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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcoholico
de las hojas de Chenopodium ambrosioides L. (Paico) frente a Escherichia coli
ATCC® 25922.

Método: El método se baso en un enfoque cuantitativo, prospectivo, transversal con
disefio experimental, la poblacion estuvo conformada por Chenopodium
ambrosioides L. (Paico) la cual fue recolectada de una zona del distrito de San Juan
de Cutervo - Cajamarca, empleando una muestra de 3 kilos de hojas para el extracto
hidroalcohdlico obtenido por medio de la técnica de maceracion y la actividad
antibacteriana in vitro frente a Escherichia coli ATCC® 25922 se determind mediante

la técnica de difusion en pozos.

Resultados: El estudio fitoquimico revelo la presencia de compuestos fendlicos
(+++), quinonas (++), triterpenos (++) y alcaloides (+). Los halos de inhibicién que
demuestran la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico fueron de
13,13+0,26mm al 100%, de 12,62+0,32mm al 75% y de 11,11+0,28mm al 50%; para
el control positivo (ciprofloxacino) fue de 26,63+0,26mm; del mismo modo para el

control negativo (etanol 70°) fue de 6,22+0,29mm.

Conclusion: El extracto hidroalcoholico de las hojas de Chenopodium ambrosioides
L. (Paico) presenta actividad antibacteriana frente a Escherichia coli, a diferentes
concentraciones, el ciprofloxacino presenté mayor halo en comparacion con el

extracto.

Palabras clave: Escherichia coli, Chenopodium ambrosioides, antibacteriano.
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ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antibacterial activity of the hydroalcoholic extract
of the leaves of Chenopodium ambrosioides L. (Paico) against Escherichia coli
ATCC® 25922.

Method: The method was based on a quantitative, prospective, cross-sectional
approach with an experimental design, the population was made up of Chenopodium
ambrosioides L. (Paico) which was collected from an area of the district of San Juan
de Cutervo - Cajamarca, using a sample of 3 kilos of leaves for the hydroalcoholic
extract obtained by means of the maceration technique and the in vitro antibacterial
activity against Escherichia coli ATCC® 25922 was determined by means of the

diffusion technique in wells.

Results: The phytochemical study revealed the presence of phenolic compounds
(+++), quinones (++), triterpenes (++) and alkaloids (+). The inhibition halos that
demonstrate the antibacterial activity of the hydroalcoholic extract were
13.13+0.26mm at 100%, 12.62+0.32mm at 75% and 11.11+0.28mm at 50%; for the
positive control (ciprofloxacin) it was 26.63+0.26mm; in the same way for the

negative control (70° ethanol) it was 6.22+0.29mm.

Conclusion: The hydroalcoholic extract of the leaves of Chenopodium ambrosioides
L. (Paico) has antibacterial activity against Escherichia coli, at different

concentrations, ciprofloxacin had a higher halo compared to the extract.

Keywords: Escherichia coli, Chenopodium ambrosioides, antibacterial.
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I. INTRODUCCION

Dentro de las enfermedades que adolece el ser humano las causadas por
microorganismos, definitivamente se consideran uno de los problemas de salud
de mayor dificultad a la hora del tratamiento, estos microorganismos pueden ser
bacterias, hongos, virus y parasitos, las cuales se encuentran distribuidas por

todo el mundo?l.

Microorganismos patdogenos como la bacteria Escherichia coli, es considerada
como la causa mas comun en infecciones en el hombre, a pesar que la mayoria
de estas especies o variedades pueden resultar ser inofensivas, otras causan
grandes complicaciones en la salud, la sintomatologia que produce este tipo de
bacteria va desde aumento de temperatura, colicos, emesis, inclusive diarrea
con sangre siendo la forma de contagio principal a través de los alimentos, lo

gue la hace altamente infectiva.?

Las instituciones internacionales de salud como la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) han registrado segun los
datos de los estudios realizados en 21 naciones a nivel mundial que la infecciéon
producida por este tipo de bacteria se estima en 0.6 casos por cada cien mil
personas al afio en los paises del continente africano, sin embargo esta cifra
varia de pais a pais, observando que en los paises del mediterraneo la cifra se

mantiene en 136 casos por 100,000 habitantes por afio.®

Los brotes de infecciones por este tipo de microorganismos siempre han sido
una causa importante de morbilidad y mortalidad en todo el mundo y es una de
las principales causas de muerte por enfermedades intestinales infecciosas
entre niflos pequefios en paises de ingresos bajos y medianos. Asimismo, este
patdgeno causa un déficit econdmico en la poblacién, por ejemplo, en el 2011
uno de los brotes mas transcendentales de E. coli dejé 53 muertes y en Alemania

produjo pérdidas econémicas de hasta 1.3 millones de délares.*

Escherichia coli es sin lugar a dudas el principal agente etioldgico causante de
infecciones diarreicas, principalmente en nifios con un indice de 0.8 y 2 millones
de muertes en niflos gque no sobrepasan los 5 afios de edad, segun cifras

registradas por paises latinoamericanos.®
13



Ademas en las ultimas décadas, el uso generalizado, indiscriminado y, en
muchos casos, irresponsable, de los antibiéticos, ha traido consigo un aumento
marcado de las resistencias de los microorganismos a los principales
antimicrobianos, lo que supone un importante problema para el tratamiento de
las infecciones en nuestro pais, tal es el caso, que en un estudio de cohorte
realizado en Moyobamba y Urubamba registré un crecimiento de resistencia para
el acido nalidixico y cotrimoxazol de 11.6% y 6.4% respectivamente.®

Asi mismo, una investigacion realizada en un hospital importante del Perq,
reporta que E. coli diarreogénica es un agente importante y frecuente en las
diarreas producidas en nifios.” Sin duda, esta bacteria genera una gran
problemética en el sector salud a nivel mundial y local, ademas de la resistencia,
se esta produciendo, razén por la cual es necesario la busqueda de alternativas
de tratamiento sobre todo que no incremente el problema de la resistencia
bacteriana, en tal sentido, se ha tomado en consideracion a Ch. ambrosioides
(Paico) ya que mediante estudios existen reportes de su beneficio en el campo
de la salud.

El presente estudio se relaciona con el siguiente marco teérico; Chenopodium
ambrosioides L. (Paico) es una especie vegetal la cual tiene un crecimiento
anual y perenne, llega a medir de 1 m a 0,7 m. Los productos que se obtienen
de la semilla y las flores pueden ser altamente toxicas; el consumo en exceso
puede causar mareos, vomitos, convulsiones e incluso la muerte. EI consumo
de esta planta también puede causar dermatitis u otras reacciones alérgicas.
Las hojas y semillas de todos los miembros de este género son relativamente
comestibles; sin embargo, muchas de las especies de este género contienen
saponinas, aunque generalmente en cantidades demasiado pequefias para
hacer dafio. Aunque las saponinas son toxicas, son mal absorbidas por el cuerpo
y la mayoria son eliminadas sin causar ningun problema, ademas también se
descomponen en gran medida en el proceso de coccién.? Ciertos estudios
realizados sobre Chenopodium ambrosioides demostraron la presencia de
metabolitos secundarios como hexosas, aminodacidos, fenoles, esteroles,

monoterpenoides y terpenoides, carotenoides (a-caroteno y b-caroteno).®

Entre los metabolitos secundarios de Chenopodium ambrosioides se tiene a los

compuestos fendlicos de los cuales se encontro treinta y cinco compuestos, ocho

14



eran acidos fendlicos (derivados del acido hidroxicindmico), cinco compuestos
eran derivados del acido p-cumarico, los otros tres fueron identificados como
derivados del acido ferulico, el resto de compuestos fendlicos son flavonas y
flavonoles, siendo la mayoria derivados de la quercetina y el kaempferol. Los
flavonoides fueron los compuestos fendlicos mas abundantes (quercetina
46,98% y kaempferol 45,91%), seguidos de los acidos fendlicos (6,58%).1°

Los metabolitos secundarios son sustancias producidas por las plantas que las
hacen necesarias en su propio entorno, estas pequefias moléculas ejercen una
amplia gama de efectos sobre la propia planta y sobre otros organismos vivos,
entre estos, inducen la floracion, la proteccion, mantienen el crecimiento perenne
o sefialan el comportamiento caducifolio. Actlan como antimicrobianos y
desempefian el papel de atrayentes o, por el contrario, como repelentes, se han
descubierto mas de 50.000 metabolitos secundarios en el reino vegetal; las
hierbas medicinales y muchas medicinas modernas dependen de los metabolitos
secundarios de las plantas para producir su accién. La busqueda de nuevos
metabolitos secundarios en plantas con la esperanza de descubrir nuevos
productos o, mejor aun, nuevos enfoques para el tratamiento de enfermedades,
€S un proceso continuo que involucra a instituciones académicas y

farmacéuticas.!

