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Lista de abreviaciones

ATCC: American Type Culture Collection

E.A.: Extracto Acuoso

E.E.: Extracto Etandlico

E.H.: Extracto Hidroalcoholico

DEA: Extracto Acuoso en disco

PEA: Extracto Acuoso en pozo

DEE: Extracto Etandlico en disco

PEE: Extracto Etandlico en pozo

DEH75: Extracto Hidroalcohdlico 75 % en disco
DEH50: Extracto Hidroalcohdlico 50 % en disco
DEH25: Extracto Hidroalcohdlico 25 % en disco
PEHT75: Extracto Hidroalcoholico 75 % en pozo
PEH50: Extracto Hidroalcoholico 50 % en pozo
PEH25: Extracto Hidroalcoholico 25 % en pozo
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

SARM: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina



Glosario

Cepa de referencia: Microorganismo definido a nivel de género y especie, catalogados
y descritos segun sus caracteristicas, preferiblemente de origen conocido y normalmente

obtenidos de una coleccién nacional o internacional reconocida (1).

Concentracion: Cantidad de principio activo contenido en un determinado peso o
volumen de medicamento; la concentracion de la sustancia o principio activo se expresa

generalmente de las siguientes formas: peso/peso, peso/volumen y dosis unitaria/volumen

).

Halos de inhibicion: Zona que aparece después de transcurrir de 18 a 24 horas, alrededor
del disco de antibidtico en un antibiograma, en el cual no hay crecimiento bacteriano

sobre el agar (3).

Inhibicidn bacteriana: Se manifiesta con la formacidn del halo de inhibicién bacteriano

alrededor de pozos o discos que contienen sustancias antibacterianas sobre el agar en

placas Petri con cultivos microbiolégicos (4).

Principio activo: Es la materia prima, sustancia o mezcla de sustancias dotadas de un

efecto farmacologico determinado (2).
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Resumen

En este trabajo se evalud el efecto in vitro de los extractos acuoso, hidroalcohdlico y
etandlico de Schinus molle L. (molle), sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus de
origen clinico. Se trabaj6 con 26 aislamientos clinicos previamente adquiridos por otros
autores de muestras de pacientes del Hospital Regional Docente de Cajamarca y del
Hospital Simon Bolivar; el extracto acuoso se obtuvo por infusion, el extracto etanolico
por maceracion alcoholica y el extracto hidroalcohdlico se consiguio de las diluciones del
extracto etandlico al 100 %. El efecto inhibitorio de los extractos se evalud sobre el
crecimiento de los aislamientos de origen clinico y de una cepa de referencia de S. aureus
ATCC® 25923™* mediante los métodos de difusién en agar con disco y modificado
con pozo. Se encontrd que el extracto etandlico a la concentracion del 100 % posee efecto
inhibitorio sobre los aislamientos, observandose halos de inhibicién promedio de 9.67 +
1.33 mm cuando se evalu6 por el método con disco, y de 13.67 £ 1.67 mm cuando se
evalud con pozo, esto indica que los aislamientos fueron sensibles (+) frente a este
extracto, segun la escala de Duraffourd; mientras que con el extracto hidroalcohdlico a
las concentraciones de 75 %, 50 % y 25 % el efecto inhibitorio se reduce, obteniéndose
halos promedios de 9.00 + 1.33 mm, 8.33 £ 1.33 mm, 7.33 £ 1.00 mm, 12.33 + 1.33 mm,
11.33 + 1.67 mmy 10.00 £ 2.00 mm respectivamente. En cuanto a los extractos acuosos
solo se observo efecto al 100 % con halos promedio de 9.33 £ 0.50 mm con disco y de
11.00 = 1.00 mm con pozo. Se concluye que los extractos acuoso, hidroalcohdlico y
etanolico de Schinus molle L. (molle), tienen efecto inhibitorio sobre los aislamientos de

S. aureus tanto de origen clinico como con la cepa de referencia ATCC® 25923™*,

Palabras clave: Extracto acuoso, extracto etandlico, extracto hidroalcohdlico,

Staphylococcus aureus, Schinus molle L., efecto antibacteriano.
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Abstract

In this work, the in vitro effect of the aqueous, hydroalcoholic and ethanolic extracts of
Schinus molle L. (molle) on the growth of Staphylococcus aureus of clinical origin was
evaluated. We worked with 26 clinical isolates previously acquired by other authors from
patient samples from the Cajamarca Regional Teaching Hospital and the Simon Bolivar
Hospital; the aqueous extract was obtained by infusion, the ethanolic extract was obtained
alcoholic maceration and the hydroalcoholic extract was obtained from 100% dilutions
of the ethanolic extract. The inhibitory effect of the extracts was evaluated on the growth
of isolates of clinical origin and of a reference strain of S. aureus ATCC® 25923™*,
using the disk and well-modified agar diffusion methods. It was found that the ethanolic
extract at a 100% concentration has an inhibitory effect on the isolates, observing average
inhibition zones of 9.67 £ 1.33 mm when evaluated by the disk method, and 13.67 + 1.67
mm when evaluated with a well. This indicates that the isolates were sensitive (+) to this
extract, according to the Duraffourd scale; while with the hydroalcoholic extract at
concentrations of 75%, 50% and 25% the inhibitory effect is reduced, obtaining average
halos of 9.00 + 1.33 mm, 8.33 £ 1.33 mm, 7.33 £ 1.00 mm, 12.33 + 1.33 mm, 11.33 +
1.67 mm and 10.00 £ 2.00 mm respectively. Regarding the aqueous extracts, only a 100%
effect was observed with average halos of 9.33 + 0.50 mm with disk and 11.00 £ 1.00
mm with well. It is concluded that the aqueous, hydroalcoholic and ethanolic extracts of
Schinus molle L. (molle) they have an inhibitory effect on S. aureus isolates both of

clinical origin and with the reference strain ATCC® 25923™%*,

Keywords: Aqueous extract, ethanolic extract, hydroalcoholic extract, Staphylococcus

aureus, Schinus molle L., antibacterial effect.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es un patdgeno grampositivo que plantea un considerable
problema de salud, debido a su gran variedad de factores de virulencia (5), los cuales le
proporciona las caracteristicas necesarias para infectar, reproducirse y diseminarse en
distintos tejidos, especialmente en personas con su sistema inmunolégico deficiente (6);
puede causar infecciones de piel, osteomielitis, endocarditis y neumonias adquiridas tanto
en la comunidad como en el hospital; sin embargo el principal inconveniente es la
resistencia a los antibidticos, ya que segun con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), en el afio 2020, la resistencia antibacteriana se encuentra en la lista de los
“Problemas sanitarios urgentes de dimension mundial” (7), ademas muestra a S. aureus
como prioridad elevada en la “Lista de las bacterias para las que se necesitan
urgentemente nuevos antibioticos” (8), ya que en los ultimos afios ha demostrado mayores
niveles de resistencia; como es el caso de S. aureus resistente a la meticilina (SARM), el

cual presenta un 64 % mas de mortalidad que las cepas sensibles a los farmacos (9).

