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RESUMEN

La multiresistencia ha adquirido tal importancia que la OMS ha identificado
este problema como la 5% amenaza para la salud humana y sus
consecuencias que generan multiples campafias para intentar controlar la
situacion. La Pseudomonas aeruginosa multiresistente forma parte de un
grupo de mircroorganismos llamados “PROBLEMA O CONFLICTIVOS”
junto al Staphylococcus aureus, teniendo en comun gravedad de
infecciones causadas Yy las dificultades terapéuticas.*

El objetivo del presente trabajo de investigacién es determinar el efecto
antibacteriano del “Chacco” (Bentonita) en cepas de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus, El "Chacco" es una sustancia mineral
arcillosa existente en la cuenca del Titicaca, y es de bajo costo de

extraccion.

Para la experimentacion se selecciond 5 colonias de la placa de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y Staphylococcus aureus ATCC
6538 respectivamente. Luego se prepard una suspension en 5 mL de caldo
cloruro sodico peptona, se incubd a 35 °C. Esta suspension de 108 UFC/mL
aproximadamente; de esta soluciéon se tomd 100 mg y se inocularon en 5
tubos. ElI Chacco en polvo purificado se afiadié en un tubo de ensayo, para
luego colocar 200 mg y después se agregé 1800 mL de caldo cloruro
peptona y se homogeniza, obteniendo una solucion madre con una
concentracion de 100 mg/ml. Se tomé 1 mL de la solucion madre
preparada y se coloco en el tubo 1 y de este al siguiente y asi
sucesivamente, obteniendo concentraciones de 50; 25; 12,5y 6,25 mg/mL,
se observo la turbidez para luego sembrar el contenido los tubos Agar

cetrimide y Agar Manitol.

Se concluye que el “Chacco” (Bentonita) tienen un significativo efecto
antibacteriano; sobre las cepas Staphylococcus aureus ATCC 6538; en las
concentraciones de 12,5 mg/mL; 25 mg/mL y 50 mg/mL y sobre la cepa de
de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 no presenta actividad inhibitoria

ni bactericida.



ABSTRACT

Multidrug resistance has acquired the importance that OMS has identified
this problem as the 5th threat to human health and its consequences
generate multiple campaigns to try to control the situation. Multiresistant
Pseudomonas aeruginosa is part of a group of mircroorganismos called
"PROBLEM OR CONFLICTING" next to Staphylococcus aureus, having in
common severity of infections and difficulties terapéuticas.!

The objective of this research is to determine the antibacterial effect of
"Chacco"” (Bentonite) in strains of Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus, the "Chacco” is an existing clay mineral substance

in the Titicaca basin, and is low extraction cost.

For experimentation five colonies culture plate Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 and Staphylococcus aureus ATCC 6538 respectively. A
suspension was then prepared in 5 mL of peptone broth sodium chloride,
was incubated at 35 ° C. This suspension of 108 CFU/mL, this solution is
100 mg taken and inoculated in 5 tubes. The Chacco in purified powder is
added in a test tube, and 200 mg is placed 1800 mL broth peptone chloride
is added and homogenized, resulting in a stock solution with a
concentration of 100 mg/mL. 1 mL of stock solution prepared is taken and
placed in the tube 1 and the next and so on, obtaining concentrations of 50;
25; 12,5 and 6,25 mg/mL, the turbidity is observed and then sow the

contents tubes cetrimide agar and Mannitol agar.

It is concluded that the "Chacco" (Bentonite) have a significant antibacterial
effect; on strains Staphylococcus aureus ATCC 6538; in concentrations of
12,5 mg/mL; 25 mg/mL and 50 mg/mL and on the strain Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027 no inhibitory or bactericidal activity.
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INTRODUCCION

Actualmente, el surgimiento de nuevas patologias o enfermedades
catalogadas como emergentes tienen una etiologia infecciosa que incluyen
enfermedades bacterianas. Adicionalmente, la resistencia bacteriana a los
antibidticos se ha convertido en un problema de salud grave y global, por lo
tanto el aislamiento y caracterizacion de nuevos compuestos

antimicrobianos es de gran interés para reducir y detener estos casos.

El uso del “Chacco” (arcila que contiene Bentonita) como medio
terapéutico es conocido desde hace mucho tiempo y fue usado
empiricamente en aplicaciones externas como emplastos por poblaciones
campesinas. La composicion de estos depositos minerales puede ser
variable segun las caracteristicas geologicas del lugar donde se
encuentran, existiendo por lo tanto varios tipos de arcillas (blancas, verdes,
rojas, negras, etc.) y por lo tanto varian en su composicion (caolinita, ellita,
montmorillonita, bentonita, etc.) Su componente principal son los silicatos
de aluminio hidratados que es un material muy fino, formado por particulas
muy pequefias con un tamafo inferior a 4 micras y que segun bibliografia
podria ser responsable de la actividad bactericida que presenta el Chacco.
En la industria farmacéutica es evidente la evolucion por la incorporacién al
campo de la salud de nuevos medicamentos que tienen como objetivo
mejorar el nivel y la calidad de vida de las personas, estimulando de tal
forma la industrializacién de bentonita y el aprovechamiento al maximo de

los recursos minerales.

También se puede observar que la Pseudomonas aeruginosa y Staphylo-
coccus aureus son bacterias que exhibe un potencial patégeno elevado
pudiendo causar muchos dafios sobre la salud de las personas, por eso se
busca nuevos principios activos capaces de inhibir el crecimiento de dichas
bacterias, sin provocar efectos adversos y que a su vez estén al alcance de
la poblacion.Es por ello que se hace imperativo el estudio del “Chacco”
bentonita para validar el efecto terapéutico mediante método microbiol6gico

cientificos validados.
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Por todo lo antes mencionado el presente trabajo tiene como objetivo
evaluar en pruebas “in vitro” el efecto antibacteriano del "Chacco"
(Bentonita), sobre cepas de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus

aureus.

Xiv



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de la Realidad Problemética

La multiresistencia ha adquirido tal importancia que la OMS ha
identificado este problema como la 5% amenaza para la salud humana
y Sus consecuencias generan multiples campafas para intentar
controlar la situacién. La importancia de la multiresistencia radica en
gue provoca un claro aumento de la morbi-mortalidad de los pacientes
tanto en el ambito hospitalario como ambulatorio y la repercusion de

los costos.?!

Al existir tan alto grado de resistencia se ven limitadas las
posibilidades terapéuticas con un déficit claro de antibacterianos

efectivos para estosmicroorganismos.?

La Pseudomonas aeruginosa multiresistente forma parte de un grupo
de mircroorganismos llamados “PROBLEMA O CONFLICTIVOS” junto
al Staphylococcus aureus, teniendo en comun gravedad de

infecciones causadas y las dificultades terapéuticas.*

La Pseudomonas aeruginosa es causante de diferentes cuadros
clinicos, infecciéon del tracto respiratorio como la neumonia,
infecciones del tracto urinario como complicaciones de calculos,
endoproteosis y hospitalizados con sonda urinaria. También pueden
ocasionar infecciones en los huesos y articulaciones, al igual que la
piel en situaciones clinicas importantes como la infecciones de tejidos
guemados pudiendo llevar a una sepsis por

Pseudomonasaeruginosa.’ 2
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El Staphylococcus aureus, es uno de los patdgenos mas importantes
a nivel mundial, bacteria oportunista que forma parte de la microflora
humana: poco después del nacimiento, los neonatos son colonizados
por Staphylococcus aureus, es mas frecuente la colonizacion en el
hospital, especialmente en pacientes con hemodialisis, diabéticos tipo
1, pacientes con lesiones cutaneas, sujetos infectados con VIH y
adictos a las drogas. Las infecciones causadas por los
Staphylococcus aureus seda particularmente  sobre las heridas
quirargicas, bacteriemias a partir de catéter y la neumonia en
enfermos ventilados.®

Un aspecto importante en afos recientes en salud publica son las
infecciones por Staphylococcus aureus que han reemergido debido a
gue la bacteria se ha tornado resistente a diversos antibidticos con los

gue normalmente se les trata.®*

1.2. Formulacion del Problema

1.2.1. Formulaciéon del Problema General

- ¢Presentara efecto antibacteriano el “Chacco” (Bentonita)
sobre cepas de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus

aureus?

1.2.2. Formulacion de Problemas Especificos

- ¢, Cual sera el efecto antibacteriano del “Chacco” (Bentonita)
sobre cepas de Pseudomonas aeruginosa hallado mediante
las técnicas de Concentracion Inhibitoria Minima vy
Concentracion bactericida Minima?

- ¢ Cual sera el efecto antibacteriano “Chacco” (Bentonita)
sobre cepas de Staphylococcus aureus mediante las
técnicas de  Concentracion Inhibitoria  Minima vy

Concentracion bactericida Minima?

