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Resumen

El aumento en la resistencia antibidtica de bacterias causantes de infecciones de sitio
operatorio, da lugar a la busqueda de tratamientos alternativos o complementarios a
los utilizados en la medicina moderna. EI objetivo del estudio fue determinar la
actividad antibacteriana de un gel elaborado a partir del extracto etandlico de planta
completa de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia”, frente a aislados de
Staphylococcus spp. obtenidos de pacientes operadas por cesarea diagnosticadas con
infeccion de sitio operatorio (ISO) del Hospital Nacional Madre Nifio ‘“San
Bartolomé”, periodo 2017-2018. Para la preparacién del extracto etandlico se uso la
técnica de maceracion y se realizd un andlisis fitoquimico cualitativo, donde se
evidencio una alta concentracion de taninos. El extracto fue evaluado con cada aislado
de Staphylococcus spp. proveniente de un hisopado superficial a la herida infectada.
Se obtuvieron 79 aislados de Staphylococcus spp. donde las especies mas frecuentes
fueron S. epidermidis y S. aureus. Por medio de la técnica de difusion por pozo se
evaluo la actividad antibacteriana del extracto, donde se mostré que los aislados S.
epidermidis y S. haemolyticus fueron los mas sensibles mostrando halos de inhibicion
»20mm; mientras que los aislados de S. aureus mostraron un promedio de halos de
inhibicion de 17mm. Se determino que la concentracién minima inhibitoria (CMI) del
extracto etanolico presenté un rango de 250 — 2000 pg/ml en los diferentes aislados.
Para la evaluacion de la actividad del gel elaborado en base al extracto se empled el
método de difusion por pozo donde se evidencié una mayor actividad frente a aislados
de S. epidermidis. Se concluye que el gel elaborado a partir del extracto etandlico de
L. meyenii presenta actividad antibacteriana contra aislados de Staphylococcus spp

obtenidos de heridas postoperatorias de pacientes diagnosticadas con 1SO.

Palabras clave: Lepechinia meyenii (Walp) Epling, Staphylococcus spp., extracto

etanolico, infeccidn de sitio operatorio, gel
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I.INTRODUCCION

1.1 Investigaciones en productos naturales

El uso de plantas medicinales es un método complementario en el tratamiento de la
medicina moderna. Esto ha despertado el interés en la investigacion para determinar las
propiedades farmacoldgicas presentes en las diversas especies de plantas. Bruneton
(2001) describe a manera detallada a los metabolitos secundarios de las plantas y como
éstos pueden aplicarse en productos farmacoldgicos. (1) En el Perd, Lock (2016) describe
distintas metodologias de extraccion y analisis de metabolitos para la investigacion
fitoquimica. (2) Las investigaciones mas comunes corresponden a determinar la actividad
antibacteriana y/o antifingica. Diversos autores evidencian esta actividad a partir de la
extraccion o aislamiento de metabolitos secundarios como los trabajos de Cuca et. al.
(2011), Alzamora et. al. (2014) Pimentel et. al. (2015), P4jaro et. al (2018) entre otros
autores basaron sus estudios en la obtencion extractos naturales y/o aceites esenciales.
Estos ultimos demostraron la actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, entre otras.

1.2 Extraccion y Analisis fitoquimico:

1.2.1.1 Extraccion:
Para la investigacion y elaboracion de productos a partir de material vegetal se debe

considerar que hay diferentes metodologias de extraccion para obtener el principio activo
presente en la planta. Esta extraccion dependera de la naturaleza quimica del compuesto
a estudiar.

1.2.1.1 Métodos de extraccion:

La metodologia de extraccion se basa en la obtencion de distintos compuestos presentes
en el material vegetal utilizando diferentes solventes y ésta se define de acuerdo con los
objetivos de la investigacion. Velavan (2015) y D. Marcano y M Hasegawa (2018) citan
algunas de las metodologias de extraccién utilizadas en investigacion fitoquimica,

descritas a continuacion (3,4):



Extraccion continua (Soxhlet): es una metodologia cominmente usada para compuestos
de naturaleza lipidica. En esta metodologia se evapora el solvente, para luego ser
condensado y gotee en el material vegetal. Una vez que se obtenga el solvente con los
componentes extraidos, esta mezcla es evaporada en un rotavapor y luego por un proceso
de destilacion se recupera el solvente y se obtiene un aceite esencial.

Maceracion: es una metodologia sencilla en donde el solvente tiene contacto con materia
prima vegetal previamente secada y triturada. Para la trituracion se usa un molino de
cuchillas, como el mostrado en la fotografia 1. Por otro lado, el proceso de secado puede
realizarse de manera natural a temperatura ambiente sobre una superficie 0 a manera
artificial utilizando desecadores o estufas de aire reciclado removiendo constantemente
para un secado homogéneo.(5,6) Este material vegetal se mezcla con un solvente en frio
Yy reposa con agitacion esporadica por un tiempo determinado. Posterior a ello, se realiza
una filtracion del solvente con los componentes. Finalmente, se evapora el solvente

organico a fin de conservar Unicamente los compuestos vegetales.

Fotografia 1. Molino de cuchillas.



Percolacion: en esta metodologia se utiliza un percolador cilindrico o cdnico con
dispositivo de carga y descarga. EI material vegetal previamente seco y triturado es
remojado en el solvente y colocado en el percolador. Posteriormente se adiciona mas
solvente a fin de generar una capa liquida por encima del material vegetal y se deja
macerar por 24 horas. Luego se descarga la mezcla liquida la cual se clarifica por
filtracion o por decantacion. (3,7)

Decoccion: consiste en la coccion en agua del material vegetal a la temperatura de su
punto de ebullicion por un periodo de 15 a 30 minutos. Se realiza esta metodologia para

la extraccion de componentes hidrosolubles y termoestables. (3)

Digestion: es un método de maceracion en el cual se aplica un aumento de temperatura
dando un mayor rendimiento de extraccion, dado que el solvente disminuira su viscosidad

permitiendo un 6ptimo ingreso a las células y extrayendo los principios activos. (3)

1.2.2 Analisis Fitoquimico:

La fitoquimica es el estudio de los componentes quimicos producidos por la planta. Esta
rama de la ciencia da un valor agregado a los metabolitos secundarios que presentan
propiedades farmacoldgicas. Egbuna (2018) sefiala que la importancia de la fitoquimica
radica en el descubrimiento de nuevos medicamentos y su desarrollo como posibles

agentes terapeuticos frente a enfermedades o complicaciones clinicas. (8)

Lock sostiene la importancia de la fitoquimica en el aislamiento y conocimiento
estructural de los compuestos de la planta; ya que estos permiten generar reacciones Utiles
para la obtencion de derivados semisinteticos. La autora cita el ejemplo de la cocaina
(Erythroxylum coca) como compuesto modelo para la procaina y otros anestésicos
locales. De igual manera cita el caso de la efedrina (Ephedra vulgaris) usada contra el
asma bronquial y otros componentes y/o especies vegetales con sus respectivas
aplicaciones como tratamientos alternativos. (2) A su vez, recalca la importancia de los
metabolitos secundarios describiéndolos como de ‘“estructura mas compleja y de

distribucion mas restringida y caracteristica de fuentes botanicas”. Taiz y Zeiger (2002)



comparten este concepto de los metabolitos secundarios como compuestos restringidos;
es decir, son caracteristicos de ciertos grupos de plantas. (9)

1.2.2.1 Metabolitos secundarios:

Los metabolitos secundarios son compuestos organicos que no parecen tener una funcién
directa en el crecimiento de las plantas, a diferencia de los metabolitos primarios segun
citan los autores Taiz y Zeiguer (2002). Ellos mencionan que los metabolitos secundarios
tienen una funcion ecoldgica al ser éstos parte del mecanismo de defensa de las plantas,
protegiéndola de herbivoros y microorganismos patogenos, ademas de atraer agente

polinizadores.(9)

Algunos de estos metabolitos secundarios son utilizados en la fitoterapia debido a sus
propiedades identificadas. En la revision realizada por Compean e Ynalvez (2014) citan
a Abukakar et. al (2008) quien reporté la actividad antibacteriana de alcaloides presentes
en el extracto acuoso de Tamarindus indica (Fabaceae) frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, y Pseudomonas aeruginosa. A su vez, citan el estudio de Mariita
et al, 2011, quien reporto la actividad antibacteriana de los extractos metanolicos de
Acacia nilotica y Scadoxus multiflorus frente a S. aureus, S. typhi, P. aeruginosa. Este
estudio sefialé una alta concentracion de taninos en el extracto metandlico de Acacia
nilotica y la presencia de flavonoides en el de Scadoxus multiflorus reforzando la
aplicacion de metabolitos secundarios en cuanto a la investigacion de nuevos agentes
antibacterianos. (10) A continuacion se citan 3 de los metabolitos secundarios mas

comunes y que se han visto en el presente trabajo:

1.2.2.1.1 Alcaloides:

Los alcaloides son el grupo mas grande de los metabolitos secundarios. Son compuestos
heterociclicos nitrogenados bésicos hidrosolubes. Estos son sintetizados a partir de los
aminodacidos como ornitina, lisina, fenilalanina, triptéfano y acido antranilico, por medio
de una serie de reacciones entre si. Los aminoacidos mencionados dan lugar a tipos de
alcaloides; por ejemplo, lisina da lugar a los alcaloides quinolisidinicos, presentes en el
género Lupinus spp. (11) Los alcaloides pueden clasificarse segun su estructura final en

alcaloides verdaderos, pseudoalcaloides y protoalcaloides. (12)

En cuanto a la actividad antibacteriana de estos metabolitos, Cuca (2011) demostr6é que

los alcaloides quinolinicos presentan amplio espectro al tener actividad frente a las cepas
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de S. aureus, E. faecalis, E. coli y S. tiphymurium. (13) De igual manera, el estudio de
Abukakar (2008) determiné la actividad antibacteriana del extracto acuoso de T. indica
(4.2% de concentracion de alcaloides) frente a E. coli, S. aureus y P. aeruginosa. El autor
sugiere que el mecanismo de actividad en cuanto al extracto utilizado se da por medio de
una lisis celular, aumentando la permeabilidad de la membrana o pared celular, inhibiendo
proteinas o sintesis del ADN, o el transporte de nutrientes a través de la pared o0 membrana
celular. (12)

1.2.2.1.2 Flavonoides:

Taiz y Zeiger (2002) colocan a los flavonoides dentro del grupo de compuestos fendlicos.
(9) Estos presentan una estructura quimica caracteristica de dos anillos aromaticos unidos
por un enlace de tres carbonos. Dentro de este grupo los autores destacan cuatro
flavonoides que se han visto involucrados en la ecologia de las plantas. EI primero son
las antocianinas que estan relacionadas con la pigmentacion de las plantas, participando
en la interaccion planta-polinizador. Otros son las flavonas y los flavonoles, considerados
blogueadores de luz ultravioleta. Estos logran absorber la luz en longitudes de onda mas
cortas que los insectos perciben como sefiales de atraccion y continuar el proceso de

polinizacion.

Respecto a sus aplicaciones en la medicina tradicional, Peralta et. al. (2013) destaca las
propiedades de los flavonoides prenilados siendo estos antimicrobianos, estrogénicos,
antioxidantes, antiinflamatorias, entre otras. (14) Martinez et. al. (2002) hace énfasis en
la actividad antioxidante de los flavonoides y su importancia en la dieta. Los autores citan
a la quercitina como el flavonoide “que mejor retine los requisitos para ejercer una funcion
antioxidante”. Sefialan que la quercitina muestra sinergia con la vitamina C evitando su

oxidacidon alargando el tiempo de su actividad antioxidante. (15)

1.2.2.1.3 Taninos:

Son compuestos altamente oxigenados y/o presentan azlcares en su composicién
quimica, dando una caracteristica hidrofilica. (4) Presentan dos clasificaciones:

- Taninos hidrolizables: son aquellos que, por medio de un tratamiento con &cido o
enzimas, da como producto acido galico y azlcares simples. Estos compuestos se han

visto relacionados con propiedades antioxidantes. Costa et. al. (2019) demostré que el
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acido galico es aplicado en la agricultura debido al poder antioxidante aplicado a semillas
de trigo.(6) Ellos agregaron diferentes concentraciones de &cido galico a las semillas y las
sometieron a un proceso de envejecimiento acelerado. Al evaluar la masa de las plantulas

y la germinacion, se evidencié un aumento de esta Ultima.

