahospitalarias
también tiene como reservorio principal la mucosa nasal. Se ha estimado que 2
millones de personas lo albergan, y alrededor del 1% corresponde al
Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA).?

S. aureus es un coco gram positivo, clasificado como peligroso por su virulencia,
potencial patogénico, y por su capacidad de resistir a los principales antibiéticos del
mundo, lo que ocasion0 escasez de farmacos para su erradicacion, asi como
elevadas pérdidas monetarias puesto que, a lafecha, el incremento de su incidencia
se relaciona con evoluciones clinicas torpidas y graves, lo que genera un alarmante

problema de salud publica.?

Este microorganismo tiene la capacidad de colonizar, adaptarse y mantenerse
viable en los diversos tejidos durante el proceso infeccioso, lo que contribuye al
progreso rapido de la infeccion. Tal es asi que, al poco tiempo del uso de las
penicilinas como tratamiento frente a este agente, alrededor de los afios 40,
comenzaron a reportarse casos de infecciones resistentes a penicilinas lo que luego
se explico debido a que los estafilococos desarrollaron penicilinasas, lo que le
permiti6 desarrollar resistencia a diversas clases o grupos de antimicrobianos,

fundamentalmente frente al grupo de los B-lactamicos.3

Entre 20 a 50% de los adultos son portadores sanos del S. aureus; y estas cifras se
elevan en pacientes internados en hospitales, personal de salud y personas que
hacen uso regular de agujas. En los afios sesenta en Europa se describieron los
primeros brotes de infecciones intrahospitalarias por S. aureus; desde ese momento

la prevalencia fue creciendo en las demas areas geogréficas.*



En Sudamérica el primer brote epidémico de S. aureus con resistencia frente
meticilina fue reportado en Ecuador, y posteriormente en Argentina.® Si bien la
presencia de MRSA se ha incrementado de forma alarmante, en el Perl su

frecuencia continGia siendo baja si lo comparamos con paises de Sudamérica.®

Ante la alta presencia de infecciones, el ser humano tuvo que combatirlas a través
de recursos que tenian a su alcance, por ello durante siglos fueron tratadas a base
de plantas medicinales. Esta practica tradicional viene desarrolldndose durante
muchos miles de afios en todo el mundo y en nuestro pais; sobre todo en las zonas
rurales, donde esta practica tradicional cotidiana se desarrolla para aliviar muchas
de sus afecciones. Siendo el Eleutherine bulbosa “Yahuar piri-piri” una de sus

fuentes principales de medicamentos debido a sus multiples propiedades.’

Esta planta es conocida en diversos paises por diferentes nombres, en Brasil como
Eleutherine plicata, Perd como Yahuar piri-piri; EE. UU como Eleutherine
americana, entre otros. Integra la familia de Iridaceas’; es una especie bulbosa que
ha sido utilizada desde hace mucho para problemas infecciosos ya que ha
demostrado poseer efecto antibacteriano y antifungico, siendo por ello valorada y

utilizada.® Los bulbos son los que se emplean para el tratamiento.®

Este magnifico potencial que tienen los bulbos de Eleutherine bulbosa en medicina,
se explican por su composicion, ya que contiene naftoquinonas como elecanacina,
eleutherina, eleutherol y eleutherinona, que poseen efectos antimicrobianos,
antifangicos, antivirales, propiedades anticancerigenas, antioxidantes y anti

parasitarias.'°

Es por ello, que se plantea el problema de investigacion ¢Tiene eficacia
antibacteriana el extracto alcohdlico del bulbo de Eleutherine bulbosa “Yahuar piri-
piri” sobre Staphylococcus aureus, comparado con isoxazolil penicilina (Oxacilina 1

Kg) in-vitro?

El trabajo se justifica debido a que Staphylococcus aureus, contindia siendo uno de
los principales patdgenos infecciosos implicados en severos problemas de salud a
nivel mundial.® A la fecha se siguen reportando alarmantes cifras de casos de

resistencias a los principales antibioticos, por ello se torna imprescindible seguir en
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la busqueda de productos con efecto antibacteriano que permitan tener opciones
terapéuticas que posibiliten continuar en el camino a la erradicacion y control de

infecciones por Staphylococcus aureus.

Hoy en dia una gran alternativa de tratamiento lo representan los recursos naturales
ya que son seguros, efectivos e inocuos, siendo esta Ultima caracteristica lo que la
coloca por encima de los farmacos convencionales dado que €stos en su mayoria
poseen toxicidad hepatica o renal. Por otro lado, hasta el momento no se han
reportados casos de resistencia antibacteriana a productos naturales.*

Por ello, es propicio seguir con investigaciones con plantas, entre las que se
encuentra Eleutherine bulbosa, a razén de que mdltiples estudios han demostrado
la alta sensibilidad de Staphylococcus aureus hacia esta planta; lo que abre una
posibilidad y alternativa como tratamiento natural eficiente, con un costo bajo y con
efectos adversos escasos, evitando asi posibles consecuencias irreversibles o
mortales. Quedando sustentado asi esta investigacion, que busca conocer si el

aceite alcohdlico de Eleutherine bulbosa posee accion antibacteriana.

El objetivo general: Evaluar si el extracto alcohdlico de Eleutherine bulbosa tiene
eficacia antibacteriana sobre Staphylococcus aureus, comparado con isoxazolil

penicilina (Oxacilina 1 pg) in-vitro.

Los objetivos especificos: Determinar la eficacia antibacteriana del extracto
alcohdlico de Eleutherine bulbosa en concentraciones de 100%, 75%, 50%, 25%
sobre Staphylococcus aureus. Ademas, determinar la eficacia antibacteriana de

isoxazolil penicilina (Oxacilina 1 pug) sobre Staphylococcus aureus.

Como hipdtesis de este proyecto de investigacion: Hi: El extracto alcohdlico de
Eleutherine bulbosa “Yahuar piri-piri” tiene eficacia sobre Staphylococcus aureus,
comparado con isoxazolil penicilina (Oxacilina 1 pg) in-vitro. Por otro lado la Ho: El
extracto alcohdlico de Eleutherine bulbosa “Yahuar piri-piri” no tiene eficacia sobre

Staphylococcus aureus, comparado con isoxazolil penicilina (Oxacilina 1 pg) in-vitro.