16



1.3. Objetivos de la Investigacion

1.3.1. Objetivo General

Determinar el efecto antibacteriano del “Chacco” (Bentonita)
en cepas de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus, Lima- 2016

1.3.2. Objetivos Especificos

Determinar el efecto antibacteriano mediante las técnicas de
Concentracion Inhibitoria Minima y Concentracion bactericida
Minima del “Chacco” (Bentonita) sobre cepas de
Pseudomonas aeruginosa

Determinar el efecto antibacteriano mediante las técnicas de
Concentracion Inhibitoria Minima y Concentracion bactericida
Minima del “Chacco” (Bentonita) sobre cepas de

Staphylococcus aureus

1.4. Hipétesis de la Investigacion

1.4.1. Hipé6tesis General

El “Chacco” (Bentonita) presenta Silicatos de Aluminio y otros
minerales como el cromo y plata que tiene un significativo
efecto antibacteriano; sobre las cepas de Pseudomonas

aeruginosa y Staphylococcus aureus.

1.4.2. Hipétesis Secundarias

El efecto antibacteriano del “Chacco” (Bentonita) sobre
Pseudomonas aeruginosa, se podra determinar mediante las
técnicas de Concentracion Inhibitoria Minima y Concentracion
Bactericida Minima.

El efecto antibacteriano del “Chacco” (Bentonita) sobre
Staphylococcus aureus, se podra determinar mediante las
técnicas de Concentracion Inhibitoria Minima y Concentracion

Bactericida Minima.
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1.5. Justificacion e Importancia de la Investigacion

La arcilla bentonita mas conocida por la mayoria de los pobladores
andinos con el nombre “Chacco”, es un mineral arcilloso que se
presenta como resultado de la descomposicion de cenizas volcénicas;
su principal especie mineral es la bentonita, ademas, contiene silicatos
de aluminio hidratados, que es un material granuloso muy fino con
propiedades desintoxicantes, remineralizantes y absorbentes, las
cuales son aprovechadas en preparaciones tdpicas médicas y
cosmeéticas, como cremas, talcos, pastas de dientes, desodorantes,
polvos para pies, paquetes faciales y barros terapéuticos como agente
gelificante. 56

El tratamiento de las infecciones producidas por estas bacterias nos
puede llevar a gastos exuberantes, que muchas veces no esta al
alcance de gran parte de la poblacion. También se utiliza el tratamiento
a base de medicina tradicional que no siempre es validada y puede
ocasionar efectos adversos nocivos en la salud de las personas, de tal
manera que se busca con este estudio encontrar nuevos productos
antibacterianos y de facil acceso. También serviria como un aporte
cientifico para validar el uso de la “Chacco” (bentonita) en tratamientos
de infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa y Staphylo-
coccus aureus y eventualmente brindar a la comunidad, en especial a
las personas que se ven afectadas por estas infecciones una
alternativa de tratamiento y por ende contribuir al mejoramiento de su

calidad de vida.”

Y por los componentes presentes “Chacco” (bentonita) (plata, cromo y
silicatos de aluminio) que tienen propiedades antibacterianas, justifica
el estudio de la bentonita como materia prima para elaborar formas
farmacéuticas que actle sobre cepas de Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus, y de esta forma validar cientificamente su uso

COmo un nuevo antibacteriano. 78
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion

2.1.1. Antecedentes Nacionales

La investigacion realizada por Juana Suseth Camac del Arroyo
(2006). "EFECTO DEL “CHACCO” EN LAS LESIONES QUE
PRODUCEN EN PIEL LAS RADIACIONES SOLARES
AREQUIPA 2006”, hace referencia al uso de principios activos
(Bloqueadores Solares), naturales y de mayor accesibilidad
econdmica, sin restarle importancia a la efectividad, por lo tanto
se propone y se realiza el estudio del "Chacco" (silicato de
aluminio) para ser usado como protector solar; se concluye
ademas que el "Chacco"; a una concentracion del 15%, que
tiene un FPS de 6.11+ 0.66 medido y clasificado como de
eficacia moderada segun el método COLIPA; y esta preparacion
podria usarse como un protector secundario (Uso en cosmeéticos

y a diario sin mucha exposicién al sol).°

La investigacion realizada por Hersh Marco Polo Soto Huamani,
“EFECTO ANTIBACTERIANO Y ANTIFUNGICO
COMPARATIVO DE LOS EXTRACTOS ACUOSO DEL Zea
mayz L. (MAIZ MORADO), Rubus glaucus (MORA ANDINA);
Opuntia soherensii (AYRAMPO) Y DISENO DE UN GEL DE
LIMPIEZA CUTANEA.”Hace referencia al uso cada vez mas
extendido de las plantas y remedios naturales. Presenta unas
reflexiones sobre la seguridad del uso de productos naturales

registrados como suplementos nutricionales; llegando a la
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conclusion que los extractos secos del Opuntia soherensii
(ayrampo) y del Rubus glaucus (mora) obtenido por extraccion
alcohdlica a una concentraciéon de 100 mg/mL. y 200 mg/mL.
Presentaron actividad antibacteriana significativa al generar
halos de inhibicién en cultivos con Staphylococcus aureus ATCC
25933, Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aureginosa
ATCC 27853. El extracto seco del Rubusglaucus (mora)
obtenido por extraccion acuosa a una concentracion de
200mg/mL presento actividad antibacteriana significativa frente a

la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.1°

2.1.2. Antecedentes internacionales

En el siguiente articulo realizado por Pamela Wallach, Luis
Lopez, Christel Oberpaur, Flavia Vacarezza y Liliana Maier;
ESTUDIO PRELIMINAR DE EFECTOS ANTIMICROBIANOS
“IN VITRO” DEL MUSGO Sphagnum magellanicum. (2010),
hace referencia a las tendencias actuales mas generalizadas en
el estudio y utilizacion de plantas medicinales, se encuentran los
esfuerzos que se realizan en la busqueda de complejos que
proporcionen nuevas sustancias activas con efectividad
antimicrobiana; se realizaron evaluaciones de la actividad
antimicrobiana del musgo Sphagnum magellanicum (Pompon)
en 4 estados; fresco, disecado, esterilizado y sin esterilizar.; se
emplearon para esta ocasion, como microorganismos de prueba,
las siguientes bacterias y hongos: Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Bacillus cereus, Escherichia coli,
Salmonella enteritidis, Pseudomona aeruginosa,
Malasseziapachy dermatis y Candida albicans. La seleccion de
las cepas antes mencionadas se realiz6 con la intencion de tener
representantes de los grupos de las bacterias Gram positivas,
Gram negativas y hongos levaduriformes. El método utilizado fue
la técnica de Kirby-Bauer, que es estandar para la realizacion de

las pruebas de sensibilidad por difusion en agar. Llegando a la
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conclusion que hubo una actividad antimicrobiana soélo del
musgo en estado fresco y sin esterilizar, a partir del extracto
realizado con acetona y hexano. Los microorganismos mas
sensibles frente al musgo fueron los hongos levaduriformes (los
cuales presentaron un mayor didmetro del halo de inhibicion),
luego bacterias Gram positivas y en ultimo lugar las Gram

negativas. Sobre P. aeruginosa no se observo ninguna actividad.
11

La investigacion realizada por, Silvia Paola Estrada Orozco,
“DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN
VITRO DE LOS EXTRACTOS DE ROMERO (Rosmarinus
officinalis) Y TOMILLO (Thymus vulgaris)” (2010); hacen
referencia a la Fitoterapia y al desarrollo de la quimica y el
descubrimiento de complejos procesos de la sintesis organica en
la puesta en marcha, por parte de la industria farmacéutica, de
una nueva produccion de medicamentos, llegando a la
conclusiéon que luego de 48 horas de incubacion; se observo que
los extractos de ambas plantas presentan actividad
antibacteriana destacandose la mezcla de los extractos
hexanicos a concentraciones de 10000 y 1000 mg/mL frente a
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans y Staphylococcus

aureus, debido a los compuestos fenélicos como el timol.?

2.2. Bases Teoricas

2.2.1. Arcilla — El "Chacco"

Las arcillas son compuestos cristalinos, que pueden ser
sedimentos o depdsitos minerales, son plasticos cuando se
humedecen y consisten de un material granuloso muy fino,
formado por particulas muy pequefias, cuyo tamafio es inferior a 4

micras. Estan compuestas principalmente de los elementos
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aluminio, plata, cobre, oxigeno, silicio e hidrégeno arreglados en
forma de una red cristalina arreglada en forma de capas o
laminas. La composicién de estos depdsitos minerales puede ser
variable segun las caracteristicas geoldgicas del lugar donde se

encuentran. 13

Existe una arcilla, conocida en la actualidad por la mayoria de los
pobladores andinos con el nombre “Chacco”. Este es un mineral
arcilloso que se presenta como resultado de la descomposicién de
cenizas volcanicas; también es llamada bentonita y su principal
especie mineral es la montmorillonita (es una variedad de los
silicatos de estructura laminar, que tiene en su estructura aluminio
y magnesio). Su constituyente principal son en esencia silicatos
de aluminio hidratados, que es un material granuloso muy fino,
formado por particulas muy pequefas cuyo tamafio es inferior a 4
micras; compuesta también por mas de un tipo de minerales,
como SiO2, Al,O3, TiO2, Fe;03, MgO, CaO, K;0, Na20.51314

El "Chacco" es empleado por los pobladores andinos como
comestible con papas sancochadas; y tiene propiedades

antiulcerosas.®

2.2.1.1. Estructura

Las arcillas, al igual que el resto de los filosilicatos,
presentan una estructura basada en el apilamiento de
planos de iones oxigeno e hidroxilos. Los grupos
tetraédricos (SiO)s* se unen compartiendo tres de sus
cuatro oxigenos con otros vecinos formando capas, de
extension infinita, que constituyen la unidad fundamental
de los filosilicatos. En ellas, los tetraedros se distribuyen

formando hexagonos. 13

2.2.1.2. Propiedades fisicoquimicas de las arcillas

Las importantes aplicaciones industriales de este grupo

de minerales radican en sus propiedades fisico-
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guimicas. Dichas propiedades derivan, principalmente,
de:!