- Taninos condensados: son aquellos compuestos formados por la polimerizacion
de flavonoides; por ello, al pasar por un tratamiento de &cidos fuertes, estos taninos son
hidrolizados a antocianinas. (9)

Bruneton (2001) menciona que los taninos presentan propiedades antidiarreicas,
vasoconstrictoras, antioxidantes, antibacterianas, anticancerigenas oponiéndose al efecto
mutagénico de agentes cancerigenos. A su vez, sefiala que estan relacionados con un

aumento en el tiempo de reconstruccion de tejido en heridas superficiales. (1)

Lizcano y Vergara (2008) sostienen que el extracto acuoso de Passiflora manicata
presenta actividad frente a S. aureus y E. coli, sefialando que dicho extracto presento una
alta carga de taninos. (17) Por otro lado, Noles (2018) también sefiala a los taninos como
metabolitos con actividad antibacteriana frente a S. aureus, sefialando una alta carga de
taninos condensados en el extracto etandlico de la corteza de Musa sp, “banano verde”.
(18) Akiyama et. al. (2001) sostiene que la toxicidad por parte de los taninos frente a las
bacterias se basa en la interaccion con enzimas, iones metalicos 0 componentes propios
de la pared celular. (19) Argumento que comparte Sung et. al. (2012) quien sefiala que la
actividad antibacteriana de los taninos se debe a la inhibicion de enzimas caracteristicas

para el transporte de proteinas en la pared celular. (20)

1.3 Lepechinia meyenii (Walp.) Epling:

1.3.1 Ubicacion Taxonémica:

Segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988), citado por el trabajo de Quispe y
Tenorio (2018), la clasificacion sistematica de la planta es la siguiente (21):

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida (Dicotileddnea)

-10-



Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Lepechinia

Especie: Lepechinia meyenii (Walp.) Epling
Nombres vernaculares: "pacha salvia", "salvia serrana", “salvia de puna”
1.3.2 Descripcion boténica y habitat:
Presenta un tallo cuadrangular de 4 a 6mm de didmetro, hojas ovadas, obtusas y opuestas
de 2 a 5cmy flores en glomérulos foliosos. (22) (Fotografia 2) Se distribuye en los Andes
sudamericanos a 2500 m.s.n.m., en territorios secos. En el Per(, se encuentra en los

departamentos de Ancash, Apurimac, Cajamarca, Cusco, Huanuco, Huancavelica y Puno.
(23)

© 2011 Photo by G. A. Parada

Fotografia 2. Lepechinia meyenii (Walp) Epling. por G. A. Parada, perteneciente a
Proyecto Vallegrande. (24)

1.3.3 Usos artesanales:

La pacha salvia es utilizada en la medicina tradicional como infusién en casos de
indigestion, ciclo menstrual irregular, flatulencia, reumatismos y malaria. A su vez, se ha

visto relacionado en el uso contra enfermedades respiratorias. (25)
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1.3.4 Antecedentes farmacoldgicos:

En el estudio de Castillo (2014), se demostré que el extracto etandlico de pacha salvia
cuenta con una serie de componentes con actividad antioxidante. El método para evaluar
esta actividad fue la neutralizacién de radicales libres. Se determind que la actividad
antioxidante presente en esta planta se da por la presencia del acido cafeico, ya vinculado
con esta actividad. (26) En otro estudio, Arenas et. al (2018) reporta que una fraccion de
flavonoides aislada de pacha salvia presenta una actividad antiinflamatoria evaluando
leucocitos mononucleares de pacientes con artritis reumatoide. Esta actividad se demostré
por medio de la regulacion de citoquinas pro inflamatorias como la IL8, IL17 y el TNF

a; evidenciando una disminucion en la expresion de los genes que los expresan. (27)

Respecto a la actividad antibacteriana de la planta, Alzamora et. al. (2001) reportan una
evaluacion del aceite esencial de pacha salvia frente a Salmonella typhi ATCC 6539, S.
typhimurium ATCC 14028, S. aureus ATCC 6538, y las cepas provenientes del Instituto
Nacional de Salud del Peru, S. aureus, Shigella flexneri y Salmonella. enteritidis. Se
evidencio que el aceite esencial elaborado de esta planta presenté actividad antibacteriana
moderada Unicamente frente a S. aureus. (28) También, el trabajo de Quispe y Tenorio
evidencio la actividad antibacteriana del aceite esencial de L. meyenii frente a S. aureus
ATCC 6538 sefialando halos de inhibicion de 17mm, calificandolos como

moderadamente activo. (21)

1.4 Infecciones intrahospitalarias:

Las infecciones intrahospitalarias (I1IH) se definen como complicaciones en desarrollo
dentro de las primeras 48 horas de la hospitalizacion y que no se hayan detectado al
momento del ingreso.(29)(30) Estas complicaciones se han visto relacionados a factores
como edad de pacientes, disponibilidad para el tratamiento de enfermedades poco
tratables, diversas cirugias, tratamientos invasivos y el uso frecuente de antibidticos
capaces de producir una flora resistente.(31) Algunas de las IIH més estudiadas son las
infecciones del torrente sanguineo relacionado con el catéter, neumonia asociada al

ventilador, infeccion de sitio quirdrgico e infeccion de tracto urinario. (32)

A lo largo del siglo XX se realizaron estudios epidemioldgicos, demostrando la incidencia

e importancia médica respecto a las IIH. Tellez et. al.(2008) hace mencion de una
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pandemia global de I1IH causadas por Staphylococcus aureus entre los decenios de 1950
a 1960. A su vez, destaca que en 1970 se dio un aumento de casos de IIH generados por
bacilos gram negativos multiresistentes. En su estudio caracterizé las 11H generadas en
distintos servicios clinicos en el Hospital Clinico Universitario de Camagliey, Cuba.
Concluyen que el principal factor de riesgo son los tratamientos invasivos por parte del
personal médico al realizar las curaciones de los pacientes. A su vez, determin6 que las
I1H estan relacionadas mayormente con el tracto respiratorio (37.6%), el tracto urinario
(33.4%), la piel y tejido blando (23.9%) (33)

En otro estudio, Volkow (2000) realiza una vigilancia de la incidencia de I1H en un centro
oncoldgico del Instituto Nacional de Cancerologia (INC) en México D.F. Determiné que
entre 1986 y 1996 hubo un aumento en la tasa de I1H de 4.4 a 8.5. A su vez, agrega que
dentro de las I1I1H, las que presentaron un mayor porcentaje anual fueron las infecciones

de herida quirudrgica resaltando en 1993 un porcentaje anual de casi un 60%. (34)

Las IIH también se han visto relacionadas con aumento en costos médicos, duracion de
estadia, tasa de complicaciones, morbilidad y mortalidad general. (30) En el estudio
realizado por Plowman et. al en Inglaterra, se evaluo la relacion entre los costos médicos
y la duracién de la estadia con I1H. Dentro del estudio, se evaluaron 309 casos de IIH
(7.8%) del total de pacientes reclutados. Se observd que el alza en costos medicos y la
duracion de la estadia se ven relacionados directamente con la localizacion de la
infeccion; en donde infecciones del tracto urinario mostraron un alza menor de costos en
comparacion a casos de infecciones multiples y bacteriemia. (35) Otro factor que genera
un alza en costos medicos es la infeccidn por bacterias resistentes. Gould reporta que 11H
generadas por Staphylococcus aureus meticilino resistente (SARM) aumenta el costo de
tratamiento generando una mayor estadia en el centro de salud y mayor cantidad de

medicamentos. (36)

En el 2016, el Centro para el control de prevencion de enfermedades “Center for Disease
Control and Prevention (CDC) publicé el reporte realizado desde el 2008 al 2014. Este
sefiala una disminucion en las complicaciones clinicas como la infeccién de sitio
operatorio, bacteriemias y en la prevalencia de SARM en los hospitales de los Estados
Unidos. En el 2011 se hall6 un total de 722 000 casos de I1H, en donde el 21.82% fue por
infeccidn de sitio operatorio y otro 21.82% fueron casos de neumonias. Estos fueron las
dos IIH més concurrentes. EI 10.38% del total de paciente falleci6 debido a la I1H. (37,38)
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En el PerQ, la situacion de IIH no es muy distinta. En 1999, el Ministerio de Salud
(MINSA) realiz6 un protocolo de estudio, a fin de determinar la prevalencia en I1H. El
objetivo de dicho documento fue brindar el conocimiento de la magnitud de IIH en
hospitales del MINSA, utilizar metodologias de estudio homogéneas y establecer
caracteristicas asociadas a la presencia de IIH. (29) A través de la metodologia descrita
en el documento, se realiz6 un andlisis entre los afios 1999 y 2000 respecto a la
prevalencia de las 1I1H. Se observo que la tasa de I1H va desde 2% al 37.5%. La revision
indico que la mayoria de casos se trataron de infecciones del tracto urinario, infecciones

de sitio operatorio, neumonias e infeccion en el tracto sanguineo. (39)

El reporte realizado por el MINSA en el 2016, indica que desde el 2005 ha habido un
aumento en la tasa de incidencia de las I1H; siendo inicialmente 3000 casos reportados y
llegando a una cifra de 6234 en el 2015. A su vez, se sefiala una alta incidencia de
infecciones de sitio operatorio en los afios 2015 y 2016, mostrando méas de 1500 casos
por afo.(38)

A fin de disminuir la incidencia de los distintos tipos de 11H, el MINSA ha desarrollado
una norma técnica para su prevencion y control. En ésta, se ha planteado los lineamientos,
acciones y responsabilidades a cargo de evitar un aumento en la incidencia de las

infecciones en mencion. (37)

1.4.1 Infecciones de sitio operatorio (ISO):

Las infecciones de sitio operatorio (I1SO), infecciones de herida operatoria (IHO) o
infecciones de sitio quirurgico (ISQ) se denominan a las infecciones surgidas dentro de
los primeros 30 dias posteriores al procedimiento quirirgico. Estas se clasifican en
infecciones superficiales a nivel de la incision, profundas y de drgano espacio. (Figura 1)
Las infecciones superficiales comprometen uUnicamente a la piel o tejido celular

subcutaneo. Esta debe presentar alguna de las siguientes caracteristicas:

o Drenaje purulento desde la superficie de la incision

o Aislamiento de organismos a partir de una muestra aséptica del fluido o tejido de
la superficie de la incisién.

o Sintomatologia: enrojecimiento o hinchazdn de la incision, dolor o sensibilidad en

la zona, calentura o ligera abertura de la herida
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o Diagnostico de 1SO generado por el personal médico en turno. (40)

Skin 42
4 Superficial
Incisional
Ssi
Subcutaneous _|
Tissue

Deep Soft Tissue _ Deep Incisional

(fascia & muscle) SSI
Organ/Space
Organ/Space — ss|

Figura 1. Seccion transversal de la pared abdominal que demuestra la clasificacion
indicada por la CDC. (40)

De acuerdo con reportes realizados por la CDC, se concluye que en los hospitales de los
Estados Unidos hay un estimado de 300 000 casos de I1SO al afio. Generando un aumento
en costos medicos, mencionado anteriormente. (41) Lissovoy (2009) reporta que las ISOs
se ven comprometidas con incisiones que abarcan las areas de neurologia, cardiologia,
dermatologia, gastroenterologia, obstetricia y ginecologia. Analizando 6891 casos de
ISO, reportdé un aumento promedio de 9 dias de hospitalizacion generando un costo de
$20000 dolares por admision reafirmando que las ISO generan un aumento en la estadia

y en costos médicos. (42)

Las ISO conforman el 17% de las infecciones intrahospitalarias generando un aumento
en la tasa de morbilidad y mortalidad, aumentando con esto costos médicos y produciendo

una mala imagen a la calidad de atencion médica. (43)(44)(45)

