: ,
EI UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE
MEDICINA

EFICACIA ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO DE Urtica dioica SOBRE
Staphylococcus aureus, ESTUDIO IN VITRO

TESIS PARA OBTENER EL TITULO PROFESIONAL DE MEDICO
CIRUJANO

AUTOR:

Nara Mayummy de Belén Ferndndez Méndez

ASESORES:

Mg. Jaime Abelardo Polo Gamboa
Dr. Kenny Bricefio De la Cruz

LINEADEINVESTIGACION:

MEDICINA ALTERNATIVA

TRUJILLO-PERU

2016



\|| UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE MEDICINA

EFICACIA ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO DE Urtica dioica
SOBRE Staphylococcus aureus, ESTUDIO IN VITRO

MSc. JORGE LUIS PLASENCIA CUBA

PRESIDENTE DEL JURADO

Mg. JAIME ABELARDO POLO GAMBOA

SECRETARIA DEL JURADO

Dr. SANTIAGO BENITES CASTILLO

VOCAL DEL JURADO

FECHA DE SUSTENTACION Y APROBACION



DEDICATORIA

A Ml MADRE

Porque es mi ejemplo como mujer,

por su incansable amory

constante fortaleza para estar a mi lado.

A MI PADRE

Porque me motiva a buscar la excelencia,
estar en constante crecimiento y es quien

me sustenta en todo tiempo.

A MIS HERMANOS
Josué y Aldo, quienes son mi compaiiia,
mi alegria, mi mayor regalo y mi motor para seguir

y ser la mujer fuerte que hoy soy.

A MIS ABUELOS Y TiOS

Porque su amor, sus bendiciones, sus
recursos, su cuidado y consejos han calado

en mi y contribuyen cada dia a mi

formacion.
A MIS AMIGOS
En cada Etapa de mi vida, van y vienen
y cada uno de ellos me ensefia lindas ensefianzas,
porque en su amor descubro una nueva familia.
Con amor,

Nara Mayummy de Belén Fernandez Méndez



AGRADECIMIENTO

A Dios

Por ser mi creador, el hacedor de mis dias; mi seguridad y confianza de que todo estd

bajo su control y él que hace que nada me falte.

Al Dr. Kenny Bricefio De la Cruz

Quien asesoro este esfuerzo con preocupacion, paciencia y esmero a fin de

brindar utilidad al conocimiento sobre la medicina tradicional.

Al Bidlogo Jaime Polo Gamboa

Quien me asesord con tino, confianza y esmero;
brinddndome su tiempo y los recursos necesarios en mi

formacidn profesional.

A la Universidad

Por ser mi alma mater, mi mas preciado hogar
académico, y facilitadora de mi futuro y el lugar al

que siempre desearé volver.

Nara Mayummy de Belén Fernandez Méndez



DECLARATORIA DE AUTENTICIDAD

Yo, Nara Mayummy de Belén Ferndandez Méndez con DNI N2 70299187 a efecto de
cumplir con las disposiciones vigentes consideradas en el Reglamento de Grados y
Titulos de la Universidad César Vallejo, Facultad de Ciencias Médicas, Escuela de
Medicina, declaro bajo juramento que toda la documentacién que acompafio es veraz

y auténtica.

Asi mismo, declaro también bajo juramento que todos los datos e informacién que se

presenta en la presente tesis son auténticos y veraces.
En tal sentido asumo la responsabilidad que corresponda ante cualquier falsedad,
ocultamiento u omisidn tanto de los documentos como de informacién aportada por

lo cual me someto a lo dispuesto en las normas académicas de la Universidad César

Vallejo.

Trujillo, 01 de Diciembre del 2016

Nara Mayummy de Belén Fernandez Méndez



PRESENTACION

Sefiores miembros del Jurado antes ustedes me presento y expongo que:

En cumplimiento del Reglamento de Grados y Titulos de la Universidad César Vallejo presento ante
ustedes la Tesis titulada: “EFICACIA ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO DE Urtica dioica SOBRE
Staphylococcus aureus, ESTUDIO IN VITRO”, una investigacion que busca ampliar el conocimiento
sobre nuestra flora local y su utilidad como tratamiento coadyuvante o alternativo a nuestra
medicina contempordanea; revalorando asi a la Naturaleza que es la materia prima en todo
desarrollo medico cientifico y crecimiento sostenible de la humanidad. La misma que someto a
vuestra consideracion y espero que cumpla con los requisitos de aprobacion para obtener el titulo

Profesional de Médico Cirujano.

La Autora.



iNDICE

PAGINAS PRELIMINARES

Pagina del Jurado I

Dedicatoria Il
Agradecimiento 1l
Declaratoria de autenticidad v
Presentacion \Y
indice VI
RESUMEN Vil
ABSTRACT VIII

I. INTRODUCCION

1.1. Problema 21
1.2. Hipétesis 21
1.3. Objetivos 21

Il. MARCO METODOLOGICO

2.1. Variables 23
2.2. Operacionalizacidn de variables 23
2.3. Metodologia 24
2.4. Tipos de estudio 24
2.5. Diseino 24
2.6. Poblacién, muestra y muestreo 25
2.7. Técnicas e instrumentos de recoleccidn de datos 26
2.8. Métodos de anilisis de datos 26
2.9. Aspectos éticos 27
I1l. RESULTADOS 29
IV. DISCUSION 32
V. CONCLUSIONES 34
VI. RECOMENDACIONES 35
VII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. 36

ANEXOS 37



INFORME DE TESIS

EFICACIA ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO DE Urtica dioica
SOBRE Staphylococcus aureus, ESTUDIO IN VITRO

AUTOR

FERNANDEZ MENDEZ, NARA MAYUMMY DE BELEN

ASESOR:

BIOLOGO: JAIME POLO GAMBOA
DR. KENNY BRICENO DE LA CRUZ

LINEA DE INVESTIGACION:
MEDICINA ALTERNATIVA

TRUJILLO - PERU - 2016

Vi



RESUMEN

Se determind la eficacia antimicrobiana de la concentracion del extracto etandlico
de Urtica dioica cultivada en Otuzco (La Libertad, Perd) sobre la viabilidad de
Staphylococcus aureus. Se trabajo con cinco concentraciones del extracto (100%; 80%;
60%; 40%, y 20%) y Clindamicina como control positivo. El efecto se determiné siguiendo
lo propuesto por el National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS):
sembrando un indculo estandarizado con el patron de turbidez 0,5 del Nefelometro de Mac
Farland en placas con Agar Mueller Hinton por la técnica de disco difusién respectivamente,
para S. aureus. Se observé que a medida que disminuia la concentracion del extracto
etandlico de Urtica dioica aumenta porcentaje de inhibicidn relativo o indice de actividad
antibacteriana en el rango de 80%. Sin embargo muestra que el Staphylococcus aureus es
resistente al extracto etandlico de Urtica dioica en todas sus concentraciones. Palabras

clave: Staphylococcus aureus, Extracto etandlico, Actividad antimicrobiana.

viii



ABSTRACT

The effect of the concentration of ethanol extract of cultivated dioica Urtica Otuzco (La
Libertad, Peru) on the viability of Staphylococcus aureus was determined. We worked with
five concentrations of the extract (100 %, 80 %, 60 %, 40 % and 20%) and Clindamycin as
a positive control. The effect was determined following the proposal of the National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS): planting a standardized pattern of
Nephelometer Turbidity 0.5 Mac Farland on Mueller Hinton Agar plates by the poured plate
technique inoculum respectively, S. aureus . It was noted that with decreasing the
concentration of ethanol extract of Urticadioica percent inhibition relative increases or
antibacterial activity index in the range of 80 %. However it shows that Staphylococcus

aureus is resistant Diurtica ethanolic extract dioica in all concentrations.

Keywords : Staphylococcus aureus, alcoholic extract , antimicrobial activity.



INTRODUCCION

1.1 REALIDAD PROBLEMATICA:

Las infecciones por Staphylococcus aureus, generan enfermedades como la
meningitis bacteriana, endocarditis, osteomielitis, neumonia, y otras
enfermedades menos complicadas pero mas frecuentes, como impétigo,
celulitis o foliculitis. EI hombre es un hospedador natural del Staphylococcus
aureus, pues entre el 30 y el 50% de las personas sanas estan colonizadas; 15
% permanecen poblados de manera persistente. Esta bacteria forma parte de
la microbiota humana y tiene colonizacion preferente de narinas, pliegues
intertriginosos, perineo y axilas, no obstante, los colonizados tienen un riesgo
mayor de sufrir infecciones. La prevalencia de portadores dermatoldgicos oscila

entre el 27% en los paises desarrollados y el 85% en los paises en desarrollo."

En Peru, hasta la semana epidemiolégica 36 del ano 2015, se habian notificado
2. 228.023 casos de infecciones por Staphylococcus aureus infantes, con un
indice acumulado de 547,1 casos por 10000 menores de 5 afios,
incrementando en un cuatro por ciento a la incidencia acumulada notificada la
misma epoca del afio 2015. Las Direcciones regionales de Salud que tienen
una incidencia acumulada de casos por 10 000 infantes resultaron: Lima este
(19 783,8), Moquegua (16 556,9), Arequipa (14 822,0), Ucayali (13 290,6) y
Callao (12 927,1). 2

De 8,8 millones de fallecimientos de nifios en 5 anos que se produjeron en el
mundo en 2014, la OMS estima que unas 476 000 (333 000 a 529 000) fueron
causadas por infecciones neumocdcicas y estafilocdcicas. Las consultas
pediatricas en los primeros niveles de atencion informan que el 60% de
consultas deriva de las enfermedades neumolégicas o dermatolégicas. La
resistencia bacteriana junto a la economia precaria para adquirir el
medicamento prescrito genera aumento de las patologias y de la mortalidad.
En los ultimos afios la medicina alternativa con la fitoterapia, han incrementado
su campo de aplicacion y han permitido desarrollar nuevos medicamentos. La

ortiga y otras plantas tienen un uso ancestral como remedio para enfermedades
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dermatoldgicas. El 90% de la poblacion peruana utiliza remedios naturales, por
su disponibilidad inmediata y minimo gasto, ademas por tener origen natural.
El uso del extracto de Ortiga para tratar enfermedades dérmicas como la
celulitis, es habitual; con su actuar se evidencia gran recidiva de la

sintomatologia local y evita la progresién de estos.?
1.2 TRABAJOS PREVIOS:

Ramtin M. et al* (India 2014) Evaluaron el efecto de la actividad
antibacteriana de Urtica dioica e Iris pseudacorus como aceites esenciales
en plantas nativas del norte de Iran, Las concentraciones inhibitorias
minimas (MIC) y la concentracion bactericida minima (MBC) de aceites
esenciales fueron utilizados para este objetivo. El estudio mostr6 que el
diametro de la zona de inhibicion vario de 11a 19 mmyde 9a 17 mmen la
Urtica dioica y Iris pseudacorus respectivamente. Por el contrario, esta cifra
fluctu6 del 19 al 28 mm y de 7 a 17 mm para la Gentamicina y Ampicilina por
separado. Por otra parte, los MBC de esencias herbales fueron 1,8-15 mg/ml
para, Ortiga y 15-30 g/ml para Iris. Concluyeron que la aplicacion de aceites
esenciales para el control biolégico de las enfermedades, como una nueva
alternativa a los antimicrobianos emergente tratamientos, conducen a mas

seguro y mas la gestion ambiental de las enfermedades infecciosas.

Ghaima k. et al® (Irag, 2013) Analizaron la actividad antibacteriana y
antioxidante del extracto de etil acetato de ortiga (Urtica dioica) y el diente
de ledn (Taraxacumofficinale). Los resultados muestran que el extracto de
etilo acetato de ortiga fue mas eficaz en todas las bacterias aisladas
(Aeromona shydrophila, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Escherichia coli). El acetato de etilo de ortiga tuvo el mayor
contenido de compuestos fendlicos (48.3mg) de contenido fendlico. Las
actividades antioxidantes de extracto de etil acetato de ortiga y diente de
ledn por férrico método de tiocianato (FTC) expuso que la ortiga causaron el
76% de la degradacion oxidativa de los lipidos en la inhibicion de acido
linoleico emulsion; esta actividad fue mayor que el diente de ledn (44 %) y a
tocoferol (65 %).



