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RESUMEN

Objetivo: Demostrar la actividad antifingica in vitro del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Bidens pilosa “Saetilla” sobre Candida albicans.

Material y método: La metodologia fue cuantitativa, transversal y experimental.
Las hojas fueron recolectadas en el Distrito de Vinchos - Provincia: Huamanga —
Departamento de Ayacucho. Se realiz0 un estudio taxondémico, prueba de
solubilidad, marcha fitoquimica y actividad antifungica (Kirby Bauer - método de
difusion en agar en pozo). Las concentraciones fueron: 25%, 50%. 75%, 100% vy el
control fue fluconazol.

Resultados: El extracto fue soluble en solventes polares derivados de alcoholes
de cadena corta y agua. Se identificaron: esteroides y terpenoides, compuestos
fendlicos, flavonoides, cumarinas, alcaloides, glucésidos y aminoacidos. La
actividad antifingica susceptible se evidencié a concentraciones al 75% (23.99 mm)
y al 100% (28.09 mm), la concentracién al 50% evidencio un halo de 18.22 mmy la
concentracion al 25% present6 un halo de 11.96 mm, el control (Fluconazol)
presentd un halo de inhibicion de 32.31 mm.

Conclusion: Se demostr6 la actividad antifungica in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Bidens pilosa “Saetilla” sobre Candida albicans a

las concentraciones de 75y 100%.

Palabras clave: Actividad antifingica, metabolitos secundarios, Bidens pilosa

“Saetilla”.
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ABSTRACT

Objective: To demonstrate the in vitro antifungal activity of the hydroalcoholic

extract of Bidens pilosa "Saetilla" leaves on Candida albicans.

Material and method: The methodology was quantitative, cross-sectional and
experimental. The leaves were collected in the District of Vinchos - Province:
Huamanga - Department of Ayacucho. A taxonomic study, solubility test,
phytochemical march and antifungal activity (Kirby Bauer - well agar diffusion
method) was carried out. The concentrations were 25%, 50%. 75%, 100% and the

control was fluconazole.

Results: The extract was soluble in polar solvents derived from short-chain alcohols
and water. The following were identified: steroids and terpenoids, phenolic
compounds, flavonoids, coumarins, alkaloids, glycosides and amino acids. The
susceptible antifungal activity was evidenced at 75% (23.99 mm) and 100% (28.09
mm) concentrations, the 50% concentration showed a halo of 18.22 mm and the
25% concentration presented a halo of 11.96 mm, the control (Fluconazole)

presented an inhibition halo of 32.31 mm.

Conclusion: The in vitro antifungal activity of the hydroalcoholic extract of Bidens
pilosa "Saetilla" leaves on Candida albicans at concentrations of 75 and 100% was

demonstrated.

Key words: Antifungal activity, secondary metabolites, Bidens pilosa “Saetilla”.
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l. INTRODUCCION

Las enfermedades fungicas invasoras (EFI) se han convertido en los ultimos
afios en un problema emergente que estad desplazando a las enfermedades
nosocomiales tradicionales en un 40% y en los paises en vias de desarrollo son
un problema que afecta al 70% de su poblacién entre adultos y nifios de
diferentes edades 2. El desplazamiento de la poblacién a lugares mas
tugurizados, la escasez de servicios basicos como agua y desagie, el
incremento de enfermedades debilitantes como diabetes, cancer, pacientes
inmunocomprometidos, enfermedades respiratorias, el cambio climético, ha
puesto de manifiesto la mayor susceptibilidad de las personas a las
enfermedades causadas por hongos 3.

La Candida es un género de hongos que generalmente se encuentra en
pequefias cantidades en el cuerpo humano, sin embargo, en ciertas
circunstancias puede multiplicarse de manera descontrolada, dando lugar a una
infeccion denominada candidemia. Esta enfermedad puede manifestarse de
diferentes formas dependiendo de la localizacién de la infeccién. En el caso de
la piel, puede ocasionar sintomas como enrojecimiento, picazén, descamacion e
incluso ulceraciones. En las mucosas, se puede observar inflamacién, irritacién
y secrecion anormal. En el tracto gastrointestinal, la candidemia puede causar
malestar abdominal, diarrea, nduseas y vomitos. Las personas con sistemas
inmunolégicos debilitados, como los pacientes que han recibido trasplantes de
organos, aquellos que estan bajo tratamiento con inmunosupresores o los que
padecen enfermedades crénicas, son mas propensas a desarrollar esta
infeccion. Ademas, el uso prolongado de antibiéticos, la presencia de catéteres
o sondas urinarias, asi como la falta de higiene adecuada, también pueden
aumentar el riesgo de padecer candidemia. El diagndstico de la candidemia se
realiza a través de pruebas de laboratorio que permiten identificar la presencia
de los hongos en muestras obtenidas de la piel, mucosas o0 tracto
gastrointestinal. Una vez confirmada la presencia de candidemia, se procede al
tratamiento mediante antifiingicos, los cuales pueden ser administrados de forma
topica, oral o intravenosa, dependiendo de la gravedad de la infeccién 4.

A nivel mundial, la candidiasis se encuentra muy extendida estando presente en

la mayoria de los continentes. Dinamarca, Islandia y Noruega reportan un



incremento de la candidiasis de 2 a 3 personas por 100 atendidos, Espafia e
Italia, reporta un incremento de 2 personas por cada 1000 atendidos, en Suiza la
prevalencia de candidiasis se encuentra en aumento, Australia 2 personas por
cada 100 atendidos, Corea del Sur reporta 29 casos nuevos al afio por cada 100
admisiones >,

En América un estudio realizado en Estados Unidos sobre infecciones
nosocomiales reporto que el 9% de los pacientes presentaron candidiasis
durante su permanencia hospitalaria. En México se reporta 1938 casos nuevos
de candidiasis, Colombia reporta 2 a 3 nuevos casos de candida por cada 100
pacientes que acuden a los centros hospitalarios, Argentina 1 a 2 nuevos casos,
Venezuela 2 a 3 nuevos casos, Honduras 1 caso, Ecuador y Chile 1 nuevo caso
7-8_

En el Perd, los reportes de candida en los hospitales de Lima y Callao siguen en
aumento (27%), los informes sefialan la existencia de cepas resistente al
tratamiento con fluconazol (2.6%) °, esta situacion requiere caracterizar al agente
causal y establecer las estrategias de tratamiento mas eficaces y eficientes para
esta enfermedad fungica, disminuir su avance y erradicarla. En vista de la
situacién tan alarmante y con la posibilidad de que entremos en un corto tiempo

a un problema de salud publica, es que es necesario realizar esta investigacion.

En el Pertd, muchas enfermedades infecciosas son desatendidas (EID), estas
enfermedades afectan sobre todo a personas que viven en condiciones
socioeconémicas desfavorecidas, es por ello que el Ministerio de Salud en
colaboraciéon con OMS, priorizaron la atencién de las EID. En esta situacion la
realizacion de esta investigacion se justifica ya que la Candidiasis es una
enfermedad que estad en aumento afectando fisica y mental a las personas que
la padecen, perjudicando su capacidad laboral y por lo tanto su capacidad para
generar ingresos propios y familiares al realizar altas inversiones en la
recuperacion de su salud. Por ello la busqueda constante de alternativas
terapéuticas que puedan emplearse para palear esta enfermedad es que se

justifican el desarrollo de esta investigacion.

La actividad antifungica; es el proceso por el cual una sustancia de origen natural

0 sintético, tiene la capacidad de disminuir el crecimiento o provocar la muerte

de los hongos que invaden el organismo sin provocar dafios sobre el huésped *°.
2



Bidens pilosa; es una planta nativa silvestre, la podemos encontrar en todo el
continente americano, crece en suelos con poca necesidad de agua y luz . Su
familia botanica ha mostrado mucho interés por parte de los especialistas que ya
han apreciado sus cualidades como antimicrobianas, antitumorales vy
antiulcerosas 2. Puede utilizarse todas sus partes en diferentes preparaciones,
los estudios a esta familia han evidenciado la presencia de flavonoides, taninos,
compuestos fendlicos, esteroides, esteroles, terpenos, saponinas y azucares lo
que permite una gran variedad de tratamientos sobre diversas enfermedades 3.
Se piensa gue la planta puede destruir la membrana celular de los patdgenos e

interferir en la sintesis proteica .

Albicans; es un tipo de hongo dismaérfico oportunista, perteneciente a la familia
Ascomycota, prolifera a temperatura ambiente (37°C), de reproduccién asexual,
al microscopio se puede observar células ovaladas en racimos de 3 a 8 y de un
tamario de 2 a 7 micras 4. Al proceso infeccioso se le conoce con el nombre de
candidiasis y puede aparecer por climas humedos, sudoracién del huésped,
vestimenta de ropa apretada, también es frecuente en nifios lactantes y
ancianos, en personas inmunodeprimidas o que usan medicamentos
inmunosupresores 1°. La enfermedad puede aparecer en la boca, ingle, en la piel
y mucosas, dejando la zona con una coloracién blanquecina y con presencia de

descamacion 16,
Los antecedentes nacionales consultados fueron:

Mamani T. y Quispe P.1” en Lima-Perq, en el afio 2022, evaluaron la actividad
antibacteriana sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli del aceite de
hojas y tallos de Bidens pilosa L. Se prepararon concentraciones de 25%, 50%,
75% y 100%. El extracto present6 solubilidad en derivados alcohdlico y agua
destilada. Los metabolitos encontrados fueron: alcaloides, fenoles, flavonoides.
Todas las concentraciones presentaron resistencia sobre las bacterias
estudiadas, el halo de inhibicion formado no fue relevante en la parte

experimental.