Por eso, es necesario explorar soluciones distintas para el control de las infecciones
bacterianas, sobre todo para las resistentes a los antibioticos, empleando especificamente
la fitoquimica y fitofarmacologia (10), puesto que, las plantas constituyen una fuente
valiosa de sustancias activas (11), dado que producen mas de 100 000 metabolitos
secundarios, los cuales pueden influir en el desarrollo bacteriano (12); es por ello que
actualmente se llevan a cabo investigaciones enfocadas en la identificacion de moléculas
eficaces como agentes antibacterianos (13), con el objetivo de hallar nuevos enfoques

terapéuticos para enfrentar bacterias como SARM, utilizando principalmente plantas



medicinales de cada regién; tal como en Cajamarca es Schinus molle L., el cual en sus
hojas presenta principios activos que tienen efecto antibacteriano frente a cepas de
referencia gramnegativas y grampositivas (14). Sin embargo, es conveniente sefialar que
las cepas de referencia utilizadas en las investigaciones, son organismos sin mutaciones
ni resistencia a antibidticos, por el contrario, los aislamientos clinicos de S. aureus que se
utilizan en este estudio son bacterias reales que afectan a la poblacion y que podrian

presentar mutaciones y resistencia a los antibioticos.

Por esta razon, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto in vitro de las
concentraciones de los extractos acuoso, etanélico e hidroalcohdlico de S. molle L. sobre
el crecimiento de S. aureus de origen clinico. Los extractos se elaboraron a partir de
muestras vegetales recolectadas en Cajamarca, mientras que los 26 aislamientos de origen
clinico fueron obtenidos de trabajos de investigacion previamente realizados en el
Hospital Regional Docente de Cajamarca y Hospital Simén Bolivar. Se determind el
efecto antibacteriano mediante el método de difusion en agar con disco y modificado con
pozo, tanto con los aislamientos clinicos como con la cepa de referencia S. aureus
ATCC® 25923™: ademas, se midié cualitativamente el efecto inhibitorio utilizando la

escala de Duraffourd, seguido de un analisis estadistico de los datos recolectados.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes:

En el afio 2010, en Colombia, Cruz, Rodriguez y Rodriguez, evaluaron la actividad
antibacteriana in vitro de los extractos etandlicos de las hojas de Silybum marianum,
Lantana camara, Bidens pilosa y Schinus molle L., mediante el método de difusion
en pozo Yy difusion en disco, para establecer su concentracién minima bactericida
(CMB) y su concentracion minima inhibitoria (CMI), en respuesta a las cepas de
referencia de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus;
como resultado obtuvieron que la mejor actividad antibacteriana la exhibié L. camara
y B. pilosa, mientras que S. marianum y S. molle L. mostraron actividad moderada.
Se concluye que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Schinus molle L. (molle)

presenta actividad antibacteriana en cepas de P. aeruginosa y S. aureus (15).

Por otro lado, en Italia, Gualtieri y colaboradores (2012), determinaron la actividad
antibacteriana del extracto hexandico de los frutos y del extracto etandlico de las
hojas de S. molle L.; por medio del método de dilucion en agar con el fin de
determinar la CMI y la CMB; como resultado obtuvieron que el rendimiento de los
extractos de hojas y frutos son de 32.42 % y 5.63 % respectivamente; concluyen que
sin importar el tipo de extracto, S. molle L. tiene actividad antibacteriana frente a
cepas de referencia de Enterococcus faecalis ATCC 29212y S. aureus ATCC 29213,

obteniéndose una CMI de 16 pg/mL y una CBM entre 32 y 64 pug/mL (16).



En Egipto, se realizd la investigacién de Salem y colaboradores (2016), quienes
determinaron la actividad antioxidante, la composicion quimica y la actividad
antibacteriana de los aceites esenciales y extractos vegetales de madera de los
desechos de poda de S. molle L.; para los extractos se utilizé solventes, tales como el
metanol, diclorometano y agua; para demostrar la actividad antibacteriana in vitro se
uso la metodologia de difusion con discos; se concluye que los extractos y aceites
esenciales de S. molle L. poseen actividad antibacteriana frente las cepas de
referencia de Bacillus cereus, Bacillus subtilis, E. coli, S. aureus, Sarcina lutea,

Micrococcus luteus y P. aeruginosa y (17).

Por otra parte, en la investigacion de Turchetti y colaboradores (2020), realizada en
Italia, se evaluaron las propiedades antimicrobianas de los extractos de las hojas de
S. molle L., los disolventes utilizados fueron el éter de petréleo, éter dietilico y
acetona; para demostrar el efecto antibacteriano, se utilizé el método del disco frente
a P.aeruginosa ATCC 9027, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 6538, B. subtilis
ATCC 6633, E. faecalis ATCC 29212 y Candida albicans ATCC 10231; como
resultado obtuvieron que los extractos y las fracciones derivadas de las plantas macho
y hembra de S. molle L. poseen propiedades antimicrobianas frente a las cepas de
referencia, debido a los principios activos presentes tales como los sesquiterpenos,
sesquiterpenoides y otros terpenos. Finalmente, se concluye que los extractos
vegetales de las hojas de S. molle (L.) y las fracciones derivadas de plantas

masculinas y femeninas de S. molle (L.) muestran actividad antimicrobiana (18).



Por otra parte, en Ecuador, Palomeque (2022), comprobo el efecto in vitro inhibitorio
del extracto etandlico de S. molle L. a diferentes concentraciones (100 %, 75 %, 50
%y 25 %) y tiempos de incubacion (24, 48, 72 horas) de la cepa de referencia de S.
aureus ATCC 700669; la actividad antibacteriana se realizé a través del método de
difusion de Kirby Bauer y fue valorada por la escala de Duraffourd; como resultado
obtuvo que a las 72, 48 y 24 horas los halos de inhibicion del extracto de S. molle L.
al 75 % y 100 % presentan una mayor inhibicion a la reportada por la Clorhexidina
al 0.12 %,; concluye que el extracto etanolico de molle tiene efecto inhibitorio frente
a S. aureus en los tres tiempos analizados, ademas que en su composicion quimica

tiene a-pineno, B-pineno, isocariofileno, germacreno D, y-elemeno (19).

De manera similar, en el Peru se han realizado investigaciones, como la de Malca 'y
colaboradores (2017), quienes investigaron la actividad antibacteriana y la
composicion quimica del extracto hexanoico y del extracto con cloruro de metileno
de la resina de S. molle L.; para la actividad antibacteriana utilizaron un método de
difusion modificado con pozos frente a cepas de referencia de E. coli, S. aureus, B.
subtilis y P. aeruginosa, como resultado encontraron que el terebinteno y el &cido
pinicélico presentes en las resinas de S. molle L. tienen actividad antibacteriana a
concentraciones de 5 y 10 mg/mL contra B. subtilis ATCC 6633 y S. aureus ATCC
25923, pero no tienen efecto antibacteriano contra P. aeruginosa y E. coli ATCC
25922. Se concluye que los extractos de la resina de S. molle L. tiene actividad

antibacteriana frente a S. aureus ATCC 25923 y B. subtilis ATCC 6633 (20).



En el afio 2018 en Trujillo, Alfaro y Ruiz, evaluaron el efecto antibacteriano in vitro
del extracto acuoso de S. molle L. (molle), frente a la cepa de referencia de S. aureus
ATCC 25923, utilizando la técnica de microdilucion en caldo por medio de 4
microplacas de 96 pocillos con fondo en U, para medir la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y la concentracion maxima bactericida (CMB), realizaron
concentraciones de 0%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 100%,
como resultado obtuvieron que la CMI de S. aureus ATCC 25923 fue del 40 % vy la
CMB fue del 60 %, concluyendo asi, que el extracto acuoso posee actividad

antibacteriana frente a S. aureus (21).