Respecto a casos de ISOS, el estudio de Siddique M. et. al. (2016) reporta la incidencia
de las 1SOs y factores relacionados a éstas en un centro de cuidado en India. Se
presentaron 1196 cirugias de las cuales 131 (11%) fueron diagnosticados de I1SO. Dentro
de los pacientes evaluados se evidencié una relacion de incidencia de ISO con factores

como edad, inmunosupresion, duracion de cirugia, tiempo de hospitalizacion y tipo de
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tejido. Se observo que el mayor porcentaje de incidencia de 1SOs, se da en cirugias que
involucren la zona abdominal y agrega que las bacterias de mayor prevalencia fueron
Staphylococcus aureus (22.9%), seguido de Escherichia coli (22.1%). (46) Panorama
similar se observa en estudio realizado en el Hospital General de Medellin, reportando
una incidencia de 22,8% en casos de 1SOs superficiales, siendo en su mayoria casos por
apendicetomia. Dentro de estos, se observo la incidencia de 26,3% causadas por S.
aureus.(47)

Otro estudio, realizado por Pathak et. al. (2017) report6 que de 1173 casos entre Setiembre
2010y febrero del 2013, 92 casos (7.84%) presentaron infeccidn de sitio operatorio en un
hospital menor especializado en ginecologia y obstetricia. De los presentes casos, 66
presentaron infeccion post cesarea, sugiriendo que hay una mayor tasa de incidencia de
ISOs en el area de ginecologia, en comparacion al area de obstetricia. (48)

En Perq, el 41% de I1H son 1SOs de acuerdo con el reporte emitido por el MINSA en el
2016. A su vez, se ha reportado que el 29% de 1SOs se dan en pacientes a quienes se les
ha realizado el procedimiento quirargico de cesarea. (38) Anteriormente, se ha reportado
una incidencia menor. En un reporte emitido por el MINSA en 1993, se evalud la
incidencia de partos por cesarea en 14 hospitales publicos. En dicho reporte se sefiala una
tasa de incidencia de 20% de partos por cesarea, 4205 casos. Dentro de ellos, el 6.4% fue
diagnosticado de 1SO. (49) Otro caso es el reporte emitido por el MINSA en 1999-2000,
donde se reporta un total de 880 (6.3%) de casos de 1SOs en pacientes que recibieron un
procedimiento de cesarea. (39) El estudio publicado por Quiroz en el Instituto Perinatal
de Lima en el 2003 reporta una tasa de incidencia de ISOs de 5.3% en el afio 2001. (50)

Otro reporte, emitido por la Oficina de Epidemiologia y Salud Ambiental, menciona que
en el Hospital Nacional Cayetano Heredia se presenta una incidencia del 33.3% de I1SOs
en el area de Ginecologia y obstetricia. A su vez, present6 una incidencia de 5.3% de ISOs
en casos de cesareas entre los afios 2005 — 2008. Siendo el afio 2007 el que presento mayor
incidencia con una tasa de 1.5 x 100 casos por cesarea. Por otra parte, se sugiere que esta

tasa de ISO es menor a otros hospitales de igual magnitud en Lima. (51)

Estas infecciones son causadas por distintos microorganismos ambientales o tipicos de la
flora bacteriana humana pertenecientes al mismo paciente o del personal médico. Como

se menciono en los reportes de Siddique y Montoya, el mayor porcentaje de bacterias
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aisladas le corresponde a S. aureus. (46,47) Caso similar se ha observado en un estudio
realizado en Cuba, reportando una prevalencia del 42.02% de S. aureus en las 1SOs post

cesérea. (52)

Segun reportes de la CDC en el 2009 en cuanto a la relacion de hospitales de USA, se
indica que S. aureus es el principal patdgeno de 1SO siendo el causante del 20% de éstas.
Asimismo, los reportes indican que el 17% de ISO son causadas por Staphylococcus
coagulasa negativos (SCN), sefialandolos como el segundo grupo de patégenos mas
incidente. (53) Asi mismo, Farifia et. al (2013) reportaron un total de 64 aislados de SCN
provenientes de secreciones purulentas profundas de diversas localizaciones, secreciones
de heridas infectadas, abscesos, entre otros; donde el 40.6% fue S. epidermidis y 20.3%
S. haemolyticus. (54) De igual manera, Arias y Falcones (2020) reportan 200 casos de
ISO en pacientes con protesis articulares, donde sefialan que en el 33.5% de casos se
identifico a S. aureus y 23.5% por S. epidermidis.

1.5 Genero Staphylococcus spp. :

El género Staphylococcus spp. son bacterias gram positivas con una morfologia
microscopica de cocos en racimo. ElI nombre del género deriva del término griego
“staphie”, el cual significa racimo de uvas. Presentan un tamafo entre 0.5 y 1.5 micras
(um). Son bacterias aerdbicas o0 anaerobicas facultativas. Las colonias en agar tienden a
tener un color blanco cremoso o en raros casos, amarillo opaco y un tamafio de 4 a 8mm.
(55)

Dentro de este género, se hace una clasificacion de acuerdo a la presencia de la enzima
coagulasa perteneciente, por ejemplo, a la especie S.aureus; caso contrario son
denominados Staphylococcus coagulasa negativos (SCN). A esta Ultima clasificacion,
pertenece S. epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus, entre otros, aislados de

tejidos humanaos. (56)

1.5.1 Staphylococcus aureus:

Bacteria Gram positiva con cocos de didmetro de lum. Clasificada como coagulasa
positivo y con la capacidad de fermentar el manitol. Esta normalmente coloniza las fosas
nasales y es cominmente encontrado como una bacteria comensal en la piel humana.(55)

Como parte de su patogenicidad, expresa factores de virulencia. Uno de ellos son
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proteinas superficiales que permiten la colonizacion en el tejido huésped. Otro factor es
la denominada proteina A, capaz de enlazarse con inmunoglobulinas del huésped evitando
la fagocitosis. El tercer factor son toxinas que generan dafio y sintomas de enfermedad al
huésped. (57)

En cuanto a su mecanismo de colonizacion, S. aureus presenta un gran nimero de
proteinas en su pared celular que permiten la adherencia a los tejidos del hospedero,
facilitando su diseminacion. Cervantes et al. (2014) sostiene que estas proteinas
interactian con la matriz extracelular del hospedero. A su vez, sefiala que las enzimas
juegan rol importante en el proceso de infeccion. La enzima coagulasa interviene en el
proceso de infeccion al convertir el factor plasmatico, fibrinégeno, en fibrinia resultando
en la coagulacion del plasma, agilizando el desarrollo de sepsis y absesos. De igual
manera, la enzima catalasa participa en la colonizacion degradando el peréxido de
hidrogeno dando proteccion a la bacteria frente a la fagocitosis y la hialuronidasa degrada
el &cido hialuronico de la matriz del tejido facilitando la diseminacion de la infeccion.
(58)

S. aureus se ve relacionado en el ambito clinico con infecciones generalmente
superficiales. Es considerado un microorganismo oportunista, debido a que genera
complicaciones a la salud cuando el sistema inmune del huésped se encuentra
suprimido.(55) Dentro de los cuadros clinicos en los que la bacteria suele colonizar se
encuentran las bacteremias, neumonia y las infecciones de sitio operatorio (1SO)(59). Por
otra parte, también se ve relacionada a la salubridad de los alimentos siendo uno de los
patdgenos mas frecuentes en distintos alimentos. Al presentarse en alimentos, esta
bacteria tiene la capacidad de generar complicaciones a la salud del consumidor a través

de sus toxinas. (60)

Respecto al tratamiento de éstas, se utilizan distintos antibioticos de primer uso. La
problematica se da cuando las cepas que generan la infeccion presentan resistencia
antibiodtica. Por lo general, las infecciones ocasionadas por cepas resistentes a antibioticos
se dan en ambientes hospitalarios; lo que implica un tratamiento antibiotico utilizando

vancomicina. (57)

1.5.2 Staphylococcus coagulasa negativos (SCN):
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Anteriormente estas bacterias no se encontraban en la lista de patégenos de importancia
clinica. En las ultimas cuatro décadas se han ido identificando nuevas especies de SCN y
su importancia clinica. (61) A su vez, esta importancia es dificil de sefialar ya que los
casos pueden tratarse como una infeccion invasiva del patdgeno, como también puede

tratarse de comensalismo entre la bacteria y su huésped. (54)

Dentro de este grupo de bacterias se encuentran S. epidermidis, S. saprophyticus, S.
haemolyticus, S. schlefleri, S. auricularis, entre otros; siendo S. epidermidis y S.
saprophyticus y S. haemolyticus los de mayor importancia clinica.(56) En este grupo de
bacterias se espera encontrar factores de virulencia relacionados a presencia de genes de
resistencia antibidtica, la presencia de hemolisinas protagonistas en la lisis de eritrocitos
y la produccion de biopelicula. (54,55) Natsis y Cohen (2018) sostienen que la incidencia
de SCN en infecciones de piel y tejido blando presenta relacion con pacientes
inmunosuprimidos o de edad avanzada. (62) Los autores sefialan a la especie S.
epidermidis como la més incidente en infecciones de piel; mientras que, a las especies S.
auricularis y S. capitis subsp. capitis las sefialan como raramente relacionadas a
infecciones. Por otro lado, Argemi et. al (2019) sostiene que la especie S. capitis subsp.
capitis se ve implicada en bacteriemias e infecciones prostéaticas sefialando su importancia
clinica considerandolo uno de los SCN mas incidentes. (63) Esto ultimo se comparte con
el reporte Becker et. al. (2014) quien sefiala a la especie S. capitis subsp capitis implicado

en bacteriemias y endocarditis. (64)

Este estudio se centra en la elaboracion de un gel a partir del extracto etandlico de
Lepechinia meyenii (Walp) Epling. como propuesta de tratamiento complementario para
evitar infecciones por Staphylococcus spp.de sitio operatorio en pacientes post operadas

por cesarea en el Hospital Nacional Madre Nifo “San Bartolomé”.

Il. HIPOTESIS

El gel elaborado a partir del extracto etandlico de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling
presenta actividad antibacteriana frente a aislados de Staphylococcus spp. provenientes
de pacientes operadas por cesarea diagnosticadas con infeccion de sitio operatorio del

Hospital Nacional Madre Nifio “San Bartolomé”, Lima — Perd.
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1. OBJETIVOS
3.1 Objetivo General

Determinar la actividad antibacteriana del gel a partir del extracto etandlico de planta
completa de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling, “pacha salvia” frente a aislados de
Staphylococcus spp. obtenidos de pacientes operadas por cesarea diagnosticadas con
infeccion de sitio operatorio del Hospital Nacional Madre Nifio “San Bartolomé”,

Lima — Perd.

3.2 Obijetivos Especificos.

- Determinar la presencia de Staphylococcus spp. en las heridas de pacientes
diagnosticadas de infeccion de sitio operatorio post cesarea, periodo 2017-2018.

- Elaborar un extracto etanolico de planta entera de L. meyenii por maceracion.

- Determinar los metabolitos del extracto etandlico de L. meyenii mediante un
andlisis fitoquimico cualitativo

- Determinar la actividad antibacteriana del extracto etandlico frente a aislados de
Staphylococcus spp.

- Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de
L. meyenii utilizando S. aureus ATCC 33862, S. epidermidis ATCC 12228 y los
aislados de Staphylococcus spp .

- Elaborar un gel a partir del extracto etanolico de L. meyenii.