Castillo R. '8 en Lima-Perq, en el afio 2021, evalué el aceite esencial Origanum

vulgare en Candida albicans. Se prepararon concentraciones al 25%, 50%, 75%



y 100% demostrandose que las concentraciones al 75% (21.33 mm) y 100%
(27.99 mm) presentaron los mayores halos de inhibicion a las 72 horas de

exposicion. El control presenté mayor eficacia a las 48 horas.

Cieza C. Ucancial H.'°® en Lima-Pert, en el afio 2021, evaluaron la actividad
antibacteriana del extracto alcohdlico de las hojas secas de Bidens pilosa sobre
Escherichia coli y Salmonella entérica. Los resultados demostraron que el
extracto presenta solubilidad importante en alcohol etilico, agua destilada, no
presenta solubilidad en solventes apolares. Las cepas de estudio presentaron

resistencia sobre las diferentes concentraciones evaluadas

Bok Y. Egusquiza E.?° en Lima-Peru, en el afio 2019, evaluaron la actividad del
extracto acuoso del fruto de Passiflora tripartita (tumbo) sobre albicans y
tropicalis. Los resultados demostraron que concentraciones del 5% al 30%
presentaron efectividad sobre las cepas, concentraciones elevadas no rindieron
ningun resultado, la presencia de metabolitos como compuestos fendlicos,
flavonoides, alcaloides, saponinas, cumarinas fueron responsables del efecto

fungicida.

Alonso E.?! en Lima-Perd, en el afio 2019, evalu6 el efecto del extracto acuoso
de las hojas de Bidens pilosa en Staphylococcus aureus. Se prepararon
concentraciones al 10% y 20%, la primera concentracién alcanzé 14.6 mm de
exposicion de halo y la segunda 21 mm. La comparacion con el producto control

resulté menor al esperado.

Anselmo R. Flores R.?? en Lima-Per, en el afio 2018, evaluaron la actividad
antifangica del extracto etanolico de las hojas secas de Lomanthus truxillensis
sobre Candida albicans y Aspergillus brasiliensis. Se emplearon concentraciones
desde el 5% al 75% siendo mas efectivas las concentraciones al 30% y 75%
sobre ambas cepas. La presencia de metabolitos secundarios como compuestos
fendlicos, flavonoides, taninos, aminoacidos, saponinas y quinonas fueron

responsables de la actividad fungicida.

Los antecedentes internacionales consultados fueron:



Oladipupo A.2®> en Lagos Nigeria, en el afio 2015. Evalu6 la actividad
antibacteriana del extracto acuoso de las hojas, tallo y raiz de Bidens pilosa, las
cepas sometidas al estudio fueron del tipo gram (+ -). El estudio de solubilidad
demostré resultados en solventes polares y no en apolares. Los metabolitos
reportados fueron saponinas, alcaloides, flavonoides, taninos, esteroles,
terpenos y glucosidos. Se evaluaron concentraciones del 25% al 75%
reportandose que esta Ultima present6 un halo de inhibicion sobre las bacterias
estudiadas hasta 11.5 mm siendo esto inferior a los controles de ciprofloxacina y

cloranfenicol los cuales alcanzaron entre 15.5 mm hasta 21,3 mm.

Jaramillo C.?* en Quito Ecuador, evalud la actividad antifingica y antibacteriana
in vitro del extracto etandlico de Usnea laevis frente a Candida albicans,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Los resultados demostraron
la presencia de metabolitos como &cido Usnico, eugenol, ergostero. Los
resultados de la actividad microbiana evidenciaron en Candida albicans una
respuesta muy sensible con un halo de 17.07 mm, sobre Staphylococcus aureus

muy sensible 16.00 mm y Pseudomonas aeruginosa sensible 14.03mm.

Ferreira M. y colaboradores ?° en Sao Pablo Brasil, evaluaron la actividad
antifangica de los terpenos sobre Candida albicans. Los resultados demostraron
que el a-terpineno 0,1% vy nistatina 256 pg/mL hubo una disminucion de la
viabilidad celular en comparacion con el control (p<0,05). Asi, se consideré que
el a-terpineno es capaz de disminuir, pero no eliminar, la viabilidad celular de

Candida albicans en el biofilm.

Guzman S, Alarcon A 34, Investigaron la actividad antifngica in vitro del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Bidens pilosa (conocida como "saetilla”™) contra
Candida albicans. Se realiz6 una evaluacién de la actividad antifungica mediante
la determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracion
fungicida minima (CFM) del extracto de B. pilosa. Ademas, se realiz6é un estudio
de microscopia electronica de barrido para investigar los posibles efectos
morfolégicos del extracto sobre C. albicans. Los resultados mostraron que el
extracto hidroalcohdlico de B. pilosa exhibi6 una significativa actividad
antifangica contra C. albicans, con una CIM de 64 pg/mL y una CFM de 256

pg/mL. El estudio de microscopia electronica revel6 alteraciones morfolégicas en

5



las células de C. albicans tratadas con el extracto, incluyendo la deformacion de
la membrana y la formaciébn de vacuolas citoplasmaticas. Estos hallazgos
sugieren el potencial de B. pilosa como una fuente de compuestos antifingicos

para el tratamiento de infecciones por Candida albicans.

Desde el aspecto teérico, esta investigacidbn se justifica ya que aporta
informacion cientifica y actualizada sobre la actividad antifingica in vitro del
extracto hidroalcoholico de las hojas de Bidens pilosa “Saetilla” sobre Candida
albicans, que puede ser consultada y comparada con otras publicaciones a fin

de decidir estrategias de alternativas terapéuticas.

Desde el punto de vista practico, esta investigacién abre camino a la industria
farmacéutica a disefiar nuevos farmacos con actividad terapéutica a base de
productos naturales con actividad farmacologica comprobada, a los quimicos
farmacéuticos a desarrollar y emprender alternativas de negocios con productos

naturales.

Desde el punto de vista metodoldgico, se utiliz6 una técnica validada por su
eficiencia y eficacia en la determinacion de sensibilidad de especies patdgenas,

reconociendo que es la mas adecuada para estos fines.

Finalmente, esta investigacion es importante ya que pone a la luz una especie
poco conocida que puede ser empleada de forma natural o tecnificada en el

tratamiento de la candidiasis y porque no de otras enfermedades.

El objetivo general de la investigaciéon es demostrar la actividad antifungica in
vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens pilosa “Saetilla” sobre
Candida albicans.

Como hipaotesis de esta investigacion se plantea: El extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Bidens pilosa “Saetilla” presentan actividad antifingica in vitro sobre

Candida albicans.



Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Enfoque y disefio de la investigacion

En esta investigacion, el enfoque empleado fue cuantitativo, el tipo de disefio

metodolodgico fue una investigacion experimental y transversal.

El enfoque fue cuantitativo ya que para deducir el comportamiento de las
variables fue necesario utilizar parametros estadisticos a partir de informacion
numerica obtenida en la parte experimental; el tipo de disefio metodologico fue
experimental ya que las variables fueron operadas a discrecién del
experimentador y manipuladas para la observacion de los resultados en funcion
a los diferentes grupos de trabajo, asimismo fue cuantitativa ya que existiéo un
grupo control donde las variables fueron manipuladas por los investigadores, por
lo tanto, se observaron los fendmenos resultantes de la interaccion de las
variables 26?7 y finalmente fue transversal ya que, segun el esquema de trabajo,

se recolect6 la informacién en un solo momento.

2.2 Poblacion, muestra y muestreo

Para esta investigacion fue necesario obtener 8 kilos de hojas de Bidens pilosa
‘Saetilla” los cuales fueron recolectados en el Distrito de Vinchos - Provincia:
Huamanga — Departamento de Ayacucho a 3,127 metros de altitud. Este distrito
se encuentra en las coordinadas: Latitud 13.2419 (13°- 14"- 31""sur) y longitud
74.3544 (74°- 21"- 16" oeste), la cual fue identificada y clasificada por el consultor
botanico José R. Campos de la Cruz (CBP 3795) y cuyo certificado
correspondiente se encuentra en el Anexo A.

Luego de la seleccion se conto con 2 kilos de muestra en las mejores condiciones

con las cuales se procedio a realizar el extracto.

Para este estudio de actividad antifingica se utilizé cepas activas de Candida
albicans cuya codificacion fue ATCC 90028 proporcionada por el Instituto de

Investigacion Traslacional y Biotransversal AYRU.

El presente muestreo respondié a un modelo de tipo no probabilistico por

conveniencia.



Criterio_de inclusion: solo se utilizaron aquellas hojas que presentaron

caracteristicas en comun como son el tamafio, la forma, el aspecto
externo priorizando la no presencia de dafo por insectos o el medio

ambiente.

Criterio de exclusién: Las hojas que no presenten las caracteristicas

mencionadas, asi como la presencia de deterioro o dafio evaluado por el

investigador.

2.3 Variables de investigacion

Variable independiente: Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens pilosa

“Saetilla”.

