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RESUMEN

Objetivos: Determinar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de
Rosmarinus Officinalis L. comparado con Penicilina sobre Cepas
Streptococcus pyogenes. Material y métodos: Se realizO un estudio
experimental comparativo, las muestras estuvieron constituidas de 40

cultivos de Streptococcus pyogenes.

Resultados: En el Grupo 1 con halo inhibitorio de R.O al 50% se obtiene un
diametro promedio de 12.10 mm y una desviacion estandar de 3.60 mm,
mientras que en el Grupo 2 una media y una desviacion estandar de 15.60
mm. El Grupo Control positivo de penicilina 10 ug con valores de 31.30 y
8.43 mm se detecta una diferencia sustantiva entre los Grupos
experimentales respecto al Grupo Control.

Conclusiones: El extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. “Romero” en
las concentraciones 50% y 75% si presentan efecto inhibitorio in vitro sobre
cepas de Streptococcus pyogenes clinicas y ATCC® 12384, existiendo
diferencia significativa entre las diferentes concentraciones utilizadas. La
concentracion maxima 75% utilizada en Streptococcus pyogenes ATCC®

12384, donde se evidencia que existe diferencia significativa.

Palabras claves: Rosmarinus officinalis L., Streptococcus pyogenes, halo

inhibitorio, Penicilina



ABSTRACT

Objectives: To determinate the in vitro inhibitory effect of ethanol extract of
Rosmarinus Officinalis L. compared with penicilin on Streptococcus
pyogenes. Materials and methods: A comparative experimental study was

performed, the samples consisted of 40 cultures of Streptococcus pyogenes.

Results: In Group 1 with 50% R.O inhibitory halo an average diameter of
12.10 mm and a standard deviation of 3.60 mm is obtained, while in Group 2
a mean and a standard deviation of 15.60 mm. The Positive Control Group
of penicillin 10 ug with values of 31.30 and 8.43 mm detected a substantive

difference between the experimental Groups and the Control Group.

Conclusions: The ethanolic extract of Rosmarinus officinalis L. "Romero"” in
concentrations 50% and 75% if they present inhibitory effect in vitro on strains
of Streptococcus pyogenes clinicas and ATCC® 12384, there being a
significant difference between the different concentrations used. The
maximum concentration 75% used in Streptococcus pyogenes ATCC®

12384, where it is evidenced that there is significant difference.

Key words: Rosmarinus officinalis L., Streptococcus pyogenes, halo inhibitor,

Penicillin.



I. INTRODUCCION:

La salud infantil es uno de los Objetivos del Desarrollo del Milenio
(ODM)® y tema fundamental para el seguimiento por parte de los gobiernos.
Segun la resolucion ministerial N° 5970-2007 DGS/MINSA establece que la

salud de los nifios es fundamental para definir la politica publica en salud?.

En el Perq, la principal causa de mortalidad es el grupo etario 0 a 4
afios, en enfermedades infectocontagiosas, teniendo como grupo de
morbilidad mas frecuente a las “Infecciones Respiratorias Agudas” (IRAS),
con 2'774,790 de atenciones y en segundo lugar a “Infecciones del aparato
gastrointestinal”’, con 860,847 atenciones. El tercer lugar se debié a
“Patologias de la piel y del tejido subcutaneo”, con 306,023 atenciones. Las
IRAs mas frecuentes fueron aquellas que afectaron las vias respiratorias
altas (Faringitis aguda y amigdalitis aguda y otras infecciones agudas de las

vias respiratorias superiores)>.

En el Departamento de Ancash de Julio 2011 , la primera causa de
morbilidad fue el grupo de “Infecciones respiratorias agudas de vias aéreas
superiores” (grupos diagnésticos: Faringitis aguda y amigdalitis aguda),
seguido de “Infecciones del aparato gastrointestinal” (grupos diagnosticos:

Otras helmintiasis/Otras enfermedades infecciosas intestinales)?.

Streptococcus pyogenes es responsable de infecciones no invasoras
como amigdalitis, escarlatina y afecciones de la piel y de infecciones
invasoras graves como bacteriemia, fascitis necrotizante y shock séptico3*.
Adicionalmente, S. pyogenes infecciones no supurativas, siendo las mas
importantes la fiebre reumatica y la glomerulonefritis post-infecciosa.
Pertenece a las bacterias Gram positivas, ®-hemolitica del grupo A de

Lancefield>®,

Estreptococo beta-hemolitico del grupo A (EbhGA) es responsable
del 5 al 15% de las consultas por dolor de garganta en los adultos y del 20

al 30% en los nifios’8°. Es mas frecuente en invierno y comienzo de la



primavera y se estima que es la causa del 15-30% de casos de Faringitis
Aguda (FA) en niflos de edad escolar entre 5 y 15 afios (rango 3-18
afios)'%115, Por lo que es necesario un diagnéstico y tratamiento oportuno
para prevenir complicaciones mortales como la fiebre reumatica aguda y

glomerulonefritis?13,

La fiebre reumética (FR) es una enfermedad inflamatoria, sistémica
caracterizada por la existencia de lesiones que afectan al corazon,
articulaciones, sistema nervioso central, piel y tejido celular subcutaneo,
como secuela de una infeccién faringea por EbhGA 5. La FR es un
problema sanitario importante en Asia, Oriente Medio, Africa y Sudamérica,
todo ello indica que es una enfermedad social, en la que las malas
condiciones de vivienda y el hacinamiento favorecen el desarrollo de la

mismal4.

Entre los estudios de susceptibilidad in vitro realizados en Chile en
pacientes con amigdalitis aguda, se ha observado que Streptococcus grupo
A presenta una susceptibilidad del 100% a penicilina, amoxicilina,
amoxicilina-sulbactam y cefuroxima; 7,8% de resistencia a eritromicina; 0%
a 5,2% de resistencia a azitromicina y 0% a 5,9% de resistencia a

claritromicina®19,

En el caso de macrdélidos y lincosamidas se ha descrito que
Streptococcus pyogenes produciria como principal mecanismo de
resistencia una alteracién en el sitio blanco del antibiético que se encuentra
en la subunidad 50s del ribosoma, a traves de la produccion de
metiltransferasas codificadas por el gen ERM de origen plasmidial o

cromosomal que transformarian dicho sitio de accion®11-14,

En los ultimos afos las plantas medicinales han adquirido gran

importancia en terapias alternativas o complementarias en varias regiones



del mundo'®'’. Las plantas con accion medicinal o funcional tienen la
caracteristica comun de poseer un elevado contenido en sustancias o
principios activos, con propiedades quimicas, bioquimicas u organolépticas
muy especificas, que permiten su utilizacion con fines terapéuticos (plantas
medicinales), aromaticos (plantas aromaticas o esencias) y dietéticos o

gastronomicos (plantas empleadas como condimentos) 1819,

Rosmarinus Officinalis L. (Romero) contiene aceite esencial cuya
composicién varia segun la procedencia geografica. Asi se han diferenciado
tres quimiotipos diferentes: cineoliferum (alto porcentaje de 1,8-cineol),
camforiferum (con mas de un 20% en alcanfor) y verbenoniferum (con mas
de un 15% en verbenona)?®?122, En el area mediterranea el aceite esencial
de plantas procedentes de Marruecos y Tunez posee un elevado contenido
en 1,8-cineol, mientras que el procedente de Espafia posee un contenido

