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Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue comprobar la actividad antibacteriana in vitro
de diferentes extractos de hojas de planta de mangifera indica linn (mango) sobre cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 6538. Este estudio fue de tipo experimental, in vitro,
determind la actividad antibacteriana de 4 diluciones (extractos etanoélico e hidroalcohdlico al
50% y 100%) sobre cultivos de Staphylococcus aureus ATCC 6538 comparando con el
control positivo (clorhexidina 0.12%) y negativo (alcohol 96°) en cultivos de agar Muller
Hinton usando el método de difusion de Kirby Bauer pozos tomando 8 repeticiones por cada
grupo de estudio e incubando los cultivos a 37°C por 24 horas. Se comprob6 que
efectivamente los 4 extractos poseen actividad antibacteriana con halos de inhibicion entre
21mm y 35 mm encontrandose diferencias significativas entre ellos y con el control positivo.
En conclusion, extractos de hojas de mango son potentes antibacterianos, demostrando ser
maés eficaz el extracto hidroalcoholico al 100% confirmando asi la presencia de

constituyentes activos en plantas medicinales.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, fitoterapia, mangifera indica linn, extractos,

Staphylococcus aureus.



Abstract

The aim of the present research was to verify the in vitro antibacterial activity of different
leaves extracts of mangifera indica linn (mango) plant on Staphylococcus aureus ATCC 6538
strain. This study was of experimental type, in vitro, determined the antibacterial activity of 4
dilutions (ethanolic and hydroalcoholic extracts at 50% and 100%) on Staphylococcus aureus
ATCC 6538 cultures compared to the positive control (clorhexidine 0.12%) and negative
(alcohol 96°) in Miiller Hinton agar cultures using the Kirby Bauer well diffusion taking 8
repetitions for each study group and incubating the cultures at 37°C for 24 hours. It was
verified that effectively the 4 extracts have antibacterial activity with halos of inhibition
among 21mm and 35 mm, finding significant differences among them and with the positive
control. In conclusion, mango leaves extracts are powerful antibacterial, proving to be more
effective hydroalcoholic extract at 100% thus confirming the presence of active constituents

in medicinal plants.

Key words: Antibacterial activity, phytotherapy, mangifera indica linn, extracts,

Staphylococcus aureus.



l. Introduccion

La presente investigacion aborda la problemaética de la resistencia bacteriana, un problema de
salud publica que involucra a la poblacion mundial. Esto debido a que bacterias causantes de
enfermedades infecciosas se tornan resistentes a los antibi6ticos por lo que la ciencia se ha
visto en la situacion de tomar medidas como el desarrollo de nuevos antibacterianos que
permitan hacer frente a estas bacterias multirresistentes. Por otro lado, la medicina tradicional
viene adquiriendo cada vez mayor fuerza ya que gran variedad de plantas demuestran tener
propiedades bioldgicas para las diferentes afecciones que presenta el hombre, por lo que
existiendo una gran fuente empirica de principios activos, es conveniente aclarar dichas

propiedades.

En el trabajo de investigacion se busco evaluar el efecto antibacteriano de diferentes extractos
de hojas de Mangifera indica linn (mango) sobre la cepa de Staphylococcus aureus, lo que
nos dio una vision del potencial de las plantas. Esto es importante ya que se aporta evidencia
cientifica al perfil de la planta de mango oriunda del norte peruano y asi esta pueda ser

incluida como una fuente alternativa en la produccion de nuevos antibacterianos.

Se emplearon investigaciones actualizadas sobre propiedades antibacterianas atribuidas al
arbol de mango, que permitieron definir el procedimiento a seguir para obtener resultados que
logren comprobar los objetivos planteados y asi responder a la interrogante que promovio el

estudio.

La presente investigacion fue de tipo experimental, prospectivo y se utilizo la prueba t de
Student y la prueba F a través de la técnica de analisis de varianza (ANOVA) para la

comprobacion de los objetivos.



1.1 Descripcién y formulacion del problema

Actualmente, la resistencia bacteriana aumenta a niveles peligrosos mundialmente ya que
dia a dia aparecen nuevos mecanismos de resistencia lo que reduce la capacidad de controlar
infecciones comunes. Esto provocado por el uso inadecuado y excesivo de farmacos ademas
de deficiencias en la prevencion y control de infecciones. Al no poderse usar antibioticos de
primera linea es preciso el uso de medicamentos mas caros lo que eleva los costos para la

familia y la sociedad (OMS, 2018).

En Odontologia el uso de antibioticos esta justificado en presencia de infecciones
odontogénicas y como profilaxis en pacientes de riesgo. Dentro de las infecciones de
importancia estomatologica, bacteriemias y osteomielitis son comunes como consecuencia de
procedimientos odontoldgicos invasivos cuyo origen multifactorial incluye una microflora
muy variada encontrandose microorganismos oportunistas como Staphylococcus aureus, el

cual esta relacionado con el inicio de estas enfermedades (Cervantes, Garcia y Salazar, 2014).

Cachay, de la Flor y Schwalb (2018) refieren que en tres hospitales de Lima del 2011 al
2014 se presentaron un total de 150 casos de bacteriemias por S. aureus donde el mayor
porcentaje fue debido a MRSA. En el Hospital Nacional Arzobispo Loayza los
procedimientos odontoldgicos representaron una comorbilidad frecuente con un 9% para el
desarrollo de endocarditis infecciosa. Y en el INSN del 2008 al 2013 se presentaron 17 casos
de osteomielitis de los maxilares donde la caries dental fue la etiologia mas frecuente

(Romani, Cuadra, Atencia, Vargas, y Canelo, 2009; Oré y La Torre, 2013).

El enfoque terapéutico de estas infecciones se basa en procedimientos quirtrgicos y
terapia antibidtica por lo que el impacto de esta cepa sobre la salud es la resistencia que
puede presentar frente a los antibi6ticos y debido a que es parte de la flora normal humana se

incrementa el riesgo de diseminacion. En los Gltimos afios se ha observado un incremento de



cepas de MRSA en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue. Actualmente el uso de antibidticos
se usa como tratamiento frente a estas infecciones, sin embargo no es seguro el sostenimiento
de su eficacia a lo largo de los afios debido a los cambios estructurales innatos de los

microorganismos por la supervivencia (Sandival, Mucching, Champi y Alvarado, 2015).

Por otro lado, desde 2002 hasta la actualidad la OMS viene promoviendo la utilizacion
apropiada de los sistemas tradicionales de medicina con el objetivo de establecer con base
cientifica el uso de la medicina natural. A nivel mundial, la medicina tradicional y
complementaria viene tomando un papel muy importante en la prevencion y tratamiento de

enfermedades (OMS, 2013).

En los Gltimos afios investigaciones presentan diversas plantas medicinales de interés
estomatoldgico, entre ellas Mangifera indica linn, a la cual se le atribuyen propiedades
antibacterianas debido a su principio activo que es la mangiferina. Al ser el compuesto
fendlico més abundante en la planta tiene la capacidad de inhibir o bloquear el crecimiento de
microorganismos. Bacterias causantes de patologias orales como S. mutans, E. faecalis, C.
albicans, S. aureus y E. coli han demostrado ser susceptibles frente a mangifera indica linn 'y
hasta ha disminuido el recuento bacteriano y la inflamacion gingival en un grupo de pacientes
(Imran et al., 2017; Anand, Ravinanthan, Basaviah y Shetty, 2015; Bhat, Hegde, Mathew,

Bhat y Shyamjith, 2017).

La ventaja de la planta de eleccion para el presente estudio se debe a que existe una
formulacién comercial ampliamente usada en Cuba y en estudio actualmente para diferentes
enfermedades como estomatitis, alveolitis, etc. denominada Vimang®, el cual es un extracto
acuoso de corteza de arbol de mango que contiene mangiferina como componente fenélico
mayoritario (Del Toro, Diaz, Ferrer, Céspedes y Gonzalez, 2014; Rodriguez, Ramires,

Crespo, Ocarfia y Lopez, 2012).



Por lo expuesto anteriormente, este estudio tiene como propdsito principal evaluar el
efecto antibacteriano in vitro de diferentes extractos de hojas de mango provenientes del
norte peruano frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 de manera que se pueda aportar
evidencia cientifica al perfil de esta planta y pueda ser incorporada como una futura posible

fuente de agentes antibacterianos.

Esto, es muy importante para demostrar el efecto que tiene ésta planta frente a la bacteria,
para ello es necesario responder la pregunta: ¢Cual es la actividad antibacteriana in vitro de
diferentes extractos de hojas de mangifera indica linn (mango) sobre cepa de Staphylococcus

aureus ATCC 6538?

1.2 Antecedentes

Bhat et al. (2017) en India realizaron una investigacion para comparar la eficacia de un
enjuagatorio bucal de hojas de mango y un enjuagatorio de clorhexidina sobre el estado de
placa, estado gingival y recuento de Streptococcus mutans salivales. A una poblacion de 20
nifios se les dividio en grupo A (enjuagatorio herbal) y grupo B (clorhexidina). El ensayo
clinico fue realizado media hora después de usar el enjuagatorio durante 5 dias. Se encontrd
una disminucion significativa del recuento bacteriano, mejoria del control de placa y salud
gingival en ambos grupos, con mejores resultados en el grupo clorhexidina. En conclusion los
enjuagues naturales prueban ser una alternativa efectiva y segura frente a los tratamientos

convencionales.

Diso, Ali, Mukhtar y Garba (2017) en Nigeria realizaron una investigacion con el fin de
comprobar la actividad antimicrobiana de hojas y corteza del arbol de mango y su mayor
constituyente antimicrobiano. Realizaron un extracto acuoso y cloroformo y lo evaluaron
usando el método de difusion contra Staphylococcus aureus resistente a Meticilina. Los

resultados mostraron altas zonas de inhibicion, que oscilan entre 11 y 17 mm a la mayor
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concentracion (120mg/ml). Segun el andlisis fitoquimico los extractos contienen alcaloides,
taninas, terpenoides, flavonoides, esteroides, saponinas y fenoles. En conclusion, las hojas y
corteza del mango podrian ser usados como agentes antibacterianos contra Staphylococcus

aureus resistente a Meticilina.