Stefanovic O. et al® (Servia, 2013) Evaluaron el efecto antibacteriano de
diferentes plantas, dentro de ellas la Ortiga, los extractos se manifiestan
diferentes niveles de actividad antibacteriana. El extracto de etanol actuo en
concentraciones de 1,25 mg / ml a darle > 20 mg / ml, acetatoetilo y el
extracto de acetona a partir de 0,62 mg / ml a darle 20 mg / ml. acetato de
etilo y el extracto de acetona actuado méas que el extracto de etanol. Entre
acetato de etilo y el extracto con acetona no se observo diferencia
estadisticamente significativa (p= 0,756 ) .Las bacterias estudiadas en la
mayoria de los casos mostraron emotividad a 10 mg / mly 20 mg / ml. Las
bacterias Gram positivas y Staphylococcus aureus ATCC 25923 fueron los
mas sensible a la accion de extractos de Urtica dioica. Valores de MIC fueron
en el intervalo de 0,62 mg/ml a darle la 2,5 mg/ml. Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis ,Escherichia coli vy
Pseudomona aeruginosa manifiestan la resistencia a las concentraciones

ensayadas de extracto de etanol.

Ibrahim D. et al’ (Malasia, 2013) Evaluaron la actividad antibacteriana,
como estudio de letalidad del extracto de butanol de Urtica dioica contra
Staphylococcus aureus, utilizando procedimientos microbiolégicos estandar.
Los efectos del extracto de butanol en las células de Staphylococcus aureus.
También se estudié por medio de microscopio electrénico de barrido (SEM)
y los resultados mostraron que el extracto de butanol causé la contraccion
interna de la las células y se derrumb6 completamente las células después
de la exposicion prolongada a la misma. Valor de concentracion inhibitoria
minima (MIC) fue 16,67 mg / mL. La reduccion promedio log en el recuento
de células viables en el ensayo de letalidad fue> 4,5 log10 CFU / ml usando
33,33 mg / ml (MIC) durante 48 h, el extracto fue bactericida contra MRSA
en 2MIC de 44 horas periodo de interaccion. Sin embargo, el ensayo de
tiempo muerto sugiere que el extracto de butanol de U. dioica inhibi6
significativamente el crecimiento celular y que poseen actividad bactericida

a la concentracion.

Alvarado M8, (Ecuador, 2013) Evaluaron el efecto antibacteriano contra

Staphylococcus aureus y Escherichia coli, de los extractos de Malva olorosa,
3



Ortiga y Ajenjo usando la técnica de dilucion. El estudio present6 dos etapas:
En la inicial, se determind el efecto antibacteriano de los tres extractos a
través de distintas pruebas; secundariamente, se estudié dicha actividad
considerando la altitud. Actuando de manera similar en ambas fases:
preparacion de las plantas, extraccion de solutos eficaces mediante
percolacion con mezcla hidroalcohdlica al 70% (etanol: agua; 70:30),
evaporacion del solvente y liofilizacion del extracto. Dichas plantas son
bactericidas frente a S. aureus en la mayor dilucién (8mg/ml), mostrando una
inhibicién del 99,99% / 100%; sin embargo, el extracto de Malva olorosa es

mas bactericida porque la CMI es de 2mg/ml (99,99% de eficacia).

Singh R. et al® (India 2011) El presente estudio describe la actividad
antibacteriana y el perfil fitoquimico. El extracto de hexano mostré una buena
actividad antibacteriana contra todas las cinco cepas bacterianas, por lo que
se purificé adicionalmente usando cromatografia en columna de silice y la
Concentracion Minima Inhibitoria (MIC ) de la fraccion purificada semi B (FB
) de extracto de hexano se determind. FB mostro valor MIC de 31,25, 250,
7,81, 31,25 y 125 mg ml frente a Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae y Shigella flexneri,
respectivamente. FB se someti6 a analisis GC- MS en busca de compuesto
antibacteriano potente (s). Neophytadiene( 26,97 %) de éster de tetradecilo
de butilo ( 9,53 %), ftalato de dibutilo ( 7,45 %) , bis (etilhexilo ) maleato (
8,80 %) y acido benceno dicarboxilico ( 9,89 %) fueron los principales
constituyentes que pueden estar responsable de la actividad antibacteriana
de FB de U. dioica . El extracto hexano de U. dioica (HEUD)
significativamente ( p < 0,001 ; 67,92 %) redujo el crecimiento y desarrollo
de las bacterias en estudio, ademas de conocerse sus compuestos activos

con su respectivo método.

Sulca T°. (Ecuador, 2010) Evaluaron el efecto antimicrobiano de las
especies vegetales: Acmellarepens (Botonvillo), Urtica dioica (Ortiga) y
Sonchusoleraceus (Kana Yuyo) sobre Staphylococcus aureus, Pseudomona
aeruginosa y Candida albicans. Obteniendo como resultados para la Ortiga

un P<0.05, lo cual indica un efecto es positivo en cuanto al H.l. La Ortiga
4



obtiene un 4.74 <u<5.28mm. El Sonchusoleraceus 4.08<u<4.62mm y para
el Acmellarepens 3.67<p<4.22mm. Entonces concluye que la Ortiga tiene
valores mucho mas altos y su efecto antibacteriano es mejor en los tres

vegetales estudiados.

Segura M. et al*! (Pera, 2013) Evaluaron la resistencia del S. aureus, S.
epidermidis y P. aeruginosa al efecto bactericida del extracto de Urtica
dioica “ortiga” por el método de Kirby Bauer realizando agujeros de 5 mm de
didmetro y 5 mm de profundidad en Agar Mueller Hinton. El control positivo
se realiz6 utilizando discos de Cefalexina para S. aureus, Vancomicina para
S. epidermidis y Ciprofloxacino para P. aureginosa. Concluyendo que hay
mayor accion antibacteriana a una concentracion del 25%, 50%, 100% de
S. aureusy S. pidermidis en relacion a los halos formados por el disco control
para cada género, conservando su actividad antimicrobiana al 100%. El
cultivo de Pseudomona aureginosa solo muestra sensibilidad al 100% del
extracto de Urtica dioica similar al control.