Definicion conceptual: Macerado elaborado a partir de hojas de Bidens pilosa
“Saetilla” en solucién hidroalcohdlica que presenta propiedades relacionadas con

los metabolitos secundarios de la planta 33

Definicién operacional: Las hojas de Bidens pilosa “Saetilla” fueron colocadas
en una solucién hidroalcohdlica para luego el filtrado ser concentrado, con la

finalidad de obtener sus metabolitos.

Variable dependiente: Actividad antifingica.

Definicion conceptual. Capacidad que tiene una sustancia para inhibir o destruir
el crecimiento o reproduccién de cepas de hongos 3*

Definicion operacional. Actividad antifingica que puede ser observado
mediante la medicion del diametro del halo de inhibicion formado alrededor del

extracto a diferentes concentraciones sobre cepas de Candida albicans.

2.4 Técnicas e instrumentos para la recoleccién de datos

La técnica empleada en esta investigacion fue la observacién ya que es la mas
apropiada para realizar este tipo de trabajos en el laboratorio, como instrumento

de recoleccion de datos para la actividad antifingica, marcha fitoquimica y
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prueba de solubilidad se us6 la ficha de recopilacién de datos. EI método de la
actividad antifungica fue la propuesta por Benavides J. (2021) 2°, Método de Kirby
— Bauer) con su modificacion con la asesoria correspondiente. Los datos de la
marcha fitoquimica fueron recogidos en una ficha segun modelo propuesto por
Valdez N. (2019) vy la prueba de solubilidad fueron recogidos en una ficha
segin modelo propuesto por Garriazo A. (2019) 3%; ambas fichas fueron
modificada por los investigadores.

2.5 Procedimiento para recolecciéon de datos

2.5.1 Autorizacion y coordinaciones previas para la recoleccion de datos

Para el desarrollo de esta investigacién fue necesario realizar coordinaciones
previas con la universidad y el instituto de investigacién donde se realizaria el
procedimiento experimental. Mediante carta N°218-2022/EPFYB-UMA dirigida al
director ejecutivo del Instituto de Investigacion Traslacional y Biotransversal
AYRU la Universidad Maria auxiliadora pudo presentar a los tesistas y después
de la aceptacion por parte del instituto de investigacion se pudo realizar con el
acompafiamiento respectivo de los profesionales de esa institucion la
elaboracion del extracto, la prueba de solubilidad, la marcha fitoquimica y la
actividad antifingica. El documento que acredita dicha actividad se encuentra en

el anexo D.

2.5.2 Aplicacion de instrumento(s) de recoleccién de datos

a) Recoleccidén de la muestra vegetal:

La especie vegetal fue recolectada en el Distrito de Vinchos - Provincia:
Huamanga — Departamento de Ayacucho a 3,127 metros de altitud. La muestra
fue recolectada en la mafiana con ayuda de un familiar de la zona, la muestra
recolectada fue acondicionada en papel crepe y embaladas en cajas de carton

para su cuidadoso transporte.



Figura 1. Recoleccién de la muestra vegetal
b) Elaboracion del extracto

La elaboracion del extracto hidroalcohdlico se realiz6 siguiendo las normas
oficiales descritas y empleadas en otras investigaciones 2°. La parte experimental
se realiz6 en el laboratorio de analisis del Instituto de Investigacién Traslacional
y Biotransversal AYRU, ubicado en la ciudad de Huaraz - Ancash. En el
laboratorio se realizé el tratamiento de las hojas, el cual consistié en la seleccion,
lavado y secado, luego se realiz6 la trituracion con ayuda de un molino manual
para aumentar la superficie de contacto con el solvente. Las hojas trituradas
fueron colocadas en un frasco ambar de boca ancha de un litro de capacidad al
cual se agrego el solvente, una solucion alcohdlica al 70% y se dejé macerar por
un espacio de 10 dias con agitacién constante en ambiente controlado 2°. Luego
de transcurrido el tiempo, el extracto fue filtrado con papel filtro paso lento
Whatman N°2 en un envase de vidrio y llevado a una estufa a 40°C por 7 dias
para la evaporacion del solvente hasta obtener un extracto seco. Para la
elaboracién de las concentraciones a testear, se solubiliz6 el extracto con una
solucion de dimetil sulféxido (DMSO) de concentracion conocida. Las
concentraciones preparadas fueron al 25%, 50%, 75% y 100% 3.
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Figura 2. Elaboracién del extracto

c) Prueba de solubilidad

En la prueba de solubilidad se utilizaron 9 tubos de ensayo de 13x100 mm. Se
pesd 0.5 g de la muestra y se coloco en cada uno de los tubos respectivos. A
cada tubo de ensayo se colocé solventes de diferente polaridad.

Se agité con ayuda de un Vortex y se observo en cudl de ellos es soluble.

La prueba de solubilidad se determinard por la leyenda: Muy soluble (+++),

Moderadamente soluble (++), Poco soluble (+), Insoluble (-). Ver Anexo A.

- <EL
-@-@&

Figura 3. Prueba de solubilidad

d) Marcha Fitoquimica

En un tubo de ensayo se coloc6 0.5 g de extracto de Bidens pilosa “Saetilla” y se
colocaron diferentes reactivos de coloracion y precipitacion. Las pruebas que se
realizaron fueron: ensayo de Dragendorff, ensayo de Baljet, ensayo de

Borntrager, ensayo de Liebermann-Burchard, ensayo de Ninhidrina, ensayo de
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Shinoda, ensayo de antocianidinas, ensayo de espuma, ensayo de flavonoides,

ensayo de compuestos fendlicos y otras. Ver Anexo A.

i Extracto de i Preparacion de Peso del Extracto de
i > i :I] i Prueba de con i <‘r:|

Figura 4. Marcha fitoquimica

e) Actividad antifangica segun el método por difusién en agar en pozo.

El desarrollo de la actividad antifungica se realizé en el laboratorio de analisis del
Instituto de Investigacion Traslacional y Biotransversal AYRU. Ver Anexo A. La
técnica empleada fue el método segun Kirby - Bauer modificado o método de
difusién en agar en pozo %°. Para la validez de este ensayo, fue necesario realizar
la prueba por triplicado. La preparacion del indculo sigui6 el procedimiento de Mc
Farland, las cepas de albicans obtenidas tendran tipificacion ATCC (American
Type Culture Collection), las cepas seran enriquecidas en caldo Sabouraud.

Una vez alcanzada la concentracion de las cepas, estas fueron sembradas en
agar Muller Hilton mediante hisopo y se realiz6 los pocillos de 8 mm, en el cual
se colocaron las soluciones a diferentes concentraciones y luego fueron llevados
a la incubadora a 37°C por 24 horas para observar los halos de inhibicion.33

Finalmente se midieron los halos de inhibicién con ayuda de un vernier y se

compara con los controles correspondientes.
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Figura 5. Actividad antifungica

2.6 Procesamiento del andlisis estadistico

Para el procesamiento de datos, fue necesario la utilizacién del programa
estadistico SPSS version 26. La prueba estadistica presenté un porcentaje de
confianza del 95% y margen de error del 5%. Las pruebas estadisticas realizadas
fueron la media y la desviacion estandar. Se realizd6 también el test de Shapiro-
Wilk con Real Statistics de Excel y en SPPS el cual fue usado para contrastar la
normalidad del conjunto de datos, la prueba de Kruskal-Wallis para determinar si
cualquiera de las diferencias entre las medianas es estadisticamente significativa
y la prueba de Dunn- Bonferroni para la comparacion por pares entre cada grupo

de muestras realizadas.

2.7 Aspectos éticos

Toda la informacién de esta investigacién es absolutamente verdadera y podra
exigirse cualquier nivel de comprobacién por parte de las autoridades de la
universidad Maria Auxiliadora. Los antecedentes fueron citados correctamente a
fin de no usurpar el lugar de los investigadores consultados. Esta investigacion
paso el programa estadistico antiplagio Turnitin a fin de comprobar la originalidad
del trabajo. De existir cualquier evento doloso en esta investigacion los Unicos
responsables son los investigadores y acataran cualquier penalidad propuesta

por la universidad.
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Ill. RESULTADOS

3.1 Resultado de la prueba de solubilidad presente en el extracto hidroalcohdlico

de las hojas de Bidens pilosa “Saetilla”

Tabla 1. Prueba de solubilidad

SOLVENTE RESULTADO
Agua destilada +
Etanol 70% ++
Etanol 96% ++
Metanol ++
Alcohol etilico absoluto +
Diclorometano ++
n-Butanol +++

Acetato de etilo -
Eter dietilico -

Leyenda: Muy soluble (+++) - Moderadamente soluble (++) - Poco soluble (+) -

Insoluble (-)

En la Tabla 1 se observan los resultados de la prueba de solubilidad donde se

demostré que el extracto hidroalcohilico de las hojas de Bidens pilosa “Saetilla”

presentan mayor solubilidad con el n — Butanol a diferencia del etanol 70 %,

etanol 96 %, metanol y diclorometano.

