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RESUMEN

Introduccion: Las infecciones respiratorias y dermatologicas son una problematica de
salud publica y global, siendo Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus los
agentes etioldgicos caracteristicos en sus respectivas categorias infecciosas, el aumento
en la resistencia frente al tratamiento convencional genera la busqueda de una alternativa
en los fitofarmacos. Entre las alternativas se encuentra el Piper aduncum el cual presenta
propiedades de uso medicinal. Objetivo: El estudio busca determinar el efecto bactericida
in vitro del Piper aduncum frente a Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus,
determinar los grupos funcionales gquimicos y la concentracién minima inhibitoria.
Materiales y métodos: Estudio experimental in vitro, prospectivo de tipo longitudinal
con extractos hidroalcohdlicos de tallos y hojas de Piper aduncum proporcionado por el
Instituto Nacional de Salud. Se realizo el ensayo de solubilidad y el screening fitoquimico
empleando reactivos especificos, ademas mediante dilucion seriada de las muestras frente
a los agentes bacterianos y el uso del método turbidimétrico se determind la minima
concentracion inhibitoria para cada patdégeno. Resultados: En el screening fitoquimico
se identificaron las presencias de metabolitos secundarios como glucidos, carbohidratos
positivos, compuestos grasos, triterpenos, esteroides, catequinas, fenoles, taninos,
alcaloides, flavonoides, aldehidos, cetonas, antocianinas y mediante el método
turbidimétrico se hallé que el Piper aduncum frente a Staphylococcus aureus tenia una
minima concentracion inhibitoria de 0.03g/ml en tallos y 0.003g/ml en hojas
evidenciando una mejor eficacia a menor concentracién mientras que en las muestras
expuestas a Klebsiella pneumoniae no se evidencié efecto en las diluciones empleadas.
Los datos obtenidos de la dilucién seriada fueron extrapolados a una hoja de célculo Excel
para realizar el analisis de los resultados obtenidos. Conclusion: En el estudio se concluye

que el Piper aduncum presenta efecto bactericida frente a Staphylococcus aureus a una
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concentracion minima inhibitoria de 0.003 g/ml en hojas y una concentracion de 0.03
g/ml en tallos s y no se descarta el efecto en Klebsiella Pneumoniae a concentraciones

mayores a 0.4g/ml en las muestras de hojas y 0.25g/ml en las muestras de tallos.

Palabras clave: Piper aduncum, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,

Bactericida.

Introduction: Respiratory and dermatological infections are a public and global health
problem, being Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus the characteristic
etiological agents in their respective infectious categories, the increase in resistance to
conventional treatment generates the search for an alternative in phytopharmaceuticals.
Among the alternatives is the Piper aduncum which has properties for medicinal use.
Objective: The study seeks to determine the in vitro bactericidal effect of Piper aduncum
against Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus, determine the chemical
functional groups and the minimum inhibitory concentration. Materials and methods:
Experimental in vitro, prospective longitudinal study with hydroalcoholic extracts of
Piper aduncum stems and leaves provided by the National Institute of Health. The
solubility assay and the phytochemical screening were carried out using reagents for
specific uses, in addition by serial dilution of the samples against the bacterial agents and
the turbidimetric method, the minimum inhibitory concentration for each pathogen is
lengthened. Results: In the phytochemical screening, the presence of secondary
metabolites such as carbohydrates, positive carbohydrates, fatty compounds, triterpenes,
steroids, catechins, phenols, tannins, alkaloids, flavonoids, aldehydes, ketones,
anthocyanins was identified, and through the turbidimetric method it was found that the
Piper aduncum against Staphylococcus aureus had a minimum inhibitory concentration
of 0.03 g/ml in stems and 0.003 g/ml in leaves, evidencing better efficacy at lower

concentrations, while in samples exposed to Klebsiella pneumoniae, no effect was evident
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in the dilutions. employees. The data obtained from the serial dilution were extrapolated
to an Excel spreadsheet to analyze the results obtained. Conclusion: The study concludes
that Piper aduncum has a bactericidal effect against Staphylococcus aureus at a minimum
inhibitory concentration of 0.003 g/ml in leaves and a concentration of 0.03 g/ml in stems,
and the effect on Klebsiella Pneumoniae is not ruled out at concentrations higher than

0.4g/ml in leaf samples and 0.25g/ml in stem samples.

Key words: Piper aduncum, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Bactericide.

INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

Las infecciones respiratorias y dermatoldgicas son una problematica de salud publica
global, aungue mas prevalente en paises en vias de desarrollo (1). Dichas infecciones son
desarrolladas principalmente por agentes bacterianos los cuales suelen comprometer el
sistema inmunitario llegando a ser mortales en caso de no ser diagnosticadas y manejadas
con el tratamiento oportuno, por lo qué, éste estudio tiene presente como agentes

bacterianos a evaluar cepas de Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus (2).

La Klebsiella pneumoniae es una bacteria gram negativa que se puede encontrar en la
mucosa superficial de los animales o en el medio ambiente (3). En los seres humanos, la
K. pneumoniae se puede encontrar en el tracto gastrointestinal y con menor frecuencia en
la nasofaringe (3). Antes de la era de los antibioticos, la K. pneumoniae era uno de los
patdgenos mas frecuentes para la neumonia nosocomial, especialmente en pacientes
inmunosuprimidos (3). Con la llegada de los antibidticos, se convirtié en una de las
principales infecciones nosocomiales y en un factor de riesgo para adquirir infecciones

graves en la comunidad (4, 5).
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En Estados Unidos, la Klebsiella pneumoniae es una de las causas mas frecuentes de
infecciones adquiridas y es responsable de un 10-15% de todas las infecciones (6). En
Singapur, fue el responsable entre un 20-26% de las tasas de mortalidad por bacteriemia
por K. pneumoniae (7). En China, la K. pneumoniae representd aproximadamente el
11.9% de los casos de neumonia adquirida en la UCI y de los patdgenos aislados de la
neumonia asociada al ventilador (NAV), Por ello, tiene una alta prevalencia y tasa de

mortalidad las infecciones por K. pneumoniae en el sistema de salud de dicho pais (8, 9).

Teniendo en cuenta el notable incremento de reportes, sugiere que se ha extendido la
presencia de este agente en América Latina, siendo asi incluso endémico en algunos
paises como Brasil, Colombia, Argentina y México donde tienen el mayor nimero de
publicaciones (10). En Perq, segin un andlisis epidemioldgico de las infecciones
asociadas a la atencion de la salud (IAAS) en 2021 respecto a 363 establecimientos, se
notificaron 11 544 casos en el mismo afio mientras que en 2020 fueron 4 789 y en 2019,
5 725 casos confirmados segun el Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y
Control de enfermedades, demostrando como se ha duplicado el incremento de los casos

y siendo uno de los principales organismos identificados la Klebsiella pneumoniae (11).

Desafortunadamente para el manejo de la Klebsiella pneumoniae es un problema
emergente en la salud puablica debido a que tiene una elevada resistencia a los
antimicrobianos lo que puede causar complicaciones en el tratamiento del paciente y

conlleva un factor de morbimortalidad (12).

En cambio, el Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva en forma de cocos en
racimos la cual puede ser perteneciente a la flora microbiana del cuerpo humano y asi
localizarse en piel, faringe, tracto gastrointestinal, sin embargo, ésta bacteria es causa

frecuente de infecciones dermatoldgicas e infecciones adquiridas en la comunidad y en el
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hospital, por lo que, también se describen multiples cepas resistentes a diversas familias

de farmacos aumentando asi la mortalidad de la bacteria (13,14).

En el afio 2017, se estimo una cifra de 119 247 casos de infecciones del torrente sanguineo
y 19 832 muertes asociadas en Estados Unidos (15). Ademas, en el 2017 la OMS emitio
un comunicado requiriendo nuevos antibioticos en el cual se encontraba tanto
Staphylococcus aureus como Klebsiella pneumoniae (16). Estudios realizados en
Ameérica y Europa han estimado incidencias de bacteriemia de 4.6 a 8.4 casos por 100

000 nifios y del 9 al 12% fueron desarrolladas a partir de una infeccion local (17).

Actualmente para el tratamiento de la infeccion por Staphylococcus aureus va a depender
de la gravedad y la situacion en la que se encuentre, siendo lo mas empleado, el uso de

antibidticos, pero debido al alto porcentaje de resistencia se ha visto afectado su uso (18).

La organizacién Mundial de la Salud incentiva el estudio y uso de medicamentos
naturales para el tratamiento de enfermedades de distintas indoles (19). Las plantas se han
convertido en una fuente muy rica de sustancias nuevas con un gran potencial terapéutico.
Se calcula que hay aproximadamente alrededor de 250 000 especies de plantas en el

mundo, de las cuales solo se ha estudiado una fraccién (19).