- Su extremadamente pequefio tamafio de particula
(inferior a 4 pm)

- Su morfologia laminar (filosilicatos)

- Las sustituciones isomorficas, que dan lugar a la
apariciéon de carga en las laminas y

- La presencia de cationes débilmente ligados en el

espacio interlaminar.*?
a) Superficie especifica

La superficie especifica o area superficial de una arcilla se
define como el area de la superficie externa mas el area de

la superficie interna (en el caso de que esta exista). 516

Las bentonitas poseen una elevada superficie especifica
(150-800 m?g), muy importante para ciertos usos
industriales en los que la interaccidon solido-fluido depende

directamente de esta propiedad. 316
b) Capacidad de Intercambio catiénico

La existencia de cationes, en el espacio interlaminar,
débilmente ligados y con estado variable de hidratacion,
gue pueden ser intercambiados facilmente mediante la
puesta en contacto de la arcilla con una solucion saturada
de otros cationes, a esta propiedad se la conoce como
capacidad de intercambio cationico y es también la base de

multitud de aplicaciones industriales. 1316
c) Capacidad de absorcién

Algunas arcillas encuentran su principal campo de
aplicacion en el sector de los absorbentes ya que pueden
absorber agua u otras moléculas en el espacio

interlaminar.1316
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La absorcién de agua de arcillas absorbentes es mayor del

100% con respecto al peso. 1316
d) Hidratacion e hinchamiento

La hidratacion y deshidratacion del espacio interlaminar son
propiedades cuya importancia es crucial en los diferentes

usos industriales. 1316

La absorcién de agua en el espacio interlaminar tiene como
consecuencia la separacion de las laminas dando lugar al

hinchamiento. 1316
e) Plasticidad

Las arcillas son eminentemente plasticas. Esta propiedad
se debe a que el agua forma una envoltura sobre las
particulas laminares, produciendo un efecto lubricante que
facilita el deslizamiento de unas particulas sobre otras

cuando se ejerce un esfuerzo sobre ellas. 1316

La elevada plasticidad de las arcillas es consecuencia,
nuevamente, de su morfologia laminar, tamafio de particula
extremadamente pequefio (elevada area superficial) y alta

capacidad de hinchamiento. 1316
f) Tixotropia

La tixotropia se define como el fendmeno consistente en la
pérdida de resistencia de un coloide, al amasarlo, y su
posterior recuperacion con el tiempo. Las arcillas
tiroxotropicas cuando son amasadas se convierten en un
verdadero liquido. Si, a continuacion, se las deja en reposo

recuperan la cohesion.316

2.2.1.3. Propiedades terapéuticas

Desde hace tiempo las arcillas se vienen usando como

excipiente por la industria farmacéutica, Debido a que no son
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toxicas, y a que no pueden ser absorbidas por el cuerpo
humano, se utilizan para la elaboracion de preparaciones
tanto de uso tépico como oral. Se utiliza como adsorbente,
estabilizante, espesante, agente suspensor y coOmo
modificador de la viscosidad. *3

Su principal uso es la preparacion de suspensiones topicas,
geles y soluciones. Cuando se usa como parte de una
preparacion oral, su naturaleza adsorbente puede enmascarar
el sabor de otros ingredientes, o puede retardar la liberacién

de ciertos farmacos catiénicos. 13

Como en el resto de los excipientes, las cantidades que se
requieren son pequefias. Generalmente las concentraciones
de bentonita como agente de soporte es del 0,5% a 5 % y del
1% a 2 % cuando se usa como adsorbente. **

También se usan en una variedad de preparaciones topicas
médicas y cosméticas, tales como cremas, talcos, pastas de
dientes, desodorantes polvos para pies y bebés, paquetes
faciales y barros terapéuticos como agente gelificante. Las
arcillas se utilizan como bases inorganicas para polvos de uso
topico al igual que el talco, 6xido de zinc, diéxido de titanio,

oxido de magnesio, y otros.?

2.2.2. Minerales con accidén antimicrobiana

2.2.2.1. Formas farmacéuticas a base de minerales con accidén

antibacteriana

a) Azufre: Se ha utilizado al azufre en sus diversas
presentaciones en una variedad de dermatosis. El
azufre es un ingrediente comun de preparados
antiacné. Se han descrito propiedades antisépticas,
antiparasitarias y antiseborreicas. Al 10% se comprobo

una reduccién de los acidos grasos libres en la
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superficie cutanea. Su uso en terapias oclusivas se
mantiene hasta la fecha en preparados combinados y
en concentraciones del 1 al 15%, asociado al &cido
salicilico y / o resorcina. Muchos autores lo sefialan
como francamente comedogenico y lo contraindican en
el acné. Su uso estd en declive por su capacidad
irritativa, olor y color desagradable. El azufre se halla
en diferentes presentaciones cosméticas como:

cremas, pomadas y jabones.*®

b) Arcilla marrén, esta indicado para el acné, espinillas,
sarpullidos, manchas, cutis graso, micosis y prevenir
las varices porque activa la circulacién sanguinea, para
personas con debilidad porque mineraliza y eleva la

hemoglobina, etc.?°

c) Talco mineral, a base de arcillas es un excelente
regenerador celular y activador de la circulacion de la
sangre. Sirve como bactericida, cicatrizante,

absorbente, estimulante, analgésico.?°

d) Mascarillas a base de arcillas: ayuda a regular la
secrecion sebacea del cutis y proporciona una
sensacion de frescura y un efecto tonificante, por lo que
es de utilidad en las pieles gruesas y con poros
dilatados ya que va afinando el tamafio de éstos y

mejorando la textura sin agresividad.?°

2.2.3. Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo Gramnegativo ligeramente curvado, aerobica,
con motilidad unipolar, es muy versatil nutritivamente y no fermenta
hidratos de carbdén pero produce acido a partir de azucares como la

glucosa, fructuosa y lactosa o sacarosa. *

La P. aeruginosa, secreta una variedad de pigmentos como piocianina

(azul  verdoso), fluoresceina(amarillo  verdoso fluorescente) vy
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piorrubina (rojo pardo); es a menudo identificada, de modo preliminar,

por su

apariencia perlada y olor a uvas in vitro. La identificacién clinica

definitiva de P. aeruginosa frecuentemente incluye, tanto identificar la

produccion de piocianina y fluoresceina como determinar su habilidad

de crecer a 42 °C. P. aeruginosa es capaz de crecer en combustibles

como queroseno o gasoleo, ya que es un microorganismo capaz de

nutrirse a partir de hidrocarburos, causando estragos de corrosion

microbiana, y creando una gelatina oscura que a veces se identifica

inadecuadamente con un alga.!

2.2.3.1.

2.2.3.2.

Etimologia

Etimolégicamente, “pseudomona” significa “falsa unidad”, del
griego pseudo, que significa ‘falso’, y monas, que significa
unidad simple. El nombre fue usado inicialmente en la historia
de la microbiologia como sinénimo de gérmenesAeruginosa, el
nombre latino para el cardenillo u "6xido de cobre", describe el
pigmento azul verdoso bacteriano visto en los cultivos de
laboratorio de P. aeruginosa. La biosintesis de piocianina es
regulada por mecanismos homeostaticos, como en
una biopelicula asociada con la  colonizacion de P.
aeruginosa en los pulmones de los pacientes con fibrosis
quistica. La mayoria de las cepas presentan también un olor

caracteristico similar a la uva o a una fruta madura.!

Caracteristicas clinicas

Es una bacteria muy extendida, y puede encontrarse en el
agua, la tierra, animales o plantas, ya que sus necesidades
alimenticias son minimas, aunque las enfermedades
producidas por esta bacteria estan asociadas a su preferencia
por los medios humedos. En los seres humanos puede
encontrarse en las zonas mas hiumedas del cuerpo, como son

las axilas, los oidos y la zona alrededor del ano.?
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Es muy poco frecuente que la Pseudomonas aeruginosa
produzca trastornos en personas sanas. La enfermedad se
origina como resultado de alteraciones en las defensas
normales del huésped. Esto puede suponer la pérdida de
proteccidn que proporcionan las membranas mucosas o la piel,
como ocurre con la "otitis externa". Sus minimas necesidades
de nutricion, adaptabilidad y relativa resistencia a los
antibidticos permiten a esta bacteria sobrevivir cerca de su
anfitrién.!