Por otra parte, en la investigacion de Calderon y Cristdbal (2019), realizada en Junin,
determinaron la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
S. molle L. en cepas de referencia de P. aeruginosa ATCC 9027 y S. aureus ATCC
6538; el extracto se elabord por medio de la maceracion con etanol al 70 % vy la
actividad antibacteriana se realizé por el método de Kirby-Bauer modificado con
pozos; los resultados fueron halos de inhibicion de 18.50, 23.80 y 31.60 mm a 60 %,
75 % y 90 % frente a S. aureus y de 0.00, 20.80 y 28.80 mm a 20 %, 60 % y 80 %
frente a P. aeruginosa; también en el tamizaje encontraron la presencia de
compuestos fendlicos, taninos, quinonas, triterpenos, flavonoides, saponinas y
lactonas a y PB-insaturadas. Concluyen que el extracto hidroalcohdlico de Schinus

molle L. tiene actividad antibacteriana en cepas de P. aeruginosa y S. aureus (22).



De igual manera, en el afio 2021, en Huancayo, Guzman y Rodriguez, determinaron
el efecto antibacteriano in vitro de los extractos etandlicos de las hojas de S. molle L.
“molle” y Chenopodium ambrosioides “paico” contra la cepa de referencia de S.
aureus ATCC 25923; utilizando el método de difusion con disco; obtuvieron como
resultado que el extracto etandlico al 50 % de S. molle L. tiene efecto antibacteriano
frente a S. aureus, mientras que el extracto de C. ambrosioides al 50 % no tiene
efecto, sin embargo la mezcla de ambos extractos etandlicos al 50 % si presenta
efecto; concluyen que el extracto etandlico de S. molle L. posee actividad

antibacteriana frente a S. aureus (23).

Por ultimo, en la investigacion de Viton y colaboradores (2022), realizada en Lima,
determinaron la susceptibilidad de las cepas de Streptococcus pyogenes y S. aureus
frente al extracto etanolico de las hojas de S. molle L; trabajaron con cepas de
Streptococcus pyogenes (BH1, BH2, BH3) y de S. aureus (SAL, SA2, SA3) a las
concentraciones de 1000, 750, 125, 500, 250 y 0 mg/mL del extracto etan6lico; como
resultado obtuvieron halos de inhibicion de 5.30 a 14.60 mm para S. aureus y de 7.30
a 17.00 mm para S. pyogenes, también una CMI de 62.50 mg/mL para S. aureus y
para S. pyogenes de 15.62 mg/mL y 7.81 mg/mL, concluyendo que las cepas fueron

sensibles al extracto etandlico de S. molle L. (24).



2.2. Bases teoricas
2.2.1. Schinus molle L. (molle)

Generalidades

Schinus molle L. pertenece a la familia Anacardiaceae, su nombre comin es
“falso pimentero”; es una planta de importancia etnobotanica de origen
tropical, que se ha aclimatado en paises tropicales y subtropicales de los
cinco continentes, principalmente en Bolivia, Ecuador, Peru, Paraguay, sur

de Brasil, norte de Argentina, Chile y Uruguay (25) (26).

S. molle L. posee un crecimiento rapido y florece desde sus primeros afios
de vida, puede llegar a vivir hasta cerca de un siglo; requiere de riegos y de
podas de formacion, también necesita de suelos arenosos y bien drenados,
pero también crece en suelos compactos, ligeramente alcalinos y salinos;
ademas es una especie resistente que tolera la sequia y el calor, asi como las

ligeras heladas (27).

Descripcion morfoldgica de Schinus molle L.

Es un arbol resinoso, poligamo-dioico, con la copa densa, el follaje delgado
y flexible, liso que cuelga de manera elegante y tiene un aspecto “llor6on”
(27). Es una planta lefiosa, de porte arbdreo que llega a medir hasta 15 m de
altura, frondosa y perennifolia (28). Las hojas se encuentran sobre los
peciolos (2 a 6 cm de largo), tienen laminas regularmente imparipinnadas,
oblongo-lanceoladas que miden de 10 a 30 cm de largo, raquis sub-alado,
foliolos de 21 a 27 que pueden ser sésiles, opuestos, sub-opuestos o alternos,

lineares a lanceolados, de 2 a 6 cm de largo y de 0.3 a 1.0 cm de ancho (28)



y con el apice recto, curvo o apiculado-curvo (29). El tronco es robusto con
ramificacion profusa (28). Las flores son unisexuales y estdn organizadas en
paniculas alargadas (30), el fruto es una drupa globosa que mide de 5a 7
mm, y estan agrupados en racimos de color rojo o rosa; con un endocarpio
lefiloso, un exocarpio papirdceo y un mesocarpio dulce (27) (30) y las
semillas estan contenidas en el fruto, son duras, redondas, picantes, de color

negro, rugosas y su tamafio varia entre los 3 y 5 mm (30).

Clasificacion taxondmica

La especie Schinus molle L. fue descrita por Linneo en el afio 1753 y
publicado en el libro “Species Plantarum” (31). Su clasificacion
taxondmica, esta dada segun el sistema Integrado de Clasificacion de las

angiospermas de Arthur Cronquist 1981 (32).
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Sapindales
Familia: Anacardiaceae
Género: Schinus
Especie: Schinus molle L.

Nombre vulgar: “Molle”



Anélisis Fitoquimico

Los fitoconstituyentes son metabolitos secundarios que son sintetizados por
las plantas, entre ellos se encuentran los acidos fendlicos, terpenos, lignanos,
tiolicos y flavonoides (33). El estudio fitoquimico de S. molle L. indica que

contiene alcaloides, taninos, terpenos, saponinas, flavonoides, esteroles y

aceite esencial (34).

En sus hojas y tallos presentan &cido linolénico, erucico, lignocérico,
palmitico, estedrico y behénico, también cyclitol, glucosa, fructosa,
galactosa, glucosamina y fitosterina (35). Asimismo, también se encuentra
al mirceno, pineno, limoneno, p-felandreno, a-copaeno, linalol, p -
cariofileno, terpinen-4-ol, 6-cadineno, 6xido de cariofileno, germacreno y
en mayor proporcion hidrocarburos sesquiterpenos, tales como 5-cadineno

y biciclogermacreno (36).

En la composicién quimica de la madera del molle, el 3.20 % es material
inorganico, el 7.30 % de extractivos, el 67.30 % de holocelulosa y el 22.20
% de lignina (37). En las semillas se encuentra al mirceno, felandreno,
limoneno y cadinol (30) y en los frutos al a-felandreno, limoneno, B-

felandreno y p-cimeno (38).

Las actividades antimicrobianas, insecticidas y fungicidas de los extractos
de S. molle L. se debe a la presencia de sesquiterpenos, sesquiterpenoides

(18) y otros terpenos tales como el a-pineno y B-pineno (39).
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Terpenos:

Son compuestos que estan construidos de isopreno, por lo que sus

estructuras se pueden dividir en unidades de cinco carbonos (C5), (40).

La actividad antimicrobiana de los terpenos, tienen mecanismos de
accion al dafiar la estructura y funcién de la membrana celular, también
la alteracidn de procesos metabolicos fundamentales a través de cambios
en la permeabilidad de la membrana, que genera defectos en el transporte
de iones y moléculas causando la pérdida de metabolitos y con ello un
desequilibrio intracelular, la coagulacion de los componentes del
citoplasma, la inhibicién de la sintesis y funcion de los &cidos nucleicos,

y la interrupcion en la comunicacion celular normal (41).