3.2 Resultado de metabolitos presentes en el extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Bidens pilosa “Saetilla”

Tabla 2. Tamizaje fitoquimico

METABOLITOS SECUNDARIOS

METABOLITO REACTIVO IDENTIFICACION RESULTADO
Esteroides y Lieberman Color verde, color +++
Triterpenoides Burchard azul
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Compuestos Tricloruro Color verde, color +++
fenolicos férrico azul
Flavonoides Shinoda Coloracion a rojo +++
Taninos Gelatina Precipitado blanco -
Cumarinas Hidroxido de Coloracion +
sodio 10 % amarillo intenso
Quinonas Bortranger Coloracion a rojo -
Alcaloides Dragendorf Precipitado rojo ++
naranja
Mayer Precipitado blanco +
Sesquiterpenlactonas Baljet Coloracion rojo -
naranja
Saponinas Agua Formacion de -
destilada espuma
METABOLITOS PRIMARIOS
METABOLITO REACTIVO  IDENTIFICACION RESULTADO
Glucdsidos Molish Formacion de
anillo
violaceo
Fehling Ay Precipitado rojo +++
Fehling B ladrillo
Aminoécidos Ninhidrina Coloracion color +
violaceo

Leyenda: (+++) = Abundante; (++) = Moderado; (+) = Escaso; (-) = Ausencia

En la Tabla 2 se observan los resultados del tamizaje fitoquimico que demuestra
que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens pilosa “Saetilla”, contienen
en mayor concentracion los metabolitos: glucésidos, esteroides y triterpenoides,

compuestos fenolicos y flavonoides.
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3.3 Resultado actividad antifungica in vitro que presenta el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Bidens pilosa “Saetilla” sobre Candida albicans a

diferentes concentraciones

Tabla 3. Ensayo de la actividad antifungica

DETERMINACIONES CONCENTRACION DEL RESULTADOS

EXTRACTO (mm)

25% 11.96 + 0.84

Evaluacion de la
actividad antifungica 50% 18.22 £ 0.76

frente a
Candida albicans 75% 23.99 + 0.57
ATCC 90028

100% 28.09 £ 0.83

Leyenda: Halos de inhibicion (mm), promedio = DS

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA (mm)

RESULTADOS

25% 50% 75% 100%

| = RESULTADOS 11.96 18.22 23.99 28.09

Figura 6. Ensayo de la actividad antifungica

En la Tabla 3 indican los resultados del ensayo antifungico. En los valores
obtenidos presentan un incremento de actividad antifungica a medida que la

concentracion del extracto se hace mayor.
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Tabla 4. Resultado de las medidas de los halos de inhibicién

PLACA HALOS DE INHIBICION (mm)
PETRI A B C D E Fluconazol
1 8.02 12.37 17.22 23.46 28.53 31.56
2 8.03 12.56 17.34 22.75 27.41 32.11
3 8.02 12.44 19.26 2431 29.22 32.14
4 8.03 12.37 18.15 24.17 27.17 31.27
5 8.01 10.17 18.37  23.96 26.94 33.68
6 8.02 10.65 18.25 23.68 27.38 33.72
7 8.01 11.39 17.48 23.72 28.31 31.82
8 8.02 11.72 17.30  23.93 28.62 33.69
9 8.03 12.81 18.29 24.71 29.14 31.21
10 8.01 12.74 19.11 24.67 27.87 31.46
11 8.02 11.96 19.34 24.63 27.36 31.72
12 8.01 12.37 18.47 23.86 29.07 33.28
PROMEDIO 8.019 11.96 18.22 23.99 28.09 32.31
DS 0.01 0.84 0.76 0.57 0.83 1.00

Leyenda: A = Control Etanol 70%; B = Extracto 25%; C = Extracto 50%; D =
Extracto 75%; E = Extracto 100%; F = Control Fluconazol 60 mg/mL

En la tabla 4 se observé que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
pilosa “Saetilla” en concentraciones de 50%, 75% y 100% presentan ligeros halos
de inhibicion de 18.22, 23.99 y 28.09 mm frente a la cepa in vitro de candida
albicans ATCC 90028; en contraste con el farmaco antifungico fluconazol cuyo

promedio de halo de inhibicién es de 32.31 mm.

Para lograr determinar el estadistico necesario y llegar al objetivo planteado es
indispensable que se determine silos datos obtenidos presentan una distribucion
normal, para ello se determiné con la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, por

tratarse de muestras menores de 30 datos.
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Tabla 5. Resultados del Test de Shapiro-Wilk con Real Statistics de Excel

Control Extracto Extracto Extracto Extracto Control
Negativo: 25% 50% 75% 100% Positivo:
Etanol Fluconazol
70%
W-stat 0.82 0.85 0.91 0.94 0.90 0.83
p-value 0.02 0.04 0.19 0.48 0.18 0.02
alpha 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
normal no no yes yes yes no

Los resultados de la prueba de Shapiro-Wilk se muestran en la Tabla 5, indican
que los datos obtenidos en el tratamiento con extracto a 50, 75 y 100% no siguen
una distribucion normal. Sin embargo, el control positivo, negativo y extracto a
una concentracion de 25% siguen una distribucion normal. Esto nos indica que
los tratamientos son diferentes entre si en términos de la variable de interés,

independientemente de su distribucion.

Tabla 6. Test de Shapiro-Wilk en SPPS

Estadistico gl Sig.

Control negativo: Etanol 0.824 12 0.018
70%

Extracto 25% 0.853 12 0.040

Extracto 50% 0.906 12 0.189

Extracto 75% 0.939 12 0.483

Extracto 100% 0.904 12 0.181

Control positivo: 0.834 12 0.023

Fluconazol 60 mg/mL

Al no presentar una distribucién normal, no se us6 ANOVA para verificar si existe

diferencia significativa entre alguno de los tratamientos. Se usé la prueba de
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Kruskal-Wallis (para pruebas no paramétricas) que es su equivalente del ANOVA

cuando los datos presentan distribuciéon normal.

Tabla 7. Prueba de Kruskal-Wallis

Control Extracto Extracto Extracto Extracto Control
Negativo: 25% 50% 75% 100% Positivo:
Etanol Fluconazol
70%
median 8.02 12.37 18.27 23.945 28.09 31.965
p-value 1.5898E-
13
alpha 0.05
sig Si

Como se muestra en la Tabla 7, los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis

indicaron que al menos uno de los tratamientos es significativamente diferente de

los otros tratamientos.

Tabla 8. Prueba de Dunn- Bonferroni

Grupo 1 Grupo 2 R-mean stderr z-stat R-crit p-value
Control Negativo: Extracto 25%
12 8.54 1.40 16.74 0.16
Etanol 70%
Control Negativo: Extracto 50%
24 8.54 281 16.74 0.005
Etanol 70%
Control Negativo: Extracto 75%
36 8.54 421 16.74 2.50E-05
Etanol 70%
Control Negativo: Extracto 100%
48 8.54 5.62 16.74 1.91E-08
Etanol 70%
Control Negativo: Control Positivo:
60 8.54 7.02 16.74 2.15E-12
Etanol 70% Fluconazol
Extracto 25% Extracto 50% 12 8.54 140 16.74 1.60E-01
Extracto 25% Extracto 75% 24 8.54 281 16.74 4.96E-03
Extracto 25% Extracto 100% 36 8.54 421 16.74 2.50E-05
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Extracto 25%

Control Positivo:

48 8.54 562 16.74 1.91E-08
Fluconazol
Extracto 50% Extracto 75% 12 8.54 1.40 16.74 1.60E-01
Extracto 50% Extracto 100% 24 8.54 2.81 16.74 4.96E-03
Extracto 50% Control Positivo:
36 8.54 421 16.74 2.50E-05
Fluconazol
Extracto 75% Extracto 100% 12 8.54 1.40 16.74 1.60E-01
Extracto 75% Control Positivo:
24 8.54 2.81 16.74 4.96E-03
Fluconazol
Extracto 100% Control Positivo:
12 8.54 1.40 16.74 1.60E-01

Fluconazol

Como se muestra en la Tabla 8 se realizé un andlisis de comparaciones multiples

como la prueba Dunn - Bonferroni que nos permitio controlar el error tipo | en las

comparaciones multiples.

En esta tabla se muestra 15 comparaciones entre dos grupos de tratamientos de

los cuales 10 de ellos presentaron diferencias significativas y los 5 restantes no.

En esta investigacion las comparaciones de interés son aquellas que no

presentaron diferencia significativa frente al tratamiento positivo, en tal caso es el

siguiente tratamiento: Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens pilosa

“Saetilla” a una concentracion de 100% no presenta diferencia significativa con el

Control Fluconazol 60 mg/mL; esto significa que se puede sustituir al Fluconazol

60 mg/mL por el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens pilosa “Saetilla”

a una concentraciéon de 100%.
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Tabla 9. Grado de efectividad in vitro del extracto hidroalcohoélico de las
hojas de Bidens pilosa “Saetilla” sobre Candida albicans en comparacion
con fluconazol

DETERMINACIONES CONCENTRACION DEL RESULTADOS

EXTRACTO (mm)
Evaluacion de la 25% 11.96 + 0.84
actividad antifungica 50% 18.22 £ 0.76
frente a 75% 23.99 + 0.57
Candida albicans 100% 28.09 £ 0.83
ATCC 90028 Fluconazol 60mg/ml| 32.31+1.0

ENSAYO COMPARATIVO FLUCONAZOL

RESULTADOS

25% 50% Fluconazol
| m RESULTADOS 11.96 18.22 23.99 28.09 32.31

Figura 7. Ensayo comparativo con el Fluconazol

En la Tabla 9 se observa que el crecimiento de Candida albicans es inhibido
lentamente por extractos hidroalcohdlicos de las hojas de Bidens pilosa “Saetilla”
en todas sus concentraciones. Se aprecia también que el fluconazol afecta muy

notoriamente el desarrollo del hongo en estudio.
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IV. DISCUSION

4.1 Discusion de resultados

La actividad antifingica de las plantas medicinales ha sido ampliamente
estudiada debido a su potencial terapéutico en el tratamiento de infecciones
fungicas. La busqueda de compuestos naturales con propiedades antifungicas
es de gran interés debido a la creciente resistencia a los medicamentos
antifngicos convencionales. En este sentido, numerosos estudios han
investigado la actividad antifingica de diversas plantas medicinales y sus
extractos. La diversidad de compuestos bioactivos presentes en las plantas
medicinales puede contribuir a su actividad antifUngica. Estos compuestos
incluyen alcaloides, flavonoides, terpenoides, taninos y otros metabolitos
secundarios, los cuales pueden tener propiedades inhibidoras sobre el
crecimiento y la viabilidad de los hongos patégenos. Algunos ejemplos de plantas
medicinales conocidas por su actividad antifingica incluyen el ajo (Allium
sativum), el orégano (Origanum vulgare), el tomillo (Thymus vulgaris), la
equinacea (Echinacea purpurea) y la carcuma (Curcuma longa), entre muchas

otras.