Por otro lado, la actividad antibacteriana de una molécula esta completamente
asociada con los compuestos que matan bacterias o disminuyen su tasa de
crecimiento, sin ser ampliamente toxicos para los tejidos cercanos. Los agentes
antimicrobianos descubiertos mas recientemente son compuestos naturales
modificados y esta modificacion se realiza de manera quimica en su
estructura, por ejemplo, b-lactamicos, carbapenems o cefalosporina, productos
naturales puros, como los aminoglucosidos, y otros antibiéticos totalmente
sintéticos, por ejemplo, las sulfonamidas, también se utilizan con frecuencia. Los
agentes antimicrobianos podrian clasificarse como los agentes que pueden ser
bactericidas, que matan las bacterias, o bacteriostaticos, que disminuyen el
crecimiento de las bacterias. Los agentes antibacterianos son los mas
importantes en la lucha contra las enfermedades infecciosas; pero, con su
amplio uso y abuso, ha provocado la aparicion de resistencia bacteriana hacia

los agentes antibacterianos, esto se ha convertido en un problema importante
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para la industria farmacéutica actual.?

Asi mismo, Escherichia coli presenta la forma cilindrica alargada, es Gram
negativo, su secuencia de ADN presenta doble hebra circular de mas de 4
millones de pares de bases que siguen una secuencia ordenada. Su replicacion
es rapida a 37°C, cada 20 minutos, lo que facilita la multiplicacion del ADN o de
la proteina de interés, esta bacteria se aloja de forma habitual a nivel intestinal
en los mamiferos, incluidos los humanos. Existen variedades de esta cepa,
algunos de ellas suelen ser patdégenas y pueden causar infecciones

intestinales, infecciones del tracto urinario o genital.*

Escherichia coli se considera un germen indicador de contaminacion fecal del
agua potable, el agua de bafo y los alimentos, por tal motivo, es de gran
importancia no solo como germen indicador, sino sobre todo como patégeno. Es

el patégeno mas comun aislado en materiales de examen patoldgico.?
Factores de patogenicidad:

Escherichia coli tiene varios factores de patogenicidad:
@® Capsula.
@ Haftpili.
® Lipopolisacarido como endotoxina.

@® Exotoxinas.

Microbioldégicamente se distinguen tres grupos de serotipos: antigenos
O, antigenos H y antigenos K. "O" se refiere a las fracciones de oligosacaridos de
los lipopolisacaridos de la envoltura celular bacteriana, "H" para los flagelos y "K"
para la capsula. Existen alrededor de 180 serogrupos "O", 56 tipos "H" y
alrededor de 80 antigenos K diferentes en Escherichia coli.?

Formas

@® Escherichia coli patogena opcional: Las cepas de Escherichia coli
pertenecientes a la flora intestinal residente son opcionalmente
patdgenas. Pueden convertirse en agentes causantes de infecciones del
tracto urinario (alto riesgo de autoinoculacion en mujeres), infecciones de
heridas, neumonia, peritonitis y colecistitis, asi como meningitis infantil

(cepa de Escherichia coli de capsula tipo 1).

16



@® Escherichia coli Enterotéxico (ETEC) causa enfermedades como:
- Diarrea libre de leucocitos.

- Diarrea del viajero.

ETEC produce una toxina termolabil y estable al calor, con el labil térmico
similar a la toxina del célera y estable al calor a la toxina de la tos ferina.
La toxina labil térmica consta de dos subunidades, unidad Ay B. La unidad
B se une a una membrana celular, después de lo cual la unidad A se
hunde en la célula y actta como una enzima en ella. La ribosilacién de
la proteina inhibidora conduce a la desinhibicion de la adenilato ciclasa y
a un aumento del AMPc. Como resultado, la diarrea acuosa es causada
por una emision de agua e iones de las células. Como terapia, una gran
cantidad de bebida (jugos de frutas, soluciones de rehidratacion) esta en
primer plano, ya que la pérdida de electrolitos debe compensarse.

® Escherichia coli enteropatégena (EPEC). Este patdégeno causa
principalmente dispepsia y diarrea en la infancia. Con la ayuda del "factor
de adhesion" (EAF), el patégeno puede adherirse a las células
epiteliales del intestino delgado e inyectar moléculas téxicas en
los enterocitos a través de un sistema de secrecion tipo Ill. La terapia para
una enfermedad causada por EPEC también consiste en la
rehidratacion y, si es necesario, compensar la pérdida de electrolitos.

@® Escherichia coli Enteroinvasivo (EIEC) es el tercer grupo de
Escherichia coli patdbgena. Causan heces mucosas sanguinolentas y ricas
en leucocitos. Patogénicamente, hay una invasion de los epitelios
intestinales. Como caracteristica especial se puede entender la salida de
las vesiculas de fagocitosis (escape endosomico). A diferencia de ETEC,
EIEC experimenta fiebre después de la infeccion.

® Escherichia coli enterohemorragica (EHEC ). Causa diarrea
sanguinolenta y puede conducir a complicaciones graves, posiblemente
letales. EHEC forma la toxina Shiga, también conocida como verotoxina,
esto tiene un efecto intracelular y hace que toda la célula epitelial muera.

@® Escherichia coli enteroagregativa (EAEC ). EAEC es otro subtipo que
puede conducir a diarrea acuosa, aguda o crénica, acuosa - mucosa.

Estimula la produccién de moco con la ayuda de la adherencia fimbria.
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@® Escherichia coli adherente difusa (DAEC), también desencadena
una infeccion intestinal. Este patégeno conduce a la diarrea,

especialmente en nifios entre 18 meses y cinco afos de edad.*®

Las cepas bacterianas son cultivadas en laboratorios especializados a las que
se les denomina como CEPAS ATCC y son herramientas indispensables para
el control de calidad en los laboratorios microbiol6gicos, son microorganismos
certificados utilizados en diferentes disciplinas, para el control de calidad en
microbiologia, estas tienen como objetivo garantizar la trazabilidad de sus
resultados, deben utilizar cepas de referencia de microorganismos, obtenidos

directamente de una coleccidn nacional o internacional reconocida.