menor23.2425,

Los componentes principales del aceite esencial de Rosmarinus
Officinalis L. (Romero) en el Peru son: 20% de alcanfor, 2% de 1,8-cineol,
4% a-pineno y otros monoterpenos como borneol, b-pineno, limoneno y p-
cimeno. También encontramos lactonas sesquiterpénicas (carnosol,
rosmanol, epirosmanol, isorosmanol, 7-metoxirosmanol, rosmadial); acidos
triterpénicos (acido ursélico, acido betulinico); alcoholes triterpénicos (a y b-
amirina, betulina); acidos fendlicos (cafeico, clorogénico, rosmarinico); 15 -
20% de flavonoides (luteolina, apigenina, genkwanina, diosmetina,
hispidulina,  5-hidroxi-7,  4’-dimetoxi-flavona, cirsimaritina) y los

correspondientes heterdsidos?0:21:25,

Muchos compuestos presentes en aceites esenciales obtenidos de
diferentes plantas, tales como: fenoles, flavonoides y otros polifenoles
actuan contra reconocidas bacterias patdgenas, mohos y levaduras
presentes en alimentos?®?’. En el trabajo de Shan et al., determinaron en

mas de 10 aceites esenciales la relacidn existente entre el contenido de



compuestos fendlicos y la capacidad de inhibicion de bacterias Gram

positivas y Gram negativas?®2%30,



Justificacion:

Debido a la necesidad de conocer las propiedades medicinales de las
plantas y teniendo la informacién sobre los efectos antimicrobianos que
presenta la planta Rosmarinus Officinalis L. (Romero) sobre los
microorganismos como: Streptococcus pyogenes, microorganismo que
constituye la causa mas frecuente de infeccion de la via area superior
(faringoamigdalitis aguda). Si bien sus complicaciones son excepcionales,
pueden existir dos tipos: complicaciones supurativas locales (1-2%): otitis
media, sinusitis aguda, absceso periamigdalino, mastoiditis, Yy
excepcionalmente: absceso retrofaringeo, sindrome de shock toxico
estreptocaocico, etc., y no supurativas, que son raras en paises desarrollados,
como la Fiebre Reumatica (FR), glomerulonefritis postestreptocdcica y
artritis reactiva. Teniendo en cuenta que nuestro pais esta en via de
desarrollo, en estas ultimas décadas existe alarma en la poblacién por falta
de antibidticos para tratar infecciones estreptococicas, consideramos
importante la realizacion de esta investigacion, con la finalidad de comprobar
si existe efecto inhibitorio de Rosmarinus Officinalis L. (Romero) sobre S.
pyogenes. De probar la hipétesis, comunicariamos el hecho a la comunidad
cientifica, para que se tenga en cuenta los beneficios del estudio y se
divulgue la informacién, a fin de encontrar nuevas alternativas terapéuticas

contra dicho patdgeno.

Rodriguez Y. Espinoza et al,3® Demostraron que el extracto
etandlico de Rosmarinus officinalis L. (Romero) no tiene efecto inhibitorio
sobre las cepas de Pseudomonas aeruginosa (PF1, PF2, PF3) y la cepa SY1
de Staphylococcus aureus; sin embargo tuvo efecto inhibitorio sobre las
cepas RE1, RE2, RE3 de Streptococcus pyogenes obteniéndose halos de
inhibicion de 8.67mm. (cepa RE1l) a concentracion de 5 mg/ml y de
12.33mm. (cepa RE3) a concentracion de 35 mg/ml. ; y el efecto en las cepas
SY2y SY3 de Staphylococcus aureus produjo halos de inhibicién de 7 mm.
(cepa SY3) a concentracion de 5mg/ml. y de 10 mm. (cepa SY2) a

concentracion de 25 mg/ml.



Nair R., Kalariya T., Chanda S.®? Los resultados de su estudio fueron
gue todos los extractos de las hojas de Rosmarinus officinalis L. mostraron
diversos efectos inhibitorios (7-16 mm/20 ul de la zona de inhibicion),

excepto el extracto de acetona contra Yersinia enterocolitica.

Castafio Hader, Ciro Gelmy.® El aceite esencial de Rosmarinus
officinalis L. exhibié un amplio espectro de accion antimicrobiana tanto para
bacterias Gram positivas como Gram negativas con CIM entre 512 — 4096
ppm. El extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. mostré actividad
antimicrobiana contra las bacterias Shigella sonnei, Salmonella typhimurium
y Listeria monocytogenes con CIM de 1024 ppm. La nisina, utilizada como
control positivo, ocasiondé una inhibicion del crecimiento de todas las
bacterias evaluadas con CIMs entre 2 y 1024 ppm, mientras que los
conservantes usados comunmente en la industria de alimentos presentaron
una actividad antimicrobiana menor que la encontrada con el aceite esencial

de Rosmarinus officinalis L.

Mostacero Irsa , Bustamante Olinda del Pilar.3* Obtuvieron como
resultado que para el Streptococcus mutans, la infusion de Rosmarinus
officinalis L. al 40% presenté mayor eficacia con una media de 20530000,00
UFC/ml y una diferencia significativa de 0.0028 a los dos tiempos de
exposicion ( 1 y 5 minutos); mientras que al 20% se obtuvo una media de
2016666,67 UFC/ml y tanto a 1 minuto como a los 5 minutos mostré una
diferencia significativa de 0,0002 respecto al ensayo control. Concluyendo
que a mayor concentracion y tiempo de exposicion de la infusion de
Rosmarinus officinalis L., mayor es el efecto inhibitorio sobre Streptococcus

mutans.



PLAN TE INVESTIGACION
Formulacion del problema cientifico:

¢, Cual es el efecto inhibitorio in vitro de Rosmarinus officinalis L. comparado
con Penicilina sobre Cepas de Streptococcus pyogenes. UPAO. Agosto -
Noviembre 2015?

Hipotesis:

Hipotesis nula (Ho):

Ho: No existe efecto inhibitorio in vitro de Rosmarinus Officinalis L.
comparado con Penicilina sobre Cepas de Streptococcus pyogenes.
UPAOQ. Agosto - Noviembre 2015.

Hipotesis alternativa (Ha):

Hi: Existe efecto inhibitorio in vitro de Rosmarinus Officinalis L.
comparado con Penicilina sobre Cepas de Streptococcus pyogenes.
UPAO. Agosto - Noviembre 2015.

Objetivos:
Objetivo general:

Determinar el efecto inhibitorio in vitro de Rosmarinus Officinalis L.
comparado con Penicilina sobre Cepas de Streptococcus pyogenes.
UAPO. Agosto - Noviembre 2015.

Objetivos especificos:

Determinar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis L. a concentraciones del 50% y 75% sobre
Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 y Cepas de Streptococcus
pyogenes clinicas.

Determinar el efecto inhibitorio in vitro de Penicilina sobre
Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 y Cepas de Streptococcus
pyogenes clinicas.

Comparar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis L. y penicilina sobre Streptococcus pyogenes
ATCC® 12384 y Cepas de Streptococcus pyogenes clinicas.



MATERIAL Y METODOS:

5.1. Poblaciones:

5.1.1. Poblacion Diana o Universo:

Cultivos de Cepas Streptococcus pyogenes aislados y cepa de

Streptococcus Pyogenes ATCC® 12384.

5.1.2. Poblacion de Estudio:
Los cultivos de Streptococcus pyogenes aislados de pacientes con

faringoamigdalitis supurativa.