Los estudios in vitro han demostrado que los extractos de plantas medicinales
pueden inhibir el crecimiento de diversos hongos patdégenos, incluyendo
especies de Candida, Aspergillus y Trichophyton, entre otros. Estos extractos
han mostrado actividad fungicida o fungistatica, dependiendo de la
concentracion y el tipo de extracto utilizado. Ademas, se ha observado que
algunos extractos de plantas pueden actuar sinérgicamente con medicamentos
antifingicos convencionales, lo que sugiere su potencial uso como terapias

combinadas para combatir las infecciones fungicas.

Sin embargo, es importante destacar que los mecanismos exactos de accion de
los compuestos presentes en las plantas medicinales no siempre estan
completamente claros. Algunos estudios sugieren que estos compuestos pueden
afectar la integridad de la membrana celular de los hongos, interferir con la
sintesis de la pared celular o inhibir enzimas clave involucradas en el

metabolismo fungico. Sin embargo, se requiere una investigacion adicional para
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comprender completamente los mecanismos subyacentes y optimizar la

aplicacion de las plantas medicinales como agentes antifingicos.

La actividad antifungica de las plantas medicinales también puede variar
dependiendo de factores como la parte de la planta utilizada, las condiciones de
cultivo, el método de extraccion y la concentracion de los extractos. Por lo tanto,
es necesario realizar estudios de calidad y estandarizacion para garantizar la

eficacia y seguridad de los productos a base de plantas.

Al realizar la prueba de solubilidad, se ha podido demostrar que el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Bidens pilosa “Saetilla” es muy soluble en n-
Butanol, moderadamente soluble en etanol al 96°, 70°, metanol, diclorometano,
poco soluble en agua destilada, alcohol etilico absoluto e insoluble en acetato de
etilo y éter dietilico. Estos resultados son similares a los hallados por Mamani T.
y Quispe P. que en el afio 2022 reportaron que esta planta presenta solubilidad
en derivados alcohdlico y agua destilada, Cieza C. Ucancial H. en el 2021 reporto
que el extracto presenta solubilidad importante en alcohol etilico, agua destilada,
no presenta solubilidad en solventes apolares y Oladipupo A. en 2015 demostré

resultados de solubilidad en solventes polares y no en apolares.'’. 1923

Al realizar la evaluacion de metabolitos, se ha podido demostrar que el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Bidens pilosa “Saetilla” presentan abundantes
glucosidos, esteroides y triterpenoides, compuestos fendlicos, flavonoides,
asimismo, moderada cantidad de alcaloides y escasos aminoacidos y cumarina.
Estos estudios pueden compararse a los realizados por Oladipupo A. 2015, quien
estudio la misma planta encontrando la presencia de alcaloides, flavonoides,
taninos, esteroles, terpenos y glucdsidos, Mamani T. y Quispe P. 2022
encontraron alcaloides, compuestos fendlicos y flavonoides en mayor cantidad.
Al parecer los compuestos presentes pueden ser los responsables del efecto

sobre Candida albicans 2317,

Al evaluar la actividad antifungica in vitro que presenta el extracto hidroalcohélico
de las hojas de Bidens pilosa “Saetilla” sobre Candida albicans a diferentes
concentraciones, se ha podido determinar que todas las concentraciones

presentaron la formacion del halo de inhibicion, para la concentracion al 25%
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(11.96 = 0.84 mm), la concentracion al 50% (18.22 = 0.76), la concentracion al
75% (23.99 + 0.57mm) y la concentracion al 100% (28.09 + 0.83). Para la
concentracion al 75% y 100% es un buen performance ya que este hongo es
susceptible a compuestos que tenga un halo de inhibicién de >/=20.00mm. Estos
resultados se pueden comparar con los hallados por Mamani T. y Quispe P. 2022
quienes demostraron que todas sus concentraciones del aceite de hojas y tallos
Bidens pilosa L sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli inhibieron el
crecimiento bacteriano, Alonso E. 2019 mencioné que el extracto acuoso de las
hojas de Bidens pilosa en Staphylococcus aureus fue susceptible a la
concentracion de 20%, (21mm). No se comparan con los estudios hallados por
Oladipupo A. (Nigeria 2015) quien publico que la concentracién al 75% de
extracto acuoso de las hojas, tallo y raiz de Bidens pilosa solo alcanzé 11.5mm

de didmetro de inhibicion haciendo resistente 17:21.23,

Al evaluar el grado de efectividad in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Bidens pilosa “Saetilla” sobre Candida albicans en comparacién con
fluconazol, podemos indicar que el control realizado con fluconazol desarrollé
una mayor susceptibilidad sobre Candida albicans, reportando un halo de
inhibicién de 32.31mm a diferencia de la mejor concentracion del extracto (100%)
que alcanzo 23.99mm. Sin embargo, nos ratificamos que la concentracion al 75%
y 100% del Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens pilosa “Saetilla” tienen

actividad antifungica.

Finalmente, podemos agregar que las plantas medicinales representan una
valiosa fuente de compuestos bioactivos con actividad antifingica. Su potencial
terapéutico en el tratamiento de infecciones fungicas ha sido reconocido y
estudiado en numerosas investigaciones. Sin embargo, se necesita mas
investigacion para comprender completamente los mecanismos de accion,
optimizar las formulaciones y evaluar la eficacia clinica de las plantas

medicinales
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4.2 Conclusiones

Al evaluar la solubilidad que presentd el extracto hidroalcohodlico de las
hojas de Bidens pilosa “Saetilla” sobre diferentes solventes, podemos
afirmar que esta es buena y se presenta tanto en solventes polares en su

mayoria derivados de alcoholes de cadena corta y agua.

Al realizar la Identificacibn de metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens pilosa “Saetilla” podemos
evidenciar la presencia de glucosidos, aminoacidos, esteroides y
terpenoides, compuestos fendlicos, flavonoides, cumarinas y alcaloides.
Estos metabolitos pueden ser responsables de la actividad antifungicas
ya que en otras investigaciones se le otorga esta propiedad.

El extracto hidroalcohélico de las hojas de Bidens pilosa “Saetilla” sobre
Candida albicans a diferentes concentraciones, como al 75% (23.99 mm)

y al 100% (28.09 mm) presentan actividad semejante a la del Fluconazol.
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4.3. Recomendaciones

Recomendar a la Universidad Maria Auxiliadora a seguir motivando la
investigacion entre sus estudiantes a fin de contribuir cientificamente al
progreso de nuestro pais.

Proponer a la Universidad Maria Auxiliadora la colaboraciéon con los
docentes a fin de publicar los trabajos experimentales realizados en su
casa de estudio en revistas indexadas a fin de difundir y dar a conocer los
resultados de esta y otras investigaciones.

Motivar a los estudiantes a convertirse en investigadores realizando
trabajos bajo la direcciéon de sus docentes con la finalidad de producir
articulos e informacion novedosa sobre diferentes temas de las lineas de
investigacion.

Incentivar a los investigadores a realizar mas estudios sobre la especie de
Bidens pilosa de diferentes localidades a fin de conocer las
potencialidades que tiene esta planta.

Recomendar a los Profesionales Quimicos Farmacéuticos a estudiar con
mayor profundidad esta planta y muchas mas que forman parte del
laboratorio natural de nuestro pais a fin de descubrir nuevas acciones
farmacoldgicas que puedan ayudar a combatir enfermedades.

A la sociedad, a leer todos los trabajos de investigacion que se desarrollan
en el pais a fin de conocer mas sobre nuestros recursos naturales

terapéuticos y poder utilizarlos posteriormente.

26



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. - Lemonovich T L. Mold infections in solid organ transplant recipients. Infect
Dis Clin North Am. 2018; 32: 687-701. URI: 10.1016/}.idc.2018.04.006.

2. - Douglas A P, Chen S C A, Slavin M A. Emerging infections caused by non-
Aspergillus filamentous fungi. Clin Microbiol Infection 2016; 22: 670-80.
URI: https://doi.org/10.1016/j.cmi.2016.01.011

3. - Garcia-Ruiz J C, Amutio E, Ponton J. Invasive fungal infection in
immunocompromised patients. Rev Iberoam Micol. 2004; 21: 55-62.
PMID:15538828.