En el Peru existen diversas culturas que han logrado su aporte en la medicina haciendo
uso de hierbas y plantas medicinales para el tratamiento de enfermedades, por lo que, el
conocimiento sobre las hierbas medicinales son el fruto de las experiencias cientificas
que fueron obtenidas en el pasado estableciendo esta herencia ancestral en forma de
creencias, tradiciones, ideas y practicas instauradas para solventar las necesidades de la

vida andina (20).
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El uso de mdltiples plantas medicinales empleadas por los ancestros ha llevado al estudio
del Piper aduncum “matico” que mediante el estudio titulado “Quimica y farmacologia
del Piper aduncum L.” Demostré tener compuestos responsables de actividad
antimicrobiana y antifingica debido a su composicion de acido benzoico,

fenilpropanoides, cromenos y chalconas (21).

Piper aduncum es un arbol pequefio y delgado que logra alcanzar hasta unos 4 metros de
altura (22). Sus tallos son de color verde, y cuenta con nudos de interseccion bastante
hinchadas a nivel de las hojas, son ovaladas, con un peciolo corto (22). Las hojas tienen

un caracteristico olor fuerte (22).

La clasificacion taxonomica es de orden piperales perteneciente a la familia Piperaceae
del género Piper, esta familia se caracteriza por presentar aceites esenciales en su
composicion (22). Se encuentra distribuida en regiones tropicales y subtropicales y
comprende alrededor de 3 600 especies siendo el mas representando, el Piper aduncum,
que cuenta con alrededor de 2 000 especies y entre sus propiedades bioldgicas de los
aceites esenciales tenemos que son anti protozoarios, antihelminticos, antioxidantes,

insecticidas y con una actividad antimicrobiana (19, 22).

La importancia y realizacion de este proyecto se basa en demostrar el efecto bactericida
del matico frente a Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus causantes de
infecciones respiratorias y dermatoldgicas, por lo que, se busca una alternativa al
tratamiento convencional ya que varios estudios han demostrado el efecto antibacteriano
del Piper aduncum a ciertos agentes patdgenos (23, 24). Esto ayudard en avalar el
conocimiento que se tiene sobre las propiedades beneficiosas del Piper aduncum lo que
permitiria su uso como tratamiento alternativo o coadyuvante de medicamentos

farmacoldgicos en el tratamiento de las enfermedades producidas por estos agentes.

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

Profundizar la indagacion desde la perspectiva de la medicina tradicional y la medicina
alternativa y complementaria, es de gran interés acadéemico. Asimismo, para aportar
tratamientos alternativos sobre esta enfermedad, la neumonia, que es muy comdn en

nuestro medio.

Finalmente, esperamos que, con los resultados obtenidos, este estudio pueda ser de
utilidad en el campo de la medicina, ya que podria tomarse las medidas pertinentes con
el consumo del matico aprovechando un posible efecto sinérgico entre este y los
medicamentos comunmente utilizados en la préctica clinica. Con esto se esperan futuras
investigaciones y enfocarse mas en los beneficios que pueden obtenerse en un estudio in

vitro.

MATERIALES Y METODOS

Es un estudio experimental in vitro. El muestreo a realizar es aleatorio simple de 5 kg de
tallo y hojas de Piper aduncum proporcionado por el Instituto Nacional de Salud - sede
Chorrillos e identificadas por esta institucion; Klebsiella pneumoniae ATCC BAA1706
y Staphylococcus aureus ATCC 25923 pertenecientes al cepario del laboratorio de
Microbiologia molecular y Genémica Bacteriana de la Universidad cientifica del sur

(UCSUR)

Preparacion de la muestra

e Talloy hojas de especies de Piper aduncum: Las muestras fueron recolectadas de
los jardines del Instituto Nacional de Salud - sede Chorrillos. Con apoyo del
Laboratorio de investigacién Quimica y Bioguimica de Productos Naturales de la
UCSUR, se eligieron las especies que no presenten contaminantes y se

descartaron las especies gue no se encuentren en buen estado, luego se hizo una
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limpieza con agua potable (3 veces) seguido de agua destilada (3 veces) para un
adecuado lavado y poder desprender cualquier indicio de suciedad o impureza,
Posterior a ello se realizé un secado de las muestras en estufa a 40°C. Finalmente,
cuando la muestra se encuentra seca se molidé para luego ser preservada a
temperatura ambiente en recipientes herméticos para su posterior uso.

e Bacterias: Cepa de Klebsiella pneumoniae ATCC BAA1706 y Staphylococcus
aureus ATCC 25923 pertenecientes al laboratorio de Microbiologia molecular y

Genomica Bacteriana de la Universidad cientifica del sur (UCSUR).