1.3 TEORIAS RELACIONADAS AL TEMA:

Los aspectos tedricos que sustentan el presente trabajo de investigacion
informan que, la Urtica dioica u Ortiga es una planta tipo arbusto, dioica, y
de caracteristica basto. Es del género Urtica, familia de las Urticaceae, su
altura oscila en 50 y 150 cm, crecen en suelo humedo, rico en nitrégeno. La
caracteristica de esta planta es que contiene en los tallos y las hojas
tricomas tienen un liquido urticante que contiene acidos organicos, histamina
y acetilcolina los que al tener contacto con la piel genera una rapida
inflamacién local; en la raiz hay taninos, nitrégeno, potasio, hierro, entre
otros. El tallo es cuadrado, las hojas ovales, con el borde aserrado,
pequenas flores unisexuales y conglomeradas. Las reacciones adversas
tales como la dermatitis de contacto y ataques de obstruccion bronquial tras
la inhalacion del polen o micro particulas de la planta. También pueden
desarrollar alergia al acido foérmico. Por otro lado tiene actividad
antiinflamatoria, diurética, depurativa, hemostatica y remineralizante. Esta

planta tiene bastas aplicaciones medicinales ancestrales; entre otros se ha
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citado su valor peristaltico a nivel intestinal, antidiarréico, diurético o
nutricional: se usan los primeros brotes y las hojas. Sus propiedades se
inactivan con la coccidn. Se lavan, su coccion esta entre 10 y 15 minutos; es
util para distintos potajes. Brinda hierro, silicio y otros minerales. Tiene
valores altos de proteinas y vitaminas A, C y K. De su accién como
Insecticida/Fungicida contra pulgones, hormigas y otros insectos,

protegiendo y estimulando el crecimiento de otras plantas.'®2324,

Otros metabolitos de la U. dioica son: acidos, fenoles, flavonoides y otros
constituyentes como: citosterol glucoproteinas, aminoacidos libres, sales

minerales.™

Usamos como control positivo a la Clindamicina, que es un antibiético
semisintetico generado por el reemplazo del grupo 7-hidroxilo por cloro en
el lugar 7 del compuesto original, pertenece a los lincosanidos. De accion
bacteriostatica predominantemente, y bactericida a dosis plena. Al unirse a
las subunidades 50S de los ribosomas bacterianos limita la sintesis de
proteinas, evitando la formacion de uniones peptidicas. En esquemas
tradicionales de tratamiento contra el S. aureus este farmaco ha tenido poco
uso generando que no se desarrolle resistencia significativa, ademas su
espectro cubre anaerobio gram positivos, gram negativos y aerobios gram
positivos. Haciendo que su uso sea mas eficaz en diferentes patologias
respiratorias, dérmicas, intra abdominales, éseas y articulares y del tracto
genital femenino. Mostrando alta tasa de penetracion en planos profundos
de la piel, articulaciones e incluso puede a travesar la barrera hemato

encefalica manteniendo asi su potencial antimicrobiano™®.

El S. aureus es un coco Gram positivos, de 0.5-1.5 um, agrupados desde
pares hasta racimos. Es movil, preferentemente anaerobio, no forma
esporas, generalmente no capsulado. Este agente, de amplio espectro en
infecciones de origen intra y extra hospitalarias. El S. aureus,
patolégicamente ataca la membrana de la celular con distintas exoproteinas

que le dan su capacidad para invadir y enfermar.'®

La mayoria de las cepas producen enzimas y citotoxinas que incluyen
cuatro  hemolisinas, nucleasas, proteasas, lipasas, hialuronidasas y
colagenasas; las que convierten los tejidos del huésped en recursos usados

por las bacterias. El S. aureus produce enfermedades como Impétigo,
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Ectima, Meningitis. Endocarditis. Septicemia, Osteomelitis e intoxicacion

alimentaria entre otras. 1617

El tratamiento farmacoldgico implica a todos las lincosamidas. La actividad
de las lincosaminas limita la proliferaciéon bacteriana del S. aureus, ya que
modifica la expresién y replicacion celular al unirse a la sub-unidad 50S del
ribosoma bacteriano. Dentro de ellos el S. aureus meticilino sensible se una
la Oxacilina o la Clindamicina, si es meticilino resistente se usa por lo general

Vancomicina con o sin Rifampicina.®

Los metabolitos activos de la Urtica didica, tiene efectos linhibidor sobre la
pared celular de los S. aureus, esto gracias a su capacidad de adherencia y
alta sensibilidad, esta planta inhibe la sintesis de proteoglicanos, sustancia
principal e importante para el exoesqueleto de la membrana bacteriana; es
asi como la presion intacelular bacteriana se altera procediendo a lisarse y

por ende no continua su replicacion celular.®141518

La OMS destaca el valor de los tratamientos complementarios y su
desarrollo mundial. Gran porcentaje de la poblacién primer mundista usan
tratamientos alternativos pues es sinénimo de inocuo, saludable y bueno.
Dicha instituciéon valida estudios cientificos y empiricos que confirmen lo
beneficioso de usar la fitoterapia en diversas afecciones agudas o cronicas.
La fitoterapia ha mostrado una gran eficacia contra afecciones leves vy

severas desde tiempos ancestrales. '8

1.4 FORMULACION DEL PROBLEMA:

¢En qué medida el extracto de Urtica dioica “Ortiga” tiene eficacia antimicrobiana

sobre cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro?



1.5 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
La importancia de la investigacion estd en que contribuird a la adquisicion
de evidencia cientifica que avale el tratamiento alternativo o coadyuvante de
las enfermedades causadas por la bacteria en estudio, asi como destacar la
actividad antimicrobiana de la Clindamicina, un farmaco de amplia cobertura
antibidtica, con buena penetracion tisular y de alta sensibilidad sobre éste
patdgeno. Por otro lado la precariedad de estudios locales, nacionales e
internacionales, acerca del efecto antimicrobiano de la Urtica dioica hace
que el presente estudio tenga gran utilidad para la sociedad médico cientifica
en medicina alternativa pues va innovando y adjuntando nuevos
conocimientos sobre las bondades de la flora local peruana; Por otro lado el
tratamiento de las infecciones estafilococicas, adicionado a esto la gran
resistencia bacteriana existente, genera un tratamiento costoso que limita el
cumplimiento este. Aqui radica el interés por conocer otros tratamientos que
sean eficaces frente al patdgeno causante de estas afecciones, entre ellos
el tratamiento adyuvante del extracto etandlico de Urtica dioica. Por ello
decidi realizar este estudio de investigacion buscando proponer un
tratamiento complementario accesible a todo publico, reduciendo costos y
sobre todo tendria menos efectos adversos en comparacion con antibiéticos

sintéticos.