Guerra y Roman (2016) en Ecuador publicaron un estudio en el cual evaluaron la
actividad antimicrobiana de extractos hidroalcohoélicos de hojas de mango, variedades:
Tommy Atkins 90% por maceracion, Tommy Atkins 50% por digestion y Edward 50% por
ultrasonido a concentraciones 10%, 25%, 50%, 75% y 100% frente a 5 bacterias incluida s.
aureus mediante el método Kirby Bauer (discos y pozos) determinandose la CMI y la CMB.
Los resultados mostraron halos de inhibicion de 13.7 mm frente a s. aureus con el extracto
hidroalcohdlico Tommy Atkins 50% por digestion. En conclusion, las hojas de mango
mostraron actividad antimicrobiana frente a las cepas evaluadas y los halos de inhibicion

fueron mayores utilizando el método de Kirby Bauer-pozos.

Anand et al. (2015) en India evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto etandlico
de hojas de nuez y mango a 20mg/ml sobre cepas bacterianas y hongos selectivos. Los
extractos obtenidos por maceracion fueron evaluados mediante el método disco difusién
contra E. faecalis, S.aureus, S. mutans, E. coli y C. albicans. Se evidenci6 una media de halo
de inhibicién de 14.67+1.15 mm para S. aureus, siendo menos efectivo que la clorhexidina y
superior a la povidona-yodada. Se concluyé que el extracto etandlico de mango demostré
tener actividad antimicrobiana efectiva sobre los microorganismos evaluados y esto puede

atribuirse a la presencia de componentes bioactivos en las hojas.

Meneses y Franca (2014) en Brasil realizaron un estudio con el objetivo de evaluar la
actividad antimicrobiana in vitro de un extracto hidroalcohdlico de hojas de mango. Se usé el

método de difusion en disco Miller Hinton en medio gelosado midiendo en mm el diametro
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de las zonas de inhibicion. Los resultados revelaron que el extracto hidroalcohdlico a
diferentes concentraciones creo halos de inhibicion alrededor de los discos siendo méas
eficiente sobre Staphylococcus aureus a la concentracién de 500 ug. disco™! con 29.7+0.00.
El estudio concluye que el extracto de esta planta present6 actividad antimicrobiana frente a

Staphylococcus aureus aportando evidencia cientifica a su uso en la terapéutica.

Sahrawat, Pal y Shahi (2013) en India realizaron una investigacion con el objetivo de
corroborar la actividad antibacteriana de un extracto de hojas de Mangifera indica sobre
cepas bacterianas drogo-resistentes. Se elaboraron extractos de metanol, etanol y benzeno a
partir de las hojas y se determind la sensibilidad frente a Proteus vulgaris, Pseudomonas
fluorescens, Shiguella flexnerii, Klebsiella pneumoniae y Salmonella typhi usando el método
de disco difusion y se calcul6 el porcentaje de inhibicion de crecimiento bacteriano mediante
férmula. Como resultados se hall6é que todos los extractos formaron un porcentaje de
inhibicion de crecimiento contra las cepas estudiadas que oscila entre 0-85.1% Yy se concluy6
que el extracto de hojas de mango mostré buena actividad antibacteriana contra cepas drogo-

resistentes.

Madduluri, Babu y Sitaram (2013) en India llevaron a cabo una investigacion con el fin de
determinar propiedades antimicrobianas de cinco plantas indigenas. Se realizaron extractos
de metanol y etanol a la concentracion de 100mg/ml a partir de las hojas de Piper betle L.,
Punica granatum L., Psidium guajaba L., Gloriosa superb L. y Mangifera indica L. y se
midid la zona de inhibicion sobre S. aureus mediante el método de agar disco difusion y la
CMLI. Los extractos etandlico y metandlico de mangifera indica formaron halos de 17+0.5 y
14.2+1.5, respectivamente. Como conclusidn, se obtuvo que las hojas de Piper betle,
Gloriosa superb y Mangifera indica exhibieron la mayor actividad antimicrobiana a menor

concentracion contra cepas gram-positivas y gram-negativas.
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Prasad (2013) en India realiz6 un estudio con el objetivo de determinar la actividad
antimicrobiana y el perfil fitoquimico de diferentes extractos de hojas de mango. Extractos de
metanol, acetona, hexano, etil acetato, hexano-etil acetato y acuoso al 20% fueron usados
sobre 9 bacterias incluida S. aureus, de los cuales el extracto de acetona y etil acetato
formaron halos de 19mm y 13 mm, respectivamente. De este estudio se puede concluir que
diferentes extractos como etil acetato y acetona de hojas de mango exhiben actividad

antimicrobiana probablemente debido a la presencia de fitoconstituyentes.

Hannan et al. (2013) en Pakistan, la actividad antimicrobiana de un extracto de acetona de
hojas de mango a 50mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200 mg/ml y 250 mg/ml fueron
evaluadas contra 50 aislamientos de Salmonella typhi (30 multidrogo-resistente y 20
antibiotico sensible) con el método de agar difusion y la CMI mediante la técnica agar
dilucion. El extracto mostro ser efectivo contra la cepa estudiada ya que logré formar halos
de inhibicidon entre 15.5£3.5 mm - 19.75+3.75 mm alrededor de los discos a diferentes
concentraciones y se determiné una CMI de 10-50 mg/ml lo que en conclusion propone a las
hojas de mango como una fuente alternativa de abastecimiento para el desarrollo de nuevos

agentes antibacterianos.

Islam, Mannan, Kabir, Islam y Olival (2010) en Bangladesh llevaron a cabo un estudio
con el proposito de investigar las propiedades analgésica, antiinflamatoria, antibacterial y
antifungica del extracto etandlico de hojas de mangifera indica. Para la actividad
antibacteriana se usé el método disco difusién contra seis bacterias gram positivas: S. aureus,
S. agalactiae, B. cereus, B. megaterium, B. subtilis y L. vulgaricus mostrando halos de
inhibicion de 7 mm, 7.5 mm, 11.5 mm, 8.5 mm, 9 mm y 9.5 mm respectivamente y contra
dos bacterias gram negativas: S. flexneri y S. sonei con halos de inhibicion de 9.5 mm para

ambas. En este estudio se concluyo que el extracto etandlico de hojas de mango posee
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moderada actividad contra bacterias gram positivas y pobre actividad contra bacterias gram

negativas.
1.3 Objetivos
Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de diferentes extractos de hojas de mangifera

indica linn (mango) sobre cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538.
Objetivos Especificos

1. Evaluar el halo de inhibicion de los extractos etandlico e hidroalcohdlico al 50% y
100%, control positivo (clorhexidina 0.12%) y control negativo (alcohol 96°) a las 24
horas frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

2. Comparar el halo de inhibicion de los extractos etandlico e hidroalcohdlico al 50% y
100% a las 24 horas frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

3. Comparar el halo de inhibicion entre el grupo de estudio y el control positivo
(clorhexidina al 0.12%) a las 24 horas frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

4. Comparar el halo de inhibicién entre el grupo de estudio y control negativo (alcohol

96°) a las 24 horas frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.
1.4 Justificacion

La justificacion tedrica es verificar si las hojas del arbol de mango que se encuentra en
gran cantidad en el norte, tienen la capacidad de actuar como un agente antibacteriano frente

a una cepa encontrada en mayor porcentaje en las osteomielitis y bacteriemia.

La justificacion metodoldgica busca identificar efectos farmacol6gicos y aportar mayor
evidencia cientifica al perfil de la planta de mango sobre Staphylococcus aureus ATCC 6538,

de manera que motive a la elaboracion de posteriores investigaciones.
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La justificacion practica es que posterior a la verificacion del efecto antibacteriano, esta
planta pueda ser usada como una posible fuente alternativa para la produccion de nuevos

agentes antibacterianos de origen natural y asequible a la poblacion.
1.5 Hipotesis

H1: “Si las hojas de mango contienen compuestos fenolicos, los cuales poseen actividad
antibacteriana, entonces es probable que inhiban el crecimiento bacteriano de Staphylococcus

aureus ATCC 6538 en una placa de agar”.

HO: “Las hojas de mango no contienen compuestos fendlicos, los cuales poseen actividad
antibacteriana, entonces no es probable que inhiban el crecimiento bacteriano de

Staphylococcus aureus ATCC 6538 en una placa de agar”.
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1. Marco tedrico
2.1 Bases tedricas sobre el tema de investigacion
Staphylococcus aureus.

El género Staphylococcus esta conformado por cocos grampositivos anaerobios
facultativos, de diametro aproximado de 0.5 a 1.5 pm, pueden encontrarse como células
Unicas, en pares, en cuatro, en cadenas cortas o formando racimo de uvas. Ademas son
bacterias que no forman esporas, no son méviles y no poseen capsula aungue algunas si

pueden desarrollarla (Cervantes et al., 2014).

Taxonomia.
El género Staphylococcus es mas cercano a los géneros Bacillus y Streptococcus. Este
género consta de 35 especies y dentro de ellas 17 se encuentran en el humano formando parte
de la microbiota de la piel y mucosas y otras que solo se encuentran en la flora de mamiferos

y aves (Zendejas, Avalos y Soto, 2014).

Patogenia.
La poblacion mundial es portadora de S. aureus en fosas nasales entre un 20 y 50% v el
30% lo posee de forma permanente en el tracto gastrointestinal y la piel. S. aureus penetra los
tejidos mas profundos y produce infecciones cuando se rompen las barreras mecanicas

(Castafion, 2012).

Factores de virulencia.
S. aureus tiene la capacidad de producir componentes superficiales conocidos como
toxinas y enzimas extracelulares, que son capaces de provocar reacciones bioldgicas en el

humano (Zendejas et al., 2014).
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Biofilm.

El biofilm o biopelicula es una capa de polisacéridos extracelular homdloga producida por
algunas cepas de S. aureus. Esta red extracelular sirve de ayuda para la adhesion de la
comunidad bacteriana a diferentes superficies, también se encuentra implicado en la
persistencia y colonizacion de esta bacteria en sondas, protesis y catéteres. Esta biopelicula
puede prolongar el tiempo de colonizacion e infeccion asi como la dispersion a diferentes

partes del cuerpo humano (Cervantes et al., 2014).

Capsula.