Il. MARCO TEORICO

Novaryatin'? (Indonesia, 2020) estudi6 la actividad antimicrobiana del acetato de
etilo de Eleutherine bulbosa al 1.25; 2.5; 5; 10 y al 20% frente a P. acnes, S,
epidermidis y S. aureus. Demostré actividad frente a todas las bacterias en estudio
en especial contra el género Staphylococcus con didmetros inhibitorios de 13.7 +
2.3 mm, 16.9 £ 1.7 mm, 18.3 £ 2.5 mm, 20.7 £ 2.2 mm, and 23.6 £ 2.3 mm para S.

aureus.

Novaryatin'? (Indonesia, 2019) evalué la capacidad antibacteriana del extracto de
etanol de Eleutherine bulbosa al 1%, 5%, 10% y 15% sobre Staphylococcus aureus.
Demostr6 que inhibe el crecimiento del Staphylococcus en dichas concentraciones
con zonas inhibitorias de 14.3 =+ 2.5; 16,6 £ 1,7; 16,2 = 2,0; y 18.0 £+ 1.7 mm

respectivamente.

Novaryatin'® (Indonesia, 2018) evalu6 la capacidad inhibitoria de la Eleutherine
bulbosa (cebolla Dayak) frente a Staphylococcus epidermidis, en diferentes
concentraciones. Demostro que el extracto etandlico al 1%, 5%, 10% y 15% inhiben
el crecimiento microbiano con diametros de halo inhibitorios de 16.9 + 3.6; 17,6 *

1,8; 18,6 £ 0,0; y 18,4 £ 0,4 mm respectivamente.

Rani!* (Indonesia, 2018) estudio la actividad antibacteriana del bis (2-6,7-diamino-
5,8-dioxo-naftaleno-1il) propanal aislado de Eleutherine bulbosa frente a
Staphylococcus aureus. Demostré que posee notable actividad antiestafilocdcica,

incluso con la concentracion minima inhibitoria (CMI) mas baja de 3,125 pg/ml.

Kumar, et al*® (India, 2016) analizaron el extracto de etanol y acuoso de Eleutherine
bulbosa contra S. aureus, a través de la medicion de los didmetros inhibitorios.
Demostraron que el extracto acuoso de Eleutherine bulbosa tuvo una zona
inhibitoria de 16 mm; el extracto metandlico de 18 mm. Concluyen que ambos

extractos tuvieron buen efecto antibacteriano.

Laxmipriya, et al*® (India, 2015) investigaron la eficacia bactericida del extracto de
butanol, etanol y acuoso de Eleutherine bulbosa contra S. aureus, establecieron las
zonas de inhibicion. Demostraron que los extractos inhibieron el crecimiento de las
cepas, con una clara zona inhibitoria de 24.0 + 0.0; 14.5 £ 2.6; 20.0 £ 2.6 mm para
los extractos de butanol, etanol y acuoso respectivamente, siendo el butanol el

mejor extracto.



Pérez'” (Peru, 2016) investigé el efecto bactericida del extracto de etanol de
Eleutherine bulbosa en concentraciones del 10%, 20%, 40% y 60% sobre E. col..
Demostré que a partir de una concentracion del 20% se obtuvo una sensibilidad
limite, con halo inhibitorio de 8.06 mm, y a concentraciones del 40% y 60% el halo
inhibitorio fue de 15.63 mm y 18.16 mm respectivamente, indicando ser muy

sensible.

Costa'® (Perl, 2016) determind la eficacia microbicida del extracto etandlico de
Eleutherine bulbosa al 25%, 50%, 75% y 100% sobre Streptococcus mutans ATCC
35668; obteniendo halos de inhibicion promedios entre 20.5mm, 20.75mm, 21.25
mm; 23.70 mm, en las respectivas diluciones. Evidencidndose que a mayor

concentracion mayor sensibilidad.

En relacion a los textos tedricos encontramos que Staphylococcus aureus, miembro
mas virulento del género de Staphylococcus, es un coco gram positivo que se
agrupa en forma de racimos de uva. Con diametro de 0.5y 1,5 um y sin movilidad.
Esta bacteria esta presente en las mucosas y piel de los seres humanos; y origina
enfermedades sistémicas severas que ponen en riesgo la vida, ademas de
infecciones cutaneas, de tejidos blandos, huesos, etc. Este agente ocasiona las
enfermedades mediante toxinas o por invasion de forma directa y la destruccion del
tejido; a traves de su proliferacién ocasiona los abscesos, y mediante la destruccion
tisular genera infecciones cutaneas, osteomielitis, endocarditis, empiema,

neumonia y artritis séptica.'®

S. aureus posee una pared celular que consiste en peptidoglucano entrelazado con
considerables cantidades de &cido teicoico. Este peptidoglucano cominmente esta

recubierto de proteinas de superficie y polisacéaridos.?°

Con el abuso e inadecuado uso de antibidticos se inicio la resistencia bacteriana,
generando la aparicidon de la resistencia frente a meticilina por parte del S. aureus,
la cual fue conferida por la produccién de penicilinasas por parte de la bacteria.?* El
tratamiento para este agente se basa en penicilinas y cefalosporinas, debido a que

son farmacos activos contra los peptidoglucanos de la pared.?°

Oxacilina es un antibiético betalactamico acido estable de administracion parenteral,
de la familia de las penicilinas semi sintética, con resistencia a penicilinasas,?? su

mecanismo de accion lo realiza a través de la inhibicion de la terminacién del enlace
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cruzado de la pentaglicina, proceso que es normalmente catalizado por
transpeptidasas, evitando asi el ultimo paso de la formacion de la pared bacteriana,
conduciendo a la bacteria a la lisis.?®

Vancomicina es un antibiotico bactericida que pertenece a los glucopéptidos, activa
contra bacterias grampositivas, especialmente contra Staphylococcus aureus contra
qguien presenta una actividad excelente. Producido por Streptomyces orientalis, fue
introducido cuando aparecieron cepas resistentes de S. aureus, éste farmaco es la
primera eleccién cuando se trata de combatir bacterias con resistencia a meticilina;
actua inhibiendo la formacion de la pared bacteriana?* mediante su unién con el
extremo terminal D-alanina-D-alanina de las cadenas polipeptidicas, que son
unidades precursoras de la pared celular.?