La ciprofloxacina se usa para tratar o prevenir ciertas infecciones causadas por
bacterias como la neumonia; gonorrea (una enfermedad de transmision sexual);
fiebre tifoidea (una infeccion grave que es comun en los paises en desarrollo);
diarrea infecciosa (infecciones que causan diarrea severa); e infecciones de la
piel, los huesos, las articulaciones, el abdomen (area del estbmago) y la préstata
(glandula reproductiva masculina), la ciprofloxacina también se usa para tratar o
prevenir la peste (una infeccidon grave que puede propagarse a proposito como
parte de un ataque bioterrorista) y el antrax por inhalacion (una infeccién grave
gue puede propagarse por gérmenes de antrax en el aire a propésito como parte
de un ataque bioterrorista). La ciprofloxacina también se puede usar para tratar
bronquitis, infecciones sinusales o infecciones del tracto urinario, pero no debe
usarse para bronquitis e infecciones sinusales, o ciertos tipos de infecciones del
tracto urinario si hay otras opciones de tratamiento. Las tabletas de ciprofloxacina
de liberacién prolongada (accion prolongada) se usan para tratar infecciones
renales y del tracto urinario; sin embargo, algunos tipos de infecciones del tracto
urinario solo deben tratarse con tabletas de liberacidbn prolongada de
ciprofloxacina si no hay otras opciones de tratamiento disponibles. La
ciprofloxacina pertenece a una clase de antibidticos llamados fluoroquinolonas.
Funciona matando las bacterias que causan infecciones. El ciprofloxacino, es
considerada un referente a la hora de comparar nuevas fluoroquinolonas,
comparte con estos agentes un mecanismo de accion comdn: la inhibicion de la
ADN girasa, el ciprofloxacino demostré una actividad bastante buena contra las

bacterias grampositivas, es contra los organismos gramnegativos como
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Escherichia coli, que demostré ser mas potente que otras fluoroquinolonas.®

Entre los antecedentes internacionales del estudio podemos citar a Santiago J.
et al (2016), en su estudio realizado en Brasil, mediante su investigacion “Aceite
esencial de Chenopodium ambrosioides L., estructuras secretoras, actividades
antibacterianas y antioxidantes” tuvo por objetivo, evaluar las actividades
antibacterianas y antioxidantes del aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides L., y determinar sus estructuras secretoras. Los resultados del
estudio mostraron que la actividad antioxidante demostrada por la prueba
linoleica de B-caroteno/acido, con ClI 50 =455,7ug/ml. Este aceite también
presenté actividad antibacteriana tanto para bacterias Gram negativas y
positivas. La CMI varié de 62,5 a 250uL/mL. Se observo la presencia de terpenos
en los tricomas glandulares, lo que sugiere que el aceite esencial es secretado

por estas estructuras.'*

Ajaib M, Hussain T, Farooqg S, Ashiq M (2016), en su investigacion realizada en
Pakistan, titulada “Analisis de las actividades antimicrobianas y antioxidantes de
Ch. ambrosioides: una planta ethomedicinal” se evalud la actividad en la corteza
y fruto por diferentes técnicas analiticas. Los resultados encontrados en el estudio
fueron, ambas partes mostraron resultados antimicrobianos y antioxidantes
satisfactorios. EI maximo potencial antibacteriano es exhibido por la corteza
macerada en éter de petréleo contra Bacillus subtilis y el médximo potencial
antifangico exhibido por extractos de metanol de la fruta contra Aspergillus
niger (mm). Los extractos acuosos no mostraron ninguna actividad contra
organismos seleccionados. El valor minimo (significativo) de MIC exhibido por el
extracto de fruta contra Staphylococcus aureus fue de 0,7 mg/ml, los extractos
metanodlicos exhibieron actividad frente a los microorganismos estudiados. Los
extractos acuosos de corteza y fruta exhibieron el maximo potencial antioxidante
en todos los ensayos, excepto en el ensayo DPPH. El extracto de corteza de éter

de petréleo mostré un valor maximo de % DPPH.1°

Althobaiti F (2020), en su investigacion “Evaluacion del extracto de hoja de
Chenopodium Ambrosioides de la regidon de Taif, Arabia Saudita, sobre
antimicroorganismos y la evaluacién de su diversidad genética utilizando el

ensayo RAMP” cuyo objetivo fue “evaluar el efecto antimicrobiano del extracto
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metandlico de Ch. Ambrosioides, frente a hongos, bacterias Gram (+) y Gram (-)
como P. vulgaris y E. coli”. Los resultados del estudio mostraron halos de
inhibicion promedio al aplicar el método de difusién en pozo de 10mm para P.

vulgaris y para E. coli halo de 15mm.16

Tchani G. et al (2021), en su publicacion “Estudio Fitoquimico y Actividad
Antioxidante Comparativa de Extractos de Partes Aéreas de Chenopodium
ambrosioides Linn". El objetivo del estudio se basd en la identificacion de
compuestos fitoquimicos (por coloracion y precipitacion) y su capacidad
antioxidante de los extractos acuosos y etandlicos de las hojas y semillas de
Chenopodium ambrosioides. Las pruebas del tamizaje fitoquimico en ambos
extractos revelaron la presencia de flavonoides, taninos, terpenoides, terpenos y
en el extracto acuoso se encontré alcaloides; el método DPPH indico que el

extracto acuoso posee mas capacidad antioxidante que el extracto etandlico.t’

En relacién a los antecedentes nacionales contamos con el estudio de Sanchez
S. et al (2016), quienes desarrollaron un estudio in vitro mediante la formulacién
de un extracto hidroalcohdlico de las hojas de Chenopodium ambrosioides
(paico) y mediante la técnica microbiolégica de macrodilucion en caldo. El
objetivo fue determinar su efecto frente a cepas de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, en la ciudad de lquitos. A través, de la técnica microbioldgica
se afirmo que el extracto de paico presentd una concentracion minima inhibitoria
alta para Staphylococcus aureus ATCC® 25923 y para Escherichia coli ATCC®
25922 fue media, por lo tanto, se considero que existe efecto antibacteriano del

extracto de paico contra Staphylococcus aureus.®

Izquierdo, H (2016) en su investigacion in vitro, determinaron la eficacia
antibacteriana del extracto etandlico de Chenopodium ambrosioide L. “paico” y
el extracto de Pimpinella anisum L. “anis”, el cual se comparo con ciprofloxacina
sobre una cepa de Escherichia coli. Los resultados evidenciaron que ambos
extractos presentan eficacia antibacteriana sobre Escherichia coli presentando
en el rango de resistente para la sensibilidad antibacteriana con diametro de

halo menor a 15 mm.1°

Guzman E. et al (2021) en su investigacion titulada “Efecto antibacteriano in vitro
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del extracto etandlico de las hojas de Chenopodium ambrosioides L. “Paico” y
Schinus molle “Molle” frente a cepas de Staphylococcus aureus, 2021”
realizaron un estudio fitoquimico y determiné efecto antibacteriano aplicando la
técnica de Kirby Bauer, los extractos etanolicos fueron obtenidos mediante
maceracion. Como resultados en el estudio fitoquimico se observdé que
Chenopodium ambrosioides L. “Paico” presenta flavonoides, compuestos
fendlicos, taninos, triterpenos, lactonas y alcaloides, con respecto al efecto
antibacteriano del extracto de Chenopodium ambrosioides L. “Paico” presenté
halo de inhibicién de 8,86 + 0,25mm.2°

El objetivo del estudio planteado es:

Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Chenopodium ambrosioides L. (Paico) frente a Escherichia coli ATCC®

25922, con respecto al planteamiento de los objetivos secundarios tenemos:

En tal sentido se plantea la siguiente hipotesis general del estudio: El extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Chenopodium ambrosioides L. (Paico) presenta
actividad antibacteriana in vitro frente a Escherichia coli ATCC® 25922 y el

planteamiento de las hipotesis secundarias son.
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ll. MATERIALES Y METODOS

Il.L1. Enfoquey disefio de la investigacion.?122

Cuantitativo: La investigacion presentd una orientacion cuantitativa, los
datos recolectados fueron presentados con datos numéricos o variables
cuantificables.

Prospectivo: Los datos en estudio fueron recolectados en el transcurso del
tiempo, a futuro, es decir, posterior al planteamiento del mismo.
Transversal: El estudio analizaron las variables durante un solo periodo de
tiempo.

Experimental: Debido al manejo cientifico de las variables donde una de
ellas se mantiene constante y experimenta una alteracion, existe

manipulacion deliberada de estas por parte del investigador.16-18

[I.2. Poblacion, muestray muestreo

e Poblacion vegetal:
Compuesta por 6 kilogramos de la especie vegetal Chenopodium
ambrosioides L. (Paico) la cual fue recolectada de una zona del distrito de
San Juan de Cutervo, Provincia de Cutervo, ubicado en el departamento
de Cajamarca, segun coordenadas geograficas a 6°10'27" de latitud Sur
y 78°35'55" longitud Oeste, a una altura 2070 m.s.n.m.

e Muestra vegetal:
Se utilizaron 3 kilogramos de hojas de Chenopodium ambrosioides L.
(Paico).