Las infecciones por Pseudomonas aeruginosa son graves,
especialmente cuando existe bacteriemia. Esta suele
presentarse en pacientes con enfermedad grave de base, larga
estancia hospitalaria y uso previo de antibidticos. El
microorganismo produce diversas enzimas extracelulares como
la proteasa alcalina, elastasa, fosfolipasa, citotoxina vy
exoenzimas Ay S. La alteracion de los tejidos del huésped por
estos productos bacterianos extracelulares crea las condiciones
necesarias para la proliferacion e invasion bacteriana y la
consiguiente destruccion del tejido.t

La Pseudomonas aeruginosa frecuentemente ocasiona
infecciones adquiridas en el hospital, prolongando el periodo de
hospitalizacion,  incrementando los  costos  meédicos,
particularmente en pacientes inmunocomprometidos o
criticamente enfermos. Estas infecciones son dificiles de tratar
debido a que las cepas responsables pueden ser resistentes a
multiples antibioticos, incluyendo cefalosporinas de tercera
generacion. Puede ocurrir resistencia antibiotica durante o
después del tratamiento de las infecciones por P. aeruginosa.!
El espectro clinico de las infecciones es muy cambiante y esta
influenciado por factores dependientes del huésped, el agente
y el medio ambiente, por ello es importante revisar

periodicamente las caracteristicas clinicas y microbiolégicas de
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las infecciones como parte de un sistema de vigilancia

epidemioldgica y control de las mismas.*

2.2.3.3. Mecanismo de accion
La Pseudomonas aeruginosa presenta un alto nivel de
resistencia, por un lado resistencia intrinseca o natural a los
antibidticos y por otro lado una extraordinaria capacidad para
adquirir mecanismos de resistencia, generalmente mediante
mutaciones. La resistencia intrinseca se define como la falta de
casi la totalidad de los aislados de una especie bacteriana al
efecto de un antimicrobiano, seria la presencia natural en un
microorganismo de un mecanismo de resistencia que afecta aun

antibiotico de la misma o diferentes familia. 18

2.2.4. Staphylococcus aureus

Son cocos Grampositivos, con un diametro de 0.5 a 1.5 um,
agrupados como células Unicas, en pares, tétradas, cadenas cortas
o formando racimos de uvas. Ogston, introdujo el nombre de
Staphylococcus, del griego staphyle que significa racimo de uvas,
para describir a los cocos responsables de inflamacion y supuracion.
Son bacterias no méviles, no esporuladas, no poseen capsula,
aunque existen algunas cepas que desarrollan una capsula de limo,
son anaerobias facultativas. La mayoria de los estafilococos
producen catalasa (enzima capaz de desdoblar el perdxido de
hidrogeno en agua y oxigeno libre); caracteristica que se utiliza para
diferenciar el género Staphylococcus de los géneros Streptococcus y
Enterococcusqgue son catalasa negativos.®

Por otro lado, la pared celular de los estafilococos tienen unidos los
acidos teicoicos, los cuales no existen en los micrococos; otra
diferencia es la composicién del citocromo y menaquinona de la

cadena respiratoria presentes en los estafilococos.®

29



2.24.1.

2.2.4.2.

Diagndstico

Los datos clinicos y epidemiologicos son fundamentales para
orientar el diagndéstico microbioldgico, asi como la sospecha del
agente etiolégico causante de la infeccion, por lo que se
requiere del aislamiento y la identificacién de S. aureus a partir
de muestras clinicas. Entre dichas muestras se encuentra en la
sangre, tejidos, liquidos normalmente estériles, aspirados de
abscesos, las cuales al ser tefiidas con la tincion de Gram
permiten observar la forma y agrupacién, asi como una
respuesta inflamatoria con la presencia de leucocitos

polimorfonucleares.®

Medios de aislamiento

Las colonias de S. aureus se observan lisas, elevadas,
brillantes y de bordes enteros, presentan consistencia cremosa
y pigmentaciéon que va del amarillo a dorado debido a la
produccion de carotenoides, la mayoria de las cepas producen
B-hemdlisis 0 hemdlisis total alrededor de las colonias cuando
se cultivan en agar sangre. S. aureus se diferencia de las
demas especies por producir coagulasa que se manifiesta por
su capacidad para coagular el plasma, es resistente al calor, a
la desecacion y puede crecer en medios con grandes
cantidades de NaCl (7.5%).°

S. aureus crece bien en medios de cultivos no selectivos, como
el agar sangre, agar chocolate, cerebro corazén infusiébn agar
(BHI, por sus siglas en inglés) y medios liquidos para
hemocultivo donde se recupera facilmente. Se debe usar un
medio selectivo en muestras clinicas donde hay bacterias Gram
negativas junto con S. aureus. El medio recomendable y usado
por la mayoria de los laboratorios es el agar sal manitol o
medio de Chapman por su elevado contenido de sal que inhibe

el crecimiento de la mayoria de las bacterias Gram negativas.
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2.2.4.3.

2.24.4.

Este medio permite realizar la identificacion presuntiva de S.
aureus por la pigmentacion amarilla caracteristica de S. aureus.
Debido a que esta bacteria fermenta el manitol se genera un

cambio de color en el medio que vira de rojo palido a amarillo. ®

Epidemiologia

S. aureus es uno de los patbgenos mas importantes a nivel
mundial, bacteria oportunista que forma parte de la microflora
humana: poco después del nacimiento, los neonatos son
colonizados por S. aureus, los sitios de colonizacién incluyen el
mufién del corddén umbilical, el &rea perineal, la piel y, a veces,
el tracto gastrointestinal. También puede contaminar la
vestimenta y la ropa de cama. La colonizacion mas frecuente
por S. aureus es la mucosa nasal, el principal reservorio lo
constituye el hombre enfermo o el portador. Es mas frecuente
la colonizacion en el hospital, especialmente en pacientes con
hemodialisis, diabéticos tipo 1, pacientes con lesiones
cutaneas, sujetos infectados con VIH y adictos a las drogas.>18
Un aspecto importante en afios recientes en salud publica son
las infecciones por S. aureus que han reemergido debido a que
la bacteria se ha tornado resistente a diversos antibioticos con
los que normalmente se les trata. Durante varias décadas se
han reportado un gran namero brotes epidémicos de S. aureus
a nivel mundial, sobre todo en los hospitales, centros de
atencion, clinicas y recientemente ha surgido en la comunidad.
Actualmente, estos brotes se dividen como infecciones

nosocomiales e infecciones adquiridas en la comunidad.>8

Patogenia

Entre 20 y 50% de la poblacion mundial es portadora de S.
aureus en fosas nasales y 30% de forma permanente en piel y
tracto gastrointestinal. Cuando las barreras mecanicas se
rompen, esta bacteria puede alcanzar los tejidos mas

profundos y producir enfermedad. Los pacientes con
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2.2.4.5.

infecciones por S. aureus suelen infectarse con la misma cepa
gue coloniza sus fosas nasales, la colonizacion también
permite la transmision entre individuos del hospital como en la
comunidad. Para una adecuada supervivencia e invasion del
huésped todo este sistema de factores de virulencia deben de
estar dentro de un sistema de comunicacion célula-célula
conocido como quorum sensing (QS). Este sistema QS esta
mediado por pequefias proteinas producidas por las bacterias
gue se denominan autoinductoras, y dependiendo de factores
ambientales, pueden activar un gran namero de genes que

contienen los factores de virulencia.>18

Enfermedades causadas por S. aureus

Las infecciones causadas por S. aureus se producen por
lesiones cutaneas, traumaticas o quirdrgicas que favorecen la
penetracion de la bacteria desde la piel a los tejidos profundos.
Las infecciones por S. aureus son supurativas y tienden a
producir abscesos. 518

Debido a su amplia versatilidad, esta bacteria es capaz de
causar enfermedades de amplio espectro como infecciones
menores de la piel e infecciones invasoras serias como:
bacteriemia, infecciones del sistema nervioso central,
osteomielitis, infecciones del tracto respiratorio, infecciones del
tracto urinario y el sindrome de choque toxico, asi como
infecciones gastrointestinales. Las infecciones de la piel y
tejidos blandos se caracterizan por la formacion de vesiculas
pustulosas, las cuales comienzan en los foliculos pilosos
propagandose a tejidos vecinos. La foliculitis es una infeccion
piégena superficial. Su extension al tejido perifolicular da lugar
al forunculo. El antrax es la infeccion de varios forinculos con
extension a la capa mas profunda del tejido subcutaneo, que

puede producir bacteriemia en un tercio de los casos.>*®
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Otras infecciones cutaneas ocasionadas por S. aureus son el
impétigo (infeccion superficial que afecta sobre todo a nifios en
areas tropicales), mastitis, hidrosadenitis supurada, celulitis
fascitis y paroniquia.>*®

S. aureus es uno de los patdgenos que se observa con mayor
frecuencia en infecciones de heridas quirdrgicas, tanto
superficiales como profundas, asi como también esté implicado
en las infecciones de Ulceras crénicas como el pie diabético.>18
S. aureus es causa comun de bacteriemia, el foco inicial se
desconoce. Las bacteriemias por S. aureus que se presentan
en los hospitales se relacionan con el uso de catéteres y otros
procedimientos invasivos, mientras que las bacteriemias de la
comunidad, el foco que las origina suele ser extravascular
(infecciones de piel, ocasionalmente el aparato respiratorio y
neumonias).>8

Las infecciones metastasicas y la endocarditis son
complicaciones importantes de la bacteriemia. La frecuencia de
endocarditis en pacientes con bacteriemia por S. aureus oscila
en 5 a 20%, segun sean los pacientes con bacteriemia
hospitalaria o adquirida en la comunidad. S. aureus es la causa
mas frecuente de endocarditis infecciosa aguda, afecta sobre
todo a la valvula mitral y aortica, ya sea nativas o protésicas,
entre las complicaciones por endocarditis por este patégeno
estdn la insuficiencia cardiaca por diseminacién valvular,
embolismo séptico, abscesos hematdégenos cerebrales o
viscerales, abscesos miocardicos y pericarditis purulenta.®