Descripcion de los procedimientos y métodos

Tratamiento de la muestra

Para este trabajo se utilizaron extractos hidroalcohdlicos preparados a partir de 80 gramos
del polvo de hojas en 800 ml de alcohol a 70° y muestras de polvo de tallo de matico 35
gramos en 360 ml de alcohol a 70° y se dejaron macerar por 14 dias. Ambos extractos
hidroalcohdlicos fueron sometidos en un Rotavapor IKA RV10 control a 100 mbar de
presion, 40°C de temperatura y a una rotacion de 20 rpm, para obtener la resina o extracto

Seco.

Identificacién de grupos funcionales quimicos

Se determinaron los grupos funcionales quimicos del matico mediante el uso del
Screening fitoquimico. El uso de la técnica de screening fitoquimico tiene como finalidad
poder determinar de manera cualitativa en los extractos preparados la presencia de
metabolitos secundarios. Para dicha técnica se utilizd 1-2 ml de cada muestra de extracto
hidroalcoholico en cada tubo de ensayo con un reactivo diferente para poder orientar la
extraccion y/o fraccionamiento bioguiado para un mayor aislamiento de los grupos de

interés en solventes de una menor polaridad a una mayor polaridad (Ver Tabla N°1).
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También se realizd el ensayo de solubilidad del extracto obtenido tanto en su forma
natural como extracto seco o resina para un analisis quimico cualitativo al exponer 50 mg
de polvo de hojas en diferentes tubos de ensayo con un solvente empleado (Ver Tabla
N°2) (Ver Figura N°1). Estos ensayos se realizaron en el Laboratorio de investigacion de

Quimica y Bioquimica de Productos Naturales de la UCSUR.

Determinacion de la capacidad bactericida del Piper Aduncum, mediante el ensayo

de la minima concentracién inhibitoria

En el ensayo de actividad antibacteriana, se probaron diferentes concentraciones de
extractos secos y diluciones seriadas por duplicado para poder determinar la Minima
Concentracion Inhibitoria (MIC). En esta investigacion se eligié el uso de las cepas
bacterianas estandar Klebsiella pneumoniae ATCC BAAL706 y Staphylococcus aureus
ATCC 25923 para la determinacion de la actividad antimicrobiana del matico.
Posteriormente las cepas de bacterias seleccionadas se inocularon por separado en tubos
de ensayo afiadiendo una solucion estéril de PBS (solucién salina tamponada con fosfato)
hasta poder conseguir una concentracion de 0.5 McFarland (25). La muestra de bacterias
se diluyé en caldo Mueller Hinton (MH) a un estandar de 1:1000 para Gram positivos y
1:100 para Gram negativos (25). Una vez obtenida la resina las muestras utilizadas fueron
1.6g de hojas y 1g de tallos, cada una suspendida en 2ml el cual contiene 200ul de
dimetilsulfoxido (DMSO) al 10% mas 1800ul de agua destilada para luego poder
conseguir una concentracion en g/ml, la cual se evalué mediante la minima concentracion
inhibitoria (MIC) mediante el método turbidimétrico empleando placas de 96 pocillos
(25). Finalmente, las concentraciones iniciales fueron de 1.6g/2ml en hojas y 1g/2ml en
tallos las cuales fueron diluidas para obtener una concentracion de 0.8g/ml en hojas y
0.5g/ml en tallos. Finalmente, obtenidas las concentraciones por mililitro se procedio con

la dilucion seriada afiadiendo en el primer pocillo 50ul de la muestra de hojas y 50ul de
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Mueller Hinton, se mezclo bien y se diluyé a la mitad, por ende, se empez6 de una
concentracion de 0.4g/ml en el primer pocillo para proseguir sucesivamente con las
diluciones y de la misma forma se realiz6 en las muestras de tallos comenzando con una
concentracion inicial de 0.25g/ml, luego a las micro diluciones ya seriadas se agreg6 10ul
de la suspension bacteriana de cada cepa segun el método adaptado de Adigutzel et al, en
seguida se procedid a incubar por 18 a 24 horas para su proxima lectura donde se
determind por el aspecto de turbidez, el resultado inhibitorio que presenta a diferentes

concentraciones de las muestras (25).

Para el procedimiento de las cepas tanto de Klebsiella pneumoniae como de
Staphylococcus aureus se aplicaron las medidas de bioseguridad para el manejo de las

mismas, acorde a las normas establecidas.

Los procedimientos ya descritos anteriormente se realizaron en el Laboratorio de
Microbiologia molecular y Genomica Bacteriana de la Universidad Cientifica del Sur -

Lima - Perd.