4.- Wisplinghoff H, Bischoff T, Tallent SM, Seifert H, Wenzel RP, Edmond MB.
Nosocomial bloodstream infections in US hospitals: analysis of 24,179 cases
from a prospective nationwide surveillance study. Clin Infect Dis. 2004; 39
(3):309-17. URI://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15306996

5.- Peméan J, Canton E, Quind6s G, Eraso E, Alcoba J, Guinea J, et al.
Epidemiology, species distribution and in vitro antifungal susceptibility of
fungaemia in a Spanish multicentre prospective survey. J Antimicrob Chemother.
2012; 67 (5):1181-7. URI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ pubmed/22351683

6.- . Chen S, Slavin M, Nguyen Q, Marriott D, Playford EG, Ellis D, et al. Active
surveillance for candidemia, Australia. Emerg Infect Dis. 2006; 12 (10):1508-16.
URI: https://www.ncbi. nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3290948/

7.- Yapar N, Pullukcu H, Avkan-Oguz V, Sayin-Kutlu S, Ertugrul B, Sacar S, et al.
Evaluation of species distribution and risk factors of candidemia: A multicenter
case-control study. Med Mycol. 2011; 49 (1):26-31. URI: https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/pubmed/20662635

8.- Hermsen ED, Zapapas MK, Maiefski M, Rupp ME, Freifeld AG, Kalil AC.
Validation and comparison of clinical prediction rules for invasive candidiasis in
intensive care unit patients: a matched case-control study. Crit Care. 2011;15(4).
URI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3387640/

27


https://doi.org/10.1016/j.cmi.2016.01.011

9.- Rodriguez L, Bustamante B, Huaroto L, Agurto C, lllescas R, Ramirez R, et
al. A multi-centric Study of bloodstream infection in Lima-Callao, Peru: Species
distribution, antifungal resistance and clinical outcomes. PLoS One. 2017;12(4).
URI: _https://doi.org/10.1371/journal.pone.0175172

10. - Pardi G. Determinantes de Patogenicidad de Albicans: (Revision
Bibliografica). Acta Odontolégica Venezolana. junio de 2002;40(2):185-192.

11.- Alonso E. Efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso de hojas de
Bidens pilosa (Cadillo) frente a Staphylococcus aureus. Tesis para optar el titulo
profesional de quimico farmacéutico en la Universidad Catdlica los Angeles —
Chimbote. Pera. 2019.
URI://repositorio.uladech.edu.pe/bitstream/handle/123456789

12.- Reisancho L. Influencia del método de extraccion del aceite esencial de
hojas de amor seco (Bidens pilosa |.) en la actividad antimicrobiana. Tesis para
la obtencién del Titulo de Quimica Farmacéutica de la Universidad Central del
Ecuador. 2019 http://www.dspace.uce.edu.ec/bitstream/25000/18659/1/T-UCE-
0008-CQU126.pdf

13.- Caceres n. Evaluacion del efecto antibacteriano “in vitro” del extracto
etandlico del mishico (Bidens andicola) sobre Staphylococcus aureus y
Escherichia coli. (tesis para obtener el titulo profesional de quimico farmacéutico)
universidad andina de juliaca — peru, 2019. (citado en 13 de diciembre 2019) URI:
http://repositorio.uancv.edu.pe/handle/uancv/4053

14.- Pineda J., Cortes A., Uribarren., T. et al. Candidosis vaginal. primera parte:
revision de la clinica, epidemiologia y situacion de México. Rev. Méd. Risaralda.
2015

15.- Yauri B. Chambilla E. Actividad antimicética del extracto ETANOLICO DE
Chenopodium ambrosioides L. (Paico), Sobre albicans Cepa ATCC 10231.
[Tesis para optar el titulo profesional de Quimico Farmacéutico] Universidad

Auténoma del Sur]. Facultad de Ciencias de la Salud. 2018

28


about:blank
http://www.dspace.uce.edu.ec/bitstream/25000/18659/1/T-UCE-0008-CQU126.pdf
http://www.dspace.uce.edu.ec/bitstream/25000/18659/1/T-UCE-0008-CQU126.pdf
http://repositorio.uancv.edu.pe/handle/uancv/4053

16.- Soliman S, Semreen M, El-Keblawy, Abdullah A, Uppuluri P, lbrahim A.
Assessment of herbal drugs for promising anti- activity. BMC Complement Altern
Med 2017 8; 17(1):257.

17.- Mamani T. Quispe P. Determinacion de la actividad antibacteriana in vitro
del aceite esencial de Bidens pilosa L. (Chipaca) FRENTE A Staphylococcus
aureus y Escherichia coli. [Tesis para optar el titulo profesional de Quimico
Farmaceéutico] Universidad Maria Auxiliadora. Facultad de Ciencias de la Salud.
2022

18.- Castillo R. Efectividad antimicética del aceite esencial Origanum vulgare
sobre albicans ATCC 10231 [Tesis para optar el titulo profesional de Cirujano

Dentista] Universidad Norbert Wiener. Facultad de Ciencias de la Salud. 2021

19.- Cieza C. Ucancial H. (2021) evaluaron la actividad antibacteriana del
extracto alcohdlico de las hojas secas de Bidens pilosa sobre Escherichia coli y
Salmonella entérica. [Tesis para optar el titulo profesional de Quimico
Farmaceéutico] Universidad Maria Auxiliadora. Facultad de Ciencias de la Salud.
2021

20.- Bok Y. Egusquiza E. Actividad antimicética in vitro del extracto acuoso del
fruto de Passiflora tripartita (Juss.) Poir. Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P.
Jorg. (TUMBO) sobre cepas de albicans y tropicalis [Tesis para optar el titulo
profesional de Quimico Farmacéutico] Universidad Inca Garcilaso de la Vega.

Facultad de Farmacia y Bioquimica. 2019

21.- Alonzo E. Efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso de hojas de
Bidens pilosa (Cadillo) frente a Staphylococcus aureus. [Tesis para optar el titulo
profesional de Quimico Farmacéutico] Universidad Catolica los Angeles.
Facultad de Ciencias de la Salud. 2019

22.- Anselmo R. actividad antimicotica del extracto etandlico de las hojas de
Lomanthus truxillensis cabrera en cepas de albicans ATCC 10231 y Aspergillus
brasiliensis ATCC 16404, in vitro. [Tesis para optar el titulo profesional de
Quimico Farmacéutico y Bioquimico]. Universidad Inca Garcilaso de la Vega.
2018.

29



23.- Oladipupo A. Actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso de Bidens
pilosa L (Asteraceae) procedentes de Nigeria. Investigacion realizada por el
Departamento de Quimica de la Universidad Estatal de Lagos. Nigeria. 2015.
(Citado en 23 de octubre 2022)

24.- Jaramillo C. Actividad antifungica y antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de Usnea laevis frente a Candida albicas, Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa. Rev Med Hered. 2020; 31:169-174 Quito, Ecuador.
2020.http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1018-
130X2020000300169

25.- Ferreira M. Palomari D. Coradi C. Serignoli R. Actividad antifingica de a-
terpinen en Candida albicans. Rdo. estomatol Herediana vol.29 No.2 Sao Paulo
Brasil. 2019. http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1019-
43552019000200002

26.- Mufioz C. Como elaborar y asesorar una tesis de investigacion. Segunda
Ed. Gaona L, Hernandez F, editors. Pearson Educacion, S.A.; 2016.

27.- Anonimo. El disefio de investigacion experimental [Internet]. 2016. Available

from: http://histologia.ugr.es/pdf/Metodologia |ll.pdf

28.- Hernandez C, Carpio N. Introduccion a los tipos de muestreo. Revista
Cientifica del Instituto Nacional de Salud “Alerta” [Internet]. 2019;2(1):75-9.

Available from: https://alerta.salud.gob.sv/introduccion-a-los-tipos-de-muestreo/

29.- Benavides J, Cofiez J. Efecto antibacteriano, in vitro, del extracto
hidroalcohdlico de Vaccinium corymbosum |. (ardandanos) en cepas de
Streptococcus pyogenes” [Internet]. 2021. Available from:
https://repositorio.uroosevelt.edu.pe/bitstream/handle/ROOSEVELT/469/TESIS
%20Joscelin%20y%20Jessica.pdf?sequence=1&isAllowed=y

30.- Valdez N, Tambini J. Efecto antimicotico in vitro del extracto etandlico de
Vaccinium corymbosum |. (arandanos) en cepas de albicans [Internet]. 2019.
URL:http://repositorio.uigv.edu.pe/bitstream/handle/20.500.11818/5204/TESIS
VALDEZ%20HINOSTROZA%20%20TAMBINI%20P%C3%89REZ.pdf?sequenc
e=1&isAllowed=y

30


http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1018-130X2020000300169
http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1018-130X2020000300169
http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1019-43552019000200002
http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1019-43552019000200002
http://histologia.ugr.es/pdf/Metodologia_III.pdf
http://repositorio.uigv.edu.pe/bitstream/handle/20.500.11818/5204/TESIS_VALDEZ%20HINOSTROZA%20%20TAMBINI%20P%C3%89REZ.pdf?sequence=1&isAllowed=y
http://repositorio.uigv.edu.pe/bitstream/handle/20.500.11818/5204/TESIS_VALDEZ%20HINOSTROZA%20%20TAMBINI%20P%C3%89REZ.pdf?sequence=1&isAllowed=y
http://repositorio.uigv.edu.pe/bitstream/handle/20.500.11818/5204/TESIS_VALDEZ%20HINOSTROZA%20%20TAMBINI%20P%C3%89REZ.pdf?sequence=1&isAllowed=y