Criterios de inclusion:

1 Cepa de Streptococcus pyogenes ATCC® 12384.
71 Cepas aisladas de pacientes que presentaron signos y sintomas de

faringoamigdalitis supurativa e hipertrofia de amigdalas.

Criterios de exclusion:

11 Pacientes que recibieron antibioticoterapia en los ultimos 72 horas antes
de realizarse la toma de la muestra.

71 Pacientes que fueron internados por procesos infecciosos en el ultimo
mes, con diagnostico de asma, bronquitis cronica, EPOC.

[1 Contaminacion de la muestra



5.1.3. Muestra:

Unidad de anélisis:

La unidad de analisis la constituiran cada una de las placas petris con
cultivos de Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 y Cepas de
Streptococcus pyogenes clinicas., sometidas al extracto etandlico de

Rosmarinus Officinalis L. y penicilina.

Unidad de muestreo

La unidad de analisis la constituiran cada una de las placas petris con
cultivos de Streptococcus pyogenes ATCC® 12384, sometidas al extracto

etandlico de Rosmarinus Officinalis L. y penicilina.

Tamafio muestral

Siendo un trabajo experimental el tamafio de la muestra estara constituida
por 10 unidades experimentales, que corresponden a 1 tipo de extracto, 2
concentraciones, 1 cepa bacteriana Streptococcus pyogenes ATCC® 12384
y cepas bacterianas procedente de muestra clinica. Con 1 repeticion en el

experimento totaliza 40.

DISENO DE ESTUDIO

1. Tipo de estudio:

Experimental, comparativo.



2. Disefno Especifico:

NR1 G1:01

NR2 G2: 02

NR1: Sensibilidad del Streptococcus pyogenes a las concentraciones 50% y

75% del extracto etanélico de Rosmarinus Officinalis L.

O1: Medida de la halos

G1: Medida de sensibilidad del extracto etanélico de Rosmarinus Officinalis

L. sobre Streptococcus pyogenes.

NR2: Sensibilidad del Streptococcus pyogenes a las concentracion de 100%

de penicilina.

O1: Medida de la halos

G1: Medida de sensibilidad de penicilina sobre Streptococcus pyogenes.



6.3. Descripcion de variables y escalas de medicién:

TIPO
ESCAL
UNIDAD DE DE
VARIABLE A DE
MEDIDA VARIAB
MEDIDA
LE
Independien
te .
Concentraciones al Cualitati
50%, 75% del Ordinal
Extracto - va
. extracto etandlico.
etandlico de
Rosmarinus
Officinalis L.
o Carga del disco (10 Cualitati _
Penicilina ug) va Ordinal
100%
Dependient
e
Nominal
Efecto Diametro del halo Cualitati -
inhibitorio in de inhibicién va dicotomi
vitro sobre ca
1. Definvtiepiesaperacionales.
S pyogenes

1.1. Variable independiente:

> Extracto etandlico de Rosmarinus Officinalis L.: Extracto con olor
caracteristico, obtenido a partir de la hojas de la planta Rosmarinus
Officinalis L. (romero), por maceracion en contacto con etanol, seguida de la
eliminacién de dicho solvente por un procedimiento fisico; contiene los

principios activos.

> Penicilina: Antibiético del grupo de los betalactamicos empleado
profusamente en el tratamiento de infecciones provocadas por bacterias
sensibles y derivado del acido 6-aminopenicilanico, la concentracion en el

disco de 10 ug para trabajos experimentales.



1.2. Variable Dependiente:

> Efecto inhibitorio in vitro:

Capacidad para evitar la reproduccion, crecimiento o producir la muerte de
un microorganismo en condiciones experimentales, fuera de un organismo

Vivo.

> Halo de Inhibicién:

Zona alrededor del disco donde una sustancia antibacteriana es capaz de
impedir el crecimiento de la bacteria al cabo de 18 a 24 horas de incubacion.
Se utilizara como medida los diametros de estas zonas en mm, segun la

escala de Duraffourd.

> Escala de Duraffourd: Escala utilizada para determinar cualitativamente el

efecto inhibitorio in vitro, seglin diametro de inhibicion3®.

o

Nula (-) para un diametro inferior a 8 mm.

o Sensibilidad limite (sensible = +) para un diamero mayor de 8 mm a

14 mm

0 Medio (muy sensible = ++) para un diametro entre 15 mm a 20 mm.

o Sumamente sensible (+++) para un diametro superior a 20 mm.



2. PROCEDIMIENTO:

Recoleccion de la muestra:

Se recolecté 5 kg de las hojas de Rosmarinus officinalis (Romero), de
Granja Porcon (Latitud 07° 02’ 15” S, Longitud 78° 38’ 00” W, altura 2980
msnm), a una hora de la Ciudad de Cajamarca por la carretera a
Bambamarca, del Distrito de Cajamarca, Provincia de Cajamarca y Region

de Cajamarca.

La recoleccién de la especie se realizé por el método convencional o clasico

de herborizacion.

Identificacién y determinacion taxondmica de la especie:

Un ejemplar completo de la planta se llevo al Herbario Antenor Orrego (HAO)
del Museo de Historia Natural y Cultural de la Universidad Privada Antenor

Orrego para su identificacion y determinacién taxonémica.

Preparaciéon de la muestra:

Seleccién de la muestra: El material vegetal recolectado fue transportado
al laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad Nacional de Trujillo, donde se eliminé las sustancias

extrafias (polvo, microorganismos vivos) presentes en el material vegetal.

Lavado de la droga: Luego se procedio al lavado del material vegetal con
agua destilada, seguido de una desinfeccidn, utilizando hipoclorito de sodio
al 0.5 %. Posteriormente se realiz0 enjuague con agua destilada esteéril, esto

es para retirar los residuos de hipoclorito.



Secado: Una vez lavado las hojas se procedié a adecuar la droga en
papeles Kraft, y se sec6 a temperatura ambiente.

Pulverizacién y tamizacién: Se procedid a pulverizar las hojas con ayuda
de un molino hasta obtener polvo y luego se pasé a través de un set de

tamices para homogenizar el tamafio de particulas.

Almacenamiento: El polvo obtenido, se guardd en un frasco de vidrio de

color ambar de boca ancha?*.

Preparacién del extracto etandlico de las hojas de romero

Método maceracion

En un envase estéril de vidrio ambar de boca ancha de 4 litros de capacidad,
se colocaron 500 g de polvo de hojas previamente pulverizadas y tamizadas.
Luego, se afiadio etanol al 70 % cantidad suficiente hasta cubrir la muestra
por sobre 2 cm de altura. Se mezcld bien, teniendo en cuenta que la mezcla
debe ocupar como méaximo las % partes del recipiente. Se tap6 el recipiente
y se maceré en ausencia de luz por 7 dias, agitindose10 minutos, dos veces

al dia*?.

Transcurrido el tiempo de maceracion, se filtro el liquido al vacio, con papel
de filtro Whatman N° 1. Al liquido filtrado se le denominé extracto etandlico.
A continuacion, el extracto etandlico se concentrd en un rotavapor (Heidolph
WB 2000) a presién reducida y temperatura controlada, no mayor a 40°C.
Finalmente, el extracto se coloco en capsulas de porcelanay se llevo a secar
a la estufa a 40 °C. Al producto resultante se le denomino extracto seco. A
partir de este extracto seco se prepararon las concentraciones de 50% y
75% disueltas en etanol al 70%. Luego cada concentracion del extracto
fueron esterilizadas por filtracibn con membrana, usando filtros Millipore de
0.4 umy 0.22 pm. Finalmente, las concentraciones preparadas, del extracto
etandlico, se coloco en viales ambar de 10 mL y fueron almacenadas a 4°C
hasta su posterior utilizacion*!.