Slime o capsula mucoide, de naturaleza polisacarida es una adhesina capaz de evadir la
quimiotaxis, la fagocitosis e inhibir la proliferacion de células mononucleares. Son los
serotipos 5 y 8 los mas frecuentes en las muestras clinicas y causantes de mas del 75% de las
infecciones. Los polisacaridos capsulares en conjunto con las adhesinas intercelulares
aumentan la formacién de la biopelicula incrementando asi su capacidad de adhesion

(Zendejas et al., 2014).

Proteinas de superficie.

Las proteinas de superficie de S. aureus tienen una gran importancia en la patogénesis de
la infeccion, ademas que son imprescindibles en el metabolismo de la pared celular de la
bacteria y sirven de unién a los tejidos del hospedero facilitando su internalizacién y poseen
la facultad de eludir el sistema inmune. Estas proteinas se ligan a la matriz extracelular del
hospedero y a los constituyentes del plasma mediando la adherencia a una variedad de
proteinas del hospedero y se conocen como elementos microbianos de superficie (Castafion,

2012).

Las proteinas de superficie Ay B (FnbpA y FnbpB) tienen la funcion de facilitar la

adhesion de la bacteria a los compenentes de la matriz extracelular como fibronectina. La
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proteina Cna favorece la union de la bacteria al colageno de la matriz. Los factores
aglutinantes A'y B (proteinas CIfA y CIfB) fomentan la aglutinacion y adhesion de las
bacterias al fibrindgeno. La proteina A caracteristica de esta cepa esta vinculada a la pared
celular, activa el complemento y bloquea la fraccién Fc de las IgG de manera que evita la
erradicacion del microorganismo por los Ac inhibiendo la opsonizacion y la fagocitosis

(Castafion, 2012).

Pared celular.
El peptidoglucano de la pared celular le otorga tolerancia osmotica y resistencia,
facultades biologicas como: actividad endotoxica, elaboracion de IL-1 por monocitos,
estimula la quimiotaxis y agregacion leucocitaria, activa el complemento y estimula la

produccién de anticuerpos. Es el blanco de accion de los f3 - lactdmicos y glicopéptidos, y las

cambios estructurales para la sintesis de peptidoglucano es una respuesta de resistencia frente

a los antibidticos (Zendejas et al., 2014).

Enzimas.

La coagulasa ligada tiene la capacidad de convertir el fibrindgeno en fibrina generando asi
la coagulacion del plasma sanguineo lo que facilita el proceso de sepsis y abscesos. La
coagulasa permite discriminar s. aureus y su trascendencia en el inicio de la enfermedad
consiste en la elaboracién de una capa de fibrina alrededor del absceso estafilococico

circunscribiendo la infeccidn evitando asi su fagocitosis (Cervantes et al., 2014).

La catalasa desdobla el perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno libre y lo diferencia de
Streptococcus y Enterococcus gque son catalasa negativos. Esta enzima le otorga proteccion al

microorganismo contra la fagocitosis (Zendejas et al., 2014).

Otras enzimas como nucleasas, lipasas y proteasas son sintetizadas por la mayoria de

cepas de S. aureus, las cuales se encargan de hidrolizar los acidos nucleicos y
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estafiloquinasas asi como destruir los tejidos del hospedero. La penicilasa es otra enzima

sintetizada por casi todas las cepas de este microorganismo, ésta es una S -lactamasa que se

encarga de inactivar la penicilina hidrolizando el anillo 3 -lactamico (Cervantes et al., 2014).

Toxinas.

Las toxinas son proteinas extracelulares adicionales de la bacteria que producen una
respuesta biologica en zonas alejadas al foco infeccioso, en este grupo encontramos a las
hemolisinas alfa, beta, gamma y delta. La hemolisina alfa se considera el prototipo de las
citotoxinas formadora de poros, citolitica para células como monocitos, linfocitos, plaguetas,
eritrocitos y células endoteliales, ademas intervienen en el desarrollo de edema y dafio tisular

debido al cambio de permeabilidad en las células endoteliales (Castafion, 2012).

Infecciones estafilocdcicas.

Las infecciones por S. aureus se desarrollan a partir de la profundizacion de esta bacteria
por una solucidn de la continuidad tisular debido a traumas, lesiones cutaneas o quirdrgicas.
Estas infecciones generan material purulento formando abscesos pudiendo causar infecciones
menores de la piel y tejidos blandos e infecciones invasoras como: infecciones del sistema
nervioso central, tracto respiratorio, gastrointestinal y urinario, bacteriemia y osteomielitis

(Castafion, 2012).

Esta bacteria es cominmente aislada de infecciones post-cirugia, abscesos cutaneos y
celulitis purulenta. Las celulitis por S. aureus incluyen areas como extremidades inferiores y
superiores, pared abdominal y rostro. Fascitis necrotizante es otro sindrome cutaneo causado

por S. aureus (Tong, Davis, Einchenberger, Holland y Fowler, 2015).

La bacteriemia por S. aureus esté relacionada con el uso de catéteres y otros
procedimientos invasivos en los hospitales. La bacteriemia desencadena importantes

complicaciones secundarias como infecciones metastasicas y endocarditis. De un 5 a 20% de
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pacientes con bacteriemia desarrollan endocarditis infecciosa segun sea hospitalaria o
adquirida y esta bacteria es la causa mas frecuente de endocarditis infecciosa aguda afectando

a las valvulas mitral y adrtica protésicas o nativas (Cervantes et al., 2014).

En infecciones esqueléticas el S. aureus es una de las bacterias que con mayor frecuencia
las origina ya sea por diseminacion hematdgena, por contigiiidad o por insuficiencia vascular
(comun en pacientes con diabetes o enfermedad vascular). La osteomielitis es la infeccién de
hueso que resulta en su inflamacion y destruccion donde el s. aureus es identificado en el 30

a 60% de los casos (Tong et al., 2015).

La osteomielitis de los maxilares presenta como causa principal caries dental que genera
una infeccion odontogénica, también puede presentarse posterior a infecciones periodontales
y post-exodoncias siendo asi su etiologia mas frecuente bacteriana, estando presentes S.
aureus, Bacteroides, aerobios gramnegativos, ademas de Streptococcus y presentandose con

mayor prevalencia en el maxilar inferior (Oré y La Torre, 2013).

Esta osteomielitis como resultado de una infeccion odontogenica puede ser por via directa
(dientes y tejidos periodontales) o indirecta (hematica y linfatica) y las fases son: fase de
reparacion en donde se genera una intensa vasodilatacion con produccion de sustancias
vasoactivas y osteoclasia desencadenando una osteitis rarefaciente; fase de necrosis, donde
producto de la accion de toxinas bacterianas y fendmenos exudativos se produce una necrosis
y formacidn de secuestros 6seos; y fase de condensacién, donde se produce una intensa
vasodilatacion regional al tratar de restablecerse el equilibrio asociado con un estado
hiperemia que favorece la mineralizacion del tejido conectivo que en conjunto con la accion

del periostio origina una osteitis condensante (Moran y Cueto, 2001).
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Epidemiologia.
Un aspecto relevante en salud publica son las infecciones por S. aureus reemergentes
debido a que la bacteria sufre cambios estructurales y asi obtiene resistencia frente a
antibidticos comunes, razon por la cual cada cierto tiempo se reportan brotes epidémicos

(Zendejas et al., 2014).

A nivel mundial, se observa un incremento en las cifras de bacteriemia por MRSA 'y en
Peru ya se han reportado los primeros casos MRSA de origen comunitario. La frecuencia de
colonizacion nasal de S. aureus evaluada en un estudio al norte de la ciudad de Lima fue
similar a nivel mundial con un porcentaje de 24.6%, de las cuales el 0.9% fue resistente a
meticilina, un 96.4% resistente a penicilina, un 10.9% a eritromicina, un 7.3% a clindamicina

y un 4.5% a gentamicina (Carmona, Sandoval y Garcia, 2012; Garcia et al., 2011).

En un estudio realizado en 3 hospitales de Lima-Per( del 2011 al 2014 se registraron 150
casos de bacteriemias por S. aureus, siendo 54.7% causado por MRSA 'y el 45.3% por
MSSA. Aungue se evidencié mayor riesgo de mortalidad en pacientes con infeccion por

MRSA este no fue estadisticamente significativo (Cachay et al., 2018).

Romani et al. (2009) refieren que en el HNAL de 33 pacientes con diagndstico de El el
foco infeccioso dentario representd un 9% como comorbilidad mas frecuente y en 11 de estos
casos que tuvieron hemocultivo positivo, un 16.6% correspondio a S. aureus como mas
prevalente; siendo letal en un 6% del total de casos. En el Hospital Nacional 2 de Mayo la
tasa de letalidad fue de 14.7% y en el 28.5% de los hemocultivos positivos se identific a

estafilococos como agentes etioldgicos (Sanchez y Gutiérrez, 2006).

En el INSN del 2008 al 2013 se presentaron 17 casos de osteomielitis siendo la caries

dental la etiologia mas frecuente en el 52.9% (9 casos), traumatismos un 17.6% (3 casos),
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complicaciones de exodoncias un 11.8% (2 casos) y otras causas, encontrandose la mayoria

de los casos en nifios menores de 10 afios (Oré y La Torre, 2013).

Tratamiento de las infecciones estafilococicas.
La remocidn del foco infeccioso de origen de la bacteriemia es tan imprescindible como la
eleccion del antibiotico para el éxito del tratamiento tales como: drenaje de abscesos, retiros
de cuerpos extrafios o tejidos desvitalizados (Tibavizco, Rodriguez, Silva, Cuervo y Corteés,

2007).

Si la cepa asilada en el hemocultivo positivo es sensible a penicilina, la penicilina G es el
tratamiento de eleccion. Si la cepa presenta resistencia a la penicilina pero no a la meticilina,
la oxacilina es la eleccion. Si la cepa asilada es RMSA, el tratamiento de eleccion es la
vancomicina a una dosis inicial de 30 mg/kg/d administrada en 2 a 4 dosis diarias como
minimo 2 semanas para bacteriemias y 8 semanas a mas para osteomielitis (Tibavizco et al.,

2007).

Clorhexidina.
Junto con la alexidina y las biguanidas poliméricas constituyen el grupo de las biguanidas
que son principios activos que tienen un amplio espectro contra bacterias grampositivas y
gramnegativas. La clorhexidina es el antiséptico bucal mas usado en la actualidad debido a su

capacidad de sustantividad y minima irritacion (Sanchez y Saenz, 2005).