31.- Garriazo C, Ingaruca G. Determinacion de la actividad antioxidante y
citotoxica del extracto hidroalcohdlico del fruto de Vaccinium corymbosum
(arandano) proveniente de cafete [Internet]. 2019. URI:
http://209.45.52.21/bitstream/handle/unid/42/5%20GARRIAZO%20RIPAS%20e
%20INGARUCA%20SALAZAR.pdf?sequence=1&isAllowed=y

32- Salomoén S, Lépez O, Gonzalez ML. Desarrollo de una tecnologia para la
obtencién de extracto acuoso de Momordica charantia L. Rev Cubana Plant Med.
2011; 16 (4): 304- 312. http://www.scielo.org.pe/pdf/rsqp/v81n3/al0v81n3.pdf

33.- Jaramillo C. Evaluacion de la actividad antifungica del extracto de Usnea
laevis en hongos fitopatégenos. Bol Micol. 2018; 33(1): 1-8. DOI:
10.22370/bolmicol.2018. 33 .1.1091

34.- Guzman-Gonzalez, S., Alarcon-Paredes, A., Lopez-Gbémez, R., & del Rayo
Camacho-Corona, M. Antifungal activity of Bidens pilosa L. (Asteraceae) ethanol
extracts against Candida albicans: A scanning electron microscopy study Afio:
2017. Fuente: Journal of Medicinal Plants Research, 11(28), 431-438. doi:
10.5897/JMPR2017.6372

31


http://www.scielo.org.pe/pdf/rsqp/v81n3/a10v81n3.pdf

ANEXOS

32



ANEXO A: Certificados empleados en la realizacion del trabajo

investigacion.

Certificado de identificacion botanica

JOSE R. CAMPOS DE LA CRUZ
CONRSULTOR BOTANICO

C.B.P. 3796
Cel: 96689079

ks jocumile o'gmail cvm

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

A RICARDO CNMPES 06 L D2 B0LIGD COLESAD, CFF J75E - DEDATE EXELRESSTRIOE PROFESDNALES (UF REALTAS CERFIDAONES
0F MENTIRCACHN TIUOMENICA OF ESFEDMENES ! ARDUCTES 05 FLORA - PESIILOON (LN WY 005 2000 MNAGE VSIS

CERTIFICA:

Que, MARUICO FLORES, MARILYN Y PUMA ACHULLA, SOLVI MARITZA, tesistis
de In Universidad Maris Auxilisdor, Facultad de Ciencias de by Salud. Escocky Profesional de
Farmacia ¥ Biogquimics, con fines de investigncdn ham solicitado R identificacion y certificacion
botinica de una planga conocida com of nombre vulgar de “amor sece™, la muestra fémil. ha sido
estudia ¢ identificada con el nombee cientifico de Bidens pllose L. Segdn la base d&¢ datos de
W Tropicos DEL Missouri Botanical Geaden que sigue el sistema modemo de clasificacion de
s angiosperms (APG), padidicado en 1998 por ¢l Grupo pars ls Filogonsa de s Angiospermas,
revisado por APG 11 (2003), APG 1T (2009) y APG [V (2016), el sistema APG evita of uso de la
nooenclatura taxondmica clasica por mriba de oeden. Mark W. Chese & James L. Reveal en
APG I (2009) consideran a todas las plantas verdes en la Clase Fgetsesopsida. Tendendo en
cuenia los datos de la base de W Tropleas, s especie Identificada tiene ks siguientes catepocias
Eaxonomas v chdos

Reno: Plantae
DEvision. Angiosperme
Clase: Equisesopsida
Subclase: Magnolisdae
Superorden: Asteranace
Ordon: Asterules
Famila: Asteracene
Geénero: Bideny
Espocic: Fickmy piloasa L,

Nogtwe vulgmr: “smor seco™
Se expide ln presente centificacion con fines de lsvestigacion ciemtifica,
Lima, 12 de febrero del 2023

g ABOTHS
Lo

siol000
cararoe
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e Certificado del Agar utilizado para la investigacion

Page 1 of 2
CERTIFICATE OF ANALYSIS

Delivery Customer information

Cate Printed
PRODUCT CMOMIB M23.05.12

SABOURAUD DEXTROSE AGAR S00g Deirvery ha

LOT NUMEER 3345356 Cuslomer

Cusiomar Onder Numbor
EXPIRY DATE 2026.09.30
DATE OF
MANUFACTURE 2021.08.23
Physical Characteristics Hesulis Specification
Appearance Straw powder Straw powder
Colour on reconstilition Straw 2 Straw 1-2
pH{25°C) 5.7 54- 58
Clanity Clear Clear
Microbiological Ferformance Controd Test Recovery Test

clu cla ] Description

Acrobic incubation at 20-25°C for up to 5 days
Saccharentyees carisbergensis ATCCE2ZT0D 12 16 122 Cream. domed cols
Candida albicans ATCO®R10231 26 3 BB Cream, domed cols
Aspergilluy beailiensiv ATCOE] 6404 L] | 16 1é& White mycelia, black spores
Testing has been performed in accordance with ISO11133:2014
Aerobic incubation at 25 & 2°C for 5 days
5 cevevistae ATOCESTA3 WDCMDDSE 102 112 110 Cream, domed cols
A, brasfiensis ATOOR 16404 WDOMOODS3 6l 75 123 White m’\.wlm. black spores

Control Medium: Sabourand Dextrose Agar

A satmfactory result is represented by recovery of positive strans equal to or greater than 707 of the control medium.
Refer 1o product specibicabion for full details.

o
Tested by the Quality Control Laboratory

OXOID LIMITED
Wade Road, Busingstoke, Hampshire RG24 SPW. England

ovoila ihermofisher.com www, evsid com Pk R b B} B
Corifnis ho P RG14
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e Certificado de Agar utilizado para la investigacion

Page 20f 2

CERTIFICATE OF ANALYSIS
PRODUCT CMO041B

SABOURAUD DEXTROSE AGAR Shog
LOT NUMBER LSRR LI

The information grven 1s believed 1o be comrect, all results reported m this certificate relate only to the product and
lot stabed in this certificale of analysis. However, both the information and the product are offered without warranty
for any applhicatson other than that specified 1n the current Oxoxd Manual. This certificate shall oot be reproduced
except m full, wathow wnitten spproval of the Quality Control Laboratory, Oxoid Limsted, Basingstoke.

The results reported were oblained at the time of release.

Lot Accepted. 2021 .(9.06

EHo ':‘\-4.«.-}

Cans=a Courtney
Director Quality, EMEA

ATCOC 15 a registered trade mark of the Amencan Type Cullure Collechion,
NCTC and Natsonal Collection of Type Cultures are regnitered trade marks of the Health Prolection Agency.

Tested by the Quality Control Laboratory
OXOID LIMITED
Wade Road, Basingstoke, Hampshire RG24 8FW. England

oxoil@ thermofisher com www.oxoid com FOW R Fiz. B01006E

Carsfcsts ke Ml 0014
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e Certificado de la Cepa utilizada para la investigacion

Q';'.'“'-':"-T'-.
Microbiologics
Cartificate of Analyss: LySphilized Mireorganism Specification and Performance Upon Relsass
Specifications Expiration Date: 2023/3/31
Microorganism Name: Candida abicans Release Information:
Catalog Number: 0264 Quality Control Technologist: Alexandra D Quew
Lot Number: 264-36"" Release Date: 2021/4/23

Reference Number: ATCC® 90028 ™"
Passage from Reference: 2

Performance
Macroscopic Featlures: Medium:
Smal to medium, circular, convex, entire edge, cream. glistening, opague.  Mutrient
Microscopic Features: Method:
Gram positive, ovold, budding yeast cells. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Germ Tube Teat: positive

(1) Chiamydospore production: positive
Fluconazole (Etest MIC - meg/mL). 0.125-0.5

(llymn__(_ '_,.?F-E-r'—"

Amanda Kuperus
Director of Quality Contral
AUTHORIZED SIGNATURE

“Disclaimer. The: last digis) of the it number Sppesring on The procuct labed and packing sip are mensly 3 packaging event number. The kot rumber displayed on this
conifcaie & tha actual ﬂz:»(n.mbnr g :

o Reler fo the endiosed preduct et for Instrectom. Infended uss and hazardsalety information,

o 15 & FEC CGRTEd Cultur Coll

BEFERINCE HATERIAL FRODULER
TEET # 135, 8F

s ) O RascE Ursiued Rechats Sobpen fp SICG Leseey Ol verd ongt 2y S ATCG cooby st
" ha P

(1) Thess Wsls an acoedied 1 SOAEC 17025

TESTING CERT 22655.01

D 2012 Mcrobicliogics, Inc. AN Rights Resenwed. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1af 1 DOC.288
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e Certificado de la Cepa utilizada para la investigacion

Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (e0+) green
1.70-199 (*) yellow
0.00 - 1.60 () red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
(A) w cons tonfz‘:‘ The best match Is a ~confidence Identification, The second-best match s (1) a high-
wence dentifiCation In which the Ces 1§ identical 1o the best namduh a low-confidence identifs In which
the species or genus i identical to the best match, of (3) a non-identification.