Obtencién de cepa:



Cepa Bacteriana

La cepa de Streptococcus pyogenes fueron aislada de pacientes con
faringoamigdalitis supurativa y una cepa certificada ATCC® 12384 de
control. La muestra fue sembrada en agar sangre y tioglicolato luego
incubada a T° 37 °C por 24 horas. De las colonias beta-hemoliticos se
realizaron coloracion Gram y la prueba de la bacitracina como prueba de
confirmacion. Una vez aisladas la cepa, se conservaron en medio Agar TSA

hasta la realizacion del trabajo experimental.

Preparacion del in6culo de Streptococcus pyogenes.

Método de suspensidn directa de colonias

El método de suspension directa de colonias es el mas adecuado para la

preparacion del indculo.

(1) Preparamos el inéculo empleando un caldo directo o suspensién salina
de las colonias aisladas seleccionadas de una placa de agar después de 18
a 24 horas de incubacién (utilizamos un medio enriquecido como el agar

soya tripticasa).

(2) Ajustamos la turbidez de la suspension hasta que sea equivalente al tubo
estandar 0.5 de la escala de McFarland. Obteniendo una suspension de 1.5
x 10% unidades formadores de colonias (UFC)/ml para Streptococcus
pyogenes. Para realizar este paso con exactitud, se debid utilizar un equipo
fotométrico o realizamos visualmente, una luz adecuada para comparar el
tubo del inéculo con el estandar 0.5 de McFarland frente a una tarjeta de

fondo blanco y lineas negras3® 37,

Prueba Inhibitoria in vitro: Mediante la técnica de Kirby y Bauer

Inoculacion de las placas*?
(1) Dentro de los 15 minutos después de haber ajustado la turbidez de la

suspension del inéculo, sumergimos un hisopo de algoddén estéril en la



suspension ajustada. Rotaremos el hisopo varias veces y presionaremos
firmemente por las paredes internas del tubo por encima del nivel del liquido.
Este procedimiento elimino el exceso de liquido del hisopo.

(2) Inoculamos en la superficie seca de una placa de agar Mueller-Hinton
estriando con el hisopo toda la superficie del agar estéril. Repetimos este
procedimiento estriando dos veces mas el hisopo, rotando la placa
aproximadamente 60° cada vez para asegurar una distribucion homogénea

del in6culo. Como paso final, pasamos el hisopo por el borde del agar.

(3) Mantuvimos la placa entreabierta durante tres a cinco minutos, que
favorecié la eliminacién del exceso de humedad de la superficie para luego

poder aplicar los discos impregnados con el antibiético3® 39,

Determinacion del efecto inhibitorio (prueba de susceptibilidad)

Mediante el método de difusién de discos de Kirby y Bauer, el cual consistia
en preparar discos de papel de filtro estériles, los cuales seran sumergidos
dentro de cada concentracion del extracto etandlico de Rosmarinus
Officinalis L.: 50% y 75% por el periodo no menor de 1 hora, luego con una
aguja estéril, éstos se colocaron sobre los cultivos de Streptococcus
pyogenes en las placas petri previamente preparadas; las placas se

mantuvieron en la misma posicion por un periodo de 5 minutos.

Luego de este tiempo las placas se voltearon de posicion y se incubaran a
37° C, durante 24 horas. Todo el procedimiento se llevé a cabo dentro del
diametro de 10 cm de la llama de un mechero.

Se realizé la comparacion de halos de inhibicibn que se produce con
Rosmarinus officinalis L. sobre la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC®
12384.

La lectura de los resultados, se llevé a cabo después de las 24 horas,

mediante la inspeccién visual de cada placa. Se efectué tomando el registro



en milimetro de los halos de inhibicién del crecimiento de Streptococcus

pyogenes.

RECOLECCION Y ANALISIS DE DATOS:

El procesamiento de la informacion fue automético y se utilizd una
computadora Pentium IV con Windows 8 y el Software estadistico SPSS

version 22.

Estadistica descriptiva: Para analizar la informacion se construyo tablas de
distribuciéon de frecuencias de una entrada con sus valores absolutos. Se

calculo su media y su desviacion estandar.

Estadistica analitica: Para determinar el efecto in vitro del extracto
etandlico de Rosmarinus Officinalis L. sobre Streptococcus pyogenes, se
utilizé un analisis de varianza de un disefio completamente aleatorizado para
el efecto bactericida analizado por el halo de inhibicién, luego se utilizé6 una
prueba de comparaciones multiples: Prueba Duncan*3, ambas con un nivel

de significancia del 5%.

Todos estos datos fueron procesados de manera automatizada con el

soporte del software estadistico SPSS version 22.



CONSIDERACIONES ETICAS:

El proyecto de investigacién se presentd para consideraciéon, comentario,
consejo y aprobacion a los comités designados por la Facultad de Medicina
de la UPAO.

Al realizar la investigacion se tuvo en cuenta principios de bioseguridad,
prestando atencion adecuada a los factores que puedan dafiar el medio

ambiente. Declaracion de Helsinki 1149,



. RESULTADOS:

A continuacion se presentan los resultados obtenidos in vitro que muestran

el efecto de diferentes concentraciones del

extracto etanolico de

Rosmarinus officinalis L. sobre cepas de Streptococcus pyogenes clinica y
ATCC® 12384.

Tabla 1

Diametro de halo como efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de

Rosmarinus officinalis L. a concentraciones del 50%, 75% y de Penicilina

sobre Streptococcus pyogenes cepas clinicas.

Grupo de estudio:

Indicador Rosmarinus officinalis L. | Rosmarinus officinalis Disco Penicilina 10 ug
al 50% L. al 75%
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Media (mm) 12.10 15.60 31.30
Desviacion 3.60 3.57 8.43
estandar (mm)
Prueba  para F=3240 p<0.05
medias
Comparacion b b a

entre grupos+

+: Grupos con la misma letra no difieren estadisticamente segun prueba de

Duncan.



Figura 1. Diametro de halo como efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico

de Rosmarinus officinalis L. a concentraciones del 50% y 75% y de Penicilina

10 ug sobre Streptococcus pyogenes cepas clinicas.

HALO DE INHIBICION

L 32.0
)
)
) 24.0
| 26.0
)
g 8.0
0.0
Rosmarinus Rosmarinus Penicilina 10 ug
officinalis L. 50% officinalis L. 75%
CONCENTRA

En la tabla 1, se determina y compara el diametro del halo de inhibicion
segun grupo de estudio sobre Streptococos pyogenes cepa clinica. En el
Grupo 1 con halo inhibitorio de R.O al 50% se obtiene un didmetro
promedio de 12.10 mm y una desviacion estandar de 3.60 mm, mientras
que en el Grupo 2 una media y una desviacion estandar de 15.60 mm. El
Grupo Control positivo de penicilina 10 ug con valores de 31.30 y 8.43 mm
se detecta una diferencia sustantiva entre los Grupos experimentales

respecto al Grupo Control.