Concentraciones.
La clorhexidina se presenta principalmente en dos concentraciones, al 0.12% y al 0.2%, se
recomienda realizar buches con 10 ml de clorhexidina al 0.2% y con 15 ml del producto al
0.12%, ya que la dosis total de clorhexidina liberada en 10 ml al 0.2% es de 20 mg y en 15 ml

al 0.12% es de 18 mg (Bascones y Morante, 2006).
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Efectos.

Esta actlia sobre la membrana citoplasmatica de la bacteria modificando su permeabilidad
como resultado a la interaccion electrostatica con los fosfolipidos acidos. Se sabe que la
absorcion por difusién pasiva a través de las membranas se lleva a cabo de manera muy
rapida obteniéndose un maximo efecto a los 20 segundos. Cuando es usado a bajas
concentraciones produce una alteracion de la permeabilidad osmética de la membrana e
inhibicion de las enzimas del espacio periplasmatico mientras que a altas concentraciones

ocasiona la precipitacion de proteinas y acidos nucleicos (Sanchez y Saenz, 2005).

Su reaccion adversa mas comun es la pigmentacion dentaria, materiales de restauracion y
mucosas, principalmente de la superficie dorsal de la lengua que se sugiere es producto de la
interaccion entre una molécula, que por un grupo catiénico se une a la superficie dental y por
el otro en vez de unirse a bacterias se une a sustancias de la dieta ricas en taninos. Otra
reaccion adversa es la disgeusia, que podria disminuirse evitando enjuagarse con agua luego

del uso de la clorhexidina (Armenta, Serrano, Garcia, Diaz y Acosta, 2016).

Presentaciones comerciales.
La clorhexidina se comercializa para uso en odontologia en presentaciones tales como:
colutorios, principalmente en concentraciones de 0.12% y 0.2%, también en gel al 0.12% o
0.2% para aplicacion en localizaciones especificas y en spray al 0.2% (Bascones y Morante,

2006).

Actividad antibacteriana.

Es la capacidad de determinadas sustancias de eliminar o inhibir el crecimiento de
microorganismos patdgenos. EI método de agar difusion es muy popular y ha sido usado en
varios estudios. Este método involucra la inoculacion de la superficie de la placa de agar con

la cepa bacteriana en evaluacion y el compuesto a ser evaluado puede ser aplicado en discos 0
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en pozos dentro del agar. Luego de una apropiada incubacion segun las caracteristicas de la
bacteria, la apariencia de zonas de inhibicion de crecimiento alrededor del disco o pozo

indica la actividad antimicrobiana (Palombo, 2011).

El halo de inhibicion segun los criterios establecidos por la escala de Duraffourd sefiala un
resultado nulo (-) para un diametro menor a 8mm, sensibilidad limite (sensible +) para un
diametro de 8 a 14 mm, medio (muy sensible ++) para un didmetro de 14 a 20 mmy

sumamente sensible (+++) para un diametro mayor a 20 mm (Garcia, 2015).

La metodologia cientifica para el estudio de plantas medicinales comprende primero una
revision bibliografica exhaustiva de los usos etnofarmacolégicos, luego se determina la
actividad biolégica mediante una evaluacion cientifica in vitro o in vivo. La siguiente etapa es
el estudio fitoquimico el cual permite determinar cualitativamente los grupos quimicos
presentes y compuesto responsable de dicha actividad, luego los estudios de toxicidad y
citotoxicidad y por ultimo el desarrollo de un producto fitoterapéutico (Verde, Garcia y

Rivas, 2016).

Mediante el método de difusion en disco o pozo, la actividad antimicrobiana es
determinada en forma cualitativa mientras que los métodos de dilucion (CMIy CMB)

determinan tal efecto de forma cuantitativa (Sanchez, Castillo y Garcia, 2016).

Una desventaja de usar papel filtro Whatman para probar un extracto natural es que este
contiene celulosa y ésta grupos hidroxilos libres en cada glucosa por lo que la superficie del
disco se vuelve hidrofilica actuando directamente con algunos compuestos cationicos de los
extractos absorbiéndolos en su superficie impidiendo la difusion de éstos en el agar, por tanto

se considera que el método de pozo es mas sensible (Sanchez et al., 2016).

La efectividad puede variar debido a diversos factores implicados durante el proceso,

segun Masibo y He (2009) desde factores relacionados con la seleccion de la planta tales
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como origen, edad del arbol y condiciones de almacenamiento de las partes de la planta a
usar, asi como el tipo de extraccion elegido, técnica utilizada para la determinacion de la
actividad antimicrobiana y cantidad de indculo son factores que pueden influenciar los

resultados de manera contundente (Sanchez et al., 2016).

La actividad de las plantas podria deberse a la composicion que presenta como
compuestos activos: flavonoides, polifenoles, terpenos, alcaloides, alcoholes de azucar (como

el xilitol con propiedades anticariogénicas) y otros fitoquimicos (Sanchez et al., 2016).

Fitoterapia.
Esta ciencia estudia el uso de productos de origen vegetal con una finalidad terapéutica,
con el objetivo de prevenir, mejorar o curar el cuadro patolégico (Cafiigueral, Dellacasa y

Bandoni, 2003).

Los fitoterapicos son sustancias obtenidas a partir de drogas vegetales (6érgano de la planta
medicinal que contiene principios biolégicamente activos) que pueden ser utilizadas como
remedios artesanales en varias formulas como céapsulas, comprimidos, pomadas, soluciones
acuosas, soluciones hidroalcohdlicas, infusiones, entre otros. El crecimiento mundial de la
fitoterapia entre los programas preventivos y curativos ha estimulado la evaluacion de
extractos de plantas para su uso en odontologia como en el control del biofilm y en otras

afecciones bucales (Soares, 2010).

En Perq, el Ministerio de Salud ha integrado en su estructura el INMETRA que tiene
como fin vincular la medicina tradicional y la medicina académica. Y en la regién del
Amazonas se pueden encontrar varios proyectos de Atencion Primaria de la Salud y

utilizacion de plantas medicinales (Cafigueral et al., 2003).

En odontologia, los estudios con productos naturales han incrementado en los recientes

afios debido a la basqueda de nuevos productos con elevada actividad farmacologica, menor
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toxicidad y alta biocompatibilidad mientras que estos son econdmicamente accesibles a la
poblacion. La aceptacion popular de la fitoterapia dirige a buenas perspectivas en el mercado
para productos dentales compuestos de sustancias naturales, ya que estos son respaldados por

pruebas clinicas y de laboratorio (Soares, 2010).

Corrales, Reyes y Pifia (2014) refieren que las plantas son una fuente importante de
productos bioldgicamente activos y citan plantas con propiedades terapéuticas de uso en
Estomatologia, entre estas plantas exponen a la Mangifera indica Linn, cominmente
conocida como mango, como una posible fuente para la produccion de medicamentos con
compuestos naturales para la resolucion de enfermedades bucales (Bussmann y Sharon,

2015).

Fitoquimica.
Esta rama de la ciencia se encarga de estudiar los principios activos presentes en las
plantas desde que naci0 a partir del conocimiento etnobotanico y herbolario. La fitoquimica
tiene como objetivos determinar la presencia de sustancias que constituyen a las plantas, su

andlisis asi como la busqueda de actividades bioldgicas a partir de éstas (Verde et al., 2016).

Los metabolitos primarios de las plantas son aquellos que intervienen en la nutricion y en
los procesos metabdlicos importantes de las plantas, estos metabolitos presentes en los
vegetales corresponden a: carbohidratos, aminoacidos, acidos nucleicos, acidos grasos,
clorofilas, aminas e intermediarios metabolicos de las vias anabdlicas y catabdlicas, los que a

su vez producen metabolitos secundarios (Verde et al., 2016).

Los metabolitos secundarios son sustancias que participan de forma indirecta en el
desarrollo o crecimiento ya que son innecesarias para la existencia de un organismo. Estos

incluyen: terpenoides, esteroles, compuestos fendlicos — flavonoides, cumarinas, quinonas,
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lignanos, alcaloides, saponinas, glicésidos cianogénicos, glicosidos cardiotonicos, iridoides

(Verde et al., 2016).

La concentracion de los principios activos en las plantas es relativamente pequefio
oscilando entre 0.1 a 2.0% Yy en algunos casos menor a 0.01% y gran porcentaje de estos estan
comprendidos dentro de los llamados metabolitos secundarios. Se conoce que estos
metabolitos secundarios no son indispensables y no se les ha descubierto adn alguna funcion
metabdlica en la cual intervengan por lo que se les considera como articulos de lujo en la

planta (Lock, 1994).

Mangifera indica linn.
Es un gran arbol de hoja perenne, pertenece a la familia Anacardiaceae, y crece a una
altura de 10 — 45 m. Las hojas son espirales organizadas en ramas, lineal-oblonga,
lanceolada-eliptica y miden aproximadamente 25 cm de largo y 8 cm de ancho (Shah, Patel,

Patel y Parmar, 2010).

Historia.
El origen del mango se ha establecido en Asia, exactamente en la region Indio-Burmese,
en las cuestas del Himalaya. Este fruto se cultiva desde aproximadamente mas de 6000 afios y
es considerado como el fruto tropical méas antiguo cultivado por el hombre. Se sefiala que las
raices del vocablo mango es sanscrito, lengua indoeuropea que se conserva en los textos
sagrados, que significa “de la gente” o “del pueblo”. También se dice que el nombre del fruto

deriva del portugués “manga” (Garrido y Valdés, 2012).

El mango en Peru.
Respecto a la introduccién del mango al Perd, se carece de datos precisos pero es probable
que fueron traidos por via maritima desde las Antillas y Centro de América a fines del siglo

XVIII o principios del XIX. Las variedades de la costa no estéan clasificadas, ni tienen
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caracteristicas uniformes y se les conoce por nombres empiricos referidos con frecuencia al
lugar de procedencia. EI mango criollo es la variedad méas comun de la costa, de forma oval,
mide entre 6 y 8 cms, color amarillo claro, pepa grande, pulpa fibrosa y excelente sabor. Esta
variedad abunda en el Norte donde es raro encontrar otra variedad. Otras variedades de la
costa también son: chato de Ica, mango de came de Ica y mango de trementina de Ica (Telge,

1961).