Acidos fenolicos y tidlicos:

Los é&cidos fenolicos se clasifican en &cidos hidroxicindmicos e
hidroxibenzoicos (42). Los &cidos hidroxibenzoicos son sustancias que
contienen un grupo carboxilico ( &cido) y uno o mas grupos hidroxilo en
un anillo aromatico (43). Por otro lado, los acidos hidroxicindmicos se
distinguen por tener el grupo CH = CH-COOH en lugar del grupo COOH
que se encuentra en los acidos hidroxibenzoicos; ademas la presencia del
doble enlace carbono (C = C) potencia su resonancia quimica, lo que a

su vez aumenta su capacidad antioxidante (44).
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La actividad antibacteriana que tienen los acidos fendlicos es efectiva
contra las especies bacterianas grampositivas (45), esta efectividad esta
determinada por la posicion y el tipo de los sustituyentes del anillo
bencénico, asi como por la longitud de la cadena lateral de los &cidos
fendlicos (46). Ademés, se ha comprobado que pueden suprimir el
crecimiento bacteriano ya que tiene caracteristicas prooxidativas, que
alteran la hidrofobicidad y la carga superficial de las células, provocando
lisis celular (47). Asimismo se ha comprobado que los compuestos
fendlicos tales como el acido feralico y el &cido gélico son capaces de

detener el crecimiento de bacterias como S. aureus (48).

Lignanos:

Se originan en la via biosintética del &cido shikimico, se clasifican en
lignanos o neolignanos y se dividen en ocho grupos en funcion de sus
patrones estructurales y estos a su vez se pueden clasificar como lignanos
simples y ciclolignanos (13). Tienen propiedades antibacterianas, frente
a Enterococcus faecium, S. aureus, Salmonella typhi, E. coli y en
bacterias resistentes como SARM y P. aeruginosa resistente a
antibiéticos (ARPA); al desorganizar y perturbar la membrana

citoplasmatica bacteriana (49).
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e Flavonoides:

Se clasifican segun el grado de oxidacion de su anillo pirano, entre ellos
se tiene a las auronas, catequinas, leucoantocianidinas, flavanonas,
flavononoles, flavonas, proantocianidinas y isoflavonoides (50). S. molle
L., contiene flavonoides tales como la quercetina, rutina, quercitrina e

isoquercitrina (51).

La actividad antibacteriana de los flavonoides esta dada por su toxicidad
a traves de la acidez del grupo hidroxilo por el desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa, los protones son conducidos a través de la
membrana citoplasmatica destruyendo el diferencial de protones
producidos en el transporte electrénico requerido para la formacion de

ATP (52).

e Taninos:

Son metabolitos secundarios que pueden presentarse como ésteres de
acido galico o sus derivados combinados a diversos polioles, catequinas
0 nucleos triterpenoides (53). Se clasifican en los hidrolizables,

condensados, florotaninos y taninos complejos (54).

Ademés tienen propiedades antioxidantes, quimio-terapéuticas,
antinflamatorias y antimicrobianas (55), por medio de mecanismos de
accion como la inhibicion de enzimas y las acciones que ocurren sobre la

membrana citoplasmatica (53).
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e Saponinas:

Son glucosidos con una aglicona, que tienen la capacidad de formar
espuma; ademas se ha comprobado que tienen actividad antimicrobiana
frente a procariotas y eucariotas, sin embargo solo funciona en bajas

densidades celulares (52).

S. molle L. presenta saponinas en su composicion fitoquimica (34), su
actividad antibacteriana se debe a que la saponina forma complejos con
los esteroles de las membranas celulares, creando poros que alteran su

permeabilidad y causan la lisis celular (56).

Propiedades Terapéuticas

S. molle L. posee propiedades antiinflamatorias, antioxidantes (26), tonicas,
antiespasmadicas, cicatrizantes (30) y propiedades citotdxicas contra lineas
de células tumorales humanas (57); también presenta actividad repelente e
insecticida (58) y actividad antimicrobiana sobre bacterias, hongos y
levaduras; dentro de la actividad antibacteriana actla en cepas
grampositivas, como S. aureus y en gramnegativas como Shigella flexneri,

E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter y Proteus vulgaris (34).
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2.2.2.

Usos tradicionales

Segun los 6rganos de S. molle L. tiene diferentes usos, tales como las
semillas que se utilizan para falsear la pimienta y hay estudios que
mencionan que son ligeramente toxicas cuando se consume en exceso (27),

por otro lado, se utiliza como fungicida natural (30).

La corteza es utilizada en curtiduria (59) y para la obtencién de una
gomorresina aromatica con propiedades medicinales como astringentes,
diuréticas, expectorantes y estomatoldgicas, que se utiliza contra la
bronquitis, gingivitis, tuberculosis, caries, llagas e infecciones urinarias

Q7).

Las hojas sirven como repelente de insectos (27), la infusion se emplea para
tratar el reumatismo y como un depurativo sanguineo; ademas las hojas
hervidas y en decoccion, se utilizan como cicatrizantes, analgésicos y
antiinflamatorios de aplicacion externa; las hojas secas se emplean para
aliviar la ciatica y el reumatismo; ademas, al hervir la corteza y las hojas, se
obtiene un liquido de color amarillo, que se usa como materia prima para

teflir tejidos (30).

Extracto vegetal
Drogas vegetales: Son aquellos 6rganos de una planta (tallos, flores, hojas,
raices, frutos o semillas) que contienen los principios activos que se

extraeran posteriormente (60).
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Principios activos:

Son sustancias presentes en la materia prima (plantas medicinales) que
tienen accion farmacoldgica y han sido extraidos a partir de una droga
vegetal por medio de procesos de extraccion; ademas se los clasifica en

metabolitos primarios y secundarios (60).

e Metabolitos primarios:

Son compuestos quimicos que estan involucrados en la asimilacion,
respiracion, transporte y diferenciacion de la planta, que intervienen en
los procesos de los aminoacidos que son los encargados de formar

proteinas, azdcares, nucleétidos y acilglicéridos (61).

e Metabolitos secundarios:

Son conocidos por tener funciones importantes pero no vitales en las
plantas; como proteccion contra parasitos (hongos, insectos vy
bacterias), caracteristicas atractivas para polinizadores dispersores de
semillas y ademéas para actuar en la competencia planta-planta o en
simbiosis planta-microorganismo (62). También son responsables de
olores, colores en los vegetales, virtudes culinarias, medicinales o

venenosas (60).
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Extracto vegetal

Es un compuesto derivado de sustancias biolégicamente activas que se
encuentran en los tejidos de las plantas; por medio de procesos de
extraccion adecuados y especificos, utilizando solventes tales como el
agua (acuoso), alcohol (etandlico), mezcla de estos (hidroalcohélico) u

otros (63).

La eleccion de los métodos de extraccion y del liquido extractivo, para
extraer los principios activos vegetales, depende del procedimiento

técnico, del tipo de drgano de la planta a utilizar y del principio activo (60).

Ciclo de la extraccién de extractos vegetales

En la elaboracién de los extractos se da la eleccién de la droga vegetal,
obtencion del liquido (extracto) y la concentracion del liquido (64). En la
etapa de seleccion de la droga o materia prima, se elige la planta, se
identifica la parte u 6rgano de extraccion (fruto, hojas, semillas, raices) y

se define la época de la cosecha.