Muestras bioldgicas

Cultivos bacterianos de Klebsiella pneumoniae ATCC BAAL706 y Staphylococcus
aureus ATCC 25923, cepas pertenecientes al laboratorio de Microbiologia Molecular y

Genomica Bacteriana de la Universidad Cientifica del Sur (UCSUR).

ETICA DE INVESTIGACION

El estudio fue revisado y aprobado por el Comité Institucional de Etica de la Universidad
Cientifica del Sur. Los investigadores recibieron las capacitaciones necesarias para poder

realizar tanto los procedimientos de extraccion de principios activos y el screening
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fitoquimico, dichas capacitaciones fueron designadas por profesionales capacitados de la

Universidad Cientifica del Sur.

RESULTADOS

Los datos obtenidos se extrapolaron a una hoja de calculo Excel el cual se utilizo para el

analisis de los resultados obtenidos.

Tabla N°1. Resultados del screening fitoquimico

Determinacion de péptidos y proteinas

Reactivo |Hojas| Tallo Observacion
No se observo alguna reaccion con el reactivo,
Biuret - - mantuvieron su aspecto y coloracion.
Determinacion de glucidos o carbohidratos reductores
Reactivo | Hojas| Tallo Observacion
Fehling +++ | +++ | Se observo un precipitado rojo ladrillo en el fondo.
Determinacion de compuestos grasos
Reactivo |Hojas| Tallo Observacion
Se observo un cambio en la coloracion roja en el
Sudan +++ | +++ seno del liquido.
Determinacion de Triterpenos y Esteroides
Reactivo | Hojas| Tallo Observacion
Lieberman Se observé un cambio en la coloracion a verde
Buchard ++ - intenso en hojas y ningun cambio en tallos.
Determinacion de Resinas
Reactivo | Hojas| Tallo Observacion
Agua No se observo ningn cambio en coloracién ni
destilada - - precipitacion.
Determinacion de Catequinas
Reactivo | Hojas| Tallo Observacion
Carbonato de Se observo una mancha de coloracion verde
sodio +++ | +++ fosforescente cuando fue sometido a la luz UV.
Determinacion de Fenoles
Reactivo | Hojas | Tallo Observacion
Cloruro

Férrico +++ | +++ | Se observo un cambio de coloracién a azul negro.
Determinacion de Taninos

Reactivo | Hojas| Tallo Observacion

Gelatina + + Se observé la presencia de una opalescencia.
Determinacion de Alcaloides

Reactivo ] Hojas ] Tallo ] Observacion
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Se observé un cambio de coloracion y precipitado
Dragendorff | +++ | +++ rojo-naranja.
Se observé un aspecto opalescente en hojas y un
Mayer + ++ aspecto turbio en tallos.
Determinacion de Flavonoides
Reactivo | Hojas| Tallo Observacion
Shinoda +++ | +++ Se observé un cambio de coloracion a rojo.
Determinacion de Aldehidos y Cetonas
Reactivo | Hojas| Tallo Observacion
Se observé un aspecto en espejo de plata metélica en
Tollens +++ | +++ las paredes del tubo.
Determinacion de Saponinas
Reactivo |Hojas| Tallo Observacion
Espuma - - No se observo ningun cambio en su aspecto.
Determinacion de Antocianidina
Reactivo |Hojas| Tallo Observacion
Acido Se observé un cambio de coloracidon a rojo en hojas y
amilico +++ | + ligeramente marron en tallos.
Determinacion de Aminoécidos y aminas
Reactivo | Hojas| Tallo Observacion
Ninhidrina - - No se observo algun cambio en su coloracion.
Determinacion de Glacidos en general
Reactivo |Hojas| Tallo Observacion
Se observé la presencia de un anillo color violeta en
Molish +++ | +++ la superficie del liquido.

Leyenda: (-) ausente, (+) presente en baja cantidad, (++) Presente en moderada cantidad,

(+++) presente en abundante cantidad.

Los resultados fueron positivos a los siguientes metabolitos secundarios: glucidos,
carbohidratos positivos, compuestos grasos, triterpenos, esteroides, catequinas, fenoles,
taninos, alcaloides, flavonoides, aldehidos, cetonas y antocianinas, sin embargo, un

resultado negativo en cuanto a resinas, saponinas, aminoacidos y aminas.