Se puede considerar al departamento de Piura como el mayor productor de mango debido
a sus condiciones favorables de clima y ausencia de enfermedad. Mayormente posee arboles

adultos mayores a 25 afios y generalmente estas plantas no usan fertilizantes (Telge, 1961).

Suelos y clima.

El arbol de mango no es exigente en cuanto a suelos, adaptandose a caracteristicas
variadas. Los suelos arcillosos, ricos en humus y profundos son ideales y su mayor exigencia
es un buen drenaje. Esa planta crece mejor en lugares secos y calurosos como Piura e Ica, ya
que la humedad excesiva favorece el desarrollo de enfermedad y las estaciones alternas
favorecen el desarrollo vegetativo siendo seca algunos meses antes de la floracion y himeda
durante la produccién de fruta. Anualmente la precipitacion fluctta entre 500 y 2500 mm sin
peligro y los periodos cortos de frio no afectan a las plantas adultas aunque las consecuencias
podrian ser graves si la temperatura se mantiene bajo cero. Idealmente la temperatura no debe
bajar de 15°C en invierno y debe tener un promedio de 28°C aproximadamente durante los

meses de floracion y crecimiento de la fruta (Telge, 1961).

Produccidn y cosecha.
En la Costa Norte la produccion de mango corresponde principalmente a las variedades
criollo, Haden y Kent y la cosecha de este cultivo es estacional, llevandose a cabo durante el

periodo de noviembre a febrero (Valdiviay Agreda, 1994).
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Propiedades biologicas.
Varias partes del rbol de mango (corteza, hojas, raices, fruto y flores) han sido usadas en
medicina tradicional para el tratamiento de varias enfermedades (Keshawa, Hemamala y

Ranganath, 2017).

En los Gltimos afos el arbol de mango ha tenido bastante popularidad e investigaciones
publicadas evidencian las propiedades farmacoldgicas de sus principios activos, siendo el
extracto acuoso de la corteza de mango el que ha obtenido mayor auge, comercializandose en
Cuba bajo la marca de Vimang®, articulos relacionados con la composicion quimica,
evaluacion farmacoldgica pre-clinica, toxicologia y estudios clinicos siguen siendo

estudiados actualmente (Garrido y Valdes, 2012).

Composicién fitoquimica.

Entre sus compuestos quimicos se encuentran polifenoles (flavonoides, xantonas y acidos
fendlicos) como los més abundantes. Mangiferina es un compuesto polifendlico hallado en
gran proporcion y muy conocido por sus numerosas propiedades bioldgicas. Otras clases de
compuestos quimicos hallados en el arbol de mango son: carotenoides, terpenoides,

galotaninas, tocoferoles, lipidos fenélicos, compuestos halogenados (Shah et al., 2010).

Compuestos fenolicos.

Estos se originan en el mundo vegetal y son uno de los principales metabolitos
secundarios de las plantas. Los fenoles se encuentran en la mayoria de los alimentos de
origen vegetal como la cebolla, el cacao, vino tinto, el té, etc. Segln su estructura quimica se
dividen en 2 grupos: No flavonoides (fenoles no carboxilicos y acidos fenoles) y flavonoides
(antocianos, flaconas, flavononas, flavonoles, flavanonoles, taninos condensados y lignanos).
Poseen propiedades beneficiosas como antioxidante, estrogénica y antimicrobianas (Gimeno,

2004).
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Los compuestos fenolicos al tener capacidad antimicrobiana son usados como
antisépticos, agentes biocidas de uso tdpico con la finalidad de destruir o inhibir el
crecimiento bacteriano. Estos agentes poseen un nivel de desinfeccion intermedio y su
actividad depende de la concentracién y la especie microbiana. Los compuestos fendlicos
actuan destruyendo la pared y membrana celular e inactivando los sistemas enzimaticos.
Poseen actividad bacteriostatica o bactericida, inactivan la mayoria de hongos, virus y no son

esporicidas (Abud, Bustos, Covo y Fang, 2005).

Mangiferina.

La mangiferina es el constituyente predominante en los extractos de mangifera indica, esta
xantona glicosilada se encuentra presente en niveles significativos en la cascara, hojas, tallo,
corteza y pulpa del arbol de mango. Este compuesto bioactivo posee propiedades
farmacoldgicas como antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, antidiabética,
antialérgica, anticancerigena, entre otras, las cuales han sido demostradas en diferentes
estudios y se espera que pueda ser uno de los componentes principales para el desarrollo de
nuevos medicamentos a usarse en diferentes enfermedades (Wei, Deng y Yan, 2011; Imran et

al., 2017).

Toxicidad.

Respecto a la evidencia de toxicidad de los productos derivados del mango, los estudios
toxicologicos realizados al extracto de mangifera indica, especificamente la formulacién
comercial Vimang® (extracto acuoso de corteza) demuestra que no posee efectos toxicos
cuando es administrado por via oral ni via topica aunque si presento toxicidad aguda al ser
administrado por via intraperitoneal en roedores. Tampoco se han registrado efectos
mutagénico, genotoxico, clastogénico ni teratogénico por accion del extracto. Los efectos
adversos presentados han sido escasos como irritabilidad minima al usar la crema Vimang®
en dos pacientes con dermatitis atopica (Garrido y Valdés, 2012).
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Recoleccidn y cosecha de plantas medicinales.

Para la recoleccion deben elegirse plantas sanas y bien limpias, que no estén deterioradas
y no deben recogerse cuando llueve, nieva o el medio ambiente se encuentre humedo por lo
que el mejor momento son las primeras horas de la mafiana, de 5a8amyenlatardede5a7
pm. Se cosecharan las hojas al inicio de la floracion, las flores al momento de su maxima
maduracidn, las semillas cuando estén bien secas y comienzan a caer espontaneamente y las
raices antes de la floracion. La recoleccion debe realizarse en canastas, sacos o bolsos de
fibras vegetales méas no en recipientes de fibras sintéticas. Estas nociones generales de
anatomia vegetal se deben seguir con el fin de no alterar los componentes de las partes a

emplear (Arellano, 1992).

El secado y conservacion de las plantas medicinales debe realizarse en un lugar con buena
ventilacion, evitando los lugares contaminados y bajo sombra, evitando la accién del polvo,
humedad, calor, microbios y roedores. El almacenamiento debe realizarse en bolsas de papel
craft, de papel manila o cajas de carton. Y en los datos de registro sobre las bolsas es
necesario mencionar la fecha de cosecha, nombre popular y el habitat o lugar de procedencia

(Arellano, 1992).
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1. Meétodo

3.1 Tipo de investigacion

El estudio que se realizo es de disefio tipo experimental, in vitro.

3.2 Ambito temporal y espacial
La ejecucion de la presente investigacion se llevo a cabo durante los meses de septiembre

a diciembre del afio 2018.

La presente investigacion se desarrollé en el Centro de Produccion Farmacéutica
(CENPROFARMA) y en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y

Bioguimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

3.3 Variables
e Variable dependiente
o Actividad antibacteriana que se medira a traves del halo de inhibicién formado
alrededor del disco 0 pozo impregnado con el extracto y puesto sobre el

cultivo de agar Miller Hinton usando el método de difusion.

e Variable independiente
o Grupos de estudio
= Experimental: extractos de hojas de mango al 50% y 100%
= Control positivo: clorhexidina al 0.12%

= Control negativo: alcohol 96°
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e Operacionalizacion de las variables

VARIABLES DEFINICION INDICADOR ESCALA VALOR
Nula: Diametro inferior a
Capacidad de 8 mm
determinadas Sensible: Didametro de 8
Actividad sustancias de Halo de a 14 mm
antibacteriana  eliminar o inhibir  inhibicion Ordinal Muy sensible: Diametro
el crecimiento de de 14 a 20 mm
microorganismaos Sumamente sensible:
patdgenos Diametro superior a 20
mm
Soluciones Etanolico 50%
extraidas de un Etandlico 100%
Tipo de agente vegetal de Composicion Nominal Hidroalcohdlico 50%
extracto diferentes tipos a quimica Hidroalcohdlico 100%
diferentes CHX 0.12%

concentraciones Alcohol 96°

3.4 Poblacién y muestra

e Poblacion: Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538.

e Muestra: La muestra se obtuvo mediante la formula de comparacion de medias a un
nivel de confianza de 95%, con un poder estadistico de 0.80 a partir de los resultados
de la prueba piloto, siendo el minimo tamafio de muestra 8 placas por grupo.

e Unidad de andlisis: 1 segmento de la placa Petri con cultivo agar Miller Hinton

e Criterios de seleccion

- Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538 cultivada en agar Miiller Hinton

- Cultivos que no hayan sido contaminados
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3.5 Instrumentos
e Método: observacion
e Técnica: observacion directa de los halos de inhibicion
e Instrumento: ficha de recoleccion de datos (anexo 1)

e Herramienta: vernier digital Caliper Model: DC-515

3.6 Procedimientos

El acopio de las hojas de mango se realizd en el mes de septiembre del 2018, en el caserio
Encuentros de Romero, a orillas del rio Quiroz, ubicado en la provincia de Sullana, que el
Gobierno Regional Piura (2011) refiere que pertenece a la cuenca hidrografica Chira en el
departamento de Piura al norte del pais. El caserio se encuentra aproximadamente a 250
m.s.n.m. y a 62 km del distrito de Lancones que esta entre los 80°28"40” Longitud Oeste y
4°40750” Latitud Sur (Gobierno Regional de Piura, 2007). ONERN (1976) refiere en el mapa
ecologico del Pert que el lugar de acopio pertenece a la zona de vida: Desierto Perarido
Premontano Tropical. La temperatura promedio anual para esta zona es de 23°C y la
temperatura alcanza su extremo maximo en los meses de noviembre y diciembre (34.2°C) y
su extremo minimo en junio (15°C). La precipitacion oscila entre 10 y 200 mm, asi mismo la
mayor plumbiosidad se da en los meses de junio a julio y los periodos de menos precipitacion

de diciembre a marzo (Gobierno Regional de Piura, 2012).