Criterios de inclusién: Identificacion taxondmica de la especie vegetal

en estudio, hojas de similar tamafio, forma y color, extraccion
directamente de la planta.

Criterios de exclusidbn: Muestra recolectada de diferente zona

geografica, contaminacion de la muestra, presencia de plagas o
tratamiento por insecticidas.
e Poblacion bacteriana:
Bacteria de Escherichia coli, adquiridas comercialmente del Laboratorio

Microbiologics.
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e Muestra bacteriana:
Cepas puras de Escherichia coli ATCC® 25922, cultivadas en ambiente
controlado.

Criterios _de inclusion: Cepa ATCC con certificado de andlisis,

concentracion bacteriana de 0.5 en la escala de MacFarland.

Criterios _de exclusion: Cepa silvestre, de otra variedad, cepa

contaminada.

e Muestreo:
Debido a las facilidades para adquirir la muestra en estudio se aplico el tipo

de muestreo no probabilistico por conveniencia.??
[I.3. Variables de investigacion

e Variable independiente: Extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Chenopodium ambrosioides L. (PAICO).
Definicién conceptual: Sustancia extraida por medios fisicos mediante
maceracion de las hojas de Chenopodium ambrosioides L. (PAICO) y que
contiene los principios activos.
Definicion operacional: Maceracion de las hojas de Chenopodium
ambrosioides L. (paico).

e Variable dependiente: Actividad antibacteriana in vitro sobre Escherichia
coli ATCC® 25922.
Definicién conceptual: Proceso de disminucion o muerte de la bacteria
Escherichia coli ATCC® 25922 por medio de un agente antibacteriano.
Definicion operacional: Aplicacién del método de difusion en pozo, con

medicion de los halos de inhibicion.

II.4. Técnicas e instrumentos para la recolecciéon de datos

Técnicas:

Maceracion: Proceso en el cual participaron dos tipos de componentes, uno
liquido el cual es el extrayente y uno sélido que es el componente del cual se

extraen los metabolitos secundarios de la planta.?*
Difusion en pozo: Es una técnica modificada de Kirby Bauer, en la cual se
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preparé pozos en el cultivo bacteriano en agar, esto permiti6 determinar la
actividad antibacteriana por medio de la accidn que ejerce una sustancia sobre

una bacteria, mostrado mediante la formacion de halo de inhibicion.2®
Instrumentos:

Ficha de recoleccion de datos: Instrumento que sirvid para llevar el registro de

los datos de forma ordenada y a la vez sirve como base de datos fisico.

II.5. Plan metodoldgico paralarecoleccién de datos

Preparacién de los extractos:

@® Se pesaron 3.0 Kg., y se extrajeron las hojas frescas de la planta, las que

fueron lavadas con abundante agua.

@® Luego fueron desinfectadas en una tina con hipoclorito de sodio al 0,5%

por 6 minutos.

@® Luego se volvieron a lavar con abundante agua, se dejo escurrir el agua
y fueron colocadas sobre papel kraft sobre una mesa para su secado a

temperatura ambiente (24°C-27°C) por 48 horas.

@® Posteriormente fueron colocadas en una estufa para eliminar cualquier

resto de agua, aproximadamente por 6 horas a temperatura de 40°C.

@® Transcurrido este tiempo se trozaron manualmente y se colocaron en el
molino de cuchillas y se procedié a pulverizar por completo, el polvo

obtenido fue tamizado con una malla de 1mm.

@® Maceracion: El pulverizado obtenido se separd y se coloco en un frasco
ambar de 4 litros, se agregd 1300 ml de etanol 70° y posteriormente se

dej6é macerar por 10 dias con agitacién cada 12 horas por 5 minutos.

@® Obtencion del extracto seco: Luego se llevo a filtrado con papel de filtro
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Whatman N° 01 y luego el filtrado se coloco en la estufa a 45°C hasta su

completa evaporacion, hasta obtener el extracto seco.

Reactivacion de la cepa de Escherichia coli: %2/

La cepa fue activada siguiendo los procedimientos consignados en las
guias de microbiologia para la activaciéon de la cepa, para lo cual el
liofilizado reconstituido se aplicé en placas con agar Mac Conkey hisopando
toda la superficie de la placa.

Se llevé a incubacion por 24 horas y confirmé el crecimiento de colonias.

Luego se tomaron dos colonias con un hisopo estéril la cual se disolvio en

solucién salina fisiologica en un tubo de ensayo.

Se hicieron diluciones sucesivas hasta alcanzar la concentracion
bacteriana similar al 1.5 x 108 UFC comparado con la escala de Mc

Farland.

Sembrado de cultivos bacteriano de Escherichia coli:

De este ultimo tubo se realiz6 sembrado en estrias en placas Petri con agar

Miuller Hinton.

Luego se prepararon 3 pocitos en placas para los grupos de tratamiento
con extracto hidroalcohdlico de paico al 100%, 75% y 50%.

Los grupos control con etanol 70° y ciprofloxacino; se aplico 30uL de cada

extracto y grupos control en los pocitos respectivamente.

Se llevo a una incubadora por 24 horas a 36 + 1°C para luego visualizar el
tamano de los halos formados en cada placa.

Evaluacion del efecto antibacteriano:

Se retiraron las placas y se visualizé a tras luz la formacién de halo de

inhibicion.

Se registraron los datos en la ficha de recoleccion de datos en milimetros
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el diametro del halo de inhibicioén.

[1.6. Procesamiento del analisis estadistico

El procesamiento de los datos recolectados se realizé por medio del
analisis empleando el software estadistico SPSS version 26, el que
permitié realizar un analisis descriptivo de cada grupo de datos, ademas
se aplicd pruebas inferenciales de ANOVA y Tukey, para contrastar la
hipotesis del estudio con un nivel de confianza del 95% y 0.05 de

significancia.
II.7. Aspectos éticos

El principio ético en el cual se basé el presente trabajo de investigacion es
el de no maleficencia, por medio del cual se consideraron todas las
medidas de bioseguridad para evitar, causar dafio a los investigadores y al
medio ambiente, por lo tanto, se brindara los EPP (Equipos de Proteccion
Personal) y el material necesario, para evitar los riesgos propios del

estudio.
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[ll. RESULTADOS

Tabla 1. Estudio fitoquimico del extracto hidroalcohodlico de las hojas de Chenopodium
ambrosioides L. (Paico)

Prueba Identificacion Color / Precipitado Intensidad
Shinoda Flavonoides amarillo +
. I Compuestos fendlicos Azul violeta +++

Tricloruro férrico .

Taninos - -
Dragendor Alcaloides Naranja ladrillo +
Bortanger Quinonas rojo ++
Liebermann - . . .

Triterpenos y esteroides Anillo verde-azulado ++
Burchard
Espuma Saponinas - -
Test Mucilago Mucilago - +

Fuente: Elaboracion propia

Leyenda:

e Alta i
e Media D+
e Baja D+

e Ausencia t-

Interpretacion:

Tabla 1, se observa la Marcha fitoquimica donde se identific6 los metabolitos
secundarios encontrados en el extracto de Chenopodium ambrosioides L. (Paico);
existe alta cantidad (+++) compuestos fendlicos, cantidad media (++) de quinonas
y triterpenos; Baja cantidad (+) de alcaloides y mucilago, asi mismo se observa

Ausencia (-) de taninos y saponinas.
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Tabla 2. Analisis estadistico: grupos experimentales

Diadmetro del halo de inhibicion

95% Intervalo de confianza
para la media

Desviacién Error Limite
N Media estandar estdndar  Superior  Limite Inferior  Minimo Maximo
Ext. Paico 100% 10 13,13 0,26 0,07 12,97 13,29 12,83 13,55
Ext. Paico 75% 10 12,62 0,32 0,12 12,35 12,90 11,98 13,20
Ext. Paico 50% 10 11,11 0,28 0,06 10,96 11,26 10,87 11,58

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

Tabla 2, se muestra los datos encontrados para la media de halos de inhibicion de

13,13+0,26mm para el extracto de Paico al 100%, de 12,62+0,32mm para el

extracto al 75% y de 11,11+0,28mm para el extracto al 50%, asi mismo, se muestra

los estadigrafos con respecto a la desviacion, intervalos de confianza, valores

maximo y minimo encontrados.