La Prueba F del andlisis de varianza que compara la igualdad de los
efectos medios de los tres grupos corrobora esta situacion y declara una
diferencia estadistica altamente significativa (p<0.05), lo que permite
sefalar que las medias no son iguales y que al menos uno de los grupos
tiene una media diferente de la longitud del diAmetro del halo como una

medida del efecto inhibitorio.



La Prueba Pos anova de Duncan complementa el analisis y realiza las
comparaciones por pareja de Grupos. El Grupo 1y el Grupo 2, como tienen
una letra en comun (a), no difieren estadisticamente (p>0.05), sin embargo
el efecto medio del Grupo 3 difiere estadisticamente del Grupo 1y también
del Grupo 2 (p<0.05)

Tabla 1A
Escala de Durafford como efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico
de Rosmarinus officinalis L. a concentraciones del 50%, 75% , y de

Penicilina 10 ug sobre Streptococcus pyogenes cepas clinicas.

Grupo de estudio
Escala Duraffourd Rosmarinus Rosmarinus Penicilina 10 ug
officinalis officinalis L.75%
L.50%

N° % No° % N° %
Nula (-) 1 10.0 0 0.0 0 0
Sensible (+) 6 60.0 3 30.0 0 0.0
Muy sensible(++) 3 30.0 7 70.0 2 20.0
Sumamente 0 00.0 0 00.0 8 80.0
sensible(+++)
Total 10 100.0 10 100.0 10 100.0

Cuando determinamos la clasificacion de efecto inhibitorio segun Escala
de Duraffourd, se puede distinguir que el grupo 2 reporta un 70% de casos
con resultado muy sensibles, que puede dar sefales de efectos
satisfactorios sobre Streptococcus pyogenes cepa clinica, mientras que el

Grupo control reporta el 80% de los casos como muy satisfactorios. El



Grupo 1 presenta resultados que estan en su mayoria por debajo de los

niveles deseables de inhibicién sobre esta cepa.

Tabla 2

Diametro de halo como efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de

Rosmarinus officinalis L. a concentraciones del 50%, 75% y de Penicilina 10

ug sobre Streptococcus pyogenes cepa ATCC® 12384.

Grupo de estudio: Ingesta

Indicador Rosmarinus officinalis L. | Rosmarinus officinalis Penicilina 10 ug
al 50% L. al 75%

Media (mm) 20.70 23.40 32.90

Desviacion 2.58 3.50 4.15

estandar (mm)

Prueba  para F=3407 p<0.05

medias

Comparacion b b a

entre grupos+

+ : Grupos con la misma letra no difieren estadisticamente segln prueba de Duncan.

Figura 2. Diametro de halo como efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico

de Rosmarinus officinalis L. a concentraciones del 50%, 75% y de Penicilina

sobre Streptococcus pyogenes cepa ATCC® 12384.

nhibicién (mm)
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Tabla 2A

Escala de Durafford como efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis L. a concentraciones del 50%, 75% , y de Penicilina
10 ug sobre Streptococcus pyogenes cepa ATCC® 12384.

Grupo de estudio
Escala Duraffourd Rosmarinus Rosmarinus Penicilina 10 ug
officinalis officinalis L.75%
L.50%

Ne° % N° % Ne° %
Nula (-) 0 0.0 0 0.0 0 0
Sensible (+) 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Muy sensible(++) 5 50.0 2 20.0 0 0.0
Sumamente 5 50.0 8 80.0 10 100.0
sensible(+++)
Total 10 100.0 10 100.0 10 100.0




DISCUSION:

Desde hace unos afios, el empleo de plantas medicinales y de
productos derivados de las mismas estd aumentando de manera
importante. Esto se debe a una seria de factores, entre los cuales cabe
destacar el conocimiento preciso de su composicion quimica y el hecho de
qu en la actualidad dicha utilizacién se fundamenta en numerosos ensayos
farmacoldgicos in vivo como in vitro, asi como en ensayos quimicos. De
esta forma, el uso de las especies vegetales medicinales que se ha venido
haciendo en forma empirica y basada en al tradicién tiene hoy una base

cientifica.

En el presente estudio de tipo experimental, demostramos el efecto
inhibitorio in vitro del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L.
(Romero) dos diferentes concentraciones 50% y 75% frente a cepas de
Streptococcus pyogenes clinicas y ATCC® 12384, presentando un halo de
inhibicién minimO al 50% en Cepa Clinica de Streptococcus pyogenes y
una maxima en la concentracion del 75% sobre Cepa Streptococcus
pyogenes ATCC® 12384, en cambio los halos de inhibicién frente a
penicilina 10 ug fueron altamente sensibles. Estos resultados son similares
con los estudios obtenidos por Rodriguez Y. Espinoza et al,3* quienes
demostraron que presento efecto inhibitorio sobre las cepas RE1, RE2,
RE3 de Streptococcus pyogenes obteniéndose halos de inhibicion de
8.67mm. (cepa RE1) a concentracion de 5 mg/ml y de 12.33mm. (cepa

RE3) a concentracién de 35 mg/ml.

Con respecto al halo de inhibicion, se logro obtener una media de
12.10 mm en una concentracion de 50%, 15.60 mm al 75%, y penicilina 10
ug 31.30 mm, obteniendo al medir segun escala de Durafford una
sensibilidad limite con la concentracion al 50%, una sensibilidad media al
75% vy altamente sensibles con penicilina 10 ug, resultados sobre
Streptococcus pyogenes cepas clinicas, como se puede observar dicha
sensibilidad se obtiene de forma ascendente segun las concentraciones

investigadas. Estos resultados varian con los obtenidos por Nair R.,



Kalariya T., Chanda S.®? Los resultados de su estudio fueron que todos
los extractos de las hojas de Rosmarinus officinalis L. mostraron diversos

efectos inhibitorios (7-16 mm/20 pl de la zona de inhibicion).

Castafio H., Ciro G.* El aceite esencial de Rosmarinus officinalis L.
exhibié un amplio espectro de accidn antimicrobiana tanto para bacterias
Gram positivas como Gram negativas con CIM entre 512 — 4096 ppm. El
extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. mostré actividad
antimicrobiana contra las bacterias Shigella sonnei, Salmonella typhimurium

y Listeria monocytogenes con CIM de 1024 ppm.

Shan et al., determinaron en mas de 10 aceites esenciales la relacion
existente entre el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad de
inhibicion de bacterias Gram positivas y Gram negativas; segun los
resultados obtenidos, el contenido de fenoles produce un efecto importante
en la capacidad inhibitoria de los extractos; para el caso de Rosmarinus
officinales la concentracién de fenoles fue méas baja que la de otros aceites
esenciales como por ejemplo Eugenia caryophylata y Oreganum vulgare,
razon por la cual su capacidad inhibitoria de varios microorganismos

diferentes a Clostridium perfringes fue menor3233.34,

El extracto de hoja de Rosmarinus Officinalis L. tiene accion en la
membrana celular de las bacterias, la actividad citotoxica afecta
directamente a la fase mitética de las bacterias Gram positivas y Gram
negativas. Por destacar, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. y S. aureus, estos microorganismos son susceptibles a los
componentes del extracto de romero, en cuyo extracto prevalecen el acido

caféico, acido rosmarinico, carnosol, acido carnosdlico y flavonoides'®’.