En Lima se llevo una pequefia muestra de hojas al Museo de Historia Natural de la
UNMSM para la determinacion taxonomica (anexo 2) el cual certifica la autenticidad de la
planta en estudio. Posteriormente se procedio al lavado de las hojas a chorro de agua
intermitente y se dejo secar a temperatura ambiente un lapso de 5 dias, luego fueron llevadas
a CENPROFARMA de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM donde se inicid
con la estabilizacion fisico-quimica de la planta poniéndola a secar 3 dias a la estufa a 40°C.

L. Las hojas fueron desmenuzadas y pasaron por un molino manual donde el producto
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obtenido fue utilizado para la preparacion de los extractos (etanolico e hidroalcohélico), se
utilizé 400 ml del solvente por cada 50 gr de la planta seca y molida pesada en una balanza
analitica, todo esto en un frasco &mbar y fue macerado por 5 dias realizando movimientos de
15 minutos diarios. Luego de los 5 dias de macerado se filtré por bomba al vacio con papel
filtro Watman N°42 y el producto se vertié en un plato de secado que fue llevado a la estufa a
40°C por 4 dias para que se concentre, el producto final se vertié a un vial y se diluy6 al 50%

usando 2 gr en 4 ml de solvente. Se realiz6 el mismo protocolo para ambos solventes.

Por otro lado, la cepa bacteriana se adquirié en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM con certificado de analisis (anexo 3). La
cepa se encontraba refrigerada entre 4-8°C en una placa con agar TSA, para la activacion de
la cepa se tomd una colonia con el asa bacteriologica y se sembré en un tubo con caldo TSB
estéril, luego se llevo a la incubadora a 37°C por 24 horas donde la turbidez demostré el
crecimiento de la cepa. Del caldo TSB se sembro a una placa con agar TSA 'y se llevd
nuevamente a la incubadora a 37°C por 24 horas. Para la preparacion del inoculo, a partir de
colonias puras del microorganismo Staphylococcus aureus ATCC 6538 se tomo una cierta
cantidad de colonias y se diluyd en un tubo de ensayo conteniendo 10 mL de suero
fisioldgico estéril (cloruro de sodio 0.9%) de tal manera que la solucién resultante tuvo una
turbidez correspondiente al tubo N°1 de la escala de MacFarland (escala turbidimétrica que
consiste en una serie de tubos con turbidez creciente que permite hallar la concentracién
aproximada de una solucidn bacteriana) el cual corresponde a una concentracion de 3x108
ufc/mL. A partir de esta Ultima solucidn se realiz6 una dilucion de 1 en 3, para ello de esta
solucion preparada se tom6 3 mL y se diluyé a un volumen total de 9 mL con suero
fisiolégico en un tubo con tapa rosca estéril, la solucion resultante tuvo una concentracion de
1x108 ufc/mL. Para la inoculacion de las placas se agregd 100 uL del in6culo bacteriano

preparado (1x108 ufc/mL) a 12 placas con agar Miller Hinton y con la ayuda de una espétula

35



de Drigalsky se esparcid el indculo por toda la placa de tal manera que se obtenga un
crecimiento homogéneo, para lo cual se deslizé el asa en la placa en forma paralela y bien
compacta abarcando toda la superficie de la misma luego se repitié el procedimiento rotando
la placa 60° en 2 oportunidades mas. Se dejo secar las placas 3 a 5 minutos antes de hacer los
pocillos. Para la formacion de los pocillos se esterilizé el sacabocados con alcohol y se
flamed en el mechero, luego con mucho cuidado se hicieron 4 pocillos por cada placa los
cuales estuvieron a una distancia de mas de 15 mm del borde y distribuidos de manera que no
haya superposicion posterior de los halos de inhibicion. Para el sembrado de las muestras y
controles se us6 8 placas para las diluciones del extracto (2 placas para cada dilucién) y cada
una se sembré 8 veces afiadiendo 40uL en cada pocillo. Como control positivo se usé
clorhexidina al 0.12% sembrada 8 veces en 2 placas (4 por placa) afiadiendo 40uL de éste y
como control negativo o muestra blanco se uso el alcohol de 96° sembrada 8 veces en 2
placas (4 por placa) afiadiendo 40uL de éste. Las 12 placas (diluciones de la muestra y los

controles) se llevaron a una incubadora a 37°C durante 24 horas.

Después de 18 a 24 horas de incubacion cada placa fue examinada, los diametros de la
zona de inhibicién completa se midieron en milimetros pasando por el centro de cada pocillo.
La medicion se realizé por triplicado para cada pocillo con un vernier digital Caliper Model:
DC-515 que mide hasta centésima de milimetro. Los valores de las mediciones por triplicado
se promediaron y se redondearon para reportarlo como un nimero natural. El tamafio de los
pocillos es de 6mm, por lo tanto cuando se reporta esta medida indica que no hay formacién
de halos de inhibicion y el tamafio de los diametros de inhibicion contienen el tamafio de los

pocillos.

3.7 Andlisis de datos
Se elabor6 una base de datos en Excel v2010 y para el andlisis estadistico se utilizé el

programa estadistico Stata v15.0.
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Anélisis descriptivo: Se calcularon las medidas de tendencia central (media aritmética y
mediana) y dispersion (desviacion estandar, minimo y méaximo) para describir el
comportamiento de la variable dependiente estudiada y se elaboraron tablas de doble entrada

y graficas de barra con sus lineas de error.

Analisis inferencial: Para la prueba de hipotesis se utilizo las pruebas paramétricas t de
Student para la comparacién entre dos grupos y la prueba F a través de la técnica de analisis
de varianza (ANOVA) para comparar los cuatro extractos. Luego para evaluar entre que
extractos habia diferencias significativas se utilizd la prueba de comparacion mdaltiple de
Bonferroni. El nivel de significancia que se uso fue de 0.05 con un nivel de confianza de

95%.

3.8 Consideraciones éticas

Las hojas de mango empleadas en el presente estudio fueron autenticadas por el Museo de

Historia Natural de San Marcos (anexo 2).

La cepa de Staphylococcus aureus se obtuvo en el Laboratorio de Microbiologia de la
facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM con numeracion de ATCC 6538 y

certificado de analisis (anexo 3).

La clorhexidina al 0.12% se compro con fines de investigacion, se opt6 por la marca
comercial ORALGENE no teniendo ningun tipo de vinculo con la empresa productora de tal

marca.

Toda la informacion expuesta en este trabajo fue correctamente citada y se respeto la

autoria de éstos.
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V. Resultados

Tabla 1

Actividad antibacteriana de extractos de hojas de mango, control positivo y negativo a las 24

horas frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Grupo N° Media D.S. Mediana Min. Max.
Etanolico 50% 8 21.38 0.52 21.00 21.00 22.00
Etandlico 100% 8 24.13 0.83 24.00 23.00 25.00
Hidroalcohdlico 50% 8 24.63 0.52 25.00 24.00 25.00
Hidroalcohdlico 100% 8 33.50 1.20 33.50 32.00 35.00
CHX 0.12% 8 25.38 1.51 25.00 24.00 27.00
OH 96° 8 6.00 0.00 6.00 6.00 6.00

Fuente: base de datos Excel v2010

Interpretacion: El halo de inhibicion de los extractos etandlico e hidroalcoholico al 50% v al

100% a las 24 horas varia segun extracto, se observa que el menor halo se tiene con el

extracto etanolico al 50% con un promedio de 21.38 £ 0.52 mm y el mayor halo se tiene con

el extracto hidroalcoholico al 100% con un promedio de 33.50 + 1.20 mm. Para el control

positivo y negativo se observa un halo de 25.38 £ 1.51 mm y 6.00 £ 0.00 mm,

respectivamente.

38



40.00

33.50
30.00
25.38
“ 24.13 24.63
i 21.38
+
« 20.00
2
()
=
10.00
6.00
0'00 i
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Figura 1. Actividad antibacteriana de extractos de hojas de mango, control positivo y

negativo a las 24 horas frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

39



Tabla 2

Comparacion de la actividad antibacteriana entre los extractos etanolico e hidroalcohdlico

al 50y 100 % frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Grupo N° Media D.S. F P
Etandlico al 50% 8 21.38 0.52
Etanodlico al 100% 8 2413 0.83

332.790 0.000
Hidroalcohdlico al 50% 8 2463 0.52
Hidroalcohélico al 100% 8 33.50 1.20

Fuente: base de datos Excel v2010

Interpretacion: El halo de inhibicion del extracto etanolico al 50% es en promedio menor que
los demés con 21.38 £ 0.52 mm. Los halos de inhibicion de los extractos etanolico al 100% e
hidroalcohdlico al 50% son en promedio similar con 24.13 £ 0.83 mmy 24.63 £ 0.52 mm,
respectivamente. El halo de inhibicion del extracto hidroalcohdlico al 100% es en promedio

mayor que los demas con 33.5mm + 1.20 mm.

40.00
35.00 33.50
30.00
. 24.13 24.63
v 25.00
a 21.38
& 20.00
<
(]
S 15.00
10.00
5.00
0.00

Etandlico 50% Etandlico 100% Hidroalcohdlico 50% Hidroalcohdlico 100%

Grupos de comparacion

Figura 2. Comparacion de la actividad antibacteriana entre los extractos etanolico e

hidroalcohdlico al 50 y 100 % frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.
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Tabla 3

Comparacion de la actividad antibacteriana de los extractos etanolico e hidroalcoholico al

50% y 100% con el control positivo a las 24 horas frente a Staphylococcus aureus ATCC

6538.

Grupo N° Media ES t P
Control positivo 8 25.38 0.53 i i
Etandlico 50% 8 21.38 0.18 -7.105 0.000*
Etandlico 100% 8 24.13 0.30 -2.054 0.059
Hidroalcohdlico 50% 8 24.63 0.18 1.332 0.204
Hidroalcohdlico 100% 8 33.50 0.42 -11.953  0.000*

Fuente: base de datos Excel v2010

Interpretacion: El halo de inhibicién del control positivo es en promedio mayor que el

extracto etanolico al 50% a las 24 horas con diferencia significativa, *P < 0.05. El halo de

inhibicidén del control positivo es en promedio similar a los extractos etanolico al 100% e

hidroalcohdlico al 50% a las 24 horas, P > 0.05. El halo de inhibicion del control positivo es

en promedio menor que el extracto hidroalcohdlico al 100% a las 24 horas con diferencia

significativa, *P < 0.05.
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Figura 3. Comparacion de la actividad antibacteriana de los extractos etanolico e

hidroalcohdlico al 50% y 100% con el control positivo a las 24 horas frente a Staphylococcus

aureus ATCC 6538.
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Tabla 4

Comparacion de la actividad antibacteriana de los extractos etanélico e hidroalcohélico al

50% y 100% con el control negativo a las 24 horas frente a Staphylococcus aureus ATCC

6538.