Tabla N° 2. Resultados del ensayo de solubilidad

Metanol C0I0_r§0|on (++)
Precipitado (+++)
1-Propanolol Colo_ra}cmn (++)
Precipitado (+++)

Ac. Clorhidrico 1% Coloracion )
Precipitado (++)
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Cloroformo Coloracion (+++)
Precipitado (++)
Diclorometano Coloracion (+++)
Precipitado (++)
Acetonitrilo Coloracion (++)
Precipitado (++)
Bicarbonato de sodio 10% COIO_“}C'O” (++4)
Precipitado (++)

Hidroxido de sodio 10% Coloracion (+)
Precipitado (++)

Agua COIo.re}cmn )
Precipitado (++)

Leyenda: (-) ausente, (+) soluble en baja proporcion, (++) soluble en mediana proporcién,

(+++) soluble, (++++) muy soluble.

Los resultados del ensayo de solubilidad en el cual se pudo observar que frente al

cloroformo, diclorometano y bicarbonato es muy soluble, frente a etanol, metanol, 1

propanolol y acetonitrilo es soluble en mediana proporcion, frente a hidroxido de sodio

es soluble en baja proporcion

Figura N°1. Resultados del ensayo de solubilidad

Leyenda: A: etanol, B: metanol, C: 1-Propanolol, D: Ac. Clorhidrico, E: Cloroformo, F:

Diclorometano, G: Acetonitrilo, H: Bicarbonato de sodio, I: Hidréxido de sodio, J: Agua
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Tabla N°3: Ficha de observacion del extracto hidroalcohdlico de Piper aduncum

Extracto hidroalcoholico de Piper aduncum (Hojas)
Cantidad inicial |80g de muestra + 800ml de alcohol 70°
Cantidad Final 11.45g de resina

Extracto hidroalcohélico de Piper aduncum (Tallos)
Cantidad inicial |35g de muestra + 360ml de alcohol 70°

Cantidad Final 29 de resina
En la tabla se observa que la cantidad obtenida de 80g de muestra de hojas mas 800ml de

alcohol a 70° fue de 11.45 g de resina, teniendo un resultado del 14.31% de rendimiento,
mientras que la cantidad de 35g de muestra de tallos mas 360ml de alcohol a 70° fue de

29 de resina teniendo un 5.71% de rendimiento de obtencidon de resinas.

Tabla N°4. Resultados de concentracion minima inhibitoria

Concentracion por pocillo (g/ml) CMI (g/ml)
1D
L Concentra
prelimina 1
cién inicial
r 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 K.P S A
| ] | | ] ] | | | | | | | | |
Resina de
. 0.8 0.4 0.2 0.1 0.05 0.025 0.013 0.006 0.003 0.0016 0.0008 - 0.003
Hojas
Resina de
Tall 0.5 0.25 0.125 0.06 0.03 0.0156 0.008 0.004 0.002 0.001 0.0005 - 0.03
allos

Las concentraciones utilizadas tanto de las muestras de hojas como de tallos se emplearon
en ambos agentes bacterianos. La concentracion minima inhibitoria hallada frente a
Staphylococcus aureus fueron de 0.003g/ml en las muestras de hojas y una concentracién
de 0.03g/ml en las muestras de tallos. No se evidencio efecto con las muestras empleadas

expuestas a Klebsiella pneumoniae.
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Tabla N°5. Resultados de desviacion estandar

Desviacion estandar

Muestras de hojas

0.128857442

Muestras de tallos

0.08051369

En la tabla se muestran los datos de la desviacion estdndar de las muestras de hojas y

tallos extrapoladas a una hoja de calculo Excel

Figura N° 2. Representacion gréfica de los pocillos a diferentes diluciones de la

muestra de Piper aduncum (hojas)

En la tabla se muestra que la fila A contiene muestra de hojas para observar el aspecto

traslucido del extracto. En la columna ndmero 11 contiene el medio de cultivo Mueller

Hinton con la finalidad de saber que no se parte de un medio contaminado y en la columna

namero 12 contiene el medio de cultivo Mueller Hinton mas la suspension bacteriana

especifica para corroborar que su crecimiento ha sido adecuado. (Ver tabla N°4)
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Figura N° 3. Representacion grafica de los pocillos a diferentes concentraciones de
la muestra de Piper aduncum (tallos)

I G mMm m O O W >

En la tabla se muestra en la fila A solo contiene muestra de tallos para observar el aspecto
traslucido del extracto. En la columna numero 11 contiene el medio de cultivo Mueller
Hinton con la finalidad de saber que no se parte de un medio contaminado y en la columna
namero 12 contiene el medio de cultivo Mueller Hinton més la suspension bacteriana

especifica para corroborar que su crecimiento ha sido adecuado. (Ver tabla N°4)

DISCUSION

Se cumplié con los objetivos trazados en el estudio teniendo como resultado que el
extracto hidroalcohdlico de Piper aduncum si presenta efecto bactericida sobre las cepas
de Staphylococcus aureus, mediante el método turbidimétrico evidenciandose una
tonalidad transparente que indica que no hay crecimiento bacteriano en las muestras de
tallos y hojas a comparacion de los extractos utilizados frente a Klebsiella pneumoniae
en el cual se evidencio una turbidez en las diluciones empleadas tanto en las muestras de

hojas como en tallos que demuestra que no hay presencia de un efecto bactericida.