La pared celular de las bacterias, presenta uno de los componentes
primarios de la pared celular bacteriana es peptidoglycan, una

macromolécula estructural con una composicion reticular que proporcionea



rigidez y el soporte a la pared celular exterior. Para formar la pared celular,
un Unico encadenamiento peptidoglycan se reticula a otros
encadenamientos peptidoglycan con la accion de la DD-transpeptidasa de la
enzima (también llamada una penicilina proteina-PBP obligatoria). En un
ciclo vital bacteriano, la pared celular (y asi las reticulaciones peptidoglycan)
se remodela continuo para acomodar para los ciclos relanzados del
incremento y de la réplica de la célula®.

Las Penicilinas y otros antibiéticos de la familia beta-lactamasa
contienen un anillo cuatro-membrado caracteristico de la beta-lactamasa. La
Penicilina actta a nivel de al unién del anillo de la beta-lactamasa a la DD-
transpeptidasa, la inhibicion de su actividad de la interconexién y la
prevencion de la nueva formacion de la pared celular. Sin una pared celular,
una célula bacteriana es vulnerable al agua exterior y a las presiones
moleculares, y muere. Puesto que las células humanas no contienen una
pared celular, los resultados de tratamiento de la penicilina en muerte celular

bacteriana sin afectar a las células humanas?!.

Los resultados obtenidos con el presente trabajo de investigacion
indican el efecto inhibitorio in vitro del extracto etanolico de Rosmarinus
officinalis L. frente a cepas de Streptococcus pyogenes, es asi que el
presente estudio abre nuevas posibilidades en el campo de la investigacion
clinica como farmacoldgica, constituyendo asi una alternativa natural,
eficiente y de bajo costo para el tratamiento de las enfermedades

estreptococicas.



V. CONCLUSIONES:

1. El extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. “Romero” tiene efecto

inhibitorio in vitro sobre Streptococcus pyogenes cepas clinicas.

2. El extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. “Romero” tiene efecto

inhibitorio in vitro sobre Streptococcus pyogenes cepa ATCC® 12384.

3. El extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. “Romero” en las
concentraciones 50% y 75% si presentan efecto inhibitorio in vitro
sobre cepas de Streptococcus pyogenes clinicas y ATCC® 12384,
existiendo diferencia significativa entre las diferentes concentraciones

utilizadas.

4. La concentracion maxima del extracto etandlico de Rosmarinus
officinalis L. “Romero” de 75% utilizada en Streptococcus pyogenes

ATCC® 12384, donde se evidencia que existe diferencia significativa.



VI.

RECOMENDACIONES:

Se recomienda realizar otros estudios para ampliar el espectro de actividad
del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. en concentracion del
100%.

Se recomienda aislar los principios activos que confieren la actividad

antimicrobiana.

Se recomienda realizar pruebas in vivo para valorar la efectividad y la
toxicidad que tendrian los principios activos del extracto etandlico de

Rosmarinus officinalis L.

Se recomienda realizar estudios sobre la forma de administracion del
extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. con el fin de preservar la

concentracion de los principios activos en el organismo.

Realizar pruebas in vitro usando diferentes diluciones del extracto etandlico
de Rosmarinus officinalis L. para demostrar la concentracion inhibitoria
minima a la cual actlia componente activo del extracto, la cual es una prueba

mas especifica.
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ANEXOS



ANEXO N° 01

N°1 FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
Rosmarinus officinalis L. (Romero) COMPARADO CON PENICILINA
SOBRE Streptococcus pyogenes. 2015

SUSCEPTIBILIDAD DE Streptococcus pyogenes ATCC® 12384
FRENTE A Rosmarinus Officinalis L. y Penicilina

Concentracion de Extracto
Didmetro de Cocentraciéon de etanolico de Rosmarinus
' Penicilina o
halo (mm) Officinalis L.

100% 50% 75%

Halo 1 30 (S) 17 () 15 (1)

Halo 2 35(S) 22 (S) 25 (S)

Halo 3 40 (S) 25 (S) 27 (S)

Halo 4 35(S) 22 (S) 24 (S)

Halo 5 35(S) 22 (S) 24 (S)

Halo 6 33(S) 20 (S) 25 (S)

Halo 7 35(S) 23 (S) 26 (S)

Halo 8 25 (S) 17 () 20 (S)

Halo 9 32 (S) 19 () 25 (S)

Halo 10 29 (S) 20 (S) 23 (S)

Fecha 26/11/2015 26/11/2015
MIC {pg/mL) Zone Diameter (mm)

Suscepiible =4 =20
Intermediate E-16 15-19
Resistant =32 =14




ANEXO N° 02

N°2 FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
Rosmarinus officinalis L. (Romero) COMPARADO CON PENICILINA
SOBRE Streptococcus pyogenes. 2015

SUSCEPTIBILIDAD DE Streptococcus pyogenes cepa clinica
FRENTE A Rosmarinus Officinalis L. y Penicilina

Concentracion de Extracto
DiAmetro de Coc:grt]rigﬁiir?g de etanolico _d? Rf)smarinus
halo (mm) Officinalis L.
100% 50% 75%
Halo 1 40 (S) 10 (R) 15 (1)
Halo 2 35 (S) 15 (1) 12 (R)
Halo 3 40 (S) 13 (R) 12 (R)
Halo 4 43 (S) 18 (1) 20 (S)
Halo 5 28 (S) 10 (R) 18 (1)
Halo 6 20 (S) 10 (R) 15 (1)
Halo 7 35 (S) 7 (R) 10 (R)
Halo 8 20 (S) 17 (1) 15 (1)
Halo 9 25 (S) 9 (R) 20 (S)
Halo 10 27 (S) 12 (R) 19 (1)
Fecha 30/11/2015 30/11/2015

MIC {pg/mL) Zone Diameter (mm)

Susceptible

<4

=20

Intermediate

B-16

15-19

Resistant

=32

=14




UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR ORREGO

SOLICITA APROBACION E INSCRIPCION DE PROYECTO DE TESIS Y
ASESOR

Sefior Ms.
JORGE LUIS JARA MORILLO

Presidente del Comité de Investigacion de Facultad de Medicina
Humana.

Yo, SAUL ANDRES CHILON QUISPE, identificado con ID
000067350, alumno de la Escuela Profesional de Medicina Humana, con el

debido respeto me presento y expongo.

Que, siendo requisito indispensable para poder optar el Titulo
Profesional de Médico Cirujano, recurro a su digno despacho a fin de que se
apruebe e inscriba mi proyecto de tesis titulado, “EFECTO INHIBITORIO IN
VITRO DE Rosmarinus officinalis L. (Romero) COMPARADO CON
PENICILINA SOBRE CEPAS DE Streptococcus pyogenes. UPAO.
Agosto - Noviembre 2015”.

Asi mismo informo que el docente, DR. MARCO ANTONIO
ZARATE ARCE, ser4 mi asesor, por lo que solicito se sirva a tomar

conocimiento para los fines pertinentes.
Por lo expuesto es justicia que espero alcanzar.

Trujillo,...coooeiiinatn.

Saul Andrés Childn Quispe
ID 000067350

Adjunto: derecho de tramite



UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR ORREGO

CONSTANCIA DE ASESORIA

El que suscribe, MARCO ANTONIO ZARATE ARCE, docente de
la Escuela Profesional de Medicina Humana hace constar que me
comprometo a brindar el asesoramiento correspondiente para el desarrollo
del proyecto de tesis titulado, “EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DE
Rosmarinus officinalis L. (Romero) COMPARADO CON PENICILINA
SOBRE CEPAS DE Streptococcus pyogenes. UPAO. Agosto -
Noviembre 2015” del bachiller SAUL ANDRES CHILON QUISPE, de la

Escuela Profesional de Medicina Humana.