S. aureus también se encuentra en pericarditis; generalmente
es de origen hematdgeno, aunque también puede ocurrir tras
cirugia en cuyo caso es de prondstico grave, también puede
deberse a un traumatismo penetrante.®

En infecciones muasculo-esqueléticas, S. aureus es una de las
bacterias que con mayor frecuencia origina infecciones éseas

por diseminacion hematégena y por contigtidad. En nifios la
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osteomielitis hematdégena suele afectar la metéafisis de los
huesos largos, mientras que en los adultos, S. aureus afecta el
tejido esponjoso vertebral dando lugar a osteomielitis vertebral.
La osteomielitis crénica por contiglidad es mas frecuente y se
produce como complicacibn de cirugia ortopédica Yy
traumatismos. También puede ocasionar infecciones de
prétesis articulares. S. aureus es el principal agente etiolégico
causante de artritis séptica y de bursitis. Las articulaciones
afectadas con mayor frecuencia son las rodillas, tobillos,
caderas, hombros y las interfalangicas. La piomiositis es una
infeccion poco comun de los musculos de fibra estriada que
afecta a personas con enfermedad de base. La forma mas
frecuente es el absceso del psoas de origen hematdogeno o
como consecuencia de una infeccién vertebral.®

Las neumonias por S. aureus son poco frecuentes pero graves,
se puede producir por aspiracion de secreciones orales o por
diseminacion hematdgena. La neumonia por aspiracion de
adquisicion comunitaria se produce por complicacion de
cuadros virales, mientras que la nosocomial es mas frecuente
en pacientes con ventilacion mecéanica. La complicacion mas
frecuente de la neumonia es el empiema. S. aureus puede ser
la causa de infecciones del sistema nervioso central. La
meningitis pidgena estafilocécica puede ser de origen
hematdgeno o como una complicacion de un absceso. Los
abscesos cerebrales pueden ser de origen hematdgeno a partir
de una endocarditis o por contiglidad a partir de una sinusitis,
traumatismos o cirugias. S. aureus también se considera como
causa frecuente de empiema subdural y absceso epidural
medular o intracraneal.®

La presencia de S. aureus en infecciones de vias urinarias es
rara. Su presencia en la orina sugiere origen hematégeno. Las
infecciones ascendentes son debidas a la manipulacion

instrumental. Asimismo, en infecciones por toxinas

34



estafilocécicas, principalmente en el sindrome de la piel
escaldada. Es una dermatitis exfoliativa ampollar que no afecta
mucosas y es mas frecuente en neonatos y nifilos en zonas
tropicales.®

Suele aparecer como wuna complicacion de piodermal
localizado, debido a que S. aureus produce una toxina
exfoliativa o epidermolitica. La produccién de estas toxinas
tiene lugar especialmente durante la fase de latencia de
crecimiento de la bacteria, lo que favorece su diseminacion. S.
aureus puede producir choque séptico mediante la activacién
del sistema inmunologico y del sistema de coagulacion
mediado por el peptidoglicano, los acidos teicoicos y la toxina-
alfa. El sindrome de choque toxico (SST-1) es un cuadro grave
debido a la produccion de la toxina TSS-1, inicialmente se
describié en nifios y posteriormente en mujeres jovenes que
usaban tampones. En la actualidad, la mayor parte de los
casos son secundarios a infecciones estafilocécicas diversas.®
También puede producir superantigenos, tales como las
enterotoxinas que causan toxiinfecciones alimentarias o
gastroenteritis estafilocécica y la toxina TSST-1, causante del
sindrome del choque tbxico. Estos superantigenos pueden
generar cuadros similares al choque séptico por la produccion
incontrolada de citocinas. La toxiinfeccion alimentaria se debe a
la ingestion de alimentos contaminados con toxinas del
microorganismo; es un cuadro auto limitado que cursa con
vomitos, dolor abdominal, célicos y diarrea. Podemos
considerar que aun falta mucho por conocer de S. aureus,
sobre todo a nivel de sus mecanismos de resistencia
cambiantes y multiples factores de virulencia. De este modo,
podremos dar un tratamiento mas adecuado a los pacientes

infectados por esta bacteria.®
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2.3. Definicién de Términos Béasicos

2.3.1. Enfermedad

Se denomina enfermedad al proceso y a la fase que atraviesan
los seres vivos cuando padecen una afeccion que atenta contra
su bienestar al modificar su condicion ontologica de salud. Esta
situacion puede desencadenarse por multiples razones, ya sean
de caracter intrinseco o extrinseco al organismo con evidencias
de enfermedad. Estos desencadenantes se conocen bajo el
nombre de noxas (del griego n6sos).1213

2.3.2. Enfermedades Bacterianas

Son aquellas producidas por una bacteria conocida y que

desarrolla sintomas conocidos.1213

2.3.3. Enfermedades Emergentes

Es una clase de enfermedades infecciosas que surgen en
lugares y momentos especificos y se convierten, o0 amenazan
con convertirse, en nuevas epidemias. El concepto no se aplica
sb6lo a enfermedades que causan molestia a las poblaciones
humanas. El fenbmeno esta en el origen de buena parte de la
legislacion que restringe el trafico de muestras o especimenes

bioldgicos a través de las fronteras.'>13

Las patologias infecciosas mas graves suelen ser el reflejo de un
encuentro reciente. En algun sentido todas las enfermedades
infecciosas se han iniciado en las condiciones que

caracterizamos como propias de las emergentes.*?

2.3.4. Actividad Antibacteriana

La actividad biocida se define como: “La capacidad que posee
un farmaco o compuesto natural de inhibir el crecimiento de
microorganismos”. Generalmente los compuestos que poseen

dicha actividad vienen a tener un gran interés a nivel mundial, ya
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gue con ellos se puede controlar y hasta eliminar las infecciones

provocadas por los microorganismos.*?

2.3.5. Resistencia Bacteriana

La resistencia bacteriana es la capacidad que tienen las
bacterias de soportar los efectos de los antibidticos o biocidas

destinados a eliminarlas o controlarlas.?

2.3.6. Multirresistencia

El término resistencia multiple o multirresistencia se utiliza
cuando una cepa bacteriana es resistente a varios

antimicrobianos o tipos de antimicrobianos distintos.©

Las bacterias de “resistencia cruzada” son aquellas que han
desarrollado meétodos de supervivencia eficaces frente a
distintos tipos de moléculas antimicrobianas con uno o varios
mecanismos de accidn similares. Las bacterias pueden transmitir
parte de su material genético a otras bacterias. Se habla de
“corresistencia” cuando la informacion genética que codifica
varios mecanismos de resistencia no relacionados se transmite
en una sola ocasion/un solo proceso y se expresa en los nuevos

huéspedes bacterianos.?

2.3.7. Bacteria Oportunista

Son aquellos, en principio no patdgenos, que pueden producir
enfermedades cuando las defensas del hospedador se ven
debilitadas por unos u otros motivos (otra enfermedad, por

ejemplo).t?

2.3.8. Productos Antibacterianos

Dicese del farmaco capaz de inhibir el crecimiento y desarrollo
de bacterias 0 su eliminacién sin dafiar el organismo infectado,

como los antibiodticos. 12
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2.3.9. Concentracioén Inhibitoria Minima

Se define como la concentracibn minima del agente

antimicrobiano que es capaz de inhibir el crecimiento del
microrganismo. 2!
2.3.10. Concentracion Bactericida Minima

Se define como la menos concentracion del antimicrobiano
estudiado capaz de destruir un inoculo de 10° bacterias en 1 mL
de medio de cultivo tras 24 horas de incubacion. 21
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CAPITULO IlI

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Tipo de Investigacion

Aplicada puesto que se utilizaran conocimientos y técnicas para

solucionar un problema, y tratar de determinar el efecto antibacteriano

del “Chacco” (Bentonita) en cepas de Pseudomonas aeruginosa y

Staphylococcus aureus.

3.2. Nivel de Investigacion

Explicativo: Porque se busca explicar el efecto antibacteriano del

Chacco sobre las cepas de Pseudomonas aeruginosa y Staphylo-

COCCUSs aureus.

3.3. Método de Investigacion

Andlisis: El objeto de estudio es la determinacion el efecto
antibacteriano del Chacco sobre las cepas de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus.

Inductivo: Se partira de algo particular para luego poder
generalizarlo.

Experimental: Porque se podran manipular todas las variables y
su vez podran ser controladas.

Laboratorio: Porgue se realizara en un laboratorio acreditado.
Estudio caso: Se observara el efecto antibacteriano que
producira el Chacco sobre las cepas de Pseudomonas aeruginosa

y Staphylococcus aureus.

3.4. Disefio de la Investigacion

Experimental porque se pueden manipular las variables y pueden ser

controladas.
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3.5. Poblacion y Muestreo de la Investigacion

3.5.1. Poblaciéon

La poblacion serd de tipo no probabilistica, determinada por
conveniencia, y estara conformadas por cepas de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 y Staphylococcus aureus ATCC 6538.
Estas fueron sembradas en placas y tubos, para después ser

escogidos por conveniencia.