- Determinar la actividad antibacteriana del gel frente a los aislados de

Staphylococcus spp.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1 Microorganismos Control

Cepa

Procedencia

Utilidad

Staphylococcus aureus
ATCC 33862

Microbiologics (EE.UU)

Control de ensayo

Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228

Microbiologics (EE.UU)

Control de ensayo

4.1.2 Medios de cultivo

Medio deshidratado

Procedencia

Utilidad

Agar Mueller Hinton

Merck, Alemania

Antibiograma

Caldo Mieller Hinton

Merck, Alemania

Antibiograma

Agar Tripticasa de soya

Merck, Alemania

Enriquecimiento de

muestra

Cary Blair

Merck, Alemania

Transporte de muestra

Infusion Cerebro-corazén

Merck, Alemania

Enriquecimiento de

muestra
Agar DNA Difco, EE.UU Prueba de DNAsa
] ) Prueba de fermentacion de
Agar Manitol Merck, Alemania _
manitol
2.1.3 Reactivos
Reactivo Proveedor/Procedencia Utilidad
Alcohol 96° Casa Grande, Peru Elaboracién de extracto

Dimetilsulféxido (DMSO)

Merck, Alemania

Suspension de extracto

Seco

Peroxido de hidrogeno

Laboratorio Microbiologia
UPCH

Prueba de catalasa
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Oxidasa

BD, Reino Unido

Prueba de oxidasa

Acido clorhidrico

Laboratorio Microbiologia
UPCH

Prueba de DNAsa

Plasma

Hospital Nacional Cayetano
Heredia

Prueba de coagulasa

Cloruro de tetrazolio

Merck, Alemania

Lectura colorimétrica en
concentracion minima
inhibitoria (CMI)

EDTA disédico

Quimica Suiza, Peru

Formulacion de gel

Propilenglicol, USP

Amerix Peruana, Peru

Formulacion de gel

Carbopol Ultrez 21

Quimica Anders, Peru

Formulacion de gel

Trietanolamina

Plus Cosmética, Perl

Formulacion de gel

Microcare PEHG

Quimica Anders, Peru

Formulacion de gel

2.1.4 Equipos de laboratorio

Equipo Procedencia Utilidad
o Licuado de medios de
Bafio maria Thermo Scientific, EE.UU _
cultivo
Incubadora Thermo Scientific, EE.UU Cultivo de placas

2.1.5 Antibiéticos

Antibidtico

Presentacion

Procedencia

Utilidad

Ceftriaxona

1 gr. Polvo

Eurofarma, Peru

Control Positivo
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4.2 Métodos
4.2.1 Recoleccion y tratamiento del material vegetal

Las muestras fueron adquiridas en el departamento de Apurimac, en la Feria Dominical
de la ciudad de Andahuaylas, a una altitud de 2926 m.s.n.m. Estas fueron identificadas
por el Laboratorio de Botéanica Aplicada en los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo
(LID) en la Universidad Peruana Cayetano Heredia. (Ver Anexo 1.) Las muestras tomadas
contaron con una optima organografia floral para la correcta identificacion. (Fotografia
3.) El material vegetal fue envuelto en papel periédico, humedecido con un alcohol al
50%, embolsado y transportado en una caja de carton sellada.

Fotografia 3. Muestra de Lepechinia meyenii (Walp) Epling. recepcionada en el

Laboratorio de Botanica Aplicada en el LID.

4.2.2 Obtencidn del extracto etandlico de pacha salvia por maceracion:
Se realizdé un procedimiento modificado al descrito por Zhang (2018) en su trabajo

respecto a técnicas de extraccion y aislamiento de productos naturales.(65) Primero, el
material vegetal fresco fue secado a temperatura ambiente y en sombra. Una vez seco, se
procedio a triturar y posteriormente a macerar en etanol de 96°. Para esto, se realiz6 una
preparacion al 30% compuesta por el material vegetal. Este se dejé por 48 horas a
temperatura ambiente con agitacion manual mediante giros del recipiente
aproximadamente cada 4 horas durante la jornada de trabajo. El sobrenadante fue filtrado

en papel de filtro rapido y guardado en frascos en un rango de temperatura 4 a 8°C de
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refrigeracion para su conservacion. Se realizaron dos repeticiones del proceso de

maceracion y filtrado para colectar mayor cantidad de extracto organico bruto.

Una vez reunido todo el extracto organico bruto para la evaporacién del solvente, se
coloco en bandejas de borosilicato a 40°C con ventilacion continua y se dejé hasta obtener
un extracto completamente seco. Con la finalidad de asegurar una evaporacion completa
del solvente, se realizo la prueba de peso constante. Esta Gltima const6 de pesar la muestra
en la bandeja en intervalos de 24 horas; una vez que el peso no vario, se concluyo la

totalidad de secado.

El extracto seco fue recogido en envases previamente pesados para conocer la relacion de
cantidad de extracto en relacion a cantidad de material vegetal es decir rendimiento. El
valor porcentual en cuanto al rendimiento de la extraccion consta de la division del peso
final de extracto seco (Ps) entre el peso inicial de material vegetal seco (P;), multiplicado

por 100. (Ver ecuacion 1)
Ecuacién 1. Célculo de rendimiento.

4.2.3 Evaluacion fitoquimica cualitativa:

Se realizo para la determinacion preliminar de los compuestos que constituyen dicho
extracto, basado en pruebas colorimétricas y de precipitacion. El extracto etandlico fue
disuelto en alcohol etilico de 96° y luego, por medio de diferentes reactivos, se determino
la presencia de, flavonoides, taninos y alcaloides. En la tabla 1. se hace mencion de las
reacciones realizadas para cada metabolito y las caracteristicas esperadas en cada una de

ellas.

Tabla 1. Reacciones para el ensayo fitoquimico del extracto etandlico de Lepechinia

meyenii (Walp) Epling.

Metabolitos . Caracteristica de ensayo
) Reaccion
analizados
Flavonoides Shinoda Coloracion rojo pardo
Taninos Gelatina — NaCl Precipitado de color blanco
Alcaloides Sonneschein Precipitado anaranjado
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Draggendorf Precipitado rojo a naranja

Mayer Precipitado blanco a crema

Scheibler Precipitado blanco

4.2.4 Evaluacion de actividad antibacteriana del extracto etandlico frente a cepas
control y aislados Staphylococcus spp.

Se realiz6 un antibiograma mediante el método de difusion en pozo, con la finalidad de
comprobar la actividad del extracto. En placas Petri estériles vacias se colocd 1 ml de
cepa de S. aureus ATCC 33862 en escala de McFarland 0.5. Se agregd 23ml de agar
Mueller Hinton a la placa Petri estéril y una vez solidificado, se realizé dos pozos con un
sacabocado de 6 mm de diametro. Por ultimo, con un asa de siembra en punta estéril, se
retirg el agar dentro del pozo. (66) Luego, se agregd 100uL de extracto etandlico disuelto
en dimetilsulfoxido (DMSO) a una concentracion de 1:1. La lectura de resultados se
realizd mediante medicion de los halos de inhibicion utilizando un vernier. El
procedimiento descrito se repitio con la cepa control S.epidermidis ATCC 12228 y con

los aislados.

4.2.5 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) en el extracto
etandlico:

Los valores de la concentracion minima inhibitoria (CMI) se usan para determinar la
susceptibilidad de bacterias frente a drogas y para determinar la actividad de nuevos
agentes antibacterianos. Se realiz6 una macrodilucion en caldo nutritivo, basado en el
protocolo establecido por la CLSI 2015.(66)

Se colocé 1 ml de caldo Mueller Hinton (MHB), una concentracion del extracto etanolico,
un grupo control y un indculo en viales. Primero se realizd la concentracion minima
inhibitoria del grupo control, utilizando ceftriaxona en polvo a concentracion de 1 gr. Se
realizaron diluciones desde 64ug/ml hasta 0.25ug/ml. Para la preparacion de la
ceftriaxona, se diluyé 5mg de ceftriaxona inyectable en 5ml de agua destilada estéril.
Luego, se filtré con papel whatman de 2 micras estéril, obteniendo una concentracion de
1mg/ml. Esta dltima fue nuestra solucion madre, de la cual se tomaron 128 pL, se

colocaron en un vial estéril y se le agreg6 872uL de agua destilada estéril; con la finalidad
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de obtener en 1 ml, 128ug de ceftriaxona. Para concretar esta parte, se colocd dicho
mililitro en 1ml de caldo Mueller Hinton, se homogenizo y se extrajo 1 ml, obteniendo
un vial con una concentracion de 64pg; este procedimiento se realizé a manera seriada
hasta llegar a una concentracion de 0.25ug/ml. Para la preparacion del indculo, un dia
antes de la prueba, la cepa fue reactivada en caldo Mueller Hinton. EI mismo dia que se
realizd la preparacion de la CMI descrita, se preparo el indculo a escala 0.5 de McFarland
en caldo Mueller Hinton y de ésta, se colocaron 100pL a cada vial de la prueba.

Para la CMI del extracto en evaluacion se realizo6 el procedimiento descrito anteriormente
con una concentracion inicial de 2000 pg/ml. Para lograr la dilucién mencionada se peso
4000 pg de extracto en una balanza analitica y se disolvié en 1ml de dimetilsulfoxido
(DMSO). Este ultimo fue utilizado como solvente organico y en distintos estudios ha sido
utilizado por su bajo nivel toxico y su efecto neutro. (67) Entonces, al igual que el
procedimiento anterior, se coloco dicho mililitro en el primer vial con 1ml de caldo
Mueller hinton, se homogenizd, se obtuvo una dilucion de 2000pg/ml y se extrajo 1ml
para realizar la siguiente dilucidn; asi consecutivamente hasta llegar a una concentracion
de 15.6 pg/ml. (Anexo 3) Para éste caso, se coloco un control negativo, 1ml de dimetil

sulfoxido y un control positivo, 1 ml de ceftriaxona a una concentracion de 4 pg/ml.

Para corroborar la CMI, se realizé una lectura colorimétrica con cloruro de tetrazolio a
fin de revelar aquellos viales que contaron con células vivas. Estos tuvieron una reaccion
la cual dio un color rojo en el medio de cultivo; caso contrario se mantendria el

caracteristico del cultivo. (Anexo 4)

4.2.6 Poblacion de muestreo

Criterios de inclusion:

Mujeres en edades de 15 — 30 afios que realizaron un parto por cesarea. (68) Dentro de un
méaximo de 30 dias posteriores a la cirugia, realizaron un reingreso al hospital por un
cuadro de infeccion del sitio operatorio presentando los signos de inflamacion,
enrojecimiento, calor en la zona de la incision; ademas de contar con un diagnostico del

cirujano o médico tratante.
Criterios de exclusion:
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Mujeres que se encuentran fuera del rango de edad indicado en la seccion anterior y
realizaron el reingreso excediendo los 30 dias.

Mujeres que hayan iniciado un tratamiento antibiético o una previa limpieza a la herida
con sustancias bactericidas (alcohol, agua oxigenada, entre otros).

Tamafio de muestra:

Para determinar el tamafio de muestra se utilizé la ecuacion 2, estableciendo un nivel de
confianza de 95%, puntuacion Z seria 1.96 y se utilizaria una desviacion estandar de 25.

La precision de estimacion (d) presenta el valor de 8, dando un tamafio de muestra de 38.

z2. 52

N>z

Ecuacion 2. Calculo de tamafio de muestra (n)

De acuerdo al libro de Daniel Wayne, se establecieron los valores de la ecuacién a fin de
presentar un niamero de participantes que resulte en un bajo grado de error observando la

precision de la estimacion.(69)

4.2.7 Toma de muestra

El personal interno médico del Hospital Nacional Docente Madre Nifio “San Bartolomé”
(HONADOMANI) realizé un hisopado a la incision infectada de la paciente, a manera de
rutina de toma de muestras una vez internada la paciente. La paciente fue informada sobre
el proyecto y se le solicit6 firmar un consentimiento informado y como beneficio recibid
informacion de precaucion frente a las 1SO. Las muestras de hisopado fueron colocadas
en tubos de 16x100 con 7 mililitros de medio Cary Blair. Estos tubos fueron transportados
en un contenedor primario ubicado dentro de un contenedor secundario. EIl contenedor
primario constd de un soporte para colocar los tubos y el contenedor secundario un
recipiente cuadricular con capacidad de llevar los soportes con las etiquetas respectivas
de Bioseguridad y envuelto en una bolsa indicando ser un material bioldgico

contaminado. Luego fueron llevados al Laboratorio de Bacteriologia ubicado en los
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Laboratorios de Investigacion y Desarrollo en la Universidad Peruana Cayetano Heredia,

mediante un vehiculo particular.

4.2.8 Procesamiento de las muestras de hisopado

Las muestras colectadas fueron colocadas en tubos de ensayo de 16x100 con 4 mililitros
de medio infusion cerebro corazon (BHI) e incubadas por 24 horas en una estufa a 37°C.
Luego se sembraron en placas con agar sangre en microaerofilia y nuevamente incubadas
a las condiciones mencionadas. Se seleccionaron colonias con morfologia distinta y se
realiz una resiembra en agar cerebro-corazon para obtener mayor biomasa de cada una

de ellas.

A las cepas repicadas se les realizo coloracion Gram, catalasa y oxidasa. A las cepas que
resultaran cocos gram positivos, catalasa positivos y oxidasa negativos, se les consideraba
aislados de Staphylococcus spp. Posteriormente se realizaron las pruebas Dnasa,
coagulasa, fermentacion de manitol, ureasa y susceptibilidad a novobiocina para
determinar las especies de Staphylococcus spp.(61) (Ver anexo 5) Los resultados fueron

interpretados de acuerdo al Manual de Bergey.