Eleutherine bulbosa, conocida comiunmente como Yahuar piri-piri. Forma parte de
la familia botanica Iridaceae, y es oriunda de América tropical, y en nuestro pais se
encuentra ampliamente distribuida en Loreto, Ucayali y Cuzco; es una hierba que
crece hasta alrededor de 50 centimetros de altura; presenta flores de color
blanquecino con 5 a 6 pétalos que se estan soldados en la base; ademas posee un
bulbo subterraneo de color rojizo de 4 centimetros de longitud por 2,5 centimetros

de didmetro, que se conforman por envolturas que originan a las hojas.?®

Tradicionalmente esta planta es utilizada como anticonceptivo, antidisentérico,
antiparasitario, en la conjuntivitis, hemorragias, cicatrizante de Ulceras o heridas

cutaneas, entre otros mas.2°

Dentro de la composicion se determiné que la planta presenta auronas, chalconas,
cumarinas finas, flavonoides, esteroides libres, pigmentos carotenoides, taninos vy.
quinonas (naftoquinonas y antraquinonas)?® De todos ellos son las quinonas
guienes muestran diversas actividades farmacolégicas, como bactericidas,
fungicidas y antiprotozoarios, y se sefiala que causan estrés oxidativo al inducir la

formacion endégena de especies reactivas de oxigeno.?’

Las quinonas son compuestos que de acuerdo a su complejidad quimica se
clasifican monociclicas, biciclicas y triciclicas, siendo las benzoquinonas,
naftoquinonas y antraquinonas respectivamente. De estas Ultimas las naftoquinonas
se encuentran distribuidas de manera amplia en bacterias, hongos, plantas y

también hasta en animales. Su mecanismo de accién con actividad antibacteriana



radica en sus propiedades de oxidacién-reduccién, como también en su capacidad
acido-base responsables de su actividad biologica. Sin embargo, su actividad
bactericida esté atribuida principalmente al estrés oxidativo que generan especies
de oxigeno altamente reactivas que son capaces de inhibir al complejo de
topoisomerasa | y I, induciendo asi la apoptosis celular. Ademas 1,2-naftoquinona
posee un caracter electrofilico y es capaz de unirse a las proteinas y provocar su

ruptura.?®

Otros mecanismos que se relacionan con la toxicidad de estas naftoquinonas y de
sus derivados estén relacionadas con el anillo farmacoéforo de la 1,4-naftoquinona,
gue es capaz de interaccionar con la membrana de la célula microbiana, en funcién
de la lipofilia de los sustituyentes, o también con acidos nucleicos intercalando su
parte 1,4-naftoquinona entre los pares de bases de la hélice doble del ADN,
inhibiendo consecuentemente la replicacion y transcripcion evitando la viabilidad

celular a través de la division y la expresion genética de las bacterias.?®

Sin embargo, la actividad de Eleutherine bulbosa sobre Staphylococcus aureus no
solo es causada por las quinonas sino también por la presencia de alcaloides,
flavonoides y taninos. Los alcaloides pueden inhibir el crecimiento bacteriano al
alterar los componentes del peptidoglucano, generando que las capas de la pared
celular no se formen intactas, causando asi la muerte bacteriana, ademas son
aceleradores de ADN que pueden inhibir la enzima topoisomerasa bacteriana; por
otro lado los flavonoides destruyen la permeabilidad de las paredes bacterianas, los
microsomas Yy los lisosomas como resultado de las interacciones entre éstos y el
ADN bacteriano a través de la inhibicion, lo que resulta en la incorporacion de
cadenas de glicina no unidas en las membranas celulares de peptidoglicano para
formar una estructura débil. Por ultimo, los taninos tienen objetivos en los
polipéptidos de la pared celular para que la formacion de la pared celular sea menos
gue perfecta, ocasionando de esta forma la lisis bacteriana debido a la presién

osmotica v fisica.'?

[I. METODOLOGIA

3.1 Tipo y disefio de la investigacion

Tipo de estudio: Basico®°



Disefio: Experimental de estimulo creciente con repeticiones multiples, post

prueba.* (Anexo 01)
3.2 Variables y operacionalizacion (Anexo 02)

Variable independiente: Agente antibacteriano para cepas de

Staphylococcus aureus
- No farmacolégico: Extracto alcohdlico de Eleutherine bulbosa
- Farmacoldgico: Oxacilina dosis de 1ug
Variable dependiente: Eficacia antibacteriana de acuerdo al CLSI.3!
- Con eficacia: zona inhibitoria 213 mm.
- Sin eficacia: zona inhibitoria < 13 mm.
3.3 Poblacion, muestra, muestreo

Poblacion: Cada una de las cepas de Staphylococcus aureus cultivadas dentro

del laboratorio.

Criterios de inclusidn: cultivos de Staphylococcus aureus con evidencia de

crecimiento en las primeras 24 horas.
Criterios de exclusion:

e Cultivos con contaminacion.

e Cultivos sin evidencia de proliferacion bacteriana.

Muestra: El tamafio de la muestra se obtuvo a través de la formula de
comparacion de dos promedios, determinandose como muestra 06 repeticiones
para cada grupo en estudio. Sin embargo, se trabajé con 10 repeticiones por

grupo.® (Anexo 03)
Muestreo: Probabilistico, aleatorio simple.33

Unidad de andlisis: cada una de las placas Petri que alberga a las cepas de
Staphylococcus aureus junto al extracto alcohdlico de Eleutherine bulbosa a su

correspondiente concentracion .

Unidad de muestreo: cada una de las colonias de Staphylococcus aureus

cultivadas en las placas Petri.*?



3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validezy confiabilidad

La técnica: Se baso en la observacion de campo experimental que consistié en
visualizar directamente el crecimiento microbiano de las cepas de

Staphylococcus aureus y los halos de inhibicién en todas las placas Petri.°

Instrumento: Se utilizé una ficha para recoleccion de campo, para registrar el
namero de placa, las diluciones y la medida de las areas inhibitorias a las 48 h.
(Anexo 04).

Validacion y confiabilidad del instrumento: La ficha de campo, fue
revisada por dos profesionales de medicina y un microbiélogo quienes
analizaron que la informacién recolectada cumpliera los objetivos del estudio.
(Anexo 05).

3.5 Procedimiento: (Anexo 06)
Todos los procedimientos realizados en el laboratorio particular, estuvieron
enmarcadas en el protocolo de la Sociedad Espafiola de Enfermedades

Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC).34

a) Eleutherine bulbosa fue obtenida durante el verano del afio 2020 del Jardin
botanico del Departamento de etnobotanica del Instituto de Medicina
Tradicional de Iquitos.

b) Se efectud la autentificacion de la planta en el laboratorio del Herbarium
Amazonense del CIRNA, de la Universidad Nacional de la Amazonia
Peruana.

c) La sustraccion del extracto alcohdlico de Eleutherine bulbosa se utilizd
alcohol etilico de 96° para la maceracion.

d) La sensibilidad antibacteriana se determind a través del método de disco
difusion Kirby-Bauer y como medio de cultivo bacteriano se empled Agar

Miuller- Hinton.