Tabla 3. Andlisis estadistico: grupos control

Diametro del halo de inhibicién
95% Intervalo  de
confianza para la media

Desviacién Error Limite Limite
N Media estandar estandar Superior Inferior Minimo Maximo
Control negativo (etanol 70°) 10 6,22 0,29 0,19 5,79 6,64 5,26 7,04
Control Positivo (ciprofloxacino) 10 26,63 0,26 0,13 26,33 26,92 26,04 27,47

Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion:

Tabla 3, observamos los datos encontrados para la media de halos de inhibicion de

26,63+0,26mm para el ciprofloxacino (control positivo) y de 6,22+0,29mm para el

etanol (control negativo), asi mismo, se muestra los estadigrafos con respecto a la

desviacion, intervalos de confianza, valores maximo y minimo encontrados.
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Figura 1. Efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de Chenopodium
ambrosioides L. (Paico) al 50%, 75% y 100% y grupos control frente a
Escherichia coli

Fuente: Elaboracion propia

Figura 1, muestra los valores promedio de los halos de inhibicion de los grupos
experimentales y control, donde se puede apreciar un mayor tamafio de los grupos
experimentales con respecto al control negativo, lo que demuestra el efecto
antibacteriano por parte de Chenopodium ambrosioides L. (Paico) a las
concentraciones del 50%, 75% y 100% frente a Escherichia coli, por otro lado, se
observa que el efecto antibacteriano es superior en el ciprofloxacino (control

positivo) comparado con los extractos de paico.

29



Tabla 4. Analisis de lanormalidad de los datos por grupo

Shapiro-Wilk
Grupos de trabajo Estadistico df Sig.
Ext. Paico - 100% 0,970 10 0,891
Diametro del halo de inhibicion (mm) EXt- Paico - 75% 0,957 10 0,750
Ext. Paico - 50% 0,839 10 0,142
Control negativo (etanol 70°) 0,918 10 0,338
Control Positivo (ciprofloxacino) 0,958 10 0,757

Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion:

Tabla 4, mediante la prueba de Shapiro-Wilk se logré6 demostrar al comparar los
valores de significancia obtenidos por cada grupo de trabajo con lo aceptado por el
estudio (0.05) mediante el software estadistico SPSS ver. 26 que todos los grupos
analizados presentan distribucién normal en el comportamiento de sus datos

recolectados.

Tabla 5. Analisis de la homogeneidad de varianzas (Levene)

Estadistico de p-

Levene dfl df2 valor

Basado en la media 2,593 4 45 0,149

Didmetro del halo Basado enla mediana 1,927 4 45 0,122
de inhibicién Basado en la mediana con ajuste de df 1,927 4 28,14 0,133
Basado en la media recortada 2,581 4 45 0,050

Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion:

Tabla 5, la prueba de Levene permite hacer un andlisis, basado en la media del
nivel de desviacion que presenta en su distribucién los datos recolectados y
determinar si esta variacion es homogénea o heterogénea, de los valores obtenidos
mediante la prueba se observa que todos los parametros son superiores al valor de
significancia del estudio, por lo tanto, se confirma que los grupos de datos presentan

varianzas homogéneas.
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CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS GENERAL:

Ho: El extracto hidroalcohdlico Chenopodium ambrosioides L. (Paico) no presenta
actividad antibacteriana in vitro frente a Escherichia coli ATCC® 25922.
Hi: El extracto hidroalcohdlico Chenopodium ambrosioides L. (Paico) presenta

actividad antibacteriana in vitro frente a Escherichia coli ATCC® 25922.

Tabla 6. Analisis de la varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicién

Suma de cuadrados df Media al cuadrado F p-valor.
Entre grupos 2310,255 4 577,564 3758,892 0,000
Dentro de los grupos 6,914 45 0,154
Total 2317,169 49

Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion:

Tabla 6, el andlisis de datos mediante la prueba de ANOVA, permite determinar
diferencias significativas en los valores promedios y distribucién de los grupos de
datos analizados, es decir confirma si los grupos de datos correspondientes a los
halos de inhibicion presentan valores similares o no, al evaluar el p-valor obtenido
del analisis entre los grupos mediante ANOVA se obtuvo un valor de 0,00; por lo

gue se confirma que existe al menos uno de los grupos

Tabla 7. Analisis por subgrupos homogéneos

Diametro de inhibicién

HSD Tukey?
Grupos de trabajo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5
Control negativo (etanol 70°) 10 6,22
Ext. Paico - 50% 10 11,11
Ext. Paico - 75% 10 12,62
Ext. Paico - 100% 10 13,13
Control Positivo (ciprofloxacino) 10 26,63
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

“Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos”.

a. “Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 10,000".

Fuente: Elaboracion propia
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Interpretacion:

Tabla 7, muestra el analisis de los datos agrupados por subgrupos homogéneos,
mediante la prueba de Tukey que permite complementar el analisis de ANOVA y
nos muestra los resultados comparativos por grupos y permite comparar el efecto
antibacteriano de los extractos hidroalcohélico Chenopodium ambrosioides L.

(Paico) y grupos control en relacion al tamafio del halo de inhibicion.

Decision: Aceptar Hi y rechazar Ho, por lo tanto, se confirma que el extracto
hidroalcohdlico Chenopodium ambrosioides L. (Paico) presenta actividad
antibacteriana in vitro frente a Escherichia coli ATCC® 25922.

CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS ESPECIFICA 2:

Ho: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Chenopodium ambrosioides L.
(Paico) al 50%, 75% y 100% no presenta actividad antibacteriana in vitro frente a
Escherichia coli ATCC® 25922.

Hi: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Chenopodium ambrosioides L.
(Paico) al 50%, 75% y 100% presenta actividad antibacteriana in vitro frente a
Escherichia coli ATCC® 25922.

Tabla 8. Analisis de la varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicién

Suma de cuadrados  df Media al cuadrado F p-valor.
Entre grupos 2310,255 4 577,564 3758,892 0,000
Dentro de los grupos 6,914 45 0,154
Total 2317,169 49

Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion:

Tabla 8, el andlisis de datos mediante la prueba de ANOVA, permite determinar
diferencias significativas en los valores promedios y distribuciéon de los grupos de
los datos de los grupos experimentales con el control negativo, es decir, confirma
si los grupos de datos en estudio correspondientes a los halos de inhibicion
presentan valores similares o no, al evaluar el p-valor obtenido del analisis entre los

grupos mediante ANOVA se obtuvo un valor de 0,00; por lo que se confirma que

32



existe al menos uno de los grupos.

Tabla 9. Analisis por sub grupos homogéneos

HSD Tukey?
Grupos de trabajo N
1 2 3 4
Control negativo (etanol 70°) 10 6,22
Ext. Paico - 50% 10 11,11
Ext. Paico - 75% 10 12,62
Ext. Paico - 100% 10 13,13
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion:

En la tabla 9, se observa la prueba inferencial de Tukey, que permite confirmar las
diferencias estadisticamente significativas relacionandolas entre si, luego del
analisis realizado se observa diferente actividad antibacteriana en todos los grupos

de datos comparados con el grupo control negativo.

Decision: Rechazar Ho y aceptar Hi que confirma que el extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Chenopodium ambrosioides L. (Paico) al 50%, 75% y 100%

presenta actividad antibacteriana in vitro frente a Escherichia coli ATCC® 25922.

CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS ESPECIFICA 3:

Ho: El extracto hidroalcoholico de Chenopodium ambrosioides L. (Paico) no
presenta mayor actividad antibacteriana in vitro que el ciprofloxacino frente a
Escherichia coli ATCC® 25922.

Hi: El extracto hidroalcoholico de Chenopodium ambrosioides L. (Paico) presenta
mayor actividad antibacteriana in vitro que el ciprofloxacino frente a Escherichia coli
ATCC® 25922.
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Tabla 10. Analisis de la varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicién

Suma de cuadrados  df Media al cuadrado F p-valor.
Entre grupos 2310,255 4 577,564 3758,892 0,000
Dentro de los grupos 6,914 45 0,154
Total 2317,169 49

Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion:

Tabla 10, el analisis de datos mediante la prueba de ANOVA, permite determinar

diferencias significativas en los valores promedios y distribucion de los datos de los

grupos experimentales con el control positivo, es decir, confirma si los grupos de

datos en estudio correspondientes a los halos de inhibiciébn presentan valores

similares o no, al evaluar el p-valor obtenido del analisis entre los grupos mediante

ANOVA se obtuvo un valor de 0,00; por lo que se confirma que existe al menos uno

de los grupos.

Tabla 11. Analisis por sub grupos homogéneos

Diametro de inhibicién

HSD Tukey?
Grupos de trabajo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5
Ext. Paico - 50% 10 11,11
Ext. Paico - 75% 10 12,62
Ext. Paico - 100% 10 13,13
Control Positivo (ciprofloxacino) 10 26,63
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 10,000.

Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion:

Tabla 11, muestra el analisis de los datos agrupados por subgrupos homogéneos,

mediante la prueba de Tukey que permite complementar el analisis de ANOVA y

nos muestra los resultados comparativos por grupos y permite comparar el efecto

antibacteriano de los extractos hidroalcohélico Chenopodium ambrosioides L.

(Paico) y el grupo control positivo en relacion al tamafio del halo de inhibicion
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mediante la prueba de Tukey, se procedid a confirmar las diferencias
estadisticamente significativas relacionandolas entre si, observando que el grupo
control positivo (ciprofloxacino) presenta mayor actividad antibacteriana que los

grupos experimentales.

Decision: Aceptar Ho y rechazar Hi que confirma que el extracto hidroalcoholico
de Chenopodium ambrosioides L. (Paico) no presenta mayor actividad

antibacteriana in vitro que el ciprofloxacino frente a Escherichia coli ATCC® 25922.

Tabla 12. Evaluaciéon de la sensibilidad antibacteriana de Escherichia coli
ATCC® 25922 mediante Duraffourd

o ) ) Altamente
) Sensibilidad nula Sensible Muy sensible )
Tratamiento sensible
<8mm 8-14 mm 14-20 mm
>20 mm
Control negativo (etanol 70°) 6,22
Ext. Paico - 50% 11,11
Ext. Paico - 75% 12,62
Ext. Paico - 100% 13,13
Control Positivo 26,63

(ciprofloxacino)

Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion:

Tabla 12, la escala de Durafourd permite comparar la sensibilidad de la bacteria
Escherichia coli ATCC® 25922 a los grupos en estudio (experimentales y control)
clasificando esta sensibilidad de la bacteria segun el tamafio del halo de inhibicion
formado, para el caso se observa que Escherichia coli presenta sensibilidad nula al
grupo control negativo, es sensible al extracto de paico al 50%, 75% y 100% y es

altamente sensible al control positivo (ciprofloxacino).
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IV. DISCUSION
4.1. Discusion de resultados

Las infecciones bacterianas siempre han sido una problematica en el sector
salud, sobre todo con el incremento de la resistencia microbiana en las
Gltimas décadas, esta situacion ha llevado a la busqueda mediante
investigaciones de nuevas moléculas o alternativas que permitan detener o
disminuir el incremento de la resistencia bacteriana, sobre todo en las
bacterias como Escherichia coli, que ha demostrado altos indices de
resistencia y contagio, en tal sentido, la presente investigacion muestra a
continuacion la discusion de los resultados obtenidos con otros autores,

segun los objetivos planteados.

Con respecto a los metabolitos secundarios encontrados en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Chenopodium ambrosioides L. (Paico) se
identific6 compuestos fendlicos en alta cantidad (+++), quinonas y
triterpenos en mediana cantidad (++) y baja cantidad (+) de alcaloides y
mucilago; asi mismo, los resultados obtenidos por Tchani G. et al (2021),
en su estudio fitoquimico realizado a los extractos acuosos y etanolicos de
las hojas y semillas de Chenopodium ambrosioides identificaron la
presencia en ambos extractos de flavonoides, taninos, terpenoides,
terpenos y en el extracto acuoso ademas se encontro alcaloides; ambos
estudios coinciden en la presencia de triterpenos y alcaloides por la
similitud que presentan los extractos con respecto a los solventes
empleados, ya que en nuestro estudio se empled una mezcla de etanol y
agua, por otro lado, no se pudo extraer flavonoides y taninos que son
extraidos mas facilmente con etanol puro; similar estudio muestra Guzman
E. et al (2021) en su investigacion sobre el estudio fitoquimico del extracto
etandlico de Chenopodium ambrosioides L. “Paico”, donde determinaron la
presencia de flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, triterpenos,
lactonas y alcaloides, al igual que el estudio anterior realizado por Tchani
G. et al (2021), estos estudios junto con el nuestro corroboran sus
resultados obtenidos, los cuales muestran las propiedades inherentes de la
planta (metabolitos) que brindan su potencial actividad antibacteriana.
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Con respecto a la determinacién de la actividad antibacteriana in vitro del
extracto hidroalcohdlico al 50%, 75% y 100% de las hojas de Chenopodium
ambrosioides L. (Paico) frente a Escherichia coli ATCC® 25922 esta fue
evaluada mediante el método de difusion donde se obtuvieron halos de
inhibicion promedio de 11,11mm; 12,62mm y 13,13mm respectivamente, el
control negativo fue de 6,22mm; al comparar los halos de inhibicion de los
extractos Chenopodium ambrosioides, con el grupo control negativo se
deduce que el extracto de dicha planta presenta actividad antibacteriana a
las concentraciones de estudio, lo que se contrasta al estudio realizado por
Sanchez S. et al (2016), donde determinaron de manera similar el efecto
antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Chenopodium
ambrosioides (paico) frente a cepas de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, aplicando el método de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) observando actividad inhibitoria contra esta bacteria, asi mismo,
Izquierdo, H (2016) evidencié el mismo efecto del extracto sobre
Escherichia coli encontrando un halo de inhibicion promedio de 15 mm para
la concentracion al 100%, valor que se asemeja a lo encontrado en nuestro
estudio; por otro lado, el estudio también realizado por Althobaiti F (2020)
sobre la evaluacion del extracto de las hojas de Chenopodium
ambrosioides frente a hongos, bacterias Gram (+) y Gram (-) como P.
vulgaris y E. coli mediante el método de difusiéon en pozo, mostraron halos
de inhibicién promedio para estos microorganismos de 10mm para P.
vulgaris y para E. coli halo de 15mm; los resultados encontrados por
distintos autores y el nuestro confirman la actividad antibacteriana que
presenta Chenopodium ambrosioides frente a Escherichia coli, mostrando
valores similares con respecto a los halos de inhibicion formados bajo la
misma metodologia empleada, del mismo modo, otro estudio que evidencié
la actividad antibacteriana de esta planta contra Escherichia coli pero en su
forma de aceite esencial, fue el realizado por Santiago J. et al (2016), en
Brasil quienes evaluaron la actividad antibacteriana del aceite esencial
de Chenopodium ambrosioides L., demostrando que este posee actividad
antibacteriana tanto para bacterias Gram negativas y positivas, para lo cual
aplicé el método de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) la que se
encontré entre 62,5 a 250uL/mL en las cepas estudiadas; también Guzman

E. et al (2021) evalud la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
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las hojas de Chenopodium ambrosioides L. “Paico” observando que este
formd un halo de inhibicion promedio mediante el método de difusion en
disco de 8,86 + 0,25mm, de manera general podemos decir que
Chenopodium ambrosioides presenta actividad antibacteriana a las
concentraciones del 100%, 75% y 50% como lo corroboran diferentes
estudios en sus extractos etanolicos, acuosos, hidroalcohdlicos inclusive su
aceite esencial; con respecto a la corteza y fruto también fue evaluada en
forma de macerados acuoso y metandlico para determinar su actividad
antibacteriana frente a Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus vy
Aspergillus niger (mm) no existiendo ninguna actividad en los extractos
acuoso, pero si los extractos metandlicos frente a los microorganismos

estudiados.