Se expide el presente para los fines que estime convenientes.

Trujillo, ..

Dr. Marco Antonio Zarate Arce



UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR ORR?GQ

LICITA DESIGNACION DE JURADO EVALUADOR PARA
SUSTENTACION DE TESIS

Dr. Juan Eduardo Leiva Goicochea

Director de la Escuela Profesional de Medicina Humana
Universidad Privada Antenor Orrego

S.D

Yo, SAUL ANDRES CHILON QUISPE, alumno de la Escuela
Profesional de Medicina Humana, identificado con [.D. 000067350; ante

usted me presento y expongo:

Que, siendo exigencia indispensable para optar el titulo profesional
de Médico Cirujano, la presentaciéon y sustentacion del informe final de mi
tesis titulada: “EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DE Rosmarinus
officinalis L. (Romero) COMPARADO CON PENICILINA SOBRE CEPAS
DE Streptococcus pyogenes. UPAO. Agosto - Noviembre 2015”; solicito
a su digno despacho tenga a bien disponer a quienes correspondan el
NOMBRAMIENTO DE JURADO EVALUADOR, de acuerdo a las normas

establecidas.

Por lo expuesto:

Pido a Ud., acceder a mi peticidén por ser justo.

Trujillo, v

Saul Andrés Chilén Quispe
ID 000067350



UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR ORREGO INFORME FINAL DEL ASESOR

Titulo: “EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DE Rosmarinus officinalis L.
(Romero) COMPARADO CON PENICILINA SOBRE CEPAS DE
Streptococcus pyogenes. UPAO. Agosto - Noviembre 2015.”

Autor: Saul Andrés Chilén Quispe

Asesor: Dr. Marco Antonio Zarate Arce

La presente Tesis reune la calidad académica, la extensién conveniente del
tema y relevancia social porque al encontrar que el Extracto etanolico de
Rosmarinus Officinalis L. tiene efecto inhibitorio sobre Cepa de
Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 y Cepas Streptococcus pyogenes
clinicas, la bibliografia fue tomada de fuente confiable como las paginas de
pubmed, Scielo, donde diariamente se publican articulos de investigacion de
gran confiabilidad, por lo cual autorizo la transcripcion en limpio de la tesis.

Se expide el presente informe para los fines que estime conveniente.

Trujillo, cooeee i

Dr. Marco Antonio Zarate Arce



\ ' u PAO Museo de Historia Natural y Cultural

HERBARIO ANTENOR ORREGO (HAO)
Constancia N° 009-2015-MHNC-UPAO

El que suscribe, Director del Herbario Antenor Orrego (HAO), del Museo
de Historia Natural y Cultural de la Universidad Privada Antenor Orrego,
deja:

CONSTANCIA

Que el Sr. Saul Andrés Chilén Quispe, identificado con DNI 46816712,
estudiante de la Escuela Profesional de Medicina Humana de la
Universidad Privada Antenor Orrego, ha solicitado la determinaciéon de
material vegetal, el cual corresponde a la siguiente especie:

Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae)

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Sub clase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Super orden: Asteranae Takht.
Orden: Lamiales Bromhead
Familia: Lamiaceae Martinov
Género: Rosmarinus L.
Especie: officinalis L.

El mismo que sera utilizado para la tesis titulada: “Efecto inhibitorio de
extracto etanolico de Rosmarinus officinalis L. comparado con penicilina
sobre Streptococcus pyogenes”.

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines
correspondientes.

Trujillo, 12 de octubre del 2015

e
Segundo Leiv%lez

DIRECTOR
MUSEO DE HISTORIAL NATURAL Y CULTURAL




u P AO I g:g:'!lt;dode Medicina Humana .

Trujillo, 12 de agosto del 2015

RESOLUCION N2 1242-2015-FM§H!.!-QPAO

VISTO, el expediente organizado por Don (fia) CHILON QUISPE SAUL ANDRES alumno (a) de la Escuela Profesional dt
Medicina Humana, solicitando INSCRIPCION de proyecto de tesis Titulado “EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DE
EXTRACTO ETANOLICO DE Rosmarinus officinalis L. (ROMERO) COMPARADO CON PENICILINA SOBRE Stretococcus
Pyogenes. 2015, para obtener el Titulo Profesional de Médico Cirujano, y;

CONSIDERANDO:

Que, el (la) alumno (a) CHILON QUISPE SAUL ANDRES ha culminado el total de asig?atura's de los 12 cicl:;:
académicos, y de conformidad con el referido proyecto revisado y evaluado por el Comité Técnico Permanente

Investigacién de la Escuela Profesional de Medicina Humana, de conformidad con el Oficio N¢ 0218-2015-CI-FMEHU-
UPAO;

Que, de la Evaluacién efectuada se desprende que el Proyecto referido retine las condiciones y caracteristicas
técnicas de un trabajo de investigacion de la especialidad;

Que, de conformidad a lo establecido en la seccién Ill - del Titulo Profesional de Médico Cirujano y sus equivalentes,
del Reglamento Docente y de Grados y Titulos, el recurrente ha optado por la realizacién del Proyecto de Tesis;

Que, habiéndose cumplido con los procedimientos académicos y administrativos reglamentariamente establecidos,
por lo que el Proyecto debe ser inscrito para ingresar a la fase de desarrollo;

Estando a las consideraciones expuestas y en uso a las atribuciones conferidas a este despacho;

SE RESUELVE:

Primero.-  AUTORIZAR la inscripcién del Proyecto de Tesis Titulado “EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Rosmarinus officinalis L. (ROMERO) COMPARADO CON PENICILINA SOBRE
Stretococcus pyogenes. 2015”, presentado por el (la) alumno (a) CHILON QUISPE SAUL ANDRES en el
registro de Proyectos con el N® 1845 por reunir las caracteristicas y requisitos reglamentarios
declardndolo expedito para la realizacién del trabajo correspondiente.

Segundo.- REGISTRAR el presente Proyecto de Tesis con fecha 12.08.15 manteniendo la vigencia de registro hasta
el 12.08.17.

Tercero.- NOMBRAR como Asesor de la Tesis al profesor (a) ZARATE ARCE MARCO
Cuarto.- DERIVAR al Sefior Director de la Escuela Profesional de Medicina Humana para que se sirva disponer lo

que corresponda, de conformidad con la normas Institucionales establecidas, a fin que el alumno
cumpla las acciones que le competen.

Quinto.- PONER en conocimiento de las unidades comprometidas en el cumplimiento de lo dispuesto en la
presente resolucién.

= ANDRO LEON QUIROZ
Secretario Académico

NDE RECONOCIMIENTO DE ROSMARINUS OFFICINALIS L. (LAMIACEAE)



* Constancia de cambio de titulo de Tesis.
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KWIK-STIK"y KWIK-STIK™ PLUS

INSTRUCCIONES ILUSTRADAS

Las preparaciones de microorganismos KWIK-STIK™ y KWIK-STIK™ Plus contienen un sedimento licfilizado
de una Unica cepa de microorganismos.