3.6 Métodos de andlisis de datos

La informacion obtenida en la ficha para recoleccién de datos, se pasé al

programa Excel y posteriormente se proceso en la base de datos del programa
9



SPSS de la versién 26. Se utilizd ademas el andlisis de varianza (ANOVA) para
el andlisis estadistico, y para la determinacion de la eficacia antibacteriana
relacionado con los promedios de los halos inhibitorios se utilizé la prueba de
homogeneidad de Tukey (POST ANOVA).33 (Anexo 07)

3.7Aspectos éticos:

Para la ejecucion del estudio en el laboratorio, con relacién de la proteccion
personal se tomaron en cuenta las normas de bioseguridad determinadas por la
OMS.?5 (Anexo 08)

La investigacion se llevdo a cabo respetando el principio de ética que se
encuentra en el cédigo de ética del Colegio Médico del Peru, capitulo 6, Articulo
48.3¢ (Anexo 09)

Fueron cumplidos los criterios para la proteccion de la biodiversidad enmarcados
en el articulo 24 de la Ley N°29763, Ley forestal y de fauna silvestre.®” (Anexo
10)
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V. RESULTADOS

Tabla 1. Analisis descriptivo de los halos de inhibicién de la Eficacia antibacteriana
del extracto alcohdlico del bulbo de Eleutherine bulbosa “Yahuar piri-piri” e isoxazolil
penicilina (Oxacilina 1 pg), sobre Staphylococcus aureus, in-vitro.

Media Desviacion 95% del intervalo de Minimo Maximo

(mm) estandar confianza para la
media
Limite Limite
Concentracion inferior  superior
25% 11.60 1.430 10.58 12.62 9 14
50% 12.70 1.160 11.87 13.53 11 15
75% 20.00 1.333 19.05 20.95 17 21
100% 22.80 1.135 21.99 23.61 21 25
OXACILINA  36.00 1.054 35.25 36.75 34 38

Fuente: Salida De SPSS Vs 26.0
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Tabla 02. Andlisis de Varianza de las medias de la Eficacia antibacteriana del

extracto alcohdlico de Eleutherine bulbosa sobre Staphylococcus aureus

comparado con isoxazolil penicilina (Oxacilina 1 pg), in-vitro.

ANOVA
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 3857.680 4 964.420 637.282  0.000
Dentro de grupos 68.100 45 1.513
Total 3925.780 49

Fuente: Salida De SPSS Vs 26.0
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Tabla 03. Valoracion Post ANOVA de la Eficacia antibacteriana del extracto
alcohdlico del bulbo de Eleutherine bulbosa sobre Staphylococcus aureus

comparado con isoxazolil penicilina (Oxacilina 1 pg), in-vitro.

Subconjunto para alfa = 0.05

CONCENTRACIONES N 1 2 3 4
25% 10 11.60

50% 10 12.70

75% 10 20.00

100% 10 22.80
OXACILINA 10 36.00
Sig. 0.283 1.000 1.000 1.000

Fuente: Salida De SPSS Vs 26.0
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Figura 01. Diagrama de caja de los halos inhibitorios por los grupos estudiados de
la Eficacia antibacteriana del extracto alcoholico del bulbo de Eleutherine bulbosa
sobre Staphylococcus aureus comparado con isoxazolil penicilina (Oxacilina 1 pg),

in-vitro.
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V. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion, se evalud la Eficacia antibacteriana del
extracto alcohdlico de Eleutherine bulbosa sobre Staphylococcus aureus
comparado con isoxazolil penicilina (Oxacilina 1 pg) in-vitro, utilizandose 10

repeticiones por cada grupo de estudio, se observaron los siguientes resultados.

En la tabla 01, se observa que las medias de los halos de inhibicion del extracto
alcohdlico del bulbo de Eleutherine bulbosa, evidencian eficacia antibacteriana
segun los criterios de CLSI (= 13 mm), a partir de las concentraciones del 75%
(20mm, DS: + 1.33 IC 95% 19.05 - 20.95) y al 100% (22.8mm, DS +1.135 IC95%
21.99 - 23.61) siendo Oxacilina el que presenté mayor inhibicion (36mm, DS: *
1.054 1C95% 35.26 - 36.75). Las concentraciones de 50 y 25% mostraron zonas de
inhibicion menores. Demostrandose asi que, a mayor concentracion del extracto,

mayor capacidad antibacteriana, sin llegar a superar al control.

En la tabla 02, Considerando que las dimensiones de los halos inhibitorios cumplen
el criterio de homogeneidad de varianzas (Prueba de Levene, Anexo N°12) se
procedio a aplicar el ANOVA; se compararon las cuatro concentraciones del extracto
alcohdlico de Eleutherine bulbosa sobre las cepas de Staphylococcus aureus
comparado con Oxacilina indicando que existen diferencias altamente significativas

entre los grupos analizados (p=0,000).

En la tabla 03, se muestra la prueba post ANOVA de Tukey, en donde podemos
evidenciar que los halos inhibitorios por cada concentracion se separan en 4
subconjuntos de acuerdo a la eficacia que produjeron las concentraciones del
extracto alcoholico del bulbo de Eleutherine bulbosa y Oxacilina sobre las cepas de
Staphylococcus aureus, donde tuvieron diferencias significativas (p<0,05), y donde
se demostré que la Oxacilina posee una mejor eficacia antibacteriana comparado
con las diferentes concentraciones de la planta. Los resultados evidencian que, a
mayor concentracion de la planta, mayor eficacia antibacteriana, sin llegar a superar
al tratamiento estandar. La diferencia de la eficacia inhibitoria también puede ser

visualizado en la Figura 01.

Al comparar los resultados del estudio frente a las investigaciones realizadas por
otros autores con diferentes extractos obtenidos del Eleutherine bulbosa, se

observo que se evidenciaban eficacia antibacteriana a concentraciones menores,
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entre ellos esta el estudio de: Novaryatin'! quien utilizé diluciones del acetato de
etilo de Eleutherine bulbosa (1.25; 2.5; 5; 10 y al 20%) y obtuvo halos mayores (13.7
+2.3mm, 169 + 1.7 mm, 18.3 + 2.5 mm, 20.7 + 2.2 mm, 23.6 + 2.3 mm para S.
aureus); Novaryatin'? utilizé también el extracto de etanol de Eleutherine bulbosa
a diferentes diluciones (1, 5, 10 y 15%) y encontr6 zonas de inhibicion de 14.3 + 2.5;
16,6 +1,7; 16,2 £ 2,0; y 18.0 £ 1.7 mm respectivamente.