Los resultados de esta investigacion nos ayudaran a ampliar nuestros
conocimientos sobre la biodiversidad de nuestra flora, sus bondades
medicinales y serviran para abrir trocha a nuevas investigaciones,

manejando otras variables y dando nuevos aportes a la ciencia.

1.6 HIPOTESIS:
H, = El extracto de Urtica dioica tiene eficacia antimicrobiana contra

Staphylococcus aureus.

Ho = El extracto de Urtica dioica no tiene eficacia antimicrobiana contra

Staphylococcus aureus.



1.7 OBJETIVOS:

1.7.1. O. General:

Evaluar la eficacia del extracto de Urtica dioica “Ortiga” como

antimicrobiano sobre Staphylococcus aureus, estudio in vitro.

1.7.2. 0. Especificos:
e Establecer la eficacia antimicrobiana del extracto de Urtica dioica sobre el

Staphylococcus aureus.

e Establecer la CMI antimicrobiana del extracto de Urtica dioica sobre el

Staphylococcus aureus.

e Determinar la eficacia antimicrobiana del extracto de Urtica dioica

comparado con el tratamiento estandar (Clindamicina).



1. METODO

2.1. DISENO DE INVESTIGACION: Basico experimental.

CUADRO TETRACORICO

EFICACIA
TRATAMIENTO Sli NO GRUPOS
RG1 A B
RG2 C D
RG3 E F CASOS
RG4 G H
RG5 I J
RG6 K L TESTIGO
DILUCIONES:
X1=100% X2=80% X3=60% X4=40%
X5=20% X6= Tratamiento estandar con Clindamicina.

2.2. VARIABLES

Variable independiente:

Variable dependiente:

cualitativa

a) Con extracto de Urtica dioica

b) Tratamiento estandar: Clindamicina

Tratamiento para Staphylococcus aureus: Variable cualitativa

Eficacia antibacteriana del extracto de Urtica dioica: Variable
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

(menor de 16)%°

Variable Definiciéon conceptual Definicion Indicadores Escala de
operacional
medicién
El tratamiento de la|En el presente|a)100%
bacteria se refiere a los | estudio se | b) 80%
Tratamiento | medios que se utiliza para | dividiran las | ¢) 60% Cualitativa
para disminuir la concentracion | cepas en 51| d)40% nominal
Staphylococc | de  bacterias; existe | grupos en | e)20%
us aureus. tratamientos: relacion a las | f) Clindamicina
a) farmacoldgico dilusiones
b) no farmacoldgico realizadas
Para evaluar la
Eficacia Es la eficacia positiva | eficacia Eficaz (mayor
antibacterian | después de la intervencion | antibacteriana se | de 20 mm)?’ Cualitativa
a del extracto | al 50% de propiedad activa | medira mediante nominal
de Urtica los mm. del halo | No Eficaz
dioica de inhibicion: (menor de 20)%'
-Sensible: (mas
de 20)®
- Indiferente:
(16 -20)%°
-Resistente:

2.3. TIPO DE ESTUDIO: Basico, experimental

2.4. POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

Poblacién: Todas las bacterias Staphylococcus aureus existentes.

Muestra: Segun la formulacién de poblaciones desconocidas y representativas se obtiene

el resultado de 11 muestras, pero con la finalidad de dar mayor validez y confiabilidad al

estudio optaremos por trabajar con 33 unidades muestrales (Ver Anexo 1)
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Unidad de analisis: Cada bacteria cultivada in vitro
Unidad de muestreo: Cada placa con el cultivo de Staphylococcus aureus

Tamano muestral: Se trabajo con la férmula para estudios con poblacion desconocida
obteniéndose una muestra de 11 Placas, sin embargo para dar realce y confiabilidad al

presente estudio se decide emplear 33 placas como muestra representativa.

Método de muestreo: En el presente estudio se utilizara la observacién directa de las

cepas.

2.6. CRITERIOS DE SELECCION:

Criterios de inclusién: Cepas estandar de Staphylococcus aureus
Criterios de exclusion: Cepas de Staphylococcus aureus defectuosas o

contaminadas.

2.7. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
La técnica usada en el presente estudio se utilizara la observacion directa de las cepas.

El procedimiento para la obtencién del extracto etandlico de Urtica dioica (Ortiga) se basé
en lo siguiente, las plantas (raiz, tallo, hojas y frutos) en su totalidad fueron recolectadas
del distrito de Otuzco, provincia de Otuzco, en region La Libertad. Estas fueron
seleccionadas, luego se cortaron las hojas de los respectivos tallos (Pues solo usamos las
hojas) obteniendo aproximadamente 2 Kg, mediante el lavado con agua de las especies se
procedio a su depuracién eliminado todas las impurezas y tierra, su secado se realizo en
estufa a unos 40°C por 10 dias, su posterior pulverizacién a mano hasta obtener un polvo
fino por tamizaje y su almacenamiento en bolsas de papel craff. Tras ello se procedié a
colocar unos 150 gr de polvo en un matraz, a la que se afnadié 350 ml de Alcohol al 70%,
luego se sellé con un Jebe de manera hermética y se colocé a la estufa por unos 15 dias
en oscuridad con agitacion diaria. Luego se procedid al filtrado y almacenamiento en
refrigeracion a 4°C para luego ser utilizado. Los cultivos de Staphylococcus aureus fueron
proporcionados por el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Médicas de

la Universidad César Vallejo (Trujillo, Peru). Considerando que la Eficacia se ve
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condicionada por factores externos como edad de cultivo, medio de crecimiento y tiempo

de evaluacion de los resultados.

Instrumento: Se elaborara una ficha de registro de datos donde se registrara, numero

cepa, diluciones, medicion del halo de inhibicién, tiempo de lectura. Ver anexo N°2.