3.5.2. Muestra

El material en estudio: Chacco natural, fue comprado en “La
Feria el Altiplano” ubicado en el distrito de Miraflores, en la
ciudad de Arequipa. Preguntando al vendedor, nos indico que el
chacco proviene de Ayaviri, en la ciudad de Puno.

Siendo la poblacién finita y teniendo variables cualitativas, la
muestra sera de tipo no probabilistica a criterio de expertos,
determinada por conveniencia, y estara conformadas por 5
colonias de cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y
Staphylococcus aureus ATCC 6538. El cual seran escogidos por

conveniencia.
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3.6. Variables e Indicadores

Tabla N°O01: Variables del Proyecto de Investigacion

Variables Definicion de variables Dimension/
Indicador
Las arcillas son compuestos cristalinos, que
Actividad pgeden ser sedimentos o depositos
. . minerales, formado por particulas muy
antibacteriana del ~ ~ . i
“chacco” pequefias, cuyo tamafio es !nfenor a 4 mg/mL
micras. Estdn compuestas principalmente de
Vari los elementos aluminio, plata, cobre,
ariable g N
Independiente () oxigeno, silicio e hldr_oger_w arreglados en
forma de una red cristalina arreglada en
forma de capas o laminas
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM), es
decir la minima concentracion del agente
Inhibicién de antimicrobiano que impide el crecimiento
crecimiento de sobre el medio de cultivo, la falta de
Staphylococcus crecimiento indica a que concentracion se | Presencia
aureus produce el efecto antibacteriano.
Concentracion Bactericida Minima (CBM) se | Ausencia
Variable lleva los tubos de CIM y se siembra en
Dependiente (X) | placas determinando la menor concentracion
del agente antimicrobiano que impide el
crecimiento en medio sdlido.
La determinacion del CIM, es decir la minima
Inhibicién de concentracion del agente antimicrobiano que
crecimiento de impide el crecimiento sobre el medio de
Pseudomonas cultivo. Presencia
aeruginosa Para determinar el CBM se lleva los tubos de
CIM y se siembra en placas determinando la | Ausencia
Variable menor concentracién del

Dependiente (X)

agente
antimicrobiano que impide el crecimiento en
medio solido.

Fuente: Elaboracion Propia
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3.7. Procedimiento, Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos:

3.7.1. Procedimiento
La experimentacion se realizo al Centro de Control Analitico de

la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos

A. Purificacién del “Chacco”
Técnica: Método de reposo en agua y posterior filtracion.

Fundamento: Esta técnica de sedimentaciéon se fundamenta

en la accién de la gravedad.

Se denomina filtracion al proceso unitario de separacion de
sélidos en suspension en un liguido mediante un medio poroso,

que retiene los sélidos y permite el pasaje del liquido. %2
Procedimiento:

- En un recipiente de plastico se pesé 500 g. de “Chacco”

natural con 500 mL. de agua destilada,

- Después de 30 minutos de reposo se procedié a batir la

mezcla por un tiempo de 20 minutos.

- Se procedio a filtrar 3 veces a través de una tela (organza)
para separar la arcilla de la arena fina y otras sustancias

extrafas.

- Luego se deseco el preparado a 100°C durante 4 a5 horas

aproximadamente.

- Se trituré en un molino de discos, y luego se terminé de
triturar en un mortero para después pasarlo por un tamiz
prefabricado de nylon.

- Se esteriliz6 el polvo obtenido en una estufa a una
temperatura de 120 °C por 2 horas.

- Finalmente se obtuvo un polvo de "Chacco" purificado; este

se almaceno en un envase cerrado previamente esterilizado
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Todo esto debe realizarse en un area estéril para evitar la

contaminacion del "Chacco" (bentonita). °
B. Andlisis fisicoquimico

a) Determinacion de propiedades organolépticas
Técnica: Observacion

Fundamento: Las caracteristicas organolépticas determinan
los parametros de aceptacién del producto por el

consumidor. De un modo general, se evaltan:

- Aspecto;
- Color;
- Olor;

- Sensacion al tacto 23
Procedimiento:

- Se coloco una porcidon de muestra en una luna reloj,
luego se observo

- Aspecto: debe ser homogénea, sin presencia de
particulas extrafias, esta apariencia debe conservarse
a lo largo de la vida util del producto.

- Color: debe ser uniforme y homogéneo, ligeramente
plomizo. Color propio del "Chacco".

- Olor: caracteristico, sin presencia de olores extrafios, ni
gue den indicio de contaminacion del producto.

- Sensacion al tacto: que sea de particulas pequefias y
uniforme.

- El aspecto, color, olor y sensacién al tacto de la

muestra deben ser aceptables.?

b) Determinacién de pH

Técnica: Medicién por pH metro
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Fundamento: El pH es un valor numérico que expresa la
concentracion de iones hidrogeno lo que nos indica si una

sustancia es alcalina o acida.2®

El pH tipicamente va de 0 a 14 en disolucion acuosa, siendo
acidas las disoluciones con pH menores a 7 (el valor del
exponente de la concentracion es mayor, porque hay mas
protones en la disolucién), y alcalinas las que tienen pH
mayores a 7. El pH = 7 indica la neutralidad de la disolucién
(donde el disolvente es agua).?®

Procedimiento:

- ElI'Phvade entre9.5 -10.5,

- Pesar 4 g de “Chacco” y agregar 200 mL de agua.

- Mezclar rigurosamente para facilitar la humectacion.

- Prender el pH-metro.

- Lavar con agua purificada el electrodo y secar con
papel tissue.

- Luego proceder la calibracion del pH metro, una vez
calibrado proceder a medir el pH de la mezcla

- Lavar el electrodo con agua purificada y secar con
papel tissue y colocar su protector el cual debe

contener agua purificada.

¢) Analisis Granulomeétrico
Técnica: Observacion en microscopio

Fundamento: Funciona de la siguiente manera: Una fuente
luminosa (l) envia rayos de luz a una primera lente (c),
llamada condensador, que concentra los rayos de luz sobre
el objeto a observar. Estos rayos atraviesan el objeto y una
lente denominada objetivo (b) da una imagen aumentada de
éste. Una segunda lente, el ocular (0), vuelve a aumentar la

imagen dada por el objetivo. Esta ultima imagen es la que

44


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido
http://es.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Base_%28qu%C3%ADmica%29

sera recibida por el observador. Pudiendo observar

(cristales, cuarso, cristobalita, etc.)’

Procedimiento:

- Se acondicion6 a la muestra preparando una
suspensién en agua destilada el dia anterior a la
observacion.

- Se depositd una gota de la suspension entre un
portaobjetos y un cubreobjetos, la muestra asi
preparada se observo al microscopio con luz
polarizada.

- Se observé: el tamafo, la homogeneidad de las
particulas y el aspecto general de las particulas segun

su forma.l’

C. Evaluacion “in vitro” del efecto antibacteriano del mineral
“Chacco” frente a la cepas de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 y Staphylococcus aureus ATCC 6538

a) Determinacion “in vitro” de la Concentracion Inhibitoria
Minima (CIM) frente a las cepas Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 y Staphylococcus aureus ATCC
6538

Técnica: Método de dilucién en caldo

Fundamento: Las técnicas de dilucién en caldo, se pueden
utilizar para medir cuantitativamente la actividad "in vitro" de
un antimicrobiano frente a un cultivo bacteriano.Esta prueba
de dilucion en medio liquido se basa en un estudio
cuantitativo al emplear distintas concentraciones de agente

antimicrobiano.?*

La CIM es la menor concentracion capaz de inhibir

completamente el desarrollo bacteriano en el tubo, el punto
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final queda definido a simple vista por la falta de turbidez del

caldo.25:26

Procedimiento:

Se seleccion6 5 colonias bien aisladas de igual
morfologia de la placa de cultivo.

Prepare una suspensién en 5 mL de un caldo de Cloruro
sédico peptona, tocando la parte superior de cada
colonia. Incube a 35 °C hasta que este alcance o exceda
la turbidez del estandar (2-6 hs).

Ajuste la turbidez del in6culo con solucion salina o caldo
hasta el tubo 0,5 de la escala de Mc. Farland (ver Anexo
N°02), por comparacion visual con el estandar. Para ello,
mire los tubos contra un fondo blanco con una linea
negra como contraste. Esta suspension de 108 UFC/mL
aproximadamente de Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, de esta solucion se tomaron 100 mg y se
inocularan en cada uno de los tubos.

En un tubo de ensayo se coloc6é 200 mg de chacco al
cual se le agrego 1800 mg de caldo cloruro peptona y se
homogeniza, obteniendo una solucion madre con una
concentracion de 100 mg/mL. Seguidamente se
preparara una bateria de 5 tubos con 1mL de caldo
cloruro peptona cada uno, en el tubo N° 5, se utilizd
como control positivo de crecimiento. Se tomara 1 mL de
la solucién madre preparada y se coloc6 en el tubo 1y
de este al siguiente y asi sucesivamente hasta el tubo 4,
desechando el sobrenadante de este ultimo tubo. De
esta manera se obtuvo un rango de concentraciones de
50; 25; 12,5y 6,25 mg/mL.

Se incubd todos los tubos de 24 a 48 horas.