Por otro lado, al comparar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
hidroalcohdlico de Chenopodium ambrosioides L. (Paico) con
ciprofloxacino frente a Escherichia coli ATCC® 25922 mediante el andlisis
estadistico de los datos obtenidos se confirmé que el ciprofloxacino
presenta mayor actividad antibacteriana in vitro que el extracto
hidroalcohdlico de Chenopodium ambrosioides L. (Paico) a diferentes
concentraciones frente a Escherichia coli ATCC® 25922; asi mismo,
aplicando la escala de Duraffourd donde se evalué la sensibilidad
antibacteriana que presenta Escherichia coli a los extractos
hidroalcéholicos de Chenopodium ambrosioides L. (Paico), se puede
apreciar que Escherichia coli es altamente sensible al control positivo
(ciprofloxacino) y es sensible al extracto de paico al 50%, 75% y 100%,
confirmando del mismo modo, que ciprofloxacino tiene mayor efecto que
los extractos de Chenopodium ambrosioides, estos resultados también
fueron confirmados por Izquierdo (2016) en su investigacion sobre la misma
planta, cabe mencionar que ciprofloxacino es una molécula sintética de una
concentracion especifica y demostrada para poseer actividad
antibacteriana sobre este tipo de microorganismos, razén por la cual,

presenta mayor actividad que los extractos de la planta estudiada.
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4.2. Conclusiones

- Se determin6é la actividad antibacteriana in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Chenopodium ambrosioides L. (Paico)
frente a Escherichia coli ATCC® 25922.

- Los metabolitos secundarios encontrados en el extracto hidroalcohdlico
al 50%, 75% y 100% de las hojas de Chenopodium ambrosioides L.
(Paico) mediante la marcha fitoquimica fueron los compuestos fendlicos

(+++), triterpenos (++) y alcaloides (+).

- Los extractos hidroalcohdlicos al 50%, 75% y 100% de las hojas de
Chenopodium ambrosioides L. (Paico) presentaron actividad
antibacteriana in vitro valorados mediante halos de inhibicién promedio
de 11,11mm, 12,62m y 13,13mm frente a Escherichia coli ATCC®
25922.

- Al comparar la actividad antibacteriana se evidencia que el
ciprofloxacino presenta mayor halo de inhibicion (26.63mm) en
comparacion del extracto hidroalcohdlico de Chenopodium
ambrosioides L. (Paico) con 13.13mm; por lo tanto, presenta, mayor

actividad antibacteriana.
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4.3. Recomendaciones

- Fomentar por medio de las instituciones educativas la busqueda a
problemas de salud mediante los estudios experimentales sobre todo

fuente de recursos las plantas medicinales.

- Evaluar la aplicabilidad de los metabolitos secundarios obtenidos en las
plantas medicinales como recursos para nuevas investigaciones en

animales y posteriormente en estudios clinicos.

- Promover el uso de las plantas medicinales como recurso inicial para el

tratamiento de infecciones producidas por microorganismos.

- Comparar la actividad antibacteriana de Chenopodium ambrosioides L.

(Paico) frente a diferentes antibidticos y microorganismos.
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Anexo 1. Instrumento de recoleccion de datos del estudio fitoquimico del extracto.

INSTRUMENTO DE RECOLECQION DE DATOS PARA EL ESTUDIO FITOQUIMICO
DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Chenopodium ambrosioides
L. (PAICO)

OBJETIVO: Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Chenopodium ambrosioides L. (PAICO).
METODO: Metodologia cualitativa de Olga Lock.(1968).

Prueba Metabolitos Color/ Resultados
Precipitado
Shinoda Flavonoides :
amarillo +
Tricloruro férrico | Compuestos
21 Azul violeta +++
fendlicos
Taninos
Dragendorff Alcaloides Naranja ladrillo N
Bortanger Quinonas r0jo -+
Liebermann - Triterpenos y
. Anillo verde-azulado ++
Burchard esteroides
Espuma Saponinas
Test Mucilago Mucilago - +
Fuente: Propia
Leyenda:
e Alta D+t
e Media D+
e Baja D+
e Ausencia D -
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Anexo 2. Instrumento de recoleccion de datos de la actividad antibacteriana

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS PARA DETERMINAR LA

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
DE LAS HOJAS DE Chenopodium ambrosioides L. (PAICO) FRENTE a Escherichia

coli ATCC® 25922

OBJETIVO: Identificar la actividad antibacteriana in vitro de las concentraciones del extracto
hidroalcohdlico al 50%, 75% y 100% frente a cepas de Escherichia coli ATCC® 25922.

METODO: Método de difusion en agar en pozo, basado en los fundamentos de Kirby & Bauer,
recomendados por el subcomité de ensayo de susceptibilidad (NCCLS) de los Estados Unidos
y la USP 41 en su apartado 81.

i GRUPOS EXPERIMENTALES
Numero GRUPOS
de placas Concentraciones del extracto hidroalcohélico CONTROL
de las hojas de Chenopodium ambrosioides L.
(PAICO)
Control Control
100% 75% 50% Negativo positivo
(etanol 70°) (ciprofloxacino)
Placa N°01 13,55 11,98 11,02 6,43 29,99
Placa N°02 12,83 13,19 11,58 6,35 27,47
Placa N°03 13,33 12,34 11,06 5,88 28.74
Placa N°04 12,97 12,52 11,32 6,13 26,18
Placa N°05 13,09 12,59 10,97 5,34 26,68
Placa N°06 13,12 12,29 11,17 5,26 25,38
Placa N°07 12,89 12,82 11,03 6,34 26,54
Placa N°08 13,30 12,56 10,87 6,37 26,96
Placa N°09 13,02 13,20 11,03 7,02 24,94
Placa N°10 13,18 12,73 11,05 7,04 26,51
Media de los 13,13 12,62 11,11 6,22 26,63
halos
Fuente: Duraffourd y Lapraz (1986)
Leyenda:
e Nulo (-) < 8mm
e Poco sensible (+) 8mm-14mm
e Sensible (++) > 14 mm-20mm
e Muy sensible (+++) >20mm
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Anexo 3. Matriz de consistencia

Formulacién del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hip6tesis General

¢,Cual es la actividad antibacteriana in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Chenopodium ambrosioides L. (Paico) frente a
Escherichia coli ATCC® 259227

Determinar la actividad antibacteriana in vitro
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Chenopodium ambrosioides L. (Paico) frente a
Escherichia coli ATCC® 25922.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Chenopodium ambrosioides L. (Paico) presenta
actividad antibacteriana in vitro frente a Escherichia
coli ATCC® 25922.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipodtesis Especificas

¢;Cuales son los metabolitos secundarios
presentes en el extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Chenopodium ambrosioides L.
(Paico)?

Identificar los  metabolitos  secundarios
presentes en el extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Chenopodium ambrosioides L. (Paico).

Existen los metabolitos secundarios presentes en
el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Chenopodium ambrosioides L. (Paico).

¢, Cual sera la actividad antibacteriana in vitro del
extracto hidroalcohdlico al 50%, 75% y 100% de
las hojas de Chenopodium ambrosioides L.
(Paico) frente a Escherichia coli ATCC® 259227

Determinar la actividad antibacteriana in vitro
del extracto hidroalcohdlico al 50%, 75% y 100%
de las hojas de Chenopodium ambrosioides L.
(Paico) frente a Escherichia coli ATCC® 25922.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Chenopodium ambrosioides L. (Paico) al 50%,
75% y 100% presenta actividad antibacteriana in
vitro frente a Escherichia coli ATCC® 25922.