2.8. VALIDACION Y CONFIABILIDAD DEL INSTRUMENTO

El antibiograma es un método o prueba que determina la sensibilidad de los gérmenes a
los antibioticos; tiene un valor estadistico de alta confiabilidad ya que los resultados de que
un agente infeccioso es sensible a un agente antimicrobiano y la determinacion de la

susceptibilidad antimicrobiana de los organismos involucrados.?'

Se usara para la recoleccién de datos una ficha que sera validad por tres expertos (Ver

anexo N°2)

2.9. METODOS DE ANALISIS DE DATOS

Los datos obtenidos a través del instrumento descrito seran tabulados en el programa SPS
version 20 que permitira realizar el analisis de la informacion, tanto de los datos recibidos

antes y después de la intervencion. El estadistico aplicado sera p, sh?.

2.10. ASPECTOS ETICOS
Esta investigacién esta sujeta al cumplimiento del reglamento de ensayos clinicos del Peru
(D.S. 017-2006-SAy D.S. 006-2007-SA).

Se tomaran en consideracion las recomendaciones del manual de bioseguridad en el
Laboratorio emitido en el afio 2010 por la Organizacién Mundial de la Salud. Ver anexo N°3

(cuadros)
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[ll. RESULTADOS

Segun el andlisis de los datos recolectados por observacion directa de las placas de Petri
con cepas de S. aureus estudiadas y medicion del halo inhibitorio en mm, se encontr6é que
el extracto etandlico de Urtica dioica en concentracion al 80% tiene mayor efecto
antimicrobiano, con un halo inhibitorio promedio de 6.70mm, en comparacion a las demas
concentraciones, sin embargo este valor pobre del halo inhibitorio muestra resistencia de
la bacteria al extracto etandlico de Urtica dioica en todas sus concentraciones, revelando
asi que no hay eficacia antimicrobiana del extracto de Urtica dioica sobre las cepas de
Staphylococcus aureus. Mientras que el control positivo, la Clindamicina, obtiene un halo
inhibitorio de 21.82mm reflejando asi que la bacteria estudiada es sensible ante dicho

farmaco; siendo el tratamiento antibacteriano eficaz del presente estudio (p<0,05) (Fig. 1).

La eficacia antibacteriana del extracto de Urtica dioica sobre el Staphylococcus aureus no
es significativa por lo cual cientificamente no hay validez para decir que puede ser un
tratamiento que por si solo puede controlar las patologias leves o graves que ocasiona el

S. aureus.

La CMI antimicrobiana del extracto de Urtica dioica sobre el Staphylococcus aureus no sera
posible de determinar en el presente estudio pues los resultados no son significativos y no
han mostrado eficacia antimicrobiana sobre el S. aureus, segun el tamafio del halo
inhibitorio obtenido del extracto de en sus diferentes concentraciones hay resistencia a este
sustrato. Por el contrario el control positivo, Clindamicina, muestra sensibilidad resaltable

ante este patdgeno.
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IV. DISCUSION

Por larga data y teniendo como base a la naturaleza; la medicina actual ha usado y uso los
recursos naturales para la creacion de nuevos tratamientos. Recientemente se ha dado
auge a la medicina alternativa como fuente de curacién y ahorro. La Urtica dioirca, mas
conocida como Ortiga consta de una raiz de multiples divisiones, tallo, hojas, frutos y flores;
en la medicina tradicional se le usa para la inflamacién, dolor local (anestésico), celulitis,
impétigo, foliculitis entre otras enfermedades dermatoldgicas y constando de distintas
propiedades tales como antimicrobiana, la que no ha sido evidenciada en este estudio,

pero que coloquialmente persiste?.

Gracias a estos indicios se estudié en la hoja de Urtica dioica en su forma pulverizada. En
relacion al efecto de la concentracion del extracto etandlico de Urtica dioica sobre la cepa
S. aureus en la Fig. 1 se observa que hay un porcentaje de inhibicién o indice de actividad
antibacteriana que afecta la viabilidad de dichas cepas. Esto se debe que al extracto
etandlico de Urtica dioica, que viene hacer una combinacion de (alcohol y Ortiga) es mas
economico y menos toxico que otros solventes organicos, extrae metabolitos con polaridad
intermedia y alta pudiendo explicarse sobre la base de la diferencia de polaridades de
dichos solventes, pues implica una diferencia en las naturalezas quimicas vy
concentraciones de los principios activos que cada uno de ellos es capaz de extraer del
polvo de Ortiga al obtener los extractos. Debido a esto el extracto etandlico de Urtica dioica
presenta principios activos como los taninos, flavonoides, antocianinas, saponinas,
principios amargos y astringentes entre otros que se puede corroborar con trabajos
anteriores a esta investigacion, donde realizo la estandarizacion y tamizaje fotoquimico del
extracto etandlico de Urtica dioica y a su vez se determind de forma cualitativa las distintas
sustancias activas de la Ortiga. Los taninos son sustancias complejas que se presentan
como mezclas de polifenoles casi inseparables. Los taninos pueden ser toxicos a hongos
filamentosos, levaduras y bacterias™. Por lo tanto, existen tres hipdtesis en cuanto a su
mecanismo de accion: la inhibicion de enzimas de microorganismos, ligandose como
sustrato a esas enzimas; a través de su accion sobre la membrana celular, modificando su
metabolismo, y por la complementacion de los taninos en los iones metalicos,
disminuyendo estos iones esenciales para el metabolismo de los microorganismos. Por
otro lado los taninos precipitan proteinas formando una capa protectora sobre la mucosa y
piel inflamada disminuyendo asi la inflamacion'. Ademas se clasifican en taninos
hidrolizables y condensados, lo cual los taninos hidrolizables estan constituido por