El efecto bactericida que manifiesta el Piper aduncum es posible debido a la presencia de
ciertos metabolitos evidenciados como fenoles, flavonoides, antocianinas, triterpenos,

catequinas en el screening fitoquimico, siendo los més investigados y con mejor relacién
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antibacteriana, los flavonoides y fenoles. Los flavonoides actian como bactericidas al
inhibir la sintesis de acidos nucleicos, asi mismo inhiben la funcion de la membrana
citoplasmatica y el metabolismo energético ya que los flavonoides se sitan cubriendo la
superficie de las células alterando sus propiedades y por ende dificultando la interaccion

entre las bacterias y la superficie del sustrato (26, 27).

Ademas, los fenoles se encuentran en un gran porcentaje de especies de matico, como lo
demuestra Diaz V. y Ricardo V. (2020), en su estudio, el matico presenta una gran
cantidad de fenoles y ademéas muestra una gran capacidad antioxidante que actla
sinérgicamente con su actividad antimicrobiana (28). En Alvarado S. y Chavez Q. (2020),
se llega a la misma conclusion sobre la capacidad antioxidante de los fenoles en el matico
y que esta puede variar con la altitud siendo que a una mayor altitud hay una mejor

capacidad antioxidante (29).

Del mismo modo, estudios realizados por A. Durofil et al. Parasite (2021), empleando
aceite esencial de Piper aduncum comprobd que tenia un efecto insecticida, acaricida y
antiparasitario, encontrandose que tiene efectos prometedores en estos tres campos (30).
A su vez en Monzote L. et al (2017), se encontrd que tenia un efecto bactericida sobre S.

aureus y concuerda con los resultados encontrados en este trabajo (31).

Como dato adicional Calderon O, (2019), pudo comprobar que tiene un gran efecto
citoprotector frente a ciertas sustancias mutagénicas que afectan el ADN, ademas de tener
una elevada actividad antioxidante atribuido a que tiene una gran concentracion de
flavonoides y polifenoles que concuerdan con nuestro estudio al realizar el screening

fitoquimico (32, 33).

Por otra parte, el Piper aduncum no presento efecto bactericida frente a Klebsiella

pneumoniae, que es una bacteria gram negativa, debido quizés a su capsula hidréfila que
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la protege de los fagocitos y de los factores bactericidas del huésped (34). En cambio, a
diferencia del Staphylococcus aureus que es un gram positivo que no posee capsula,
podria explicar que haya un efecto bactericida. Otras razones pueden ser los factores

ambientales, la calidad de las muestras, el método escogido, etc. (35).

En este estudio no se manipulé de forma directa las muestras frente a las cepas. Otra
posible limitacion es el método elegido que puede no ser tan efectivo a la hora de
visualizar los resultados, por ello se proponen todas estas recomendaciones con el fin de

poder obtener una alternativa que fortalezca el tratamiento antibidtico frente a estas cepas.

La evaluacion del método turbidimétrico se usé para comprobar si el extracto de Piper
aduncum contaba con un efecto antimicrobiano frente a Klebsiella pneumoniae y
Staphylococcus aureus, encontrandose una nula actividad bactericida en el primero y una

cierta actividad bactericida en el segundo respectivamente.

LIMITACIONES

Los resultados del estudio no pueden ser extrapolados en animales y humanos debido a
que se desconoce el grado de toxicidad del Piper aduncum y sus efectos sobre la

microbiota normal en un organismo animal o humano.

CONCLUSIONES

El método turbidimétrico demostrd que los extractos de tallos y hojas de Piper aduncum
frente a Staphylococcus aureus si presentaron efecto bactericida mientras que los
utilizados frente a Klebsiella pneumoniae no presentan un efecto bactericida a las

diluciones empleadas.
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Los extractos hidroalcohdlicos a diferentes diluciones de Piper aduncum permitieron
identificar una concentracion minima inhibitoria de 0.003g/ml en hojas y una
concentracion de 0.03g/ml en tallos frente al Staphylococcus aureus, por otro lado, no se
descarta que el efecto bactericida frente a Klebsiella pneumoniae sea posible a una
concentracion mayor a 0.4g/ml en hojas y a una concentracion mayor de 0.25g/ml en

tallos.