¢, Cual sera la actividad antibacteriana in vitro del
extracto hidroalcohdlico de Chenopodium
ambrosioides L. (Paico) comparada con
ciprofloxacino frente a Escherichia coli ATCC®
259227

Comparar la actividad antibacteriana in vitro del
extracto hidroalcohdlico de Chenopodium
ambrosioides L. (Paico) con ciprofloxacino
frente a Escherichia coli ATCC® 25922.

El extracto hidroalcohdlico de Chenopodium
ambrosioides L. (Paico) presenta mayor actividad
antibacteriana in vitro que el cirprofloxacino frente
a Escherichia coli ATCC® 25922.
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Anexo 4. Operacionalizacién de las variables

DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES ESCALA DE .
VARIABLES OPERACIONAL MEDICION N°DE | VALOR
ITEMS
Variable independiente *Flavonoides
Marcha *Alcaloides 1+,
Extracto hidroalcohdlico | Sustancia que contiene los | Método: Maceracién fitoquimica *Taninos nulo (0) 2+,
de las hojas de | principios activos de las | con etanol 70°. (Mgtabolitos *Terpenos escaso (1+) 6 3+
Chenopodium plantas los cuales han sido ; *Quinonas Regular
- . . Secundarios) .
ambrosioides L. | extraidos por medio de Compuestos | Abundante
(PAICO). maceracion. *fendlicos
Concentracion ) 3 100
del extracto de . . Razon 75
. Porcentaje(
las hojas. 50
%)
Variable dependiente < 8mm
Actividad antibacteriana | Proceso de disminucién o )
in vitro sobre Escherichia | muerte de la  bacteria | Método de difusion en 8mm-
coli ATCC® 25922. Escherichia coli ATCC® 25922 | pozo, con medicion de
. SN 14mm
por medio de un agente | los halos de inhibicién. L
. ) Didmetros de Nulo ()
antibacteriano. ) (+)
halos:Escala Poco
Halo de de Duraffourd | gsensible 4 >14
inhibicion (mm) | ¥ -aPraz Sensible mm-
Muy sensible
20mm
(++)
>20mm
D(++t)
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Anexo 5. Certificado botanico

Hamilton ¥W. Beltran 5.
Zonsultor Botanico
Zale Matzlic Sanchez 251- Jesis Maria
hamiltonbsftrani@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Biologo colegiado, certifica que la planta conocida como *PAICO™ proporcionada por loz
Bachilleras, Mirtha Guiomar Banda Dhiaz v Jeszica Tineo Flores, Tesistas da la Universidad
Mana Awnhadora, ha =zido estudiada cienfificaments v determinada como Chenopodinm
ambrosiotdes L. v de acuerdo al Sistema de Clasificacién de Cronguist 1931, se whica an [as

sigmantes categorias:

Femao: Planta=

Dhiviziomn: hMaznoliophyta

Claza: haznoliopaida

Orden: Caryophvllales

Familia: Amaranthaceae

(Genero: Chenopodium

Ezpacia: Chenopodium ambrosioides L.,

Se expide Iz prezemte carbificacion a solicitud de los interesados para los fines que estimea

convaniente,

Lima, 15 julio del 2022

Bljo. Hamilton Beltran
it Wiy Selrom Samigper
Fimlrpa - Boddaioo -

Ll s



Anexo 6. Certificado ATCC® de andlisis de Escherichia coli

)

Microbiologics

Certificats of Analysks: Lyophilzed Microorganizm Specification and Perfarmance Upon Release

Specilication Expiration Date: 2024/3731 Release
Microorganiam Mama: Escherichia col Information:
Catalog Mumber: 0335 Quality Contral Technologist: Mary L Bowman
Lot Number: 335-506"" Relaase Dabe: 2022/48
Reference Number: ATCCH 25322™
Purity: Puse
Passage from Relerance: 3
Performance
Macroscopic Fealures: M dium:

2 colony types, both are gray & beta hemelyic: one is circular o imegular, SEAP
oo, shahlly erose edge & smooth. olher B lasger, imegular, low conves, erose

edpe & rough
Microscopic Features: Method:
Gram negative straight rod Geam Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1) Dther Features! Challenges: Results
(1) Onidase (Kovacs): negative
e IR 1L o el T T ERFINTAL Beta-giucuronidase (E. coll Broth wikLG): positive

{1} Ampicillin (10 mcg - Disk Suscepibdity): 15 - 22 mm
(1) Gentamicin (10 meg - Disk Suscaptibiity): 19 - 25 mm
(1) BXT [1.25/23.75 mog - Disk Suscaptibiity); 23 - 20

{“LL“&“-LH{%P

Amarda Kupens
Duality Control Marager
AUTHORIZED SIGMATURE

*'Disclatrrar Th et diginis) of ihe lof remiss appearing on e prodoct label and packing skp ane merdy & packaging ovent mamber. The ol number disployed om i
ctifoale i the aciual base kol numbor.

Nt Tof VitekE: ARl mmmlmmwmmhnﬂm.wmm-.... of th cmrd, b ‘H.ﬂﬂ.lmmﬂﬂ“mw
producs reulls that Trom pubEshed resulls obinined by oiar etk

- Rider 10 Uha ddbE Mol prosduct oo for SIFUCtons, Inlendud uss and hazand'salely inforaion

Il bsaliind o L o il P
arE RO @F

Ly e

HATEELAL
HCKT & 15T

: , ) The ATOD Licensed Darivaise Embbem, e ATCC Lieonsed Dorvetve wond mark and S ATCC calakog marks ame redemaris of ATCC
ATCL Licensed ] Mcratidogion, 0. B Boanmed b0 uso Tt atemarks and 10 soll products daived Iram ATCOE culri
traalree

&

CCREDITED
TESTING CERT =26.55.01

(1 These esis are aoond bed b IEIEC 1S A008




i@ 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 300 Cooper Avenue Morth Sant Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC. 286

Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results
Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols Color
2.00—3.00 (+e+) green
1.0 —1.68 Low-confidence entification {+} yellow
0.00 — 1.68 i} red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Eate au a Interpretation

A} High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match is (1) a highconfidence
Identification in which the species is identical to the bast match, (2) a low-confidence identification in which the species
of genus s identical to the best match, or (3) 8 non-identification.

(B} Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best maich is a high- or low-confidence

identification. The second-best match is (1] a high- or low-confidence identification in which genus s identical 1o the
bast match or (2) & non-identification.

(4] No consistency: The reguirements for high or low consistency are not met
Run Crestion DatedTims: 2020-03-2TT11:51:17.542 KLH
Appliad MSP Libraniies): BOWAL, Mycobacteria Librany (baad method), Fillamentaus Fungl Library, Listeria
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
CF (++=} [A) 335-506 E=cherichia coli
Comments:
cioaely related to Shigella [ Escherichia fergusonil and not definitely distinguishable &t the moment




Anexo 7. Evidencias del trabajo realizado

Figura 2. Recoleccion de la planta



Figura 3. Extraccién de las hojas y seleccién de la muestra



Figura 4. Lavado, desinfeccion y secado a temperatura ambiente de las
hojas



Figura 5. Secado y deshidratacién en estufa de las hojas de paico



Figura 6. Pulverizado de las hojas de paico



Figura 8. Filtracion y evaporacion del solvente



Figura 9. Obtencion del extracto seco de la especie vegetal



Figura 10. Marcha fitoquimica



Figura 11. Activacion de la cepa



Figura 12. Preparacion del cultivo bacteriano



Figura 13. Sembrado del cultivo en placa
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Figura 14. Preparacion de pozos en agar e identificacion



Figura 15. Aplicacion del extracto de paico a diferentes concentraciones
sobre agar



Figura 17. Recoleccion de datos de los extractos de Paico