»

Apriete {una sola vez)
la ampotia en la parta superior de
KWIK-STIK™ (justo por debejo del
menisco de liguide de la ampoila) situado
en la tapa para liberar el liquido hidratante.

Deje la bo'sa sin abrir de
KWIK-STIK™ para que se equilibre
a2 temperatura ambiente. Abra la bolsa
por la mussca y retee |a unicad

de KWIK-STIK™.

Tire de |a lengleta de la etiquata
y coléquela en Iz placa del cultvo
principal o el registro de control d2
calidag. No desarme el dspasitve
durante |a hidratacitn.

Sujete en posicidn
vertica! ygolpea sobre
unz superficie dura para
faci¥tar el flujo de liquido
a través del eje nhacia &2

parte infericr d2 la unidad
que contiene el sedimento.
=

|a parte inferior de
{a unidad, triture
el sedimanto en
el liguido hasta

Deje que e liquido

hi través spensid

dleime:fﬁ m y hacia ﬂe"f,':ds",mm se‘; DE INMEDIATO, sature bien 2l hisopo
la parte inferie de 'z unidac en el material hidrataco y transfiera
que contiene el sedimento. a un madio ce cultivo con agar.

Utilice un métoco de desecha de riesgo

biolégico adacuado para
cesechar KWIK-STIK™. &

DE INMEDIATO, incube
la placa del cultiva principal
inoculado a la tamperatura

y lzs condicicnes acecuadas
para los microcrganismes.

Inocule la placa del cultivo principal
haciendo rodar el hisoper con suavidad
sobee un tercio de la placa.

Con un asa estéril, cree vetas para
facilitar el aislamiento de colonias.

O Microbiologics:

A safer, healthier world.
* PASO PARA RESTITUCION DE CEPA STREPTOCOCCUS PYOGENES




PLPEGRAF S A RUC 30177554290 SERIE D00) DEL TRIST &l V0045 SUNAT N* $1554T97623 F1  1544.2014

GenLab ¢ R.U.C. 20501262260

dal Per(s SAC
Tecastaglee pace la Vida

RAZON SOCIAL: GEN LAB DEL PERU SAL,
2. Clpie Yigmeg N° 204 res, Lima (- PER W Corn 10 £ 0o Ve S uddyy

o L Flos de Prnsvern V835 Urt: Las Floes San Juon 0 Lutgancho, Lima Uma
Contral Vo 237500 Tetelax 51-1) 203751

1 7 10/°005 I 0200 L5 i

RU.C.:
Srfes). uNIWREIDAD PRIVADA ANTENOR OREEGO V141879477
Cod. Cliente:
AY. AMERICA SUR NRO. 3145 URY, MONSERRATE a2 Pod A% 01277
Orden de Compra:
IRUNLLO TRUJILLO LA LISERTAD
Punto de Numero de Pedido:
: PRI, LA MERCED - CONDOMINIO REAL CASA H1.9% (COST RSP U Wb ARToRho: SPNEUMON | AL
Punio do Parida oy | as r1LORES OF PRIMAVER A # 647 - LIMA 36 Fecha de Trastado: o/ 1072015

Sr(es):  pMPRERADE TRANSPORTE TURISTICO OL 44O
RUC.:

Ventas( «) Compras{ ) Consignacion( ) Ventas con Entrega a Terceros( ) Ventas Sujeta a Coafirmacion por el

Proveedor{ ) Trasiado entre Establecimientos de la misma Empresa( ) Devolucidn( ) Otros( )

HOSSE2-A : Streptosseuus pysgenes AICOR 17584™* group A type 3
LOTE, 979493 / Venstemiento 31/07, 2017

Firma y Sello
’

RECIBI courom%l




PROCEDIMIENTO PARA LA
OPTENCION DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE ROSMARINUS
OFFICINALIS L. (ROMERO)




1. Seleccionando muestra adecuada 2. Deshojando Rosmarinus
de Rosmarinus officinalis L. officinalis L.

3.  Desinfectando  Rosmarinus 4. Enjuague de planta Rosmarinus
Officinalis L. en hipoclorito de sodio al Officinalis L.
0.5%



5. Rosmarinus Officinalis L. - Seco 6. Fase de pulverizacion -
Rosmarinus Officinalis L.

7. Proceso de pulverizacion - 8. Rosmarinus Officinalis L. en
Rosmarinus Officinalis L. pulverizacion



9. Tamizacion de Rosmarinus 10. Rosmarinus Officinalis L. -
Officinalis L. Homogeneizado

11. Pesaje de Rosmarinus 12. Preparacion de Alcohol al 70%
Officinalis L.



13. Preparacion de Alcohol al 70% 14. Preparacion de Alcohol al 70%

15. Extraccion del extracto etandlico 16. Equipo de extraccion



17. Equipo de extraccidn

18. Maceracion de Rosmarinus 19. En proceso de maceracion de
officinalis L. Rosmarinus officinalis L.



20. Rosmarinus officinalis L. - 21. Rosmarinus officinalis L.
Concentrado. Concentrado al 50% y 75%.

22. Rosmarinus officinalis L. - en 23. Impregnacion de Discos con extracto
placas petri etandlico de Rosmarinus officinalis L. 50% y
75%



24. Discos de extracto etanodlico de Rosmarinus officinalis L. 50%
y 75%

PROCESO DE RESTITUCION -
CEPA DE STREPTOCOCCUS
PYOGENES ATCC® 12384



1. KWIK-STIK™ Streptococcus pyogenes ATCC® 12384. A
temperatura ambiente

2. Retiro de KWIK-STIK™ Streptococcus pyogenes ATCC®
12384.

3. Retiro de lengleta de la etiqueta de seguridad.



INSTRUCCIONES ILUSTRADAS |

Las preparaciones de microorganismos KWIK-STIK™ y KWiH
de una (nica cepa de microorganismos.

5. Cepa Streptococcus pyogenes
R) Q/

6. Apretando (una sola vez) la ampolla en la parte superior de
KWIK-STIK™



7. Apretando en la parte inferior de la unidad, para triturar el sedimento en el liquido
hasta que la suspension del sedimento sea homogénea.

8. Hisopo con Cepa Streptococcus pyogenes ATCC® 12384.

9. Inoculacion de Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 en la placa
del cultivo principal.



IDENTIFICACION - CEPA DE
Streptococcus pyogenes ATCC® 12384



1. Streptococcus pyogenes ATCC® 2. Observar bajo Microscopio
12384. Streptococcus pyogenes ATCC® 12384.

3. Streptococcus pyogenes ATCC®
12384.

4. Tincién de Gram



5. Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 6. Escala de McFarland. Streptococcus
bajo microscopio pyogenes ATCC® 12384.

EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DE
ROSMARINUS OFFICINALIS L.
(ROMERO) COMPARADO CON

PENICILINA  SOBRE CEPAS DE
STRFPTOCOCCLIS PYOGFNFS.



1. Placas petri con Streptococcus pyogenes ATCC® 12384

| / : \‘\ —

2. Placas petri con Streptococcus pyogenes cepas clinicas.

3. Placas petri con Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 y cepas clinicas
sometidos a extracto etanolico de Rosmarinus officinalis al 50% y 75%



4. Placas petri con Streptococcus pyogenes ATCC® 12384 y cepas clinicas
sometidos a extracto etandlico de Rosmarinus officinalis al 50% y 75%

5. Estufa de Laboratorio - Facultad de 6. Discos de E.E: Rosmarinus
Medicina - UPAO officinalis L.