De igual manera se observaron resultados semejantes al de este estudio con las
investigaciones de: Rani'* (CMI mas baja de 3,125 pg/ml.), Kumar, et al*® (extracto
acuoso 16 mm; extracto metandlico 18 mm), Laxmipriya, et al*® (24.0 £ 0.0; 14.5 +
2.6; 20.0 = 2.6 mm para los extractos de butanol, etanol y acuoso),

Otros investigadores demostraron que la Eleutherine bulbosa también tiene eficacia
antibacteriana sobre bacterias gram negativas y gram positivas anaerobias, entre
ellos, Pérez!’ (estudié el efecto sobre E. coli, obteniendo con concentracion del
20% un halo inhibitorio limite 8.06 mm, 40% 15.63 mmy 60% 18.16 mm), Costa*®
(al 25, 50, 75 y 100% sobre Streptococcus mutans ATCC 35668, obtuvo halos
inhibitorios de 20.5mm, 20.75mm, 21.25 mm; 23.70 mm, en las respectivas
diluciones) y Novaryatin'® (1, 5, 10 y 15%) para Staphylococcus epidermidis, 16.9 +
3.6;17,6 +1,8; 18,6 £0,0; y 18,4 £ 0,4 mm respectivamente.

Al igual que las teorias, Novaryatin'! sefiala que los efectos de la planta contra el
Staphylococcus aureus y otro tipo de bacterias se debe a la presencia de
flavonoides, saponinas y taninos. Cada una de las cuales actia de manera
especifica para provocar la muerte celular; sefiala que la accion de los flavonoides
se relaciona con la destruccion de la permeabilidad de la pared bacteriana,
provocando asi un desequilibrio de fluidos celulares; mientras que el mecanismo
antibacteriano de las saponinas esta relacionada al dafio de la membrana y la pared
celular, lo que causa fugas de proteinas y enzimas de la bacteria. Por otro lado, los
taninos pueden unirse a proteinas ricas en prolina e interfieren con la sintesis de
proteinas o pueden interferir en la formacion de la pared celular para que sea menos
perfecta, ocasionando de esta forma la lisis bacteriana debido a la presion osmaética

y fisica.

Novaryatin'?> menciona también que la presencia de alcaloides en el Eleutherine
bulbosa inhibe el crecimiento bacteriano al alterar los componentes constituyentes

del peptidoglicano, ocasionando que la capa de la pared bacteriana no se forme
16



completamente causando asi la muerte celular. Ademas, menciona que los
alcaloides también se conocen como intercaladores de ADN y pueden inhibir la

enzima topoisomerasa de las bacterias.

Rani* demostr6 que la actividad antibacteriana se atribuye a que Eleutherine
bulbosa en su composicién presenta el bis (2-6,7-diamino-5,8-dioxo-naftaleno-1il)
propanal, derivado de la naftoquinona, y al igual que las teorias que sefialan a este
compuesto, se ha asociado su efecto bactericida al estrés oxidativo que provoca,
conllevando a la formacién de especies de oxigeno altamente reactivas capaces de
inhibir al complejo de topoisomerasa | y Il, induciendo asi la apoptosis celular tanto
en bacterias gram negativas y positivas?®. Se conoce también que el efecto
bactericida de la planta se lleva a cabo gracias a que las naftoquinonas, también
pueden interaccionar con los &cidos nucleicos inhibiendo asi la replicacion y

transcripcion evitando la supervivencia de las bacterias?®

Pérez'’ relaciona el efecto antibacteriano de la planta a la presencia de quinonas,
las cuales actuan sobre las adhesinas expuestas en la superficie de las bacterias,
sobre los polipéptidos de la pared celular y sobre las enzimas unidas a la membrana,
ademas de poseer accion pro-oxidante generando asi especies de oxigeno

altamente reactivas.

Segun los resultados encontrados en este trabajo, se demuestra que gracias a su
composicion, Eleutherine bulbosa posee una importante eficacia antibacteriana, los
cuales se respaldan por los resultados obtenidos en otras investigaciones, por lo
gue su uso Yy aplicacion en medios rurales serian de gran impacto, debido a que en
esas zonas existe limitado acceso a servicios de salud y a tratamientos
farmacoldgicos; ademas por el buen efecto antibacteriano contra diversos tipos de
bacteria, por su bajo costo, facil y rapido acceso a la planta, seria una excelente

alternativa de tratamiento o como complemento del mismo.
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VL. CONCLUSIONES

e El extracto alcohdlico de Eleutherine bulbosa presenta eficacia antibacteriana
sobre Staphylococcus aureus en las concentraciones al 75% y 100%.

e EIl isoxazolil penicilina (Oxacilina 1 pg), mostré halos de inhibicién con
mayores diametros que lo obtenido con el extracto en estudio.

18



VII.

RECOMENDACIONES

Fomentar la realizacion de estudios para la determinacion de los
componentes fitoquimicos del bulbo de Eleutherine bulbosa para
determinar su actividad antimicrobiana.

Realizar estudios con diferentes extractos: cetdnico, acuoso, oleoso.
Evaluar el posible efecto antimicético y antiparasitario del Eleutherine
bulbosa.

Evaluar la accién sinérgica con los antimicrobianos.

Realizar estudios con modelos biologicos, a fin de tener mejor

conocimiento sobre su accién en seres Vvivos.
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clinica-28-articulo-mecanismos-accion-los-antimicrobianos-
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40 Ministerio de Salud. Manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad
antimicrobiana por el método de disco difusién. Lima: Ministerio de salud.
Instituto nacional del Perd; 2002. [citado: 08/10/2019]. Disponible en:
http://www.ins.gob.pe/insvirtual/images/otrpubs/pdf/manual%20sensibilidad %2
02.pdf
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ANEXO 01

DISENO DE INVESTIGACION

RG1 X1 o1
RG2 X2 02
RG3 X3 03
RG4 X4 04
RG5 X5 05
RG6 X6 06

Estableciendo:

RG1-6: Grupos en estudio.