4.2.9 Elaboracion y formulacion de gel a partir de extracto etanolico de Lepechinia
meyenii (Walp) Epling.

Se realizé un gel base (A) colocando 0.1 gr de EDTA disodico y 5g de propilenglicol en
62.6 gr de agua destilada. Estos se agitaron hasta que se logré una incorporacion completa.
Luego se agregd 0.6 gr de Carbopol U21, en agitacion lenta, hasta obtener una
incorporacion completa. Posteriormente se agregd 0.7 gr de trietanolamina al 99% vy se

agito hasta lograr la formacion del gel.

Para la elaboracion del gel con extracto etandlico (B), se peso 1g de extracto y 30g de
alcohol etilico al 96°. Estos se agitaron por 30 minutos hasta que se logro una completa
incorporacion. Esta ltima mezcla, se agrego al gel base previamente preparado agitando
lentamente hasta obtener uniformidad en el producto. A fin de contar con un control
positivo, se repitio el procedimiento B utilizando un 1gr de ceftriaxona, en lugar de un
1gr de extracto. Por altimo, a los tres geles realizados se les agrego 1gr de Microcare

PEHG, como preservante.
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4.2.10 Evaluacion de actividad antibacteriana del gel elaborado a partir de extracto
etanolico frente a aislados de Staphylococcus spp.

Similar al procedimiento 4.2.4 para evaluar el extracto etandlico, se realizd un
antibiograma mediante el método de difusién en pozo, con la finalidad de comprobar la
actividad del gel. En placas Petri estériles vacias se inoculd 1 ml S. aureus ATCC 33862
en escala de McFarland 0.5. Se agreg6 23ml de agar Mueller Hinton a la placa Petri estéril
y una vez solidificado, se realizd dos pozos con un sacabocado de 6 mm. Con la ayuda
de un asa de siembra en punta estéril, se retird el agar dentro del pozo. (66) Posterior a
ello, se agregd 100 ug de gel. En esta oportunidad, se realizaron 3 pozos a fin de evaluar
el gel, un pozo control con un gel con ceftriaxona al 1% como control positivo y el gel
base como control negativo. La lectura de resultados se dara por medio de la medicion de
los halos obtenidos, utilizando un vernier. El procedimiento descrito se repitio con la cepa
S.epidermidis ATCC 12228 y con los aislados.

Para una mejor comprension de las fases que se llevaron a cabo en el estudio, se ha

elaborado un flujograma que se encuentra en el anexo 2.

4.2.11 Analisis y procesamiento de informacion del estudio:

Se realiz6 un analisis de relacion entre variables por medio de la prueba de Shapiro-Wilk,
a fin de determinar la normalidad de los datos. A fin de evaluar el efecto de la variable
dependiente cuantitativa (didmetro de halo de inhibicion) en las variables independientes,
se realizaron pruebas de T-student entre las especies del género Staphylococcus a fin de
determinar una posible variacion en la sensibilidad de cada una frente al extracto y/o gel.
En caso los datos fueran no parametricos, se realizo la prueba estadistica de Mann-
Whitney.
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V. RESULTADOS

5.1 Obtencion del extracto etandlico

A partir de 178 gramos de material vegetal seco triturado, se obtuvo 10.2 gr de extracto
etanolico seco obteniéndose un rendimiento del 5.73%. Este extracto contaba con las

caracteristicas organolépticas descritas en la tabla 2 y visualizado en la fotografia 4.

Tabla 2. Caracteristicas organolépticas del extracto obtenido.

Extracto Textura Color de extracto Olor
Etandlico rugosa Uniforme-Verde Caracteristico a
musgo hoja seca

* s EANG,

A -

Fotografia 4. (A) Extracto organico bruto de L. meyenii. (B) Raspado de extracto

etanolico seco de L. meyenii en bandeja de borosilicato.

5.2 Analisis fitoquimico del extracto etanolico:

Las pruebas colorimétricas y de precipitacion realizadas al extracto etandlico de L.
meyenii, evidenciaron la presencia de taninos y, en menor concentracion, flavonoides y
alcaloides. La tabla 3, describe los resultados de cada reaccion correspondiente a la

determinacion de cada metabolito.
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Tabla 3. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de L. meyenii.

Andlisis Fitoquimico Calificacion
Flavonoides (Prueba de Shinoda) +
Taninos (Prueba de Gelatina) +++

Alcaloides (Prueba de Sonneschein) -

Alcaloides (Prueba de Draggendorf) -
Alcaloides (Prueba de Mayer) -
Alcaloides (Prueba de Scheibler) +

Calificacion: Abundante +++, Moderado ++, Leve +, Ausencia -. (70)

5.3 Aislamiento de Staphylococcus spp. de heridas post operatorias

Con un total de 108 bacterias aisladas de 36 pacientes diagnosticadas de 1SO post cesarea,
se determind que 79 de estos aislados pertenecian al género Staphylococcus spp., (Grafico
1). Dentro de estos, 25 fueron identificados como S. aureus; mientras que los 54 aislados
restantes pertenecieron al grupo denominado Staphylococcus Coagulasa Negativos
(SCN). (Grafico 2). Dos muestras de pacientes no pudieron formar parte del estudio

debido a la presencia de una cepa de Proteus spp invasiva.

Gréfico 1. Distribucion de los grupos bacterianos identificados a partir de los aislados

de heridas post operatorias

= Staphylococcus spp. = Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae
27%

/ Staphylococcus spp.
73%
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Gréfico 2. Distribucidn de especies de Staphylococcus aisladas de heridas de pacientes
diagnosticadas de I1SO post cesérea.
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5.4 Evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto etanélico de L.
meyenii:

Para determinar la actividad del extracto etandlico se utilizo la “Escala de Durafford”
basada en un rango de medidas para determinar si la sensibilidad es nula (<8mm), regular
(8 — 14mm), alta (15-19mm) o muy alta (>20 mm). (71,72)

Los aislados hospitalarios mostraron una alta sensibilidad frente extracto de Lepechinia
meyenii Walp. Epling demostrando un didmetro de halo de inhibicién promedio de 17.777
+ 4.066 mm (Fotografia 5.) La tabla 4 muestra el resultado en cuanto a la sensibilidad
promedio de cada especie identificada. La especie mas sensible en promedio result6 S.

haemolyticus; a diferencia de la especie S. capitis subsp capitis, la cual mostré una
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sensibilidad promedio regular. Las cepas aisladas de S. aureus y S. epidermidis mostraron
un didmetro promedio semejante a los obtenidos con las cepas control. En cuanto al
antibiotico utilizado como control positivo, se evidencié una muy alta sensibilidad por
parte de los aislados con un diametro promedio de 26.684 + 2.161. En el anexo 6 se
muestra el consolidado de los resultados mencionados.

Tabla 4. Halos de inhibicion del extracto etandlico de L. meyenii frente a cepas control y
aislados de Staphylococcus

Cepas Didmetro de halo de inhibicion (mm)*

Extracto etandlico Ceftriaxona (C+)

Control

S. aureus ATCC 33862 17.60 £ 0.52 24.00 £ 0.00
S. epidermidis ATCC 12228 21.30 £ 0.49 27.00 £ 0.00
Aislados

S. aureus 17.24 + 1.58 25.64 £ 2.46
S. epidermidis 19.94 +2.83 28.03+1.16
S. auricularis 19.24 £ 4.22 27.76 £ 0.50
S. haemolyticus 20.17 +2.82 26.73+1.74
S. capitis subsp. capitis 9.96 + 3.67 24.56 +2.24

(*) Promedio resultante de las repeticiones realizadas.

oox-"(

-

40 mg/ml

10 |
me/m Ceftriaxona 1%

o

20 mg/ml

Fotografia 5. Inhibicion del aislado 008-4 correspondiente a S. epidermidis por extracto

etandlico de L. meyenii (A) Evaluacion a diferentes concentraciones del extracto
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etandlico.(B) Controles del ensayo. Pozo izquierdo: Control negativo (DMSQO) y Pozo
derecho: control positivo (Ceftriaxona 1%)

5.5 Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico:

La CMI resultante del extracto etandlico de L. meyenii frente a los aislados de
Staphylococcus spp. se muestran en el anexo 7. Tanto el anexo 7 como la tabla 5 indican
que el rango de CMI para los aislados va de 250 — 2000 pg/ml. En cuanto a una
comparacion del resultado en cepas control con los aislados, se observa que en ambos
casos, las cepas de S. aureus y S. epidermidis comparten el valor minimo en la CMI.

Tabla 5. CMI del extracto etanolico de L. meyenii frente a los aislados de
Staphylococcus spp

Cepas N° de MIN MAX
aislados (ug/ml) (ug/ml)
Control
S. aureus ATCC 33862 - 500 500
S. epidermidis ATCC 12228 - 250 250
Aislados
S. aureus 25 500 2000
S. epidermidis 30 250 2000
S. haemolyticus 4 500 500
S. auricularis 11 250 2000
S. capitis subsp. Capitis 9 250 2000

5.6 Actividad antibacteriana del gel elaborado con extracto etandlico de
Lepechinia meyenii Walp. Epling

De acuerdo a la Norma técnica de salud N° 122 para la elaboracién de férmulas
magistrales y preparados oficinales establecida por el MINSA/DIGEMID, nos indica que
un alcohol gel como producto terminado debe presentar consistencia de gel y color
transparente/incoloro, con un pH < 7.(73) Las caracteristicas obtenidas del gel elaborado

en el presente estudio se muestran en la tabla 6 y se observan en la fotografia 6.
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Tabla 6. Caracteristicas de los geles empleados en el estudio

CARACTERISTICAS GEL 1:100 DE
. GEL 1:100 DE
ORGANOLEPTICAS GEL BASE EXTRACTO i
i ANTIBIOTICO
Y Ph ETANOLICO
ASPECTO Caracteristico Caracteristico Caracteristico
] Amarillo
COLOR Transparente Marron
Transparente
_ Caracteristico a _
OLOR Sin olor ) Sin olor
Hoja seca
pH (25°C) 5.82 6.67 6,42

Fotografia 6. Gel base, control negativo (A), gel a partir de extracto etanolico de L.

meyenii (B) y gel antibiotico, control positivo, a partir de 1gr de ceftriaxona (C).

Respecto a la actividad antibacteriana resultante del enfrentamiento del gel frente a los
aislados y las cepas control, se demuestra que la especie S. epidermidis fue la mas sensible
frente al gel; mientras que las demas especies indicaron una sensibilidad moderada o débil

segun la escala de Durafford. (Tabla 7).
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Tabla 7. Actividad antibacteriana de las diferentes preparaciones del gel.

Didmetro de halo de inhibicion (mm)*

Gel elaborado con
Gel elaborado con

Gel Base extracto etanolico )
N ceftriaxona al 1%
de L. meyenii.
Cepas control

S. aureus ATCC 33862 13.45 +0.52 2327 +0.47
S. epidermidis ATCC  Actividad

18.36 +0.51 24.27 +0.65
12228 nula
Cepa de origen
hospitalario
S. aureus 13.65 £ 1.35 23.24 +2.83
S. epidermidis 18.33 + 2.86 24.77 £4.53
S. auricularis Actividad 14.58 + 2.31 26.00 + 1.41

nula

S. haemolyticus ! 16.61 + 3.58 27.09 + 3.59
S. capitis subsp. capitis 12.33+2.17 22.22 +3.15

(*) Promedio resultante de las 3 repeticiones realizadas.

5.7 Interpretacion bioldgica del analisis estadistico:

Las tablas 4 y 7 muestran los resultados en cuanto a la sensibilidad de las especies frente
al extracto etandlico y gel de L. meyenii. En ambas se muestra que S. capitis subsp. capitis
fue el aislado menos sensible. Esto se comprobd a travées de un analisis estadistico en las
tablas 8, 9 y 10; donde se evidencia que la especie mencionada presenta diferencia
significativa (p-value’s <0.05) al compararla con las demas especies en cada
enfrentamiento. Esta diferencia indica que aislados de la especie S. capitis no
compartieron valores de sensibilidad con los de otras especies dado que presentaron

resistencia a los productos evaluados.

A su vez, el andlisis comprueba que aislados de las especies S. epidermidis, S.

haemolyticus y S. auricularis son sumamente sensibles al extracto etandlico de L. meyenii
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al presentar halos de inhibicion >20 mm (tabla 4) y no presentan diferencia entre ellas
(tabla 7).