unidades de acido elagico que es un compuesto estable y con demostradas propiedades
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benéficas para la salud incluyendo efectos antivirales, antibacterianos, y antioxidantes™.
Los flavonoides son compuestos fendlicos, con un solo grupo carbonilo; con capacidad de
generar complejos de proteinas extracelulares y proteinas solubles, asi como una actividad
sobre la pared celular, actuando posiblemente sobre las adhesinas expuestas en la
superficie de las bacterias, sobre los poli péptidos de la pared celular y sobre enzimas
unidas a las membranas™, explicando el mecanismo de accion de varios de sus efectos
farmacologicos. Sus actividades bioldgicas resaltantes son la antibacterianas, anti
fungicas, antivirales y antiparsitarias®. Las saponinas provocan una gran disrupcion de
membranas, con efecto de lisis, no activos sobre todo a pH acido?®. En las Fig. 1 se
presenta el porcentaje de inhibicion o indice de actividad antibacteriana a la concentracion
(200 mg/ml); se observa que S .aureus presenta un porcentaje de inhibicion relativo o indice
de actividad antibacteriana de (112,81%), observandose que el mayor porcentaje de
inhibicion relativo o indice de actividad antibacteriana lo presenta S. aureus a: p <0.05. Se
puede inferir que la actividad antibacteriana que presenta el extracto etandlico de Urtica
dioica se le puede atribuir la presencia de sus metabolitos, siendo mucho mas efectivo
contra las bacterias Gram positivas que gram negativas; Esto se debe a que hay una mayor
sensibilidad de las bacterias gram positivas que las gram negativas podria ser atribuido a
diferencia en sus constituyentes en la membrana celular y su disposicion.?®%” Las bacterias
Gram positivas contienen una capa externa de peptidoglucano que es una barrera de
permeabilidad efectiva por otro lado las bacterias Gram negativa como presenta una
resistencia debido a la membrana externa fosfolipidicas que presenta componente
lipolisacaridos estructurales que hacen impermeables a los solutos lipdfilicos y las porinas
q constituyen una barrera selectiva a los solutos hidrofilicos?” y ademas que los compuestos
fendlicos desnaturalizan enzimas, pero también pueden unirse a sustratos tales como
minerales , vitaminas y carbohidratos impidiendo que estén disponibles para los
microrganismso?,
En general la eficacia antimicrobiana estd dada por los compuestos activos que tiene la
Urtica dioica, descritos anteriormente.
La eficacia antimicrobiana no ha sido comprobada en el presente estudio dado que hay
distintos factores externos que pueden haber influido en este proceso; por ejemplo la
procedencia de la planta que podria determinar su perfil fotoquimico y grado de eficacia,
pues su sembrio, cultivo y cosecha ha de variar segun la localidad o region, considerando
también que esta planta es tenida como mala hierba algunos lugarefios no le dan el debido
cuidado que se requiere para tener una especie de alta calidad para el estudio. Por otro
lado el método de obtencidn del extracto etandlico de Urtica dioica puede haber influido; la
manipulacién de la especie, la forma de lavado, la separacién de las hojas, tallo y raiz de
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la planta para su posterior secado y deshidratacién en la estufa; el proceso de pulverizacién
a mano deja cierto grado de error; Los 52°C de temperatura en la estufa por unos 7 dias
puede haber eliminado componentes sensibles a esta temperatura e incluso hay solutos
que quedan inactivados para actuar en la labor que se esta buscando. El uso de alcohol
de 96° también puede haber sido uno de los factores influyentes en este aspecto pues otros
estudios hicieron uso de alcohol de concentraciones mas bajas lo que posiblemente
ocasiono que los componentes volatiles del extracto se vean alterados. El tipo de soluto
pudo también ser determinante pues en los estudios preliminares como antecedentes
usaron otros compuestos para el extracto, tales como los 6leos, el agua, entre otros; los
que a su vez muestran mayor eficacia cuando son oleosos. También podemos considerar
las distintas concentraciones 100%, 80%, 60%, 40% y 20% las cuales fueron calculadas
por el equipo investigador a quien se le puede atribuir error en el calculo al diluir la muestra
inicial generando poca concentracién en los discos de dilucion.

Y finalmente la pureza de las cepas de S. aureus puede haber condicionado que el extracto
etandlico de U. dioica no fuera eficaz frente a este organismo pues la amplia gama de
tratamientos convencionales han hecho que este microorganismo desarrolle nuevas
formas de resistencia incluso ha antibidticos sintéticos y a plantas que podian controlarlos

en un inicio.
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V. CONCLUSIONES

» El extracto etandlico de Urtica dioica en sus diferentes concentraciones muestra
halos inhibitorios muy bajos a lo esperado, y por ende no mostrando eficacia
antimicrobiana frente al Staphylococcus aureus

» La CMI del extracto etandlico de Urtica dioica no ha podido ser estimada puesto
que los resultados en el antibiograma muestran halos inhibitorios que describen
resistencia antimicrobiana.

» El extracto etandlico de Urtica dioica tuvo mejor efecto antibacteriano al 80% de
concentracién en comparacion a las otras concentraciones para Staphylococcus
aureus presentando estadisticamente diferencia significativa. El control positivo,
Clindamicina, tiene alta sensibilidad en eficacia antimicrobiana frente al
Staphylococcus aureus.
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VI. RECOMENDACIONES

Replicar el presente estudio en otros laboratorios para confirmar la efectividad
antimicrobiana del extracto etandlico de Urtica dioica sobre las cepas de

Staphylococcus aureus.

Desarrollar una nueva técnica de recoleccion, pulverizacion, maceracion, filtracion
y uso para certificar que el presente estudio cumple con los criterios metodolégicos

descritos.

Modificar las concentraciones porcentuales del extracto etandlico de Urtica dioica

para evaluar su eficacia antimicrobiana sobre las cepas de Staphylococcus aureus.
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Varianza (a): 1.22
Clindamicina (X1): 1.74
Diluciéon 20% (X2): 1.2

02:1.22

ANEXOS

ANEXO 01: FORMULA MUESTRAL

FORMULA POBLACIONAL:

2
@iz,
(X1 - X2)2

_ (1.96 + 0.842)*
T 1 74— 1.2)2

2(1.22)2

B 2.8022
~0.542

(2.44)

_7.85(2.44)
T 0.20

n=10.6

n=11
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ANEXO N° 2: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

N° DE
REPETICIONES

TRATAMIENTO

GRUPO 1
Extracto
al 100 %

GRUPO 2
Extracto
al 80 %

GRUPO 3
Extracto
al 60 %

GRUPO 4
Extracto
al 40 %

GRUPO
5
Extracto
al 20 %

GRUPO
CONTROL

CLINDAMICINA

Tamano del diametr

o de inhibicion

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

Promedio del
diametro del halo

de inhibicion

25




ANEXO N° 4: TABLAS DE RESULTADOS

TABLA 1: Comparacion de la eficacia antibacteriana del extracto de Urtica dioicay

Clindamicina sobre el Staphylococcus aureus.