Después se da el secado y la trituracion; finalmente el proceso de la
extraccién, que viene dado por la adicion de un solvente especifico, luego
la separacion, la concentracion y el secado del extracto (atomizacion o

liofilizado) (63).
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Meétodos de extraccion de los extractos vegetales

La extraccion se clasifica en destilacion que puede ser directa, por

inyeccion de vapor, arrastre de vapor o por medio de disolventes;

dependiendo del solvente se clasificas en maceracion, percolacion,

infusion y enfleurage (65).

Maceracion: La maceracion alcohdlica o extraccion alcoholica, es
una extraccion por solvente, que es utilizada a nivel de laboratorio, se
basa en que la materia prima (droga vegetal) reposa en soluciones de

alcohol por periodos de tiempos determinados (66).

En la maceracion hidroalcohdlica, se obtienen extractos por medio de
la adicién de alcohol y agua como solvente, con el fin de extraer los

metabolitos de las hojas, tallos o frutos (22).

En la maceracidn acuosa, se realiza con agua como solvente, si es un
macerado en frio se coloca la droga vegetal en agua a temperatura

ambiente de 8 a 12 horas (67).

Infusion: Es el procedimiento mas adecuado para las partes delicadas
de las plantas tales como flores, hojas y tallos tiernos, para preparar la
infusion se coloca la materia vegetal en agua hirviendo y se deja
macerar por 3 a 5 min, luego se filtra el extracto; este procedimiento
es ventajoso, ya que se extrae grandes cantidades de principios activos

de la droga vegetal y sin alterar su estructura quimica (68).
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2.2.3.

Conservacion de los extractos

Es considerable controlar la fermentacion en el proceso de extraccion y
evitar una fermentacion posterior, de esta manera un extracto puede
conservarse sin oxidarse hasta 3 meses; algunas formas para conservarlos
en buenas condiciones es almacenarlos en un lugar fresco a 12 °C como
méaximo, sacar el aire del recipiente y adicionar agentes antioxidantes en
el momento del filtrado antes de ser guardados en recipientes ambar (69)

y en refrigeracién a 4°C.

Importancia de los extractos vegetales

Los procedimientos de extraccion permiten obtener metabolitos y
concentrarlos para luego ser utilizados en la alimentacion, medicina,
perfumeria, entre otros (65). Ademas, estos extractos vegetales, suelen
presentar mayor estabilidad, actividad y tolerancia, lo que permite que no

haya efectos adversos o generacion de residuos (63).

Efecto antibacteriano

Definicidn: Es el proceso donde se determina la efectividad antibacteriana
en solucién y la susceptibilidad de un microorganismo en concentraciones

de una sustancia antimicrobiana (70).
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Métodos de la medicién del efecto antibacteriano:

Para evaluar la actividad antibacteriana se utilizan los métodos de difusion,

dilucion y bioautografia (71). En el método de difusion se encuentra la

técnica de Kirby-Bauer y en los métodos de dilucion estan la dilucion en

agar,

(72).

macrodilucién y microdilucion en caldo y métodos automatizados

Método de difusion con discos de sensibilidad (Kirby-Bauer)

Kirby y Bauer, actualizaron todas las descripciones previas del
método de difusion en disco y publicaron sus hallazgos; su resultado
fue un procedimiento estandarizado para la difusion del disco o
prueba de susceptibilidad, el cual hasta ahora es conocido como

prueba de difusion en disco de Kirby-Bauer (73).

Esta metodologia se basa en la relacion entre la concentracion de la
sustancia antimicrobiana para inhibir la cepa bacteriana y el halo de
inhibicion del crecimiento que se forma en la superficie de la placa
donde ha sido colocado un disco de 6 mm impregnado con la
sustancia antimicrobiana o se siembra un pozo con una cantidad

adecuada de la misma. (74).
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Descripcion del método

Es un método cualitativo que estd estandarizado para
microorganismos de crecimiento rdpido no exigentes; para este
método se debe tener un cultivo puro de la cepa de interés, al cual se
le debe dar las condiciones ambientales adecuadas y también las
sustancias antimicrobianas; también, este método es recomendado

para el estudio de la sensibilidad bacteriana (75).

Importancia

La prueba de susceptibilidad de Kirby-Bauer se utiliza con el fin de
determinar la sensibilidad o resistencia de patégenos aerdbicos y
anaerobicos facultativos a varias sustancias antimicrobianas con el
fin de seleccionar un tratamiento frente a una infeccion (76). Las
técnicas de difusion han sido normalizadas para microorganismos de

crecimiento rapido, tales como S. aureus (77).

Escala de Duraffourd (78)

Se utiliza para determinar cualitativamente el efecto inhibitorio in vitro,
clasificando el didametro de los halos de inhibicion segln los siguientes

parametros:

- Sensibilidad nula (-): diametro inferior a 8 mm.
- Sensible (+): diametro entre 9 a 14 mm.
- Muy sensible (++): didmetro entre 14 a 19 mm.

- Sumamente sensible (+++): didmetro superior a 20 mm.
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2.2.4. Staphylococcus aureus

Generalidades

Su nombre deriva del griego staphulé (racimo de uvas), debido a la forma
de su estructura microscépica y también a la tincion propuesta por el
microbidlogo danés Hans Christian Gram en 1884, que dio una coloracién
grampositiva (color uva) (79). El género Staphylococcus esta formado por
cocos grampositivos, que miden de 0.5 a 1.5 pm, que pueden estar como
células, o agrupadas en pares, tétradas, cadenas cortas o en racimos (80).
S. aureus es un patdgeno, ya que promueve la colonizacion de tejidos y
dafo tisular (81); ademas, tiene enzimas llamadas coagulasas ya que le
permiten coagular la sangre, y esto es caracteristica de un patdgeno

virulento(82).

Historia

En 1880, Ogston descubrido y nombr6 al organismo “estafilococo”; en
1884, Rosenbach aisl6 estafilococos de pus y propuso el género
Staphylococcus; observo colonias amarillas y blancas, a el organismo de
las colonias amarillas lo llam6 S. aureus y al de colonias blancas
Staphylococcus albus; en 1908, Winslow y Winslow propusieron la
especie Staphylococcus epidermidis y en 1974 la especie Staphylococcus
saprophyticus; para 1980 habia 13 especies, en 1984 hubo 20 y

actualmente hay 32 (83).
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Patogenia

En la patogenia de S. aureus se encuentran los factores de virulencia tales
como los polisacéridos capsulares, las biopeliculas, las MSCRAMM
(componentes de la superficie microbiana que reconocen las moléculas de
la matriz adhesiva), entre las cuales se encuentran las toxinas (o y B) y las

proteinas de union a la fibronectina y fibrindgeno (84).

e Factores de virulencia

Las infecciones provocadas por S. aureus estan asociadas con sus
factores de virulencia que le facilitan adherirse a las superficies,
invadir tejidos, eludir el sistema inmunoldgico y generar efectos

toxicos nocivos para el hospedador (85).