(B) Low omhlw: The reﬁuemems for high consistency are not met. The best match is a high- or low-confidence
|dentification second-best match is (1)7a high- of low-confidence identification in which gehus Is identical to the
best match or (2) a non-dentification.

() No consistency: The requirements for high or low consistency are not met

Run Creation Date/Time: 2021-04-12716:45:03.255 adq
Applied MSP Library(les) BDAL, Mycobactena Library (bead method ), Filamentous Fungl Library
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
D4 (+++) (B) 264-36 Candida aibicans
Comments.
n/a
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e Prueba de solubilidad

INSTITUTE DE BAESTHRACKN TRASLACIONAL ¥ B0 TRANSYVERSEL AL

IL RESULTADDES DE LA PRUBEA DE SOLUBILIDAD DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE SAETILLA
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e Marcha fitoquimica

INSTITUTO OF INVESTIGACON TRASLACIONAL ¥ BIOTRANSVERSAL AYRU

INFORME DE ANALISIS AYRU §* 126-2023

Emitido en Mo, of 07 de marzo del 2023
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e Actividad Antifungica
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e Mediciéon de los halos de inhibicidn

INSTITUTO DE INVESTIGACION TRASLACIONAL ¥ BIOTRANSVERSAL AYRU

RESULTADOS DETALLADOS
I. RESULTADOS DE LA MEDIDAS DE HALOS DE INHIBICION

PLACA HALDS DE INHIBICION (mm)
PETRI I ] c i] E F
1 3.02 12.37 17.22 23,46 2853 3156
2 g.03 1256 17.34 2275 ZFA4l 3211
El g.02 12.44 19.26 24.31 2922 32.14
4 #2.03 1.2.37 18.15 .17 £F1F 31.27
5 #2.01 10,17 18.37 4196 26494 33.68
L g.02 10.65 18.25 2364 ZF 3B EENFs
7 301 11.39 17.48 1372 28131 31.82
8 g.02 11.72 17.30 2393 ZB.b2 EEN-C)
9 B.03 12.81 18.29 24.71 2914 31.21
10 #.01 1..74 19.11 .67 2T BT 3146
11 3.02 11.96 19.34 24.63 736 31.72
12 #.01 1237 18.47 FER 2907 3318
PROMEDIO |  B.019 1196 18.22 2399 28.09 32.31
DS 0.01 0.84 0.76 0.57 0.83 1.00

Leyenda: A = Conirol Etanal 70%: B = Exiracto 25%: C = Exiracio 50%; D = Exiracto 75%;
E = Extracto 100%; F = Control Fluconazel 60 mg/imL
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ANEXO B: Matriz de consistencia

Formulacién del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢Qué actividad antifungica in vitro presenta el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
pilosa “Saetilla” sobre Candida albicans?

Demostrar la actividad antifingica in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
pilosa “Saetilla” sobre Candida albicans.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
pilosa “Saetilla” presentan actividad antifungica in
vitro sobre Candida albicans.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

¢,Qué solubilidad presentara el extracto
hidroalcohélico de las hojas de Bidens pilosa
“Saetilla” sobre diferentes solventes?

Evaluar que solubilidad presentara el extracto
hidroalcohélico de las hojas de Bidens pilosa
“Saetilla” sobre diferentes solventes.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
pilosa “Saetilla” presenta buena solubilidad sobre
diferentes solventes.

¢Qué metabolitos secundarios presenta el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
pilosa “Saetilla”?

Identificar los metabolitos secundarios presentes
en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Bidens pilosa “Saetilla”.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
pilosa “Saetilla” presenta metabolitos secundarios.

¢ Qué actividad antifingica in vitro presenta el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
pilosa “Saetilla” sobre Candida albicans a
diferentes concentraciones?

Conocer que actividad antifungica in vitro
presenta el extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Bidens pilosa “Saetilla” sobre Candida
albicans a diferentes concentraciones.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
pilosa “Saetilla” presenta actividad antifungica in
vitro sobre Candida albicans a diferentes
concentraciones.

¢Cual es el grado de efectividad in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
pilosa “Saetilla” sobre Candida albicans en
comparacion con fluconazol?

Conocer el grado de efectividad in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
pilosa “Saetilla” sobre Candida albicans en
comparacion con fluconazol.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
pilosa “Saetilla” presenta mejor actividad antifungica
in vitro sobre Candida albicans en comparacion con
fluconazol.

PROCEDIMIENTO PARA COLECTA DE DATOS USANDO FICHA DE RECOPILACION DE DATOS

Para recolectar los datos de la parte experimental, sera necesario utilizar la ficha de recopilacién de datos donde se colocaran los valores obtenidos de la
medicion de los halos producto de la susceptibilidad del producto experimental sobre la cepa Candida albicans.
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ANEXO C: Operacionalizacién de las variables

DEFINICION DEFINICION ESCALA DE N° DE
VARIABLES CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES MEDICION TEMS VALOR
Producto extractivo
de consistencia seca 4 100%
Extracto que se obtiene de la Producto extractos 75%
hidroalcohdlico maceracion de las extractivo a evaluar
de las hojas de | hojas de las plantas | obtenido de las Concentracién Porcentaje Razon 50%
Bidens pilosa gue presenta hojas de Bidens 1 control a 2504
“Saetilla” sustancias pilosa “Saetilla”. comparar
farmacolégicamente Control
activas.
Procedimiento Susceptible
para evaluar la
_ actividad 220
Procedimiento para P
antifungica de .
evaluar el Intermedio
Actividad crecimiento de . Extractg . S . . 3
P, . hidroalcohélico | Halo de inhibicion Diametro Razoén . 15-19
antifungica hongos en medio : categorias
. de las hojas de .
selectivo. : . Resistente
Bidens pilosa
“Saetilla” sobre <15
Candida
albicans.
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ANEXO D: Documentos obtenidos para el desarrollo de la investigacion

e Carta Emitida de la Universidad Maria Auxiliadora al Laboratorio de

Investigacion Traslacional y Biotransversal AYRU

. UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA

“Afo del Forlalecimiento de la Soberania Naclonal”

San Juan de Lurigancho 07 de diciembre del 2022

CARTA N°218-2022/E MA

Dr.

Miguel Angel Inocente Camones

Director Ejecutivo

INSTITUTO DE INVESTIGACION TRASLACIONAL Y BIOTRANSVERSAL AYRU
SAC

Eresente -

De mi especial consideracion:

Es grato dirigirme a ustedes para saludarlos en nombre propio y de la

Universidad Maria Auxiliadora, a quien represento en mi calidad de Director de la
Escuela de Farmacia y Biogquimica.
Sirva la presente para pedir su aulorizacidon a que los bachilleres Marilyn Mafiuico
Flores identificada con DNI N*70096642 y Solvi Maritza Achulla Puma con DNI
N*70990066, puedan recopilar los siguientes datos; Certificado Bolanico, Marcha
Fitoquimica, Prueba de Solubilidad, Prueba de Sensibilidad, Actividad Antifungico, para
su trabajo de investigacion, “ACTIVIDAD ANTIFUNGICA IN VITRO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE BIDENS PILOSA “SAETILLA" SOBRE
CANDIDA ALBICANS".

Sin otro particular, hago propicio la ocasion para expresarle los sentimientos de mi mas
alta consideracion y estima,

Alentamente,

Dr. Jncensis Tanego Joagun
Deector de  Escusia Profesional de
Farmaca y Bogemea

Av, Camto Bello 431, Sam Juan de Larigmcho
Telh 389 1212
www.samnage ri.odu.pe

45



Conformidad de realizacién de analisis por parte del Laboratorio AYRU

fAyru
INSTITUTO DE INVESTIGACION
I'RASLACIONAL Y BIOTRANSVERSAL AYRU SAC

BIOTRAVERSAL AYRU

RUC: 20605281410 ) Orden de trabajo: 107-2022

Avenida Bolvia 1109, oficina 1616, Brefia, Lima, Perd Nimero de servicio: 114-2023-AYRU
Contacto: 998602255/ 998195808/ 949747904 -

Laboratorio@ayru.com Fecha: 06/03/23

Wwwiayru.com Bach. Marilyn Manuico Flores

Bach. Solvi Maritza Puma Achulla

Servido solicitado: Prueba de sensibilidad “in vitro™ de 1a cepa de Candida albicans ATCC
90028 frente a diferentes concentraciones de fluconazol
Producto evaluado: Hojas de Bidens pilosa (saetilla, amor seco)
Lugar y fecha de Laboratorio de Analisis, 22 de enero de 2023

recepcion

Fecha de inicio del 06 de febrero del 2023
ensayo:

Fecha de término de 05 de marzo del 2023
ensayo:

m{ﬂ 2 ,:......_,..:. o
-~ EERENYEW
s svestiaot Trashomaly Beranse,
AYRU SAC : -

COMACto@ iayru.com Jr. Rafael Del Castillo Nro S/N Mza.

Laboratorio@iayru.com 06 Lote 5C, Urb. Pedregal Medio,

WWW.iayru.com Huaraz, Ancash, Pera
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ANEXO E: Evidencias fotograficas del trabajo de campo

e Zona de recoleccion de la muestra Distrito de Vinchos - Provincia:

Huamanga — Departamento de Ayacucho
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Evidencias fotogréaficas de la Prueba de Solubilidad
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Evidencias fotogréaficas de la Marcha Fitoquimica

49



Evidencias fotogréaficas de la actividad antifungica
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