Grupo N° Media E.S. t P
Control negativo 8 6.00 0.00 - -
Etanolico 50% 8 21.38 0.18 84.025 0.000*
Etandlico 100% 8 24.13 0.30 61.431 0.000*
Hidroalcohdlico 50% 8 24.63 0.18 -101.79 0.000*
Hidroalcohdlico 100% 8 33.5 0.42 -65.077 0.000*

Fuente: base de datos Excel v2010

Interpretacién: El halo de inhibicidn del control negativo es en promedio menor que los
extractos etanolico e hidroalcohdlico al 50% y 100% a las 24 horas con diferencia

significativa, *P < 0.05.
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Figura 4. Comparacion de la actividad antibacteriana de los extractos etandlico e
hidroalcohdlico al 50% y 100% con el control negativo a las 24 horas frente a Staphylococcus

aureus ATCC 6538.
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V. Discusion de resultados
En la presente investigacion se evalud la actividad antibacteriana de diferentes extractos
de hojas de mango sobre cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538, los extractos etandlico
e hidroalcohodlico fueron usados a diluciones de 50% y 100% sobre cultivos de la bacteria,
usando el método de difusion de Kirby Bauer — pozos y se comprobé que efectivamente las 4
diluciones poseen actividad sumamente sensible existiendo diferencias significativas entre
ellas y en comparacién con el control positivo (clorhexidina 0.12%). Los resultados obtenidos

en esta investigacion concuerdan con estudios similares realizados por otros autores.

Diso et al. (2017) evaluaron la actividad antibacteriana de hojas y corteza del arbol de
mango oriundas de Nigeria con extractos acuoso y cloroformo usando el método de difusion
sobre S. aureus resistente a meticilina y comprobaron que los extractos poseen actividad
antimicrobiana ya que formaron halos de inhibicion entre 11 y 17 mm alrededor de los pozos
a 120mg/ml lo que clasifica a esta actividad como muy sensible coincidiendo con el presente
trabajo ya que se encontr6 una actividad positiva aungue en el presente estudio se usaron
concentraciones al 50% y 100% y se encontraron halos de inhibicién entre 21.38 y 33.5mm
considerandose sumamente sensible segun la escala de Duraffourd, cabe destacar también

que Diso et al. usaron una cepa resistente a meticilina.

Guerra y Roman (2016) evaluaron extractos hidroalcoholicos de hojas de arbol de mango
nativas de Ecuador sobre 5 cepas incluida S. aureus a diferentes concentraciones usando el
método de difusién Kirby Bauer discos y pozos por maceracion, digestion y ultrasonido
donde se obtuvo como mayor halo de inhibicion 13.7 mm para el extracto hidroalcohdlico al
100% por digestion (pozos) por lo que se concluyd que los extractos de hojas de mango
poseen actividad antibacteriana coincidiendo con el presente estudio, el cual también

encontro una actividad positiva con el extracto hidroalcohdlico al 100% por maceracion
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aunque con halos mas extensos con una media de 33.5 mm, considerdndosele sumamente

sensible segun Duraffourd.

Annad et al. (2015) realizaron un extracto etandlico de hojas de nuez y mango a 20mg/ ml
en la India y lo aplicaron sobre cepas bacterianas orales incluida el S. aureus con el método
de difusion, los cuales mostraron halos de inhibicién con una media de 14.67 mm que segun
la escala de Duraffourd la bacteria es muy sensible al antibacteriano aplicado, comprobando
asi la efectividad del extracto atribuyéndosele posiblemente a la presencia de compuestos
bioactivos lo que concuerda con el presente estudio ya que también us6é como solvente el
etanol aunque encontrandose halos mayores de 21.38 mm y 24.13 mm al 50% y 100%,

respectivamente interpretandose como sumamente sensible.

Meneses y Franga (2014) realizaron un estudio con el fin de evaluar la actividad
antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de hojas de mango a diferentes concentraciones
usando el método de difusion en disco Miller Hinton. Los resultados mostraron halos de
inhibicion en los diferentes cultivos de cepas estudiadas mostrando un mayor halo sobre S.
aureus con 29.7+0.00 mm concluyendo que este extracto posee actividad antibacteriana
sumamente sensible coincidiendo con la presente investigacion ya que también encontrd
halos superiores a 20 mm, cabe resaltar que aqui se utilizaron hojas originarias de Brasil a

diferencia del presente trabajo que se usaron hojas provenientes del norte peruano.

Madduluri et al. (2013) realizaron una investigacion con el objetivo de determinar la
actividad antibacteriana de hojas de 5 plantas indigenas entre ellas la Mangifera indica L. con
extractos metanol y etanol mediante el método de agar disco difusion sobre 5 cepas distintas
incluida S. aureus. Se comprob6 que las 5 cepas mostraron sensibilidad frente a los extractos
de las 5 plantas siendo uno de los mas susceptibles S. aureus con halos de 11.5 mm para el

extracto etanolico y 15 mm para el extracto metanélico de mangifera indica L. concluyéndose
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una actividad antibacteriana positiva de las hojas de mango coincidiendo con el presente
estudio sin embargo aqui se obtuvo halos de menor tamafio y se uso una concentracion de
10mg/ml con hojas oriundas de la India mientras que en el presente estudio se usaron

concentraciones de 50% y100% con hojas nativas de Per0.

Finalmente, Islam et al. (2010) evaluaron la actividad antibacteriana del extracto
metandlico de hojas de mango sobre 9 bacterias incluida S. aureus, donde el halo de
inhibicion para esta bacteria fue de 7 mm considerandose una actividad moderada segun el
estudio, sin embargo esto contrasta con la presente investigacion ya que segun la escala de
Duraffourd éste valor se consideraria nulo y los halos de inhibicion que obtuvimos en el
presente trabajo fueron superiores a 20 mm considerandose sumamente sensible la actividad
de los extractos, aqui a diferencia del presente trabajo se usé como solvente el metanol y

hojas procedentes de Bangladesh.

En conclusion, en el presente estudio se comprob6 que los extractos etandlico e
hidroalcohdlico de hojas de mango oriundas del norte al 50% y 100% si poseen actividad
antibacteriana aunque varian segun el tipo de extracto y la concentracion, de manera
estadisticamente significativa considerandose al Staphylococcus aureus ATCC 6538 una
bacteria sumamente sensible a los diferentes extractos de hojas de mango segin la escala de

Duraffourd.
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VI. Conclusiones

1. Se determino que los extractos etandlico e hidroalcoholico de hojas de mango al 50%

y 100% formaron halos de inhibicion alrededor de los pozos, la clorhexidina 0.12%
formo halos de inhibicién alrededor de los pozos y el alcohol 96° no evidencid halos
alrededor de los pozos a las 24 horas frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

. Al comparar los extractos, el hidroalcohdlico al 100% evidencié un halo de inhibicion
mayor con diferencia estadisticamente significativa en comparacién con los demas
extractos, los extractos etanolico al 100% e hidroalcohdlico al 50% demostraron ser
estadisticamente similares y el extracto etanolico al 50% demostré un menor halo de
inhibicion con diferencia estadisticamente significativa en comparacion con los demas
extractos.

Al comparar los extractos con clorhexidina 0.12%, se determin6 que el halo de
inhibicion de la clorhexidina 0.12% es en promedio mayor al extracto etandlico al
50%, similar a los extractos etanolico al 100% e hidroalcohdlico al 50% y menor al
extracto hidroalcoholico al 100%.

Al comparar los extractos con alcohol 96°, se determind que el halo de inhibicién del
alcohol 96° es en promedio menor a los extractos etanolico e hidroalcohdlico al 50%

y 100%.
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VIl. Recomendaciones
Realizar estudios posteriores con el objetivo de determinar la CMI y CMB de los
extractos empleados en este estudio.
Elaborar extractos con solventes de mayor polaridad y comprobar su efectividad.
Evaluar los componentes activos presentes en cada tipo de extracto a través de la
marcha fitoquimica asi como la posibilidad de aislamiento de éstos.
Comprobar la efectividad de los mismos extractos sobre otras cepas bacterianas
relacionadas con enfermedades bucales.
Evaluar la posibilidad del uso de extractos de hojas de mango en colutorios y/o
dentifricos de manera que ejerza su accion antibacteriana sobre diferentes agentes

patdgenos que se encuentran en boca.
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IX. AnNexos

e Anexo 1: Ficha de recoleccién de datos

Actividad antibacteriana de extractos de hojas de mango sobre Staphylococcus aureus a

las 24 horas

Extracto etanélico

50% 100%

Control positivo

CHX 0.12%

Control negativo

alcohol 96°

E.F. (placa 1)

E.F. (placa 2)

E.F. (placa 3)

E.F. (placa 4)

E.F. (placa 5)

E.F. (placa 6)

E.F. (placa 7)

E.F. (placa 8)

Fuente: Actividad antibacteriana de caesalpinia spinosa (tara) sobre

porphyromonas gingivalis, 2014

Extracto hidroalcohdlico

50% 100%

Control positivo

CHX 0.12%

Control negativo

alcohol 96°

E.F. (placa 1)

E.F. (placa 2)

E.F. (placa 3)

E.F. (placa 4)

E.F. (placa 5)

E.F. (placa 6)

E.F. (placa 7)

E.F. (placa 8)

Fuente: Actividad antibacteriana de caesalpinia spinosa (tara) sobre porphyromonas gingivalis, 2014
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e Anexo 2: Determinacion taxonémica de Mangifera indica L.