Algunos factores de virulencia incluyen las proteinas de superficie que
facilitan la colonizacion de los tejidos, las invasinas (como la cinasa,
leucocidina y hialuronidasa) que favorecen la expansion bacteriana en
el tejido, y los factores de superficie (como la proteina A y la
microcapsula) que bloquean la fagocitosis, asi como diversas
propiedades bioquimicas (como carotenoides y catalasas que
favorecen la supervivencia en los fagocitos), factores coagulantes
como la estafilocinasa y la coagulasa, asi como toxinas que destruyen
membranas (leucocidina, hemolisina y leucotoxina,) que lisan las
membranas eucaridticas. También incluyen exotoxinas (SE A-G,
TSST-1, ET) que dafian los tejidos, y la resistencia intrinseca o

adquirida a los antibidticos (79).
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Aislamiento e identificacion
Medios de cultivo

S. aureus crece tras una incubacion de 18 a 24 horas, formando colonias
de 0.5y 1.5 mm; estas colonias son elevadas, lisas, brillantes y con bordes
bien definidos, presentan una consistencia cremosa y una coloracion que
varia de amarillo a dorado, lo que se debe a la produccion de carotenoides

(80).

La mayoria de las cepas generan B-hemdlisis alrededor de las colonias
cuando se cultivan en agar sangre; esta bacteria se distingue de otras
especies por su capacidad de producir coagulasa, lo que se manifiesta en
su habilidad para coagular el plasma; ademas, es resistente al calory a la
deshidratacion, y puede crecer en medios con altas concentraciones de

cloruro de sodio (NaCl al 7.5%) (80).

Identificacion

S. aureus se identifica mediante la tincion de Gram y pruebas bioquimicas,
como la fermentacion de la glucosay la catalasa, con el fin de diferenciarlo
del género Micrococcus, que también da positivo en catalasa pero no
fermenta glucosa; sin embargo, la prueba de la coagulasa es la mas
comunmente empleada, ya que se basa en la capacidad de S. aureus para
producir una enzima extracelular que coagula el plasma, la deteccion de
coagulasa permite distinguir S. aureus coagulasa positivo de otras especies

de estafilococos (80).
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Otras pruebas especificas incluyen la fermentacién de manitol y la
produccion de fosfatasa alcalina, ademas, se puede identificar utilizando
técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR)(80).

Para detectar la resistencia a la meticilina en las cepas SARM, se utiliza la
metodologia de difusion en agar Mueller-Hinton hipersalino (NaCl al 4
%), con un disco de 1ug de oxacilina, incubado a 35 ° C durante 24 a48 h

(halo de inhibicién < 10 mm) (86).
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CAPITULO 11l

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1.  Nivel de Investigacion

Explicativo

3.2.  Tipoy disefio de estudio
Tipo de estudio: Analitico

Disefio de estudio: Experimental

3.3.  Material biolégico
e 26 aislamientos de Staphylococcus aureus de origen clinico.
e Cepa de referencia de Staphylococcus aureus ATCC® 25923™,

e Hojas de Schinus molle L. (molle)

3.4.  Area de estudio o lugar de muestreo

e Las hojas de S. molle L. fueron recolectadas en el distrito, provincia y
departamento de Cajamarca, de la Av. Atahualpa, carretera a los Bafios del
Inca, ubicado a una altitud de 2664 m.s.n.m, latitud -7.16530 y longitud -78.

48372 (Apéndice 1).

e Los aislamientos de S. aureus fueron proporcionados de otros trabajos de
investigacion, los cuales fueron obtenidos de muestras clinicas de pacientes
atendidos en el Hospital Regional Docente de Cajamarcay el Hospital Simon
Bolivar, ambos ubicados en el distrito de Cajamarca (Apéendice 2).
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3.5.

3.6.

Toma de muestra

3.5.1. Muestra Vegetal

Se colectd aproximadamente 7 kg de S. molle L. (molle) (Apéndice 3), el
cual fue transportado al Laboratorio de Botanica del Departamento de
Ciencias Bioldgicas para su identificacion taxondmica (Apéndice 4), y

posteriormente fue utilizado en la elaboracion de los extractos vegetales.

Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos

3.6.1. Reactivacion de los aislamientos y la cepa de referencia de S. aureus

ATCC® 25923™,

Los aislamientos clinicos obtenidos y la cepa de referencia de S. aureus
fueron reactivados en placas con agar sangre, el cual se prepard pesando 8
g de agar base sangre disuelto en 200 mL de agua destilada, después se
coloco en un matraz, se homogeneizd y se llevé a la cocina para activar el
agar; cuando llegé al punto de ebullicién se retir6 el matraz y se coloc6 una
tapa de gasa, papel aluminio y papel kraft sujetado por pabilo, luego se
esterilizo en el autoclave a 121 °C. Transcurrido los 25 min de esterilizacion
se sacoO y se dejo enfriar hasta los 45 °C aproximadamente, cuando estuvo
en la temperatura adecuada se adiciond la sangre estéril previamente
extraida; con movimientos rotatorios suaves (para evitar la hemdlisis) se
homogeneizd y se sirvid en placas Petri, finalmente se esperd a que

solidificara.
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En las placas Petri con agar sangre se sembrd por agotamiento en 4
cuadrantes, luego se incubaron por 24 horas a 37 °C, transcurrido el tiempo
se evidencio el crecimiento, donde se observo colonias aisladas de color
blanco y amarillo, copuladas de 1 a 3 mm de didmetro; de las colonias

aisladas se traspasaron a viales.

Para la preparacion de viales se utiliz6 agar base sangre, se pesé 8 g por 200
mL de agua destilada, se llevo a la cocina para activar el agar y disolver,
después con una pipeta y una pera de goma, se tomé 5 mL del medio y se
coloco en cada vial, luego se tap6é con una torunda de algodon y papel
aluminio y se esteriliz6 en el autoclave; después se dejo enfriar de forma
inclinada para que tuviera el pico de flauta; una vez frio se sembré las
colonias por estria y se incub6 por 24 horas a 37 °C, pasado el tiempo de

incubacidn se realizo las pruebas de corroboracion.

A los cultivos puros de 24 horas se realizd tincion Gram (observandose la
morfologia de los cocos grampositivos en un microscopio éptico), también
se llevaron a cabo la prueba de catalasa (catalasa positiva) y la prueba de la
coagulasa (coagulasa positiva) (Apéndice N° 5). Los aislamientos
seleccionados que presentaron caracteristicas adecuadas se conservaron en
viales con agar base sangre a 4 °C, hasta ser utilizados en las pruebas de

sensibilidad antibacteriana con los extractos de S. molle L.
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3.6.2. Obtencion de los extractos de S. molle L.

a. Muestra vegetal
Se recolecto la muestra vegetal de la Av. Atahualpa de la ciudad de
Cajamarca de manera al azar y se transportd al laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Nacional de Cajamarca, donde las
hojas fueron separadas del tallo y se eliminaron los residuos presentes
con agua corriente, después fueron lavadas con agua destilada y secadas
a temperatura ambiente por 2 horas, finalmente se colocaron en papel
kraft para posteriormente llevarlas a secar por 30 dias en la sombra a
temperatura ambiente; transcurrido el tiempo, las hojas secas fueron
pulverizadas con una licuadora y luego conservadas en bolsas ziploc

hasta su uso (Apéndice N° 6).

b. Extracto acuoso
El extracto acuoso (EA), se obtuvo por el método de infusion se
prepararon las 4 concentraciones independientemente (25 %, 50 %, 75

% y 100 %) (87) , de la siguiente manera:

Tabla 1: Preparacion de las concentraciones del EA

Concentracion 25 % 50 % 75 % 100 %

Hojas secas
) 259 5049 759 100 g
pulverizadas

Agua destilada estéril
] ) 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL
recién hervida
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Después de pesar las hojas secas pulverizadas se colocaron
respectivamente en cada frasco con 100 mL de agua destilada estéril
recientemente hervida (en un beacker en la cocina), posteriormente se
dejo reposar durante 10 minutos, luego se filtré con gasa estéril, papel
filtro Wathman N° 40 y un embudo, el filtrado obtenido se colocd en
envases de color ambar previamente rotulados, para luego ser
conservados en refrigeracion (4 °C), hasta las 24 horas que se utiliz6
(Apéndice N° 7).