Las concentraciones minimas inhibitorias representadas en las diluciones tanto de tallo
como de hojas permiten comparar la mayor eficiencia bactericida que presentan las hojas
debido a que requieren una menor concentracion para poder detener el crecimiento

bacteriano.
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Que, de acuerdo a la normativa vigente de la Universidad Cientifica del Sur, en uso de las atribuciones
conferidas al Director Académico de la Carrera.

SE RESUELVE:

ART.1° Aprobar, en vias de regularizacion e inscribir el proyecto de tesis titulado: “EVALUACION IN
VITRO DEL EFECTO BACTERICIDA DEL PIPER ADUNCUM “MATICO” FRENTE A KLEBSIELLA PNEUMONIAE
ATCC BAA1706 Y STAPHYLOCOCCUS AUREUS ATCC 25923, presentado por los alumnos RICARDO
ALONSO JANAMPA TORRES y OSCAR YUWOO LOO GUILLEN con N° de registro: 050-2021-PRE15.

ART. 2° Nombrar a la Docente Amanda Asuncion Lovera Arellano, comao asesor para el desarrollo de la
tesis en cuestion.

Registrese, comuniguese y archivese.

Mg. JORDI GRAU'MONGE
Director Académico
Carrera de Medicina Humana
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Constancia

Luego de la revision de la solicitud, el presidente del Comité Institucional de Etica en
Investigacion de la Universidad Cientifica del Sur (CIEI-CIENTIFICA) hace constar que
el CIE-CIENTIFICA ha aprobado de forma expedita la enmienda/modificacion del

proyecto de investigacion que se detalla continuacion:
Codigo de registro: 050-2021-PRE15

Titulo: Evaluacion in vitro del efecto bactericida del Piper
aduncum “matico” frente a cepa de Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619

Investigador(es): Ricardo Alonso Janampa Torres; Oscar Yuwoo Loo
Guillen

Constancia de aprobacion: 53-CIEI-CIENTIFICA-2021
Constancia Ref. 53-CIEI-CIENTIFICA-2021

La enmienda/modificacion corresponde a los siguiente:

1. Proyecto de investigacion, version recibida el dia 10 de noviembre del 2022. Se

detalla lo siguientes cambios:

a. Emplea ahora diferentes agentes patogenos para la evaluacion del efecto
bactericida del piper aduncum{matico) generando un nuevo titulo.

b. Cambio en el titulo
Antes se indicaba:
Evaluacion in vitro del efecto bactericida del Piper aduncum “matico” frente a
cepa de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
Ahora se indica:
Evaluacion in vitro del efecto bactericida del Piper aduncum “matico” frente a
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA1706 y Staphylococcus aureus ATCC 25823

Todas las demas caracteristicas de la investigacion descritas en el proyecto original
permanecen; por lo gque cualquier otra modificacion debera informarse a este Comité,
para su evaluacion.

Lima, 25 de noviembre de 2022

Wa¥s

Mg. Cinlhya'Ruth Chipana Herguinio
Presidente
Comité Institucional de Etica en Investigacion
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Oscar Loo

Gracias por enviar el manuscrito "Evaluacion in vitro del efecto bactericida del Piper aduncum ‘matico” frente a Klebsiella pneumoniag ATCC BAA1706 y Staphylocaccus aureus
ATCC 25923" a Vitae. Con el sistema de gestion de publicaciones en linea que utiizamos podra sequir el progreso a través del proceso editorial tras iniciar sesion en el sitio web
de la publicacion:

URL del manuscrito: https://revistas. udea.edu.co/index php/vitae/authorDashboard/submission/352840
Nombre de usuario/a: 0squer21

Si tiene alguna duda puede ponerse en contacto conmigo. Gracias por elegir esta editorial para mostrar su trabajo.

L. L Corrales-Garcia

Vitae hitps:/revistas.udea.edu.co/index php/vitae

“La informacidn aqui contenida es para uso exclusivo de a persona o entidad de destino. Estd estrictamente prohibida su utiizacion, copia, descarga, distribucidn, modificacidn ylo reproduccidn total o parcial, sin el permiso expreso
de Universidad de Antioquia, pues su contenido puede ser de cardcter confidencial y/o contener material privilegiado. Si usted recibid esta informacidn por eror, por favor contacte en forma inmediata a quien la envid y borre este

material de su computador. Universidad de Antioquia no es responsable por la informacidn contenida en esta comunicacidn, el directo responsable es quien la fima o el autor de la misma."

UdeA
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