¢ UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 100,
A’/\‘/" Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA Museo de %
//‘/Y‘« VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO \ ﬁ;iAS‘M, y
\ 8, 48 s
WESREB MR MUSEO DE HISTORIA NATURAL g

“Afio del Didglogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N°-302-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA
QUE:
La muestra vegetal (hojas y corteza), recibida de Victoria Soledad Cardenas
Roque; estudiante de la Universidad Nacional Federico Villarreal; ha sido estudiada
y clasificada como: Mangifera indica L.; y tiene la siguiente posicién taxonémica,
segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE: ROSIDAE
ORDEN: SAPINDALES
FAMILIA: ANACARDIACEAE
GENERO: Mangifera
ESPECIE: Mangifera indica L

Nombre vulgar: "Mango”
Determinado por: Mg. Hamilton Beltran Santiago

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines
que estime conveniente.

Lima, 23 de agosto de 2018

ACE/ddb
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e Anexo 3: Certificado de analisis de cepa de s. aureus ATCC 6538

Certificate of Quality

Product Name: S. aureus ssp aureus ATCC 6538 PK/5 Product Number: R4607016

Lot Number: 633937 Expiration Date: 2019-09-30
(YYYY-MM-DD)

This product has been manufactured, pr d and packaged in d with Quality Systems Regulation, 21 CFR Part 820,

Representative samples were tested per Remel Quality Control specifications and were found to meet performance criteria for this product.

Purity:

Standardized aliquots of the rehydrated product are i lated onto lective media and examined for pure growth following the

‘ppropriate incubation. Selective and Differential media are also tested where applicable.

Viability And Quantification:
Each organism is recovered from the preserved state within the required time frame and at an acceptable level. Passage number is stated as
the current preserved state.

Macroscopic And Microscopic Morphology:
Colony morphology is consistent with documented referenced description.
Traditional staining is performed.

Biochemical Analysis:
Organism exhibits characteristic bioch and/or enzymatic reactions. Automated and/or conventional testing was performed and results
were within established limits. Antimicrobial testing performed where applicable. Results within expected ranges.

CFU/loop: >10(4) Passage: 3

Gram Reaction: Gram Positive Cocci Biochemical Profile: Vitek 2C GP
Appearance: Preserved Gel Matrix suspended in inoculating loop

pH: N/A

7~

Signed

Skwam@m

Product Performance Technologist

3941 Ryan Street, Lake Charles, LA 70605, 800-255-6730, 913-888-0939, www.remel.com www.remel.com Page 1 of |



e Anexo 4: Protocolo de andlisis de extractos etandlico e hidroalcohélico

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Pert, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

FACULTAD

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00438-CPF-2018

ORDEN DE ANALISIS : 005068/2018
SOLICITADO POR : VICTORIA SOLEDAD CARDENAS ROQUE
MUESTRA : HOJAS DE MANGO
NUMERO DE LOTE e
CANTIDAD : 01 sobre
FECHA DE RECEPCION : 18 de Setiembre del 2018
FECHA DE FABRICACION e
FECHA DE VENCIMIENTO
ENSAYO ESPECIFICACIONES| METODO | RESULTADOS
EXTRACCION —_—
ETANOLICA

Lima, 28 de Setiembre del 2018

\ &
IRF_CO\.%%\
7 do Farmed,

QF. Gustavo Guerra Brizuela

A
%, O
Director del Centro de Control Analitico-

%

1SO 9001

CAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO”

v

BUREAU VERITAS
Certification

N° BR233265 008

MANAGEMENT
SYSTEMS
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS FACULTAD
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00439-CPF-2018

ORDEN DE ANALISIS - 005068/2018
SOLICITADO POR : VICTORIA SOLEDAD CARDENAS ROQUE
MUESTRA : HOJAS DE MANGO
NUMERO DE LOTE D
CANTIDAD : 01 paquete
FECHA DE RECEPCION : 18 de Setiembre del 2018
FECHA DE FABRICACION s
FECHA DE VENCIMIENTO o=
ENSAYO ESPECIFICACIONES | METODO | RESULTADOS
EXTRACCION Conforme
HIDROALCOHOLICA

Lima, 01 de Octubre del 2018

QF. Gustavo Guerra Brizuela
Director del Centro de Control Analitico

'CAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL T 0XICO” 1S0 9001 m

BUREAU VERITAS
Certification Ml:’w'\(c&gv
SYSTEMS

N° BR233265 008
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e Anexo 5: Informe de laboratorio y célculos

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00580-CPF-2018

FACULTAD

ORDEN DE ANALISIS :005179/2018

SOLICITADO POR : VICTORIA SOLEDAD CARDENAS ROQUE

M!JESTRA : EXTRACTO DE MANGO

NUMERO DE LOTE D

CANTIDAD . : 03 frascos x 10 mL c/u

FECHA DE RECEPCION : 05 de Diciembre del 2018

FECHA DE FABRICACION D -

FECHA DE VENCIMIENTO e

DIAMETRO DE INHIBICION EN MILIMETROS
Control Blanco Extracto Extracto
MICROORGANISMOS Alcohol 96° hidroalcohélico hidroalcohoélico
100% 50%

24 27 6 6 33 33 24 25
24 27 6 6 34 35 25 25

Staphylococcus aureus 24 27 6 6 Ep) 35 24 55
24 26 6 6 32 34 24 25

0 =

MICROORGANISMOS | Comrol | Paree | e | B candic
24 27 6 6 25 23 21 21

Staphylococcus aureus 28 27 2 i =2 2 2 2
24 27 6 6 25 23 21 21
24 26 6 6 24 24 22 22

*El tamafio de los pocillos es de 6mm, por lo tanto cuando se reporta esta medida indica que
no hay formacion de halo de inhibicion.
*Concentracion del indculo: 1x10% UFC/mL

Lima, 19 de Diciembre del 2018

("1’7éustavo Guefra Brizuela \
Director del Centro de Control Analitico

DEL MEDICAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO” 150 9001 @

Pertt - BUREAU VERITAS
Certification Mymlgz'}«gw

Ssee
N° BR233265 008




Anexo 6: Matriz de consistencia

enborg sEURpIE ) PEPI[OS BHIOIOTA

3P [RA TN WOD () 3P SMY SN 35 Snb ErwEIRIUETE
2p [RAT [§ TRousguog sp sjdypm woreredmod

=p BqEnid B] 0NN 35 SEANEIQIUEIS SEIUARJIP BIGeY

“EEE
2p eoepd EEm we

BELY DILY meame

“BELS DLV mamp maseso)idng

E Husg s=1oq 57 9 ® (.94 [O9(E) caneStw [onuod £

orpnysa ap odniE [3 3OS GOWI 3p OfFY [P EEdWmo) -

"BECH DLV mMedmp massas)diderg e aymm

SEIOY 7 SB[ B (357 [ () [E BWPTEIof) cantsod [oguod 2 £

SOJIENE #ND 34UR TEN[eA3 ETed 05N S0JIESE OREND mapepopiydriy | oTpmgss P odiuE [3 2gUA BOWIQWW P OfE ¢ Emdwe) - L8ECH DLV smeanp
so] mrdmod ered (YAQNY) ETEELEL Sp SITENE = ouELEREg "§E59 DLV memp masosopiydnig mozooo g
Sp E3Mm03} B 3p s3aEn ® J eqenud €] A sodnud sop anus Eamrml CIISIIREE | B SfURf Se1et §7 5] 2 94)0] £ 950§ [2 oonoqes[zatpm = sp eded  amqos
uowmeredmon 2] ered JRepryg Sp 3 sedinamered seqand soep werEadwey | TRQUET | OJMOUE}E SCIIELNE SO] 3 WOWIUW 3p ofeq B Emdwoy - (oSwem) taqy Dapuy
FE QTNWN =% sisEediy Sp EqINad E] EREJ [ERURIERN] P TOTIR[OIEI JopEwpu] | Enb s[qeqend | "gEC DLV MRD Mac020pdnie € SURL FEI0Y {7 T agifuryy sp selog ap
TS D T T T =P B opEmus spodi] | = s=omoyE | E (9g [eoo[s) caneSen [oguoa £ (7] PMPREGIO[) SQJEDNE SSYRIENP 3P
#p SEOQELE A EPELQUR 3[Q0P 3P TE[GER WOREIOQE[ @5 4 T AqELEL THELEREQREE | oagsod ogmed ‘egp] £ 90C B O9NOYOI[EOIpI oA T BUELEIIEGUUE
EPETpT= SjueIpusdsp S[QELEL E] 5P Ojms e odmos [& pepumse mezeod | 3 odrjowwe sopEme SO Sp GOIIqMW 3P OFY [F ENEAY - pepLnae B 2 En)?
TqUREAp Br2d (OTHINET L O ‘TEPUE)S3 WOIIELLSE) BORIGTHT | SS[EN3 5] ‘S0[OHEY ssoagRadse soanzlgn ERURS EWE]al]
woRdsp £ (FURIpRW 4 RINSUGUE EIRRW) [RRUED =P oEH sopsandmes
EISUSPES} P SEPIPSW S| UOIEMI[ER 35 ioAnduRss oA ] JOPENPU] | GAURHUOY  OEWEIL "§6£9 DDLY e
TEAEmg | [Ewemnede TUEIRiRGUUE | 3p mloq w15 | maogoc)ddolyop edsd a1qos (oSwew) wuy rop piaiRmEy op Teloy
oonsIpEsa PWELE0xd [3 OZI[GN 35 0OhsIpesa SISIEue og=sI] pepUmEy | EEERE ssaod] | p Sojpeme SSUSRJIP 3p ONTA Ul FUELR{ISqIE PEPANTE ] AR
[® BEd £ [ (7A [F9%F U= SOJEp S 350 EWR QIOGE]E 25 SOTPTY=E P oG], o FI9ELEL ERwEE canzlgg
satopEaIpal
CIRAPER EY owRs ojERmmIEN] aedipg oanalqp EmR oL
3 sqEME

8€50 DDLYV snamp sna2020]dydnis Ad VdID TIIOS (OONVIN) #uil popput 042 fiun iy
HA SVIOH HA SOLOVALXI SHINTIIAIA 30 O4LIA NI VNVIHALOVALINY OVAIALLDV

64



e Anexo 7: Fotos

EQUIPO SUJETO
AL ALCANCE DE LA 1S0 9001-2008

INCUBADORA 43°C

EQ-CCA025 [
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Extracto etandlico 50%
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Extracto hidroalcoholico 50%

Control positivo (clorhexidina 0.12%) Control negativo (alcohol 96°)
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