Extracto etandlico

El extracto etandlico se elabor6 por maceracion alcohdlica, de las hojas
secas y pulverizadas, se pes6 100 g y se colocd en un recipiente de
vidrio color &mbar con la ayuda de un embudo, después se afiadié 1 L
de alcohol (96 %) y se dejé macerar por 10 dias; posteriormente, el
macerado, se filtrd con gasa estéril y con papel filtro Wathman N° 40;
luego el filtrado fue vertido en un frasco ambar para protegerlo de la luz
solar, para ser transportado al laboratorio de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional de Cajamarca, en donde fue concentrado en el
rotavapor, con el fin de separar el alcohol de los compuestos activos del
extracto vegetal. Se coloc6 400 mL del extracto vegetal en el balon del
rotavapor y se programé a 70 RPM (revoluciones por minuto) y 55 °C
de temperatura por 90 minutos, pasado el tiempo se retir6 el matraz de
destilacion y se vertio el extracto concentrado en un frasco envuelto con
papel aluminio que se dejé enfriar, luego fue vertido a un envase de
color &mbar, se rotuld y se conservd en refrigeracion a 4°C hasta su

posterior uso (Apéndice N° 8).
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d. Extracto hidroalcohdlico (EH)
A partir del extracto etandlico al 100 % (EE), se obtuvieron las

concentraciones de 25 %, 50 % y 75 %; de la siguiente manera:

Tabla 2: Preparacion de las concentraciones del EH

Concentracion 25 % 50 % 75 %
EE 100% 750mL 15.00mL 22.50 mL
Agua destilada estéril 2250 mL  15.00mL 7.50 mL

EE: Extracto etandlico puro (100 %)

Cada una de las concentraciones se conservaron en frascos de color
ambar, los cuales fueron rotulados y llevados a refrigeracion a 4°C,
hasta su uso (Apéndice N° 9).

Los extractos acuosos, hidroalcohdlicos y etandlico, fueron sembrados

en agar sangre para confirmar su esterilidad.

3.6.3. Evaluacién del efecto antibacteriano:

a. Meétodo de difusién en agar con Disco

Para la preparacion del agar Mueller-Hinton se pes6 19 g de medio de
cultivo y se mezcl6 con 500 mL de agua destilada en un matraz, se
activé en la cocina y se esterilizd, se dejé enfriar hasta los 45 °C; luego
se sirvio en placas Petri y se dejo solidificar.

Para el inoculo, se reactivd previamente los aislamientos clinicos y la
cepa de referencia, de estos cultivos jovenes de 18-24 horas, se extrajo
con el asa bacterioldgica colonias que se colocaron en tubos con 2 mL
de cloruro de sodio 0.9 %, donde se homogeneiz0 hasta que se obtuvo

la turbidez semejante a la escala de 0.5 de McFarland.
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En la suspension bacteriana se sumergié un hisopo estéril y se rotd 10
veces contra las paredes del tubo, luego se sembré uniformemente sobre
la superficie del medio y se dejo secar por 15 minutos (cada aislamiento

se sembrd por triplicado).

Los discos en blanco Oxoid™ fueron colocados en placas Petri estériles
a temperatura ambiente, luego con la micropipeta se tom6 20 pL de
cada concentracion de los extractos y se colocd sobre cada disco,
después los discos empapados fueron colocados sobre la superficie de
la placa con unas pinzas estériles; ademas se colocd un disco de
penicilina como control positivo; luego se incubaron las placas por 24
h a 37 C° (Apéndice 10), transcurrido el tiempo se midi6 el diametro de
los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano con una regla
milimetrada y se registré en la ficha de recoleccion de datos (Apéndice

11), para ser clasificados segun la escala de Duraffourd.

La disposicién del orden de los discos empapados en la placa para los
extractos acuoso, hidroalcohdlico y etandlico se muestran en el

apéndice 12.

Difusion en pozo

En el agar Mueller-Hinton ya solidificado, se hizo 6 perforaciones de 6
mm con un sacabocados estéril para los extractos etandlico e
hidroalcoholico y 5 perforaciones mas en otra placa Petri para el

extracto acuoso.
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Los aislamientos y la cepa de referencia de S. aureus fueron sembrados
por triplicado en el medio Mueller-Hinton con los pozos, luego se dejo
secar por 15 minutos; transcurrido el tiempo, a cada pozo se afiadié 20
ulL de los extractos, agua y alcohol como controles respectivamente
(apéndice 13y 14), después se incub6 a 37° C por 24 h y posteriormente
se midio el diametro de los halos de inhibicion y se anot6 en la ficha de

recoleccion de datos (apéndice 11).

Con los valores obtenidos de los didmetros de inhibicion en mm, se

calculd el porcentaje del efecto inhibitorio relativo al control positivo y

aplicando la siguiente férmula:

Halo extracto — Halo blanco

% Inhibicion =
0 © (Halo control positivo — Halo blanco

Fig. 1. Férmula del efecto inhibitorio

Fuente: Cruz A, Rodriguez N y Rodriguez C. Evaluacion in vitro del efecto
antibacteriano de los extractos de Bidens pilosa, Lantana camara, Schinus molle
y Silybum marianum. Rev. Actual Divulgacion Cientifica. 2010; 13 (2):117-24

Donde el efecto inhibitorio (porcentaje de inhibicion %), se considera
alto cuando su porcentaje de inhibicion relativo es mayor a 70 %,
intermedio cuando esta entre el 50 % a 70 % y bajo cuando es menor a

50 % (88).
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3.7. Técnicas de Procesamiento y Analisis de Datos

Los datos se ingresaron y procesaron en una base de datos utilizando el software
estadistico IBM SPSS Statistics version 23. Para determinar el diametro de los halos
de inhibicién, se calcularon medidas de tendencia central (media aritmética y
mediana) y de dispersion (desviacion estandar y rango intercuartil); los didmetros
de inhibicion segln la concentracion y el tipo de extracto se transformaron a una

escala de valoracion basada en Duraffourd.

Para el analisis estadistico descriptivo se tuvo en cuenta el promedio de los halos
de inhibicion y las frecuencias segun la escala mencionada. Para el andlisis
estadistico diferencial se consideré la conformacion de grupos segun la
concentracion y tipo de extracto, comparando los promedios de los halos de
inhibicién obtenidos mediante la prueba de ANOVA a fin de establecer diferencias
estadisticas significativas entre ellos, considerando un nivel de confianza de 95 %

y un p-valor < 0.05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

4.1.1. Aislamientos clinicos y cepa de referencia de Staphylococcus aureus

4.1.2.

ATCC® 25923™

De los 26 aislamientos clinicos el 84.60 % fueron resistentes a la
penicilina, mientras que la cepa para el control de calidad del
experimento S. aureus ATCC® 25923™ fue susceptible y estuvo dentro

de los parametros estandar segun los datos del NCCLS (Anexo 1).