X1: Extracto alcoholico de Eleutherine bulbosa al 100%
X2: Extracto alcoholico de Eleutherine bulbosa al 75%
X3: Extracto alcoholico de Eleutherine bulbosa al 50%
X4: Extracto alcoholico de Eleutherine bulbosa al 25%
X5: tratamiento con Oxacilina 1ug

X6: Control negativo DMSO (Dimetil Sulféxido)

01-6: Observaciones del halo inhibitorio.
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ANEXO 02

MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

DEFINICION ESCALA
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL | INDICADORES MED[|)E|ON
Sustancia obtenida de forma | Se formaréan
biosintética, natural, o grupos:
Variable completamente obtenida en | Extracto
Independiente: laboratorio que cumplen alcohdlico de RG1
como minimo con 3 Eleutherine RG2 Cualitativa
Agente condiciones: tener actividad | bulbosa dividido RG3 nominal
antibacteriano para | antimicrobiana, efecto a en las diluciones RG4
las cepas de bajas concentraciones y ser | a)100% RG5
Staphylococcus | tolerado por el huésped.38 b)75% RG6
aureus ATCC e Agente antibacteriano | ¢)50%
25923 no farmacologico: d)25%
Eleutherine bulbosa f) Oxacilina 1 pg
e Agente antibacteriano | e) DMSO
farmacoldgico: (Dimetil
Oxacilina Sulfoxido)
Resultados de la sustancia Segun la CLSI Con eficacia
Variable gue posee propiedades con | se antibacteriana
dependiente: capacidad de eliminar considerara.3! =13 mm
agentes microbianos,
Efecto bactericidas; o producir la Sensible: = Sin eficacia Cualitativa
antibacteriano inhibicidon de su crecimiento | 13mm antibacteriana nominal

(bactericida)

o proliferacién,
bacteriostatico, sin producir
dafio en el organismo que
las porta.®®
Se medira el halo inhibitorio
mediante la técnica de

Kirby Bauer.

Intermedio: 11-
12 mm
Resistente: =

10mm

<13 mm
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ANEXO 03
TAMANO DE MUESTRA
Férmula

Se utilizé la férmula para comparacion de dos medias:

(z% + Zg)* 20*
(X1 — X3)?

n=

Dénde:
Zq2: 1,96. Para un intervalo de confianza del 95%.%?
Zp: 0,842.32
X1: 13 mm. Halo inhibitorio de Oxacilina.3!
X2: 16.2 mm. Halo inhibitorio del extracto alcohdlico del E. bulbosa.'?
o: 2 mm.1?
n=6.13375

Para este estudio se obtuvo 6 repeticiones por grupo sin embargo se

considerd realizar 10 repeticiones por grupo.
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ANEXO 04

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS.

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA MEDIR EL DIAMETRO DE LOS
HALOS DE INHIBICION (mm) SOBRE CEPAS DE Staphylococcus aureus

CONCENTRACION DEL

EXTRACTO ALCOHOLICO | CONTROL | CONTROL
PATOGENO DE Eleutherine bulbosa POSITIVO | NEGATIVO
Staphylococcus “Yahuar piri-piri”
aureus 100% | 75% | 50% | 25% | OXACILINA DSMO
1ug
Diametro del halo de inhibicion (mm)
PLACA 1 23 21 13 10 35 0
PLACA 2 24 21 12 12 38 0
PLACA 3 23 21 14 12 36 0
PLACA 4 22 20 11 11 36 0
PLACA S 23 21 12 13 36 0
PLACA 6 23 19 15 09 37 0
PLACA 7 21 19 12 14 36 0
PLACA 8 22 17 12 11 34 0
PLACA 9 25 21 13 12 36 0
PLACA 10 22 20 13 12 36 0
Promedio del
diametro del halo | 22.80| 20 |12.70 |11.60 36 0

de inhibicion
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ANEXO 05

FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

ucv

FICHA DE EVALUACION INSTRUMENTO POR EXPERTO

ANEXO N° 02

mmuo::vu;x:zmtblu CRITERIOS DE EVALUACION DE LOS ASPECTOS ESPECIFICOS
"CONTENIDO | CONSTRUCTO | RELEVANCIA | COMERENCIA | CLARIDAD | SUFICIENCIA
(Se refiere of | (Mosto donde el | (€] item es INTERNA (El item se (Los iterns que
grodo en que | instrumento esencial 0 (El item tiene | comprende | pertenecen o
el mide reaimente | importante, es | relocidn ldgica | fackmente, una misma
fre instrumento fo varioble, y con | decir, debe ser | con ko es deciv, sus | dimension
- reflejo el cuonto eficocio | incluido) dimension o el | sintdcticosy | boston poro
contenido de | lo hoce) indicodor que | semdnticas | obtener lo
lo varioble estd midiendo | son dimension de
Que se ) odecuodas) | esta)
pretende
medir)
| ss  NO | s NO si [ o | st [ v | 5| N | s NO
3 | % T ~ X X >
2 s o X P Pad >
3 p < Ne > X o3 X
4
s
CRITERIOS DE EVALUACION DE LOS ASPECTOS GENERALES S | NO OBSERVACIONES
El instrumento contiene instrucciones claras y precisas para ¢
responder |a ficha de cotejos /
Los items permiten el logro del objetivo de la investigacién W
Los items estan distribuidos en forma légica y secuencial b
£l nimero de items es suficiente para recoger la informacién. En caso X
demmﬂubwwmm.aﬁdk

VALIDEZ

APUICABLE TENIENDO EN CUENTA OBSERVACION

Validado por:

i

MEDICO CiMugAnD
C.MP 087556

Fecha
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ANEXO 06
PROCEDIMIENTO

1. Se efectud la autentificacion de la planta en el laboratorio del Herbarium
Amazonense del CIRNA, de la Universidad Nacional de la Amazonia

Peruana.
Centro de Investigacion de
Biunar D
Herbarium Amazonense - AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORTIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA

£l coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del CIRNA, de iz Universidad
Nacional de Ia Amazeonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, la muestra botanica presentado por Deborah Esther Rivas Navarro, Escuels
Profesional de Medicina, de Ia Facultad de Ciendas de Iz Salud, de la Universidad Cesar
valiejo, pertenece a la tesis titulado: Eficacia Antibacteriana del Extracto Alcoholico
de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. Sobre Staphilococcus aureus Comparado con
lsoxazolil penicilina in vitro; fue verificado y determinado en esie Herbarium
Amazonense (AMAZ), del Centro de Investigadién de Recursos Naturales (ORNA), celz
Universidad Nadional de la Amazonia Peruana (UNAP), como 2 continuadion se indica:

| Cod. AMAZ | Nombre dentifico | Familia | uomhmmlpr
37527 | Eleutherine bulbosa (Mill) Urb. | Inidaceae “yahuar piri-piri”

Seexaidehpfset\temtdaalahma.paralcsinaquem
convenienta.