Todo esto se realiza igual manera para el

Staphylococcus aureus ATCC 6538.

46



Tabla N° 02: Valores calculados para la obtencion de la solucién madre del

Chacco
TUBO A
Chacco 200 mg
Caldo cloruro sodico peptona 1800 mg
Volumen final 2000 mg
Concentracion final (solucion madre) 100 mg/mL

Fuente: Elaboracion propia

Tabla N° 03: Valores calculados para hallar el efecto antibacteriano de la

solucion del Chacco

Tratamiento T1 T2 T3 T4 | c+) | co
Tubo 1 |2 3 4 |5 6
Dilucion v |14 |us 116 | c#) | cO
Solucién (mg)

(solucibn madre 100 | 1000 | 500 250 125 | - | -----
mg/mL)

Caldo cloruro sadico

peptona (mg) 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
Concentracion (mg/mL) | g4 o5 125 |25 | |
Inoculo con la respectiva

bacteria (100 mg) 100 | 100 100 100 |100 | -----

Fuente: Elaboracion propia
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b) Determinacién “in vitro” del Concentracién Bactericida
Minima (CBM) frente a las cepas Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 y Staphylococcus aureus ATCC
6538
Técnica: Método de dilucién en caldo

Fundamento: Consiste en exponer a las cepas a estudiar a
diferentes concentraciones de antimicrobianos, en diluciones
y observar el crecimiento de los microorganismos para luego
definir la CBM.?124

La CBM es la menor concentracion capaz de inhibir
completamente el crecimiento bacteriano en placa, el punto
final queda definido a simple vista por la falta de crecimiento

en las placas. 2424
Procedimiento:

- Para determinar el CBM se procedi6 a sembrar el
contenido de todos los tubos que no presentaron
turbidez en Agar Cetrimide para la Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 y Agar Manitol Salado para el
caso de Staphylococcus aureus ATCC 6538.

- Seguidamente se llevo a estufa a una temperatura de 37
°C por 24 horas, pasado este tiempo se observo el
crecimiento en las placas.

- Todo esto se realiza igual manera para el

Staphylococcus aureus.

3.7.2. Técnica

- Método de reposo en agua y posterior filtracion.
- Observacion

- Observacién en microscopio

- Medicion por pH metro

- Meétodo de dilucién en caldo
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3.7.3. Instrumentos

- Pruebas in vitro

49



CAPITULO IV

PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Resultados

Tabla N° 04: Analisis fisicoquimicos del Chacco

Pruebas

Resultados

Propiedades organolépticas:

Aspecto Pulverulento
Color Color gris
Determinacion de Ph 7.7

Andlisis granulométrico

Morfologia heterogéneo

superficie irregular

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: De acuerdo a los resultados obtenidos se ha podido

observar que las propiedades organolépticas se encuentran

conforme al igual que el analisis granulométrico.

En cuanto a la medicion del pH esta se encuentra por debajo de lo

indicado, segun bibliografia por lo que hay que tener en cuenta en

los resultados.

En las figuras N° 08, 09, 10 y 21, se Anexan fotografias,

correspondiente a cada uno de los analisis.
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Tabla N° 05: Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima del

chacco frente a cepas Staphylococcus aureus ATCC 6538

Muestras Concentraciones Turbidez
Dilucion 1 50 mg/mL Ausencia
Dilucién 2 25 mg/mL Ausencia
Dilucion 3 12,5 mg/mL Ausencia
Dilucion 4 6,25 mg/mL Presencia

Inoculo + Caldo cloruro ,
Control (+) Presencia
peptona

Control (-) Caldo cloruro peptona Ausencia

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: De acuerdo a los resultados obtenidos se ha podido
observar que la muestra de Chacco presenta actividad inhibitoria en las
concentraciones de 12,5 mg/mL; 25 mg/mL y 50 mg/mL sobre cepas de

Staphylococcus aureus ATCC 6538

En las figuras N° 11, 12 y 22, se Anexan fotografias, correspondiente a

cada uno de los analisis.
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Tabla N° 06: Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima del

chacco frente a las cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Muestras Concentraciones Turbidez
Dilucion 1 50 mg/mL Presencia
Dilucién 2 25 mg/mL Presencia
Dilucién 3 12,5 mg/mL Presencia
Dilucioén 4 6,25 mg/mL Presencia

Inoculo + Caldo cloruro .
Control (+) Presencia
peptona

Control (-) Caldo cloruro peptona Ausencia

Fuente: Elaboracion propia
Interpretacion: la muestra de chacco no presenta actividad inhibitoria
sobre cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Presentando una

turbidez en todas las diluciones antes mencionadas.

En las figuras N° 19 y 23, se Anexan fotografias, correspondiente a cada

uno de los analisis.
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Tabla N° 07: Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima frente

a las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538

) Crecimiento de la
Muestras Concentraciones _
bacteria
Dilucion 1 50 mg/mL Ausencia
Dilucion 2 25 mg/mL Ausencia
Dilucién 3 12,5 mg/mL Ausencia
Dilucioén 4 6,25 mg/mL Presencia
Inoculo + Agar manitol .
Control (+) Presencia
salado
Control (-) Agar manitol salado Ausencia

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion: De acuerdo a la tabla se observar que la muestra de
Chacco presenta actividad bactericida en las concentraciones de 12,5
mg/mL; 25 mg/mL y 50 mg/mL sobre cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 6538

En las figuras N° 13, 14, 15, 16, 17, 18 y 22, se Anexan fotografias,

correspondiente a cada uno de los analisis.
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Tabla N° 08: Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima frente

a las cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Muestras Concentraciones Crecimiento de la

bacteria
Dilucion 1 50 mg/mL Presencia
Dilucién 2 25 mg/mL Presencia
Dilucién 3 12,5 mg/mL Presencia
Dilucion 4 6,25 mg/mL Presencia
Control (+) Inoculo + Agar Cetrimide Presencia
Control (-) Agar Cetrimide Ausencia

Fuente: Elaboracion propia
Interpretacion: la muestra de chacco no presenta actividad bactericida
sobre cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Presentando una

turbidez en todas las diluciones antes mencionadas.

En las figuras N° 20 y 23, se Anexan fotografias, correspondiente a cada

uno de los analisis.
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DISCUSION

El “Chacco” es un mineral arcilloso que se presenta como resultado de la
descomposicion de cenizas volcanicas; también es llamada bentonita,
existente en la cuenca del Titicaca, y es de bajo costo de extraccion. Su
constituyente principal son en esencia silicatos de aluminio hidratados, asi
como SiO2, Al203, TiO2, Fe>0O3 MgO, CaO, K20, Na2O. En comparaciéon con
la investigacion realizada por Juana Suseth Camac del Arroyo (2006).
"EFECTO DEL “CHACCO” EN LAS LESIONES QUE PRODUCEN EN PIEL
LAS RADIACIONES SOLARES AREQUIPA 2006”, que hace referencia a

la presencia de minerales y demas compuestos.®& 27

Mucho se ha visto el empleo de plantas medicinales con fines curativos,
como se ha podido observar en los diferentes estudios que se han
realizado como la investigacion realizada por Hersh Marco Polo Soto
Huamani, “‘EFECTO ANTIBACTERIANO Y ANTIFUNGICO
COMPARATIVO DE LOS EXTRACTOS ACUOSO DEL Zea mayz L. (MAiZ
MORADO), Rubus glaucus (MORA ANDINA); Opuntia soherensii
(AYRAMPO) Y DISENO DE UN GEL DE LIMPIEZA CUTANEA.”;y en el
articulo realizado por Pamela Wallach, Luis Lopez, Christel Oberpaur,
Flavia Vacarezza y Liliana Maier; ESTUDIO PRELIMINAR DE EFECTOS
ANTIMICROBIANOS “IN VITRO” DEL MUSGO Sphagnum magellanicum.
(2010) y la investigacion realizada por, Silvia Paola Estrada Orozco,
“DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO DE
LOS EXTRACTOS DE ROMERO (Rosmarinus officinalis) Y TOMILLO
(Thymus vulgaris)” (2010); todos estos estudios hacen referencia a la
Fitoterapia y al desarrollo de la quimica que es una practica que se ha
utilizado desde tiempo inmemorial. Durante mucho tiempo los remedios
naturales y sobre todo las plantas medicinales, fueron el principal e incluso
el Unico recurso de que disponian los médicos. De aqui el cuestionamiento
acerca de nuevos compuesto antibacterianos que nos ayuden o0 sean un

aporte cientifico para la salud de toda la poblacion.
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Respecto al tema de toxicidad, algunas plantas pueden resultar toxicas, y
lo que se busca son nuevos compuestos con propiedades terapéuticas que
posean efectos antibacterianos pero que a su vez sean menos toxicos y

gue no causen efectos secundarios o adversos.