Tabla 8. Comparacion del enfrentamiento del extracto etandlico de L. meyenii hacia los
aislados hospitalarios.

S. S. S. S. S. capitis subsp.
aureus epidermidis auricularis haemolyticu capitis
S
S. aureus - <0.05%* 0.09 <0.05%* <0.05%*
S. epidermidis <0.05* - 0.14 0.6 <0.05*
S. auricularis 0.09 0.14 - 0.24 <0.05%
S. haemolyticus <0.05%* 0.6 0.24 - <0.05*
S. capitis subsp. 0.05* 0.05* 0.05* 0.05% -
capitis
g _

= Diferencia significativa

Tabla 9. Comparacion del enfrentamiento del gel elaborado con extracto etanolico de

L. meyenii hacia los aislados hospitalarios.

S. aureus S. S. S. S. capitis
epidermidis auricularis haemolyticus subsp. capitis

S. aureus - <0.05* <0.05* 0.97 <0.05*

S. epidermidis <0.05%* - <0.05%* 0.98 <0.05%*

S. auricularis <0.05% <0.05%* - 0.96 <0.05*

S. haemolyticus 0.97 0.98 0.96 - <0.05%*

S. capitis subsp. <0.05% <0.05%* <0.05%* <0.05%* -
capitis

ke _

= Diferencia significativa
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Tabla 10. Comparacion del enfrentamiento con el extracto etandlico y gel de L.
meyenii frente a aislados hospitalarios

S. aureus S. S. S. S. capitis
epidermidis auricularis haemolyticus subsp. capitis

S. aureus <0.05%* - - - -

S. epidermidis - <0.05%* - - -

S. auricularis - - <0.05* - -

S. haemolyticus - - - <0.05%* -

S. capitis subsp. - - - - 0.19
capitis

ok

= Diferencia significativa

-38-



VI. DISCUSION

El objetivo principal del trabajo fue determinar la actividad antibacteriana de un gel
elaborado a partir de extracto etandlico de L. meyenii frente a aislados de Staphylococcus
spp. obtenidos de una poblacidn de pacientes post operadas por cesérea y diagnosticadas
con infecciones de sitio operatorio. Para la elaboracién del estudio se dividi6 en 3 fases.
La primera fase fue la toma de muestra de las pacientes y la identificacion de las bacterias
presentes en ella. La segunda fase fue la elaboracion del extracto etandlico, su evaluacion
antibacteriana frente a los aislados obtenidos y la determinacion de su concentracion
minima inhibitoria. Por Gltimo, la tercera fase consistio en la elaboracién del gel a partir

del extracto etandlico de L. meyenii y la evaluacién de su actividad antibacteriana.

El rendimiento de la extraccion etanolica fue de 5.73% segun la metodologia utilizada en
el trabajo. Este rendimiento, se encuentra relacionado con el solvente etanol 96° utilizado.
La bibliografia sefiala al etanol como solvente dptimo para la extraccion dado que permite
una mayor captacion de metabolitos presentes en la planta producto de su composicion
quimica y su compatibilidad con el solvente. Orozco (2004) sefiala que el uso de etanol
como solvente en una extraccion da resultados positivos al tener una excelente capacidad
para extraer sustancias tanto lipidicas como hidrosolubles, lo que a su vez, aumenta el
rendimiento de la extraccién. De igual manera, la autora compara la extraccion de cuatro
especies de plantas con seis solventes distintos, en donde demostro que el etanol presentd
un mayor porcentaje de recuperacion en cuanto al extracto resultante en cada especie.(74)
Orestes (2008) comparte este argumento al comparar etanol, éter petrdleo y hexano como
solventes de extraccion, sefialando que etanol ademas de presentar un mayor rendimiento,
es un solvente mas amigable con el cual trabajar, no requiere condiciones limitadas y es
un solvente de bajo costo para la investigacion. (75) Por otro lado, Soto-Garcia y Rosales
(2016) en su estudio, sefialan la importancia del solvente en la relacién masa/volumen la
cual genera un efecto significativo en el resultado del extracto tanto en rendimiento como
en componentes obtenidos. Ellas realizaron extractos a concentraciones de 1/10, 1/20 y
1/30 respecto a masa/solvente; en donde el solvente fue una solucién hidroetandlica en
20, 50 y 80 %v/v. Al realizar la comparacion por medio de pruebas estadisticas,
determinaron diferencias significativas (p < 0.05) en cuanto al rendimiento de la

extraccion respecto a las concentraciones de 20 y 50 %v/v en las 3 concentraciones de
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masa/solvente, concluyendo que las concentraciones son variables que afectan de manera

directa al extracto resultante. (76)

El andlisis fitoquimico cualitativo realizado en este estudio mostré que el extracto
evaluado presenta una abundante cantidad de taninos. Estos compuestos siendo de
naturaleza fendlica tienden a ser solubles en disolventes polares como el etanol; (77) pero
estos se ven influenciados por las concentraciones de solvente segun sefialan Soto-Garcia,
previamente descrito en un estudio anterior. A su vez, Sepulveda et.al. (2016) adiciona el
tiempo de maceracion como factor influyente en la concentracion de compuestos
fendlicos resultante; dado que en su estudio comprobd que un extracto macerado por 60
horas a una concentracion de 4/1 solvente/masa dio una alta concentracién de compuesto

fendlicos.(78)

En el presente estudio la extraccion se realizdé con un 30% de material vegetal. En los
estudios mencionados de Soto-Garcia y Rosales (2016) y Sepulveda et. al. (2016), se
puntualiza la importancia en cuanto a la determinacion de la concentracion de volumen
solvente/masa para mejor rendimiento y una posible mayor concentracion en cuanto a los

metabolitos que se obtienen.

A su vez, la presencia de taninos sugiere una posible actividad antibacteriana por parte
del extracto. En el estudio realizado por Marquez y Suarez (2008) sefialan la importancia
de taninos condensados en el sistema gastrointestinal de rumiantes dado que estos forman
complejos con las membranas y enzimas extracelulares de bacterias inhibiendo su
desarrollo. (79) Esto dltimo también lo sefiala Akiyama (2001) quien demostro la
actividad antibacteriana de estos compuestos frente a aislados de S. aureus evaluando
100mg/L de acido tanico en el proceso de coagulacion de plasma generado por dicha
bacteria. El autor comprob6 que la concentracion mencionada inhibia el proceso de
coagulacion de plasma. Por lo tanto, el autor sugiere que la presencia de taninos genera
una inhibicién en cuanto a la produccién de enzimas a nivel extracelular, dado que son

éstas las responsables de la reaccion con la fibrina para formar el coagulo. (19)

Por otro lado, Arenas et. al (2018) fracciona flavonoides provenientes de L.meyenii y
sefiala que esta especie cuenta con una carga significativa de este metabolito. (80) Esto
difiere con los resultados del presente estudio donde la concentracion de este metabolito

se considera leve (+) de acuerdo a la escala mencionada por Rengifo (2018) en su estudio
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fitoquimico cualitativo de flavonoides y taninos del extracto etanodlico de hojas de
Desmodium vargasianum Schubert. (70) Hernandez et. al (2015) determinaron la
fitoquimica y la actividad biologica de plantas medicinales y sefialan variaciones
cuantitativas y cualitativas a nivel de composicién quimica como de actividad
antibacteriana de L. graveolens tanto “dentro” como “entre” poblaciones de esta misma
especie; indicando que es la respuesta de la planta frente a las condiciones ecoldgicas de
la region en donde se recolecto. (81) Yang et. al (2018) sefiala que la concentracion de
metabolitos secundarios esta relacionado a factores ambientales como luz, temperatura,
precipitacion y composicion del suelo. EI autor reporta una variabilidad en la
concentracion de taninos en Brassica napus var oleifera producto de la evaluacién de
diferentes concentraciones de sales en el suelo de cultivo. A su vez, sostiene que la
concentracion de flavonoides en plantas estd directamente relacionada al fotoperiodo,
demostrado en un aumento en la concentracion de flavonoides en las hojas de Ipomoea

batatas frente a un mayor fotoperiodo. (82)

Con respecto a las especies de bacterias identificadas, de 108 aislados, 79 pertenecieron
al género Staphylococcus spp.. (Gréafico 1) Este resultado se comparte con el trabajo de
Montoya y Fernando (2015) en el cual demostraron una mayor incidencia de
Staphylococcus spp. en 1SO en el hospital de tercer nivel de Medellin. Ellos sefialan que
Staphylococcus spp se encuentra en el 26,3% y 57,9% de casos de ISO a nivel incisional
superficial primario y a nivel de 6rgano, respectivamente. (47) Bhattacharya et. al.(2016)
sefiala una alta incidencia de Staphylococcus spp. causante de infecciones de sitio
operatorio. De una muestra que de 269 pacientes diagnosticados con I1SO, se obtuvieron

267 aislados, de los cuales 173 (64.8%) fueron identificados como Staphylococcus
spp.(83)

De los 79 aislados de Staphylococcus spp. 25 pertenecian a la especie S. aureus y 54 a
Staphylococcus coagulasa negativos (SCN). La bibliografia sefiala a S. aureus como el
patdgeno mas incidente en 1ISO como el reporte de Ramirez et. al (2016) que muestra una
incidencia de 42.02% de I1SO en puérperas causadas por S. aureus. A su vez, los autores
muestran casos de 1SO causados por SCN pero en menor porcentaje (5.80%). (52) En este
estudio se mostrd una incidencia de SCN del 50% del total de aislados donde la especie
mas incidente fue S. epidermidis con 27.77%. Esto concuerda con lo sefialado por

Anderson et. al. (2009) y Farifia et. al (2013) quienes sostienen que los SCN son un grupo
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importante en las infecciones cutaneas y tejido blando, especialmente relacionandolas con
S. epidermidis. (53,54)

Las especies S. haemolyticus y S. capitis subsp. capitis, fueron las de menor incidencia
entre los aislados identificados. Estas son consideradas como patégenos oportunistas
capaces de generar la infeccion. Koneman (2017) sefiala a los SCN como patdgenos
oportunistas en pacientes inmunosuprimidos, neonatos prematuros, personas de edad
avanzada y en pacientes hospitalizados luego de un proceso invasivo. De igual manera
sostiene que infecciones causadas por estos agentes son adquiridas en ambientes
hospitalarios y algunas de las especies cominmente involucradas son S. haemolyticus, S.
lugdunensis, S. schleiferi, S. hominis, S. capitis y S. cohnii. (61) Asi mismo, Natsis y
Cohen (2018) sefialan a S. haemolyticus como otro colonizador, asociandola con
infecciones en piel y tejido blando. A su vez, los autores indican que las especies S. capitis
y S. auricularis son especies comunes de la flora de la piel y éstas se ven raramente
involucradas en infecciones de piel. (62) Las especies identificadas en el estudio
provienen de un tipo de poblacidbn que guarda caracteristicas como las citadas
previamente, es decir son mujeres que estuvieron hospitalizadas y pasaron por un proceso

invasivo.