Atentaments,
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2. La sustraccion del extracto alcohdlico de Eleutherine bulbosa se utilizé

alcohol etilico de 96° para la maceracion.

A. Tratamiento de la muestra

Los bulbos de Eleutherine bulbosa —
“Yahuar piri-piri” se obtuvieron en la
ciudad de Iquitos, departamento de
Loreto, en una cantidad de 2 Kg y

fueron llevadas al laboratorio “san
José” de  Trujilo, donde se

seleccionaron los ejemplares con las

mejores condiciones. Los bulbos se
lavaron con agua clorada y se enjuagaron con agua destilada, se colocaron
sobre papel absorbente hasta quitarles los residuos de agua. Luego, se corto
en trozos pequefios, se coloco en una bandeja de cartulina y se llevé al horno
a deshidratar por conveccion a 45°C por 72 horas. Después, se trituro en un
mortero hasta obtener particulas muy pequefas y se reservo almacenandolo

herméticamente en recipiente oscuro.
B. Obtencion del extracto alcohdlico

El extracto alcohodlico de Eleutherine
bulbosa se obtuvo por el método de
maceracion en etanol de 96°; para ello,
se coloco6 en un frasco de vidrio 20 g de
la muestra deshidratada y triturada y 200

ml de etanol, se tapd el frasco

herméticamente y se envolvio totalmente
con papel aluminio. Luego, se llevo al horno a 45°C por 8 dias con agitacion
de 4 veces diarias. Después, se hizo una doble filtracion; primero se filtr6 a
través de una gasa estéril y segundo a través de papel filtro Whatman N°41.
Se midié 100 ml del filtrado y se evapord por conveccion en estufa a 45°C,
hasta que qued6 20 ml de filtrado. De este modo, se obtuvo el extracto
etandlico (EE) considerado al 100%; el cual, se reservo en un frasco de vidrio

ambar a 6°C hasta su utilizacion.
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3. La sensibilidad antibacteriana se determiné a través del método de disco
difusion Kirby-Bauer®. Para ello, se consideraron los criterios establecidos
en el Clinical and Laboratory Standars Institute- CLSI 2009 de los Estados
Unidos. Se tomé en cuenta los estandares M02 y M100. Como medio de
cultivo bacteriano se empled Agar Miller- Hinton. Se preparé 250 ml de este
medio para las 10 placas Petri. Este medio de cultivo se esteriliz6 en
autoclave a 121°C por 15 minutos. Después, fue servida en Placas Petri
estériles de plastico desechables, alrededor de 18-20 ml por cada placa, y se

dej6 en reposo hasta que se solidificé por completo.

a) Preparacion del inéculo

Se preparo el indculo colocando en un tubo

de ensayo estéril 3 ml de Cloruro de sodio al

0.9%, al cual se le agregd una alicuota del
Staphylococcus aureus, que fue cultivado 24
horas antes, de tal modo que se observo una
turbidez que fue equivalente al tubo 0,5 en la
escala de McFarland (1,5 x108 UFC/ml).
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b) Siembra del microorganismo

El microorganismo Staphylococcus aureus fue
sembrado, deslizando un hisopo estéril embebido
con el inéculo, sobre toda la superficie del medio
de cultivo en todas las Placas Petri (siembra por |, 3
estrias en superficie); de tal modo, que el
microorganismo quedd sobre toda la superficie de

la placa como una capa.
c) Preparacién de las concentraciones del EA

A partir del EA al 100%, se prepararon 3
concentraciones (75%, 50% y 25%) utilizando
Dimetil Sulféxido (DMSO) como solvente; para
ello, se rotularon 3 tubos de ensayo estériles de
13x100mm con las 4 concentraciones y se .
colocaron 750 yL de EA 'y 250 puL de DMSO al tubo
de 75%, 500 puL de EA y 500 uL de DMSO al tubo |
de 50%, y 250 yL de EA'y 750 pL de DMSO al tubo
de 25%.

d) Preparacion de los discos de sensibilidad con EA

A partir de cada una de las concentraciones, se
colocaron 10 pyL en cada disco de papel filtro
Whatman N° 1 de 6mm de diametro,
previamente esterilizados. Se tomaron 10 pL de ;
EA al 25% y se colocaron en un disco, 10 uL de P
EA al 50% en otro disco, 10 yL de EA al 75% en ,_" 4
otro disco y 10 uL de EA al 100% en otro disco. %%

Esto se repitid 10 veces.

e) Confrontacion del microorganismo con el agente antimicrobiano

Se tomaron los discos de sensibilidad preparados, uno de cada concentracion

con EA con la ayuda de una pinza metélica estéril, y se colocaron en la superficie
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del agar sembrado con el patégeno Staphylococcus aureus, de tal modo que
guedaron los discos (uno de cada concentracion) de forma equidistante, a 1 cm
del borde de la Placa Petri. Adicionalmente, se colocé el disco con Oxacilina 1ug
(control positivo). Se dejaron en reposo por 15 min y posteriormente las placas
se incubaron de forma invertida en la estufa a 37°C por 24 horas.

f) Lectura e interpretacion

La lectura se realiz6 observando y midiendo el didmetro de la zona de inhibicion
de crecimiento microbiano con una regla Vernier. Esta medicion se realiz6 para
cada una de las concentraciones de EA de Eleutherine bulbosa y para la
Oxacilina. Se interpreté como sensible o resistente, segun lo establecido en
CLSL.
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ANEXO 07

ANALISIS ESTADISTICO

Pruebas de homogeneidad de varianzas

Estadistico de gll gl2 Sig.
Levene
Se basaen la 0.548 4 45 0.702
media
Se basaenla 0.361 4 45 0.835
mediana
Se basaenla 0.361 4 41.534 0.835
medianay con
gl ajustado
Se basaenla 0.540 4 45 0.707

media recortada

Pruebas de normalidad

CONCENTRACIONES Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
OXACILINA 0.300 10 0.011 0.872 10 0.105
25 0.210 10 ,200° 0.955 10 0.732
50 0.227 10 0.155 0.916 10 0.328
75 0.273 10 0.033 0.785 10 0.010

100 0.230 10 0.143 0.933 10 0.479
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Variable dependiente:

Comparaciones multiples

HSD Tukey
Intervalo de confianza
al 95%
Diferencia de Error Limite Limite
CONCENTRACIONES medias (I-J)  estandar Sig. inferior superior
OXACILINA 25 24,400 0.550 0.000 22.84 25.96
50 23,300° 0.550 0.000 21.74 24.86
75 16,000 0.550 0.000 14.44 17.56
100 13,200° 0.550 0.000 11.64 14.76
25 OXACILINA -24,400 0.550 0.000 -25.96 -22.84
50 -1.100 0.550 0.283 -2.66 0.46
75 -8,400° 0.550 0.000 -9.96 -6.84
100 -11,200° 0.550 0.000 -12.76 -9.64
50 OXACILINA -23,300° 0.550 0.000 -24.86 -21.74
25 1.100 0.550 0.283 -0.46 2.66
75 -7,300° 0.550 0.000 -8.86 -5.74
100 -10,100° 0.550 0.000 -11.66 -8.54
75 OXACILINA -16,000" 0.550 0.000 -17.56 -14.44
25 8,400 0.550 0.000 6.84 9.96
50 7,300 0.550 0.000 5.74 8.86
100 -2,800° 0.550 0.000 -4.36 -1.24
100 OXACILINA -13,200" 0.550 0.000 -14.76 -11.64
25 11,200° 0.550 0.000 9.64 12.76
50 10,100 0.550 0.000 8.54 11.66
75 2,800 0.550 0.000 1.24 4.36

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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ANEXO 08
Proteccion personal

1. En todo momento el personal de laboratorio debera portar monos, batas o
uniformes especiales.

2. Paralos procedimientos que involucren o puedan entrafiar el contacto directo
o accidental con liquidos corporales, sangre, animales infectados o
materiales con potencial infeccioso se debera usar obligatoriamente guantes
protectores apropiados, que una vez terminado el procedimiento se deberan
retirar de forma aséptica y a continuacion se llevara el lavado de manos.

3. Después de la manipulacion de animales o materiales infecciosos el personal
deberéa lavarse las manos. asi como antes de abandonar las zonas de trabajo
del laboratorio.

4. Cuando sea necesario la proteccion de los ojos, rostros de impactos,
salpicaduras y fuentes de radiacion artificial se usaran gafas de seguridad,
viseras u otros dispositivos de proteccion.

5. Estara prohibido el uso de las prendas protectoras fuera del laboratorio.

No se usara calzado sin puntera.

7. Estard prohibido actos como fumar, comer, beber, aplicar cosméticos o
manipular lentes de contacto en las zonas de trabajo

8. Estara prohibido el almacenamiento de bebidas o alimentos para consumo
humano en las zonas de trabajo del laboratorio.

9. La ropa protectora de laboratorio se guardara en otros armarios o taquillas

gue la ropa de calle.
ANEXO 09

Art. 48: “El médico debe presentar la informacién proveniente de una investigacion
médica, para su publicacion, independientemente de los resultados, sin incurrir en

falsificacion ni plagio y declarando si tiene o no conflicto de interés”.
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ANEXO 10
LEY FORESTAL Y DE FAUNA SILVESTRE
LEY N° 29763

Articulo 4. Patrimonio forestal y de fauna silvestre de la Naci6n %

El patrimonio forestal y de fauna silvestre de la Nacion esta constituido por lo

siguiente:

a. Los ecosistemas forestales y otros ecosistemas de vegetacion silvestre.
b. Los recursos forestales y de fauna silvestre mantenidos en su fuente.

c. La diversidad biolégica forestal y de fauna silvestre, incluyendo sus recursos

genéticos asociados.
d. Los bosques plantados en tierras del Estado.

e. Los servicios de los ecosistemas forestales y otros ecosistemas de vegetacion

silvestre.

f. Las tierras de capacidad de uso mayor forestal y tierras de capacidad de uso

mayor para proteccion, con bosques o sin ellos.

g. Los paisajes de los ecosistemas forestales y otros ecosistemas de vegetacion

silvestre en tanto sean objeto de aprovechamiento econémico.

Las plantaciones forestales en predios privados y comunales y sus productos se
consideran recursos forestales pero no son parte del patrimonio forestal y de fauna

silvestre de la Nacion.
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CONSTANCIA DE ASESORIA DE PROYECTO DE TESIS

El que suscribe, EQ‘Q 6 gmb(}gb . ‘.[Q] wme A Ly]gr;ﬁ docente de la Escuela Profesional

de Medicina de la Facultad de Ciencias Médicas.
Hace CONSTAR

Que, de conformidad con el Reglamento para elaboracién y evaluacién de Proyectos de Tesis, el(la)
estudiante Q\\)Clb Nav [§1410) T(\—)e\(r.ﬂl\'\ Esther de esta Superior Casa de
Estudios, viene trabajando bajo mi asesoramiento el Proyecto de Tesis titulado:
Elcavn ankdpdenans del exbacto alcobalico do €lectherine
ulbose eddive S l*ﬁ'nh\:fn conccue, Duwos (_nm(ncuﬂr(r con

L soxaol \[?P nialivie In ik

que sera presentado para optar el Titulo Profesional de Médico Cirujano.

En tal virtud, asumo el asesoramiento del Proyecto mencionado en calidad de ASESOR ESPECIALISTA, tarea

voluntaria y de cooperacién académica con la Escuela de Medicina.

Expedido el presente a solicitud de la parte interesada sélo para fines académicos que estime conveniente.

Dado en la ciudad de Trujillo alos_O8 _dias del mes de Ncu;'o del afio _ 2020
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o

(5an Jose

CONSTANCIA DE ENECUCION DE PROYECTO

El Laboratorio “San loss™ dejs constanca que hs cedido od homovem sus instalaciones,
endonde DEBORAH ESTHER RIVAS NAVARRD, estudante de Medikina dela Universcad
Cesar Valejo de Trujiio, sjeontt & parte expermertal de sy proyecto de tesds titulado
“ENcacia antibacteriana del extracto akohdlico de Elcurherine twbosa sobve
Stophyfococcws awreus comparado con moxazolil peniciing in vara®, durante los dias 01
al 05 de ccrubee do 2020, bajo la orientacidn y desoramivonto del Microbiclogo Laime
Abslardo Pofo Gamboa.

St expide [a presente a sodotud del estudiante, solo para fines académicos, 2 Jos 27 das
del mes de octubire de 2020,

Sede Principal: Francisce Bolognesi 678 01, 203 - Centro Historice - Trujille
Sucursales: Los Corales 277+ Barrio Medico Urh. Samta Ines - Trujitlo

L 769999 - [ 948649844
sanjeselabs@hotmail.com O www.sanjoselabs. amawebs.com/
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