No existen estudios previos relacionados al uso de Chacco como un
antimicrobiano pero si es mencionado dentro de sus propiedades, ya que
tiene enlaces idnicos no satisfechos en la superficie adherente externa y
naturalmente busca satisfacer estos enlaces, encontrando uno con carga
opuesta. Se conoce que las particulas de arcilla llevan carga eléctrica
negativa, mientras que las impurezas y toxinas llevan carga eléctrica
positiva. La arcilla interactia con diversas sustancias, en especial con
sustancias polares como el agua y las toxinas, por lo que fue posible
investigar sus efectos sobre dos bacterias muy frecuentes que son
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y Staphylococcus aureus ATCC
6538, lo que se ha podido observar es que presenta un efecto
bacteriostatico e inhibitorio sobre esta ultima a concentraciones de 12,5
mg/mL; 25 mg/mL y 50 mg/mL; mas no presenta ningun efecto sobre la
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y todo esto por la cantidad de
minerales presentes dentro de la composicién del Chacco el cual muchos

de ellos poseen propiedades antibacterianas.
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CONCLUSIONES

Se concluye que el “Chacco” (Bentonita), presenta un significativo
efecto antibacteriano; sobre las cepas Staphylococcus aureus ATCC
6538; mas no presenta ningun efecto sobre las cepas de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Se logré determinar mediante las técnicas de Concentracién
Inhibitoria Minima y Concentracion Bactericida Minima, que el
“Chacco” (Bentonita) a concentraciones de 6,25 mg/mL; 12,5
mg/mL; 25 mg/mL y 50 mg/mL. no presenta ningun efecto
antibacteriano sobre las cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027.

Se concluye que mediante las técnicas de Concentracion Inhibitoria
Minima y Concentracion Bactericida Minima, el “Chacco” (Bentonita)
presenta un efecto antibacteriano sobre las cepas de Staphylo-
coccus aureus ATCC 6538 en concentraciones 12,5 mg/mL; 25

mg/mL y 50 mg/mL.
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RECOMENDACIONES

Conociendo la actividad antibacteriana del “Chacco” (Bentonita)
sobre las cepas de Staphylococcus aureus, se recomienda realizar
un seguimiento con la investigacion mediante la elaboracién de un
producto farmacéutico, teniendo como base este estudio, ya que
presenta propiedades microbiolégicas que hacen de este, un
principio activo potencial.

Realizar una investigacion mas profunda del “Chacco” (Bentonita),
sobre otras bacterias y hongos, ya que puede presentar un efecto
antibacteriano o antimicotico debido a la presencia de diversos
minerales dentro de su composicion.

Debido a la creciente importancia economica que presentan los
productos naturales en el mercado mundial, se sugiere continuar con
estudios similares a este, a fin de mejorar el aprovechamiento de las

diferentes arcillas presentes en nuestro pais.
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MATRIZ

ANEXO N° 01

DE

CONSISTENCIA

TITULO DEL PROYECTO DE TESIS: “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL “CHACCO” (Bentonita) EN CEPAS DE Pseudomonas Aeruginosa y Staphylococcus

Aureus, LIMA - 2016”

PRESENTADO POR: MARQUEZ SANCHEZ GABRIELA ERIKA

PROBLEMAS DE P HIPOTESIS DE ‘ POBLACION Y
INVESTIGACION OBJETIVOSDE INVESTIGACION INVESTIGACION METODO LOGIA DE INVESTIGACION VARIABLES MUESTRA
Problema General OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL Tipo de Investigacion: Variable Poblacion:
Aplicada Independiente (Y)
¢ Cudl es el efecto antibacteriano Determinar el efecto antibacteriano del El “Chacco” (Bentonita) tiene Cepas de
del “Chacco” (Bentonita) en el “Chacco” (Bentonita) en el crecimiento significativo efecto Nivel de Investigacion: X:Actividad Pseudomonas

crecimiento de las cepas de
Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus?

Problemas Especificos

P.E.1:¢,Cudl sera el efecto
antibacteriano del “Chacco”’
(Bentonita) en el crecimiento de
las cepas de Pseudomonas
aeruginosa mediante las técnicas
de Concentracion Inhibitoria
Minima y Concentracion
bactericida Minima?

P.E.2:¢Cudl serd el efecto
antibacteriano “Chacco”
(Bentonita) sobre cepas de

Staphylococcus aureus mediante
las técnicas de Concentracion
Inhibitoria Minima y Concentracion
bactericida Minima?

de las cepas de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus,
Lima- 2016

Objetivos Especificos

O.E.1:Determinar el efecto
antibacteriano del “Chacco” (Bentonita)
en el crecimiento de las cepas de
Pseudomonas aeruginosa mediante las
técnicas de Concentracion Inhibitoria
Minima y Concentraciéon bactericida
Minima.

O.E.2:Determinar el efecto
antibacteriano mediante las técnicas de
Concentracion Inhibitoria Minima y
Concentracion bactericida Minima del
“Chacco” (Bentonita) sobre cepas de
Staphylococcus aureus

antibacteriano; en el crecimiento
de las cepas de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus
aureus,

Hipotesis Especificas

H.E.1: El efecto antibacteriano
del “Chacco” (Bentonita) sobre
Pseudomonas aeruginosa, se
podra determinar mediante las
técnicas de  Concentracion

Inhibitoria Minima y
Concentracion Bactericida
Minima.

H.E.2: El efecto
antibacteriano del “Chacco”
(Bentonita) sobre

Staphylococcus  aureus, se
podra determinar mediante las
técnicas de  Concentracion

Inhibitoria Minima y
Concentracion Bactericida
Minima.

Explicativo

Método de Investigacion:

Analisis: El objeto de estudio es la
determinacion el efecto antibacteriano del
Chacco sobre las cepas de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus.
Inductivo: Se partira de algo particular
para luego poder generalizarlo.
Experimental: Porque se  podran
manipular todas las variables y su vez
podran ser controladas.

Estadistico: Se realizara los andlisis
estadisticos para observar el grado de
significancia que presenta el Chacco
sobre las cepas de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus.
Laboratorio: Porque se realizara en un
laboratorio acreditado.

Estudio caso: Se observara el efecto
antibacteriano que producird el Chacco
sobre las cepas de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus.
Disefio de Investigacion:

Es experimental, porque se pueden
manipular las variables y pueden ser
controladas.

antibacteriana  del
“chacco”

Indicadores
Concentracion
mg/ml

Variable
Dependientes

X: crecimiento de
Staphylococcus
aureus

Indicadores
Presencia
Ausencia

X: crecimiento de
Pseudomonas
aeruginosa

Indicadores
Presencia
Ausencia

aeruginosa y
Staphylococcus
aureus.

Muestra:

Se usaran 5
colonias de
Pseudomonas
aeruginosay 5
colonias de
Staphylococcus
aureus.

Fuente: Elaboracién Propia
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Anexo N° 02: Preparacion de la escala de Mc Farland

Para estandarizar la densidad del in6culo se usa una suspensién de sulfato de

bario como estandar de turbidez (0.5 de la escala de Mc Farland). Se proceda

de la siguiente manera:

Prepare dicho estandar agregando 0,5 ml de BaCl, 0,048M (1,175% P/V
BaCl2.2H20) a 99,5 ml de H2S04 0,18 M (0,36 N) (1% V/V).

Verifique la densidad correcta del estdndar usando un
espectrofotometro. La absorbancia a 625 nm deberia ser 0,08 - 0,10
para el estandar 0,5 de Mc Farland.

Distribuya 4 - 6 ml dentro de tubos similares a los que va a usar para
preparar indculos.

Mantenga los estandares guardados a temperatura ambiente al abrigo
de la luz.

Agite vigorosamente el estandar antes de su uso para lograr una

turbidez homogénea.
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Anexo N°03: Purificacion del “Chacco” (Bentonita)

Grafico N° 01: Chacco en estado natural

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 02: Triturar en un molino de discos

Fuente: Elaboracién propia
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Grafico N° 03: Chacco triturado y remojado en agua purificada

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 04: Chacco en proceso de filtrado en tela organza

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico N° 05: Desecando el Chacco

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 06: Chacco desecado, listo para triturar

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico N° 07: Chacco en proceso de trituracion

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 08: Chacco pulverizado

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo N° 04: Andlisis fisicoquimico

Grafico N° 09: Medicion de pH

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 10: Fotografia microscopica del Chacco 40x

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo N° 05: Concentraciéon Inhibitoria Minima y Concentracion
Bactericida Minima del chacco frente a cepas Staphylococcus aureus
ATCC 6538

Grafico N° 11: Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538
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Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 12: Concentracion Inhibitoria Minima del chacco frente a cepas
Staphylococcus aureus ATCC 6538

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico N° 13: Efecto de Chacco a 50 mg/mL sobre cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 14: Efecto de Chacco a 25 mg/mL sobre cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico N° 15: Efecto de Chacco a 12,5 mg/mL sobre cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 16: Efecto de Chacco a 6,25 mg/mL sobre cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico N° 17: Control positivo

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 18: Control negativo

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo N° 06: Concentracion Inhibitoria Minima y Concentracion
Bactericida Minima del chacco frente a cepas Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027

Grafico N° 19: Cepa de Pseudomonas aeruginosaATCC 9027

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 20: Concentracion Bactericida Minima del chacco frente a cepas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo N° 07: Resultados de andlisis entregados por el centro de control
analitico de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos

Grafico N° 21: Resultados de andlisis fisicoquimicos

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico N° 22: Resultados de Concentracion Inhibitoria Minima vy
Concentracién Bactericida Minima del chacco frente a cepas Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico N° 23: Resultados de Concentracion Inhibitoria Minima y
Concentracién Bactericida Minima del chacco frente a cepas Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027

Fuente: Elaboracion propia
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