Para evaluar el potencial antibacteriano del extracto etanolico y el gel elaborado, se eligio
el método pozo difusién en agar dado que demuestra una mayor sensibilidad respecto a
la inhibicion del crecimiento bacteriano. Rojas et.al (2005) realiza la comparacion del
método de difusion por pozo y por disco difusion para evaluar la actividad antibacteriana
de 3 extractos de plantas medicinales. Sostiene que el método por pozo es dptimo para
determinar la actividad antibacteriana de una planta medicinal debido a que permite una
mejor interaccion del medio de cultivo con los componentes del producto a evaluar. (84)
Esto ultimo concuerda con los autores Ramirez y Marin (2009) quienes sefialan a la
metodologia con disco como una desventaja. Los autores mencionan que la celulosa,
como parte de la composicion del disco de papel filtro, puede impedir en la difusién de

compuestos catidnicos propios del producto natural tras absorberlos a su superficie. (85)

En el presente estudio, se utilizo la ceftriaxona como control positivo para la evaluacion
de los productos naturales. Este antibiotico se encuentra registrado en el Formulario
Nacional de Medicamentos Esenciales establecido por DIGEMID (2008), indicando su

aplicacion en infecciones cutaneas. A su vez, el documento indica su aplicacion frente a
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infecciones causadas por S. aureus meticilino sensible o resistente, S. epidermidis, entre
otras gram positivas asociadas. (86) Esta actividad radica en la inactivacion de las
proteinas fijadoras de Penicilina (Penicillin binding protein, PBP) quienes participan en
la estructuracion de la pared celular y en el enlace de cadenas de peptidoglicano. En
consecuencia, causan la lisis celular; dando lugar a su amplio espectro en cuanto a
bacterias (87) A su vez, segln detalla Germiani (1989), la ceftriaxona al ser un antibiotico
del grupo de las cefalosporinas de tercera generacion, el autor la sefiala como uno de los
antibiéticos mas eficaces en el tratamiento postoperatorio. Llega a esta conclusion al
reportar la eficacia de su uso en el tratamiento de distintos casos de pacientes
postoperatorios a quienes se les aplicé una Unica dosis diaria, curando al 93.4% de casos.
(88)

Por otro lado, Zubieta et. al (2016), tras analizar 100 casos de pacientes que pasaron por
un proceso quirurgico en el abdomen, demuestra que ceftriaxona fue el antibiotico mas
utilizado siendo parte del tratamiento del 63.3% de los casos. A su vez, cita que el uso de
cefalosporinas no es recomendable dada la prevalencia de resistencia bacteriana de las
misma. No obstante el uso de ceftriaxona forma parte de los procedimientos establecidos

y aplicados de manera rutinaria. (89)

La bibliografia indica el uso de la escala de Durafford como un criterio de clasificacion
en cuanto a la sensibilidad de las bacterias frente a la evaluacion de productos naturales.
Por ejemplo, Velasquez (2017) sefiala la sensibilidad de S. aureus frente a extracto
etanolico de Tagetes multiflora Kunth como muy sensible de acuerdo con esta escala.
(90) Medina (2018) indica la sensibilidad de S. aureus como limite frente a la evaluacion
del extracto etandlico de yacon. (91). En este estudio, de acuerdo a la escala de Durafford,
clasificamos la sensibilidad de la mayoria de aislados frente al extracto fue alta. Como se
menciond anteriormente, la abundante presencia de taninos en el extracto evaluado
sugiere ser el componente responsable de la actividad antibacteriana del mismo. En la
tabla 4 se muestra la actividad promedio del extracto de L. meyenii ademas de la
desviacion estandar consecuente de la variedad en los resultados por aislado por especie.
Estos resultados sugieren la presencia de aislados con resistencia hacia los componentes
del extracto etandlico. Segun sefiala Palacio et. al (2018) quien cita a Aguilar-Zarate et.
al. (2014), el género Staphylococcus es uno de los catalogados como tanino-resistentes,

siendo capaces de utilizar el &cido tanico como fuente de carbono. (92,93) De esta manera
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se justifica la presencia de aislados con resistencia frente a nuestro extracto y el aumento
de la desviacion estandar en los promedios respecto a la sensibilidad dada por éstos frente

al tratamiento.

En cuanto a los valores de la concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de
L.meyenii en los aislados hospitalarios evaluados, éstos oscilan entre 250 — 2000 pg/ml.
(Tabla 5). Holetz (2002) sostiene que una CMI de un producto natural en un rango de 500
- 1000 ug/ml se considera débil, 100-500ug/ml moderada y <100ug/ml alta. (94) Sin
embargo, Bussman (2010) establece en su estudio con plantas medicinales utilizadas en
el norte del Peru que extractos cuya CMI sea <16mg/ml puede considerarse como alta
actividad antibacteriana. De acuerdo con esto ultimo, se consider¢ alta la actividad de
nuestro extracto frente a los aislados de Staphylococcus spp.. Cabe recalcar que no hay
un consenso en cuanto a la determinacion de la actividad antibacteriana de un producto

natural.

El gel elaborado con extracto etandlico de L.meyenii, presento un pH de 6.67, el cual se
encuentra dentro de lo establecido que no generaria una variacion en el pH de la piel segln
sefiala Sandeep (2017). (95) De la misma manera, este resultado es aceptado dentro de la
norma técnica de salud para la elaboracién de formulas magistrales y preparados
oficinales establecida por el MINSA/DIGEMID, que establece que el rango de pH para
la formulacion de un gel debe ser <7 dado que valores mayores son dafinos para la piel.
(73) Asi mismo, esta norma sostiene que un alcohol gel debe ser consistente y
transparente, a menos que se incorpore algun colorante. Respecto a lo ultimo, el gel base
y el gel con antibiotico logran cumplir la caracteristica de transparente, mas no la cumple
el gel con el extracto etanolico de L.meyenii,. Esto podria mejorarse aumentando el tiempo
de suspension del extracto en etanol previo o con un mayor volumen de etanol para la
disolucion del extracto previo a su incorporacion. Dado que ha sido un producto elaborado
a escala laboratorio a manera piloto, se esperan observar estas caracteristicas a fin de ser
oportunidad de mejora en la formulacion para poder realizar el disefio y las metodologias

para pasar a la siguiente escala.

En cuanto al enfrentamiento del gel, éste mostro diferencia (p<0.05) en cuanto al
enfrentamiento del extracto etandlico crudo para cada aislado excepto la especie S. capitis
subsp capitis, sugiriendo que este Gltimo no mostro sensibilidad frente a los productos

evaluados. (Tabla 10) Esto se debe a la diferencia en cuanto a la concentracion de
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metabolitos presentes en el gel, siendo éste una concentracion al 1% del extracto. Esto se
observa en el trabajo de Vydia et al. (2012) quien evalla el extracto metandlico de
Samadera indica frente a S. aureus y P. aeruginosa y formula un gel a partir de él. La
autora sefiala una diferencia en cuanto a la actividad del extracto crudo con la del gel
formulado (5% de extracto), sugiriendo una disminucion en la inhibicion, mas no descarta
la actividad del producto. (96) Por otro lado, Harahap et. al (2018) sugiere que, para la
determinacion de actividad antibacteriana de un gel, se deben evaluar diferentes
formulaciones y evaluar la estabilidad del producto a fin de comprobar la conservacién

de sus propiedades fisicoquimicas. (97)
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VII. CONCLUSION

1. Del total de 108 bacterias, 79 pertenecia al género Staphylococcus spp. donde 25
fueron identificados como S. aureus y 30 como S. epidermidis, siendo éstas las
especies de mayor incidencia en el estudio.

2. Laextraccion etandlica de la planta total de Lepechinia meyenii (Walp) Epling dio un
rendimiento de 5.73%, presentando en mayor concentracion taninos y en menor
concentracion flavonoides y alcaloides.

3. Lasensibilidad de cada aislado de Staphylococcus spp, frente al extracto etanélico de
Lepechinia meyenii (Walp) Epling fue variable. Las especies S. epidermidis, S.
auricularis y S. haemolyticus fueron sumamente sensibles (halos de inhibicion >20
mm); mientras que la especie S. aureus mostré una sensibilidad promedio de 17.25
mm sefialandola como “muy sensible”.

4. El rango de concentracion minima inhibitoria (CMI) de extracto etandlico de
Lepechinia meyenii (Walp) Epling es producto de la variabilidad en la actividad
antibacteriana frente a cada aislado de Staphylococcus spp.

5. Elgelde extracto etanolico de Lepechinia meyenii (Walp) Epling cumplio con algunas
caracteristicas establecidas por la norma técnica para la elaboracion de formulas
magistrales.

6. EIl gel de extracto etanolico de Lepechinia meyenii (Walp) Epling mostré actividad
antibacteriana frente a la mayoria de aislados Staphylococcus spp, siendo S.

epidermidis la especie mas sensible a este producto.
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Anexos:
Anexo 1. Constancia de identificacion taxondmica de muestra de L. meyenii

: $ & CAYETANO HEREDIA

FACULTAD DE CIENCIAS Y FILOSOFIA “"ALBERTO CAZORLA TALLERI”

CONSTANCIA

El Encargado del Laboratorio de Botanica Aplicada de la Facultad de
Ciencias y Filosofia deja constancia que:

Ha recibido del Seior Alejandro Barrenechea de la Fuente, pi:

e 3lumno de la Facultad de Ciencias y Filosofia de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia, una muestra boténica para su determinacién Taxonémica; los nombres
de esta especie son los siguientes: “pacha salvia”, “salvia serrana” y “salvia de puna”, en el
marco de su Proyecto de Tesis para optar la Licenciatura en Biologia: “Actividad
antibacteriana del estracto etandlico de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling, frente a
bacterias aisladas de pacientes con infecciones post cesarea del Hospital Nacional Madre
Nifio “San Bartolomé™”. El resultado del estudio sistematico de la muestra es el siguiente:

Nombres vernaculares: “pacha salvia”, “salvia serrana” y “salvia de puna”.

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida (Dicotileddnea).

Orden: Lamiales

Familia: LAMIACEAE

Género: Lepechinia

Especie: Lepechinia meyenii (Walp.) Epling.

Dicha especie fue colectada en Andahuaylas, Andahuaylas, Apurimac a una altitud de 2836
msnm el 17 de junio del 2018. Se acompafian los siguientes datos de campo: Hierba de
flores blancas usada en infusion contra la indigestion, ciclo menstrual irregular, flatulencia,
reumatismo y malaria.

Se expide el presente documento a solicitud del interesado para los fines que
considere convenientes.

Lima, 01 de julio del 2020.

Mg. Camilo Diaz-Sdntibafiez
CBP: 3795
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Anexo 2. Flujograma de metodologia del estudio

extracto etandlico

l {130 gr en 100 ml ” &> | ==
s Ji o |
Analisis Fitoquimico of

A C
. i gel . partir
Elaboracion de m de L. meyenii

pac‘ien!es

38

Screening S8
antibacteriano » Evaluar actividad
lnanspmd“ Laboratorio l i
Aislamiento e Difusién por pozo
identificacion Concentracion

minima inhibitoria
(cmi)

La metodologia del se fraccion6 en 3 etapas. Etapa 1 (A): toma de muestra y el aislamiento e identificacion
de las bacterias presentes. Etapa 2 (B) elaboracion del extracto, su analisis y su evaluacion antibacteriana

frente a los aislados. Etapa 3 (C) : Elaboracién del gel y la evaluacién de su actividad antibacteriana.

Anexo 3. Flujograma de metodologia de macrodilucion de extracto para determinar la
concentracion minima inhibitoria.

1ml 1ml 1mi

1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
MHB MHB MHB MHB MHB MHB MHB MHB MHB
4000 pg 2000 pg 1000 pg 500 pg 250 g 125 ug 52.5 ug 313 pg 15.6 ug
Extracto |
etandlico \ Y

1 ml de cepa
Escala 0.5 McFarland
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Anexo 4. Prueba de colorimetria con cloruro de tetrazolio para determinar la
concentracion minima inhibitoria. (Fotografia de ensayo con S. aureus ATCC 33862)

2000 pg 1000 pg 500 pg 250pug 125pg 62.5 ug 31.25pug  15.63pg
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Anexo 5. Caracteristicas fenotipicas de cepas control y aislados del género

Staphylococcus spp
S. aureus S. capitis

ATCC S. epidermidis | S.aureus |S. epidermidis|S. haemolyticus | S. auricularis subsp.

33869 ATCC 12228 capitis
Crecimiento | Agar Sangre | Agar Sangre | Agar Sangre | Agar Sangre | Agar Sangre Agar Sangre | Agar Sangre

Colonias Colonias Colonias Colonias Colonias

Aspecto en grandes pequefias grandes pequefias Colonias pequefias Colonias
placa amarillentas |blanquecinas |amarillentas |blanquecinas | medianas blanquecinas | medianas
Coloracion Gram Gram Gram
Gram Positiva Gram Positiva | Positiva Gram Positiva | Gram Positiva | Gram Positiva | Positiva
Morfologia | Cocos en Cocos en Cocos en Cocos en Cocos en Cocos en Cocos en
microscopica |racimo racimo racimo racimo racimo racimo racimo
Catalasa Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Oxidasa Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
Fermentacio Mayormente Mayormente
n Manitol Positiva Negativa Positiva Negativa positiva negativa Positiva
Actividad
desoxirribon
ucleasa
(Dnasa) Positiva Negativa Positiva Negativa Positiva Negativa Negativa
Coagulasa Positiva Negativa Positiva Negativa Negativa Negativa Negativa
Sensibilidad
a
Novobiocina | Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible Sensible
Deshidroxilac
ion de urea | Positiva Positiva Positiva Positiva Negativa Negativa Negativa
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Anexo 6. Resultados de cada aislado en la evaluacion de la actividad antibacteriana

mediante el método de difusion en pozo del extracto etanolico y el gel del L. meyenii.