La eficacia antibacteriana del extracto de Urtica dioica comparado con el tratamiento

estandar, Clindamicina. Muestra que el extracto de Urtica dioica en todas sus

concentraciones no tiene eficacia significativa, mientras que la Clindamicina si posee una

adecuada actividad antibacteriana.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F
Entre grupos 10057.6 5 20115 118.2
Dentro de
grupos 3267.7 192 17.0
Total 13325.3 197

Sig.
.000

TABLA 2: Eficacia antimicrobiana del extracto de Urtica dioica sobre el

Staphylococcus aureus en valores y estimados

[0)
EFECTO DE LA 100% 80% 60% 40%
ORTIGA
N % N % N % N %

RESISTENTE

33 100 32 97 33 100 33 100 33
INDIFERENTE 1 3

0 o0 0 0 0 0
SENSIBLE

o o 9 90 o o0 o0 o
TOTAL

33 100 33 100 33 4100 33 100 33

20%

%

100

100
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TABLA 3: Comparaciones multiples Metodo Tukey entre las

concentraciones de Ortiga y Clindamicina (Los colores amarillos indican
gue existe diferencia en el efecto antimicrobiano por tener p<0.05)

Intervalo de confianza al 95%

Diferencia de Limite
() GRUPO medias (I-J) | Error estandar Sig. Limite inferior superior
CLINDAMICINA 20,00 20,51515" 1.02 .000 17.6 234
40,00 16,51515" 1.02 .000 13.6 19.4
60,00 15,75758" 1.02 .000 12.8 18.7
80,00 15,12121° 1.02 .000 12.2 18.0
100,00 21,81818" 1.02 .000 18.9 24.7
20,00 CLINDAMICINA | _20,51515" 1.02 .000 -23.4 -17.6
40,00 -4,00000" 1.02 .002 -6.9 1.1
60,00 -4,75758" 1.02 .000 7.7 -1.8
80,00 -5,39394" 1.02 .000 -8.3 2.5
100,00 1.30303 1.02 794 -1.6 4.2
40,00 CLINDAMICINA | .16,51515" 1.02 .000 -19.4 -13.6
20,00 4,00000° 1.02 .002 1.1 6.9
60,00 -.75758 1.02 976 -3.7 2.2
80,00 -1.39394 1.02 743 -4.3 15
100,00 5,30303" 1.02 .000 2.4 8.2
60,00 CLINDAMICINA | .15 75758 1.02 .000 -18.7 -12.8
20,00 4,75758" 1.02 .000 1.8 7.7
40,00 75758 1.02 976 2.2 3.7
80,00 -.63636 1.02 .989 -3.6 2.3
100,00 6,06061" 1.02 .000 3.1 9.0
80,00 CLINDAMICINA | .15 12121 1.02 .000 -18.0 -12.2
20,00 5,39394" 1.02 .000 25 8.3
40,00 1.39394 1.02 743 -1.5 4.3
60,00 .63636 1.02 .989 2.3 3.6
100,00 6,69697" 1.02 .000 3.8 9.6
100,00 CLINDAMICINA | .21 81818" 1.02 .000 -24.7 -18.9
20,00 -1.30303 1.02 794 -4.2 1.6
40,00 -5,30303" 1.02 .000 -8.2 2.4
60,00 -6,06061" 1.02 .000 9.0 3.1
80,00 -6,69697" 1.02 .000 9.6 -3.8

Fuente: Base de andlisis estadistico de la investigacion
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TABLA 4: Igualdad del efecto agrupados en subconjuntos (Estos valores son P >

mayores de 0,05 por ello se dice que son iguales en cuanto a efecto)

FIGURA 01:
etanolico

Subconjunto para alfa = 0.05
GRUPO N 1 2 3
100,00 33 0.0
20,00 33 1.3
40,00 33 53
60,00 33 6.1
80,00 33 6.7
CLINDAMICINA 33 21.8
Sig. 794 743 1.000

Fuente: Base de andlisis estadistico de la investigacion

Eficacia antimicrobiana de las diferentes concentraciones del extracto
de Urtica dioica (Ortiga) y el control positivo (Clindamicina) sobre S.
aureus: p<0.05

25
20
15
10
5 l . .
0 ||
100% | 80% | 60% | 40% | 20% |CLINDAMICINA
EFICACIA ANTIMICROBIANA DEL TRATAMIENTO PARA Staphylococcus aureus.
Series1 0 | 6.70 | 6.06 | 5.30 | 1.30 | 21.82

Fuente: Base de analisis estadistico de la investigacion
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FIGURA 02: Eficacia antimicrobiana del extracto de Urtica dioica sobre el

HALO

Staphylococcus aureus.

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

00

T T T T T
0o 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00

GRUPO

Fuente: Base de analisis estadistico de la investigacion
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ANEXO N° 4: FOTOGRAFIAS DE TRABAJO LABORATORIAL

FOTO 01: Preparacién de Agar Mueller Hinton

FOTO 02: Reutilizacién del Agar Mueller Hinton en las Placas Petri
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FOTO 03: Preparacién de Placas Petri para Cultivo de S. aureus

31



FOTO 05-06: Placas cultivadas con S. aureus

St
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FOTO 07: Urtica dioica (Ortiga comun), Hojas, Fruto, Tallo y Vellosidades
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FOTO 08: Dibujo Biogréafico de la Urtica dioica
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FOTO 09: Preparacién de la Ortiga para el Extracto (Lavado)

FOTO 10: Secado de Ortiga en Estufa de Laboratorio
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FOTOL11:Preparacién de las diluciones del Extracto de U. dioca en Tubos de ensayo

FOTO12: Colocacién de los Discos de dilucion con distintas concentraciones de U.
dioica en las placas cultivadas con S. aureus




FOTO 13: Medicion del Halo de Inhibicién por cada disco de dilucién y el control
positivo

1:3 ‘ -

FOTO14: Limpiezay esterilizacién de material usado
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