Evaluacion extracto etandlico

de L. meyenii

Evaluacion Gel L. meyenii

N2 | Cédigo Cepa

R.E.1 R.E. 2 R.E.3 R.G.1 | R.G.2 | R.G3
1 [C001-1 S.aureus 19 18 21 12 14 14
2 (C001-2 S.aureus 17 18 19 11 12 11
3 |C001-3 S.aureus 17 18 21 12 13 15
4 |C002-2| S.epidermidis 22 22 24 22 24 22
5 [C002-3| S.epidermidis 23 21 20 19 20 19
6 [C003-1| S.epidermidis 20 20 19 18 19 18
7 |C003-2| S.epidermidis 20 18 20 22 22 21
8 [C003-3| S.epidermidis 17 16 17 18 19 19
9 |C004-1| S.haemolyticus 18 17 16 12 12 14
10 | C004-2 S.epidermidis 26 25 27 18 18 18
11 |{C004-3| S.haemolyticus 17 21 24 15 15 17
12 |C004-4| S.haemolyticus 19 21 25 16 17 19
13| C008-1 S.epidermidis 23 23 22 15 16 16
14 1 C008-2 S.epidermidis 24 24 23 16 16 18
15| C008-3 S.epidermidis 22 22 23 19 19 18
16 |C008-4 | S.epidermidis 20 20 21 17 17 18
17 | C009-1 S.auricularis 22 21 21 16 17 17
18| C009-2 S.auricularis 16 17 19 14 14 15
19|co10-1| > Ca’é’g;;:bs’o' 12 12 13 bl n | B
20| C010-2 S.aureus 17 17 16 10 13 11
21|co11-1| > Ca’é’g;;:bs’o' 14 14 13 3 5 3
22 [C012-1| S.haemolyticus 21 22 21 13 13 12
23|C013-1 S.epidermidis 24 26 24 17 19 19
24 1C013-2 S.epidermidis 24 23 22 21 23 25
25(C013-3 S.epidermidis 21 23 21 20 19 19
26| C017-1 S.auricularis 27 25 24 17 18 19
27| C017-2 S.auricularis 22 25 24 21 21 19
28| C017-3 S.auricularis 24 23 25 23 23 20
29|C018-1 S.auricularis 22 23 23 21 21 19
30|C018-2 S.auricularis 16 17 16 15 17 17
31|C018-3 S.auricularis 17 19 17 17 18 20
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Evaluacion extracto etandlico

Evaluacion Gel L. meyenii

N2 | Cédigo Cepa de L. meyenii

R.E.1 R.E. 2 R.E.3 R.G.1 R.G.2 | R.G3
32|co20-1| > C"‘C’gﬁ’fi;:bsp' 13 13 12 . . s
33 (C020-2 S.epidermidis 22 23 21 20 20 19
34 (C020-3| S.epidermidis 23 22 23 18 20 21
35|C021-1 S.aureus 19 17 17 13 15 15
36 |C021-2 S.aureus 16 18 18 14 14 15
37 (C021-3 S.aureus 18 18 21 14 13 14
38 (C022-1 S.aureus 17 17 18 14 13 14
39 (C022-2 S.aureus 17 18 21 14 15 15
40| C022-3 S.aureus 17 18 20 16 16 15
41]C023-1 S.aureus 17 14 15 13 13 12
421C023-2 S.aureus 14 15 14 14 13 13
43|C023-3 S.aureus 18 19 17 13 14 13
441C024-1 S.auricularis 15 15 13 12 12 13
451C024-2 S.auricularis 13 14 13 12 12 11
46 |1 C024-3 S.auricularis 15 16 16 13 13 11
47 C026-1 S.epidermidis 21 22 20 15 15 17
48 | C026-2 S.epidermidis 22 20 19 15 16 18
49| C026-3 S.epidermidis 16 15 18 15 16 16
50| C027-1 S.epidermidis 17 16 17 14 14 16
51 (C027-2 S.epidermidis 16 17 16 14 13 12
52 (C027-3 S.epidermidis 14 17 16 19 19 20

S. capitis subsp.
53| C028-1 ’gapl.ﬁs P 12 13 14 3 " "
S. capitis subsp.

54 |C028-2 ’gapl.ﬁs P 13 14 15 3 " 3
55 |Co28-3| Caﬁézsi;: o 6 6 6 10 12 10
56 | C029-1 S.aureus 16 18 16 14 12 12
57 |1 C029-2 S.aureus 15 15 17 12 12 12
58 | C029-3 S.aureus 17 16 17 15 12 11
59 | C030-1 S.aureus 19 18 19 14 14 16
60 [ C030-2 S.aureus 15 18 15 12 14 14
61| C030-3 S.aureus 19 19 18 16 13 15
62 |C031-1| S.epidermidis 17 18 18 14 13 13
63 [ C031-2 S.epidermidis 18 17 18 13 13 13
64 | C031-3 S.epidermidis 19 17 19 11 11 11
65 [ C032-1 S.aureus 17 17 16 14 14 15
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Evaluacion extracto etandlico

N2 | Cédigo Cepa de L. meyenii Evaluacion Gel L. meyenii
R.E.1 R.E. 2 R.E.3 R.G.1 R.G.2 | R.G3
66 [ C032-2 S.aureus 16 18 16 15 15 16
67 | C032-3 S.aureus 16 16 18 14 14 14
68 | C033-1 S.epidermidis 17 18 18 22 21 20
69 | C033-2 S.epidermidis 18 20 19 19 20 21
70 [C033-3| S.epidermidis 19 17 19 16 16 18
. capiti )
71|cosal| © Caﬁc)atpsiti: e ° ° ® 11 11 12
S. capitis subsp.
72| €034-2 f:)apitis i ° ° ® 10 11 11
73|C034-3| * Caﬁc)g/;siti: o 6 6 6 10 10 11
74| C037-1 S.aureus 17 17 16 14 14 13
75 [ C037-2 S.aureus 16 18 16 14 14 15
76 [ C037-3 S.aureus 16 16 18 15 14 15
77| C038-1| S.epidermidis 17 19 18 16 16 18
78| C038-2| S.epidermidis 19 18 18 16 16 17
79 [ C038-3 S.epidermidis 19 17 19 19 17 17
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Anexo 7. CMI de cada aislado de Staphylococcus spp.

< Concentracion de extracto (ug/ml CMmI
CODIGO | MICROORGANISMO 750,100 [500 [ 250 [ 125 | 62.5 31.(25g 15.2325 (ug/ml)
C001-1 S.aureus - - |-+ ]+ ]+ + 500

C001-2 S.aureus - S e e 2 + 2000
C001-3 S.aureus - + |+ |+ |+ |+ ]+ + 2000
C002-2 S.epidermidis - - |- ]+ ]+ + 500

C002-3 S.epidermidis - - |-+ ]+ ]+ + 500

C003-1 S.epidermidis - + |+ |+ |+ |+ ]| + + 2000
C003-2 S.epidermidis - -+ |+ |+ + 1000
C003-3 S.epidermidis - - |+ [+ ]+ ]+ + 500

C004-1 S.haemolyticus - - |-+ |+ ]+ + 500

C004-2 S.epidermidis - - |-+ ]+ ]+ + 500

C004-3 S.haemolyticus - - |-+ |+ ]+ + 500

C004-4 S.haemolyticus - - |-+ ]+ ]+ + 500

C008-1 S.epidermidis - - |-+ |+ ]+ + 500

C008-2 S.epidermidis - I I I O + 1000
C008-3 S.epidermidis - I N A T B + 1000
C008-4 S.epidermidis - - |-+ |+ ]+ + 500

C009-1 S.auricularis - I N A T B + 1000
C009-2 S.auricularis - - -+ + |+ + 250

C010-1 |S. capitis subsp. capitis| - - |-+ H ]+ ]+ + 500

C010-2 S.aureus - - |-+ ||+ ]+ + 500

C011-1 |S. capitis subsp. capitis| - - | +H [+ |+ ]+ + 1000
C012-1 S.haemolyticus - - |-+ H ]+ ]+ + 500

C013-1 S.epidermidis - - |-+ |+ ]+ + 500

C013-2 S.epidermidis - - |- -]+ ]+ + 250

C013-3 S.epidermidis - - |-+ H ]+ ]+ + 500

C017-1 S.auricularis - - |-+ H ]+ ]+ + 500

C017-2 S.auricularis - - |- -]+ ]+ + 250

C017-3 S.auricularis - - |- - H ]+ ]+ + 250

C018-1 S.auricularis - - |+ [+ |+ ]+ ]+ + 1000
C018-2 S.auricularis - - |-+ H ]+ ]+ + 500

C018-3 S.auricularis - - |-+ H ]+ ]+ + 500

C020-1 |S. capitis subsp. capitis | - - |- - H ]+ ]+ + 250

C020-2 S.epidermidis - - |- F | H ]+ ]+ + 500

C020-3 S.epidermidis - - |-+ H ]+ ]+ + 500

C021-1 S.aureus - S B B s B + 500

C021-2 S.aureus - - |+ |+ ||+ O+ + 1000
C021-3 S.aureus - S B B s B + 500

C022-1 S.aureus - - - -+ ]+ + 250

C022-2 S.aureus - - |-+ ||+ ]+ + 500

C022-3 S.aureus - S B A B + 500

C023-1 S.aureus - - |-+ ||+ ]+ + 500

C023-2 S.aureus - S B A B + 500

C023-3 S.aureus - - |-+ ||+ ]+ + 500
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C024-1 S.auricularis - - |-+ ]+ ]+ + 500
C024-2 S.auricularis - - |-+ ]+ ]+ + 500
C024-3 S.auricularis - + |+ |+ |+ |+ ]| + + 2000
C026-1 S.epidermidis - - - -+ |+ ]+ + 250
C026-2 S.epidermidis - + |+ |+ |+ |+ ]| + + 2000
C026-3 S.epidermidis - + |+ |+ |+ |+ ]| + + 2000
C027-1 S.epidermidis - - |- ]+ ]+ + 500
C027-2 S.epidermidis - - |- ]+ ]+ + 500
C027-3 S.epidermidis - - - -+ |+ ]+ + 250
C028-1 |S. capitis subsp. capitis| - - |-+ |+ ]+ + 500
C028-2 |S. capitis subsp. capitis| - I N A A + 1000
C028-3 |S. capitis subsp. capitis| - I N A A + 1000
C029-1 S.aureus - - |-+ H ]+ ]+ + 500
C029-2 S.aureus - - |-+ ]+ ]+ + 500
C029-3 S.aureus - - |-+ ]+ ]+ + 500
C030-1 S.aureus - - - -+ |+ |+ + 250
C030-2 S.aureus - e e T I B + 250
C030-3 S.aureus - - |-+ +H ] H ]+ + 500
C031-1 S.epidermidis - - - -+ ]+ ]+ + 250
C031-2 S.epidermidis - - - -+ ]+ ]+ + 250
C031-3 S.epidermidis - - |-+ ]+ ]+ + 500
C032-1 S.aureus - - | - + |+ | + + 500
C032-2 S.aureus - - |- -+ ]+ + 500
C032-3 S.aureus - - - -+ ]+ + 500
C033-1 S.epidermidis - - |+ [+ + ]+ ]+ + 1000
C033-2 S.epidermidis - + |+ |+ |+ |+ ]| + + 2000
C033-3 S.epidermidis - - |-+ H ]+ ]+ + 500
C034-1 |S. capitis subsp. capitis| - + |+ |+ |+ |+ ]| + + 2000
C034-2 |S. capitis subsp. capitis | - + |+ |+ |+ |+ ]| + + 2000
C034-3 |S. capitis subsp. capitis| - + |+ |+ |+ |+ ]| + + 2000
C037-1 S.aureus - - - H |+ O+ + 500
C037-2 S.aureus - - |-+ |+ ]+ + 500
C037-3 S.aureus - - - H |+ O+ + 500
C038-1 S.epidermidis - - |-+ H ]+ ]+ + 500
C038-2 S.epidermidis - - |-+ H ]+ ]+ + 500
C038-3 S.epidermidis - - |- F | H ]+ ]+ + 500
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