Evaluacién del efecto antibacteriano

Se demostr6é que todos los aislamientos de origen clinico y la cepa de
referencia de Staphylococcus aureus ATCC® 25923™, fueron sensibles a
los extractos etandlico, hidroalcohdlico y acuoso de Schinus molle L.,
teniendo como resultados diferentes medidas de halos de inhibicion (en
mm); dependiendo del tipo de extracto, de las concentraciones (100 %, 75
%, 50 % y 25 %) y del método utilizado (disco y pozo); datos de los cuales

se determind sus principales medidas descriptivas (Tabla 3).
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Tabla 3. Diametros de los halos de inhibicion (mm) de los extractos

acuoso, hidroalcohdlico y etandlico de S. molle L. sobre S. aureus de

origen clinico.

Tipo de

Media Mediana Desviacion Rango

Extracto Grupo (mm) (mm) Estandar Intercuartil
Extracto DEA 9.39 9.33 0.73 0.50
Acuoso PEA 1095  11.00 1.19 1.00
e tract DEE 9.84 9.67 1.07 1.33
Etanslico PEE 1337  13.67 1.59 1.67
DEH75  9.11 9.00 1.10 1.33
DEH50  8.32 8.33 0.81 1.33
Extracto DEH25  7.60 7.33 0.70 1.00
Hidroalcohdlico  pgH75 1234  12.33 1.53 1.33
PEH50 1122  11.33 1.54 1.67
PEH25  9.87  10.00 1.44 2.00
Control Agua  6.00 6.00 0.00 0.00
Negativo Alcohol 6.00 6.00 0.00 0.00
P%:irt‘it\';g'* PE 2391  20.00 9.19 14.10

*Valores determinados para aislamientos que presentaron halos de inhibicién frente a penicilina.

DEA: Extracto acuoso en disco
PEA: Extracto acuoso en pozo
DEE: Extracto etanolico en disco
PEE: Extracto etandlico en pozo

DEH75: EH 75% en disco
DEH50: EH 50% en disco

DEH25: EH 25% en disco
PEH75: EH 75% en pozo

PEH50: EH 50% en pozo
PEH25: EH 25% en pozo
PE: Penicilina

Las medianas del promedio de los halos de inhibicion se clasificaron segun

la escala de Duraffourd; los resultados obtenidos indican que el extracto

acuoso al 100 %, el extracto etandlico al 100 % y todas las concentraciones

del extracto hidroalcoholico presentan efecto antibacteriano moderado

(sensible +) frente a S. aureus (Tabla 4).
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Tabla 4. Escala de Duraffourd de los didmetros de inhibicion (mm), de los

extractos acuoso, etanolico e hidroalcohdlico de S. molle L. sobre S. aureus

Método
Tipo de (diametro) Escala Duraffourd
CcC )
Extracto Disco Pozo .
Disco Pozo
(mm) (mm)
100 % 9.33 11.00 Sensible + Sensible +
Extracto 75 % 6.00 6.00 Nula Nula
Acuoso 50 % 6.00 6.00 Nula Nula
25 % 6.00 6.00 Nula Nula
Extracto 100% 967  13.67 Sensible+  Sensible +
Etandlico
75 % 9.11 12.33  Sensible + Sensible +
Extracto . .
Hidroalcohdlico 50 % 8.33 11.33  Sensible + Sensible +
25 % 7.33 10.00 Sensible + Sensible +

CC: Concentracion

Igualmente, en la tabla 5, se observa el anélisis de tipo cualitativo segun la
escala de Duraffourd, en la cual se indica el grado de sensibilidad de los
26 aislamientos clinicos y de la cepa de referencia frente a los 3 tipos de
extractos de molle y a las diferentes concentraciones, evaluados por
triplicado mediante los métodos de difusién en agar con disco y pozo. Se
hall6 que algunos aislamientos de S. aureus presentaron sensibilidad nula
(), otros fueron sensibles (+) y otros muy sensibles (++), frente a las
concentraciones del extracto acuoso, etandlico e hidroalcoholico; de igual
modo, frente a la penicilina (PE) se encontro aislamientos con sensibilidad
nula (-), muy sensibles (++) y extremadamente sensibles (+++). Ademas,
con respecto al control positivo, el 33.33 % de S. aureus tuvo sensibilidad
nula a la penicilina segun la escala de Duraffourd, sin embargo, estos

aislamientos fueron sensibles (+) a los extractos de molle.
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También, en el analisis se observa que existen diferencias significativas

entre los grados de sensibilidad de los grupos estudiados (p < 0.05).

Tabla 5. Escala de Duraffourd (en porcentaje) de los extractos acuoso, etanélico e

hidroalcohdlico de S. molle L. frente a S. aureus.

Escala de Duraffourd

Tipo de ) Muy  Extremadamente
Grupo Sensible ) )
Extracto Nula Sensible Sensible p
(+)
(++) (+++) valor
Extracto DEA - 100.00 % - -
Acuoso PEA - 96.30 % 3.70 % -
Extracto DEE 3.70% 96.30 % - -
Etandlico PEE - 63.00%  37.00% -
DEH75 14.80 % 85.20 % - -
DEH50 44.40% 55.60 % - -
Extracto DEH25 77.80 % 22.20 % - - 0.000
Hidroalcohdlico PEH75 - 96.30%  3.70% - '
PEH50 - 96.30 % 3.70 % -
PEH25 11.10% 85.20 % 3.70 % -
Control
o PE 33.33% - 25.93% 40.74%
Positivo
Control Agua
_ 100.00 % - - -
Negativo Alcohol

DEA: Extracto acuoso en disco
PEA: Extracto acuoso en pozo
DEE: Extracto etandlico en disco
PEE: Extracto etanolico en pozo

DEH75: EH 75 % en disco
DEH50: EH 50 % en disco
DEH25: EH 25 % en disco
PEH75: EH 75 % en pozo
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Tabla 6. Pruebas estadisticas de Mann-Whitney por pares entre los extractos
acuoso, etanolico e hidroalcoholico de S. molle L. frente a S. aureus mediante los

métodos del disco y pozo.

Rango

. . m
Tipo de Extracto Pares Grupo promedio uma de p valor
rangos
(mm)
DEA 17.20 464.50
Extracto Acuoso Par 1
PEA 37.80 1020.50
Extracto DEE 15.17 409.50
] Par 2
Etandlico PEE 39.83 1075.50
DEH75 15.09 407.50
Par 3 0.000
PEHT75 39.91 1077.50
Extracto Dar 4 DEH50 15.24 411.50
ar
Hidroalcoholico PEH50 39.76 1073.50
DEH25 15.80 426.50
Par 5
PEH25 39.20 1058.50
DEA: Extracto acuoso en disco DEHT75: EH 75% en disco PEH50: EH 50% en pozo
PEA: Extracto acuoso en pozo DEH50: EH 50% en disco PEH25: EH 25% en pozo
DEE: Extracto etandlico en disco DEH25: EH 25% en disco PE: Penicilina
PEE: Extracto etanélico en pozo PEH75: EH 75% en pozo

a) Extracto acuoso
De los extractos acuosos de molle, solo el 100 % de concentracién tuvo
efecto inhibitorio moderado (sensible +), con un halo de inhibicion
promedio de 9.33 £ 0.50 mm en el método del disco y 11.00 £ 1.00 mm
con el metodo del pozo; mientras que las concentraciones del 75 %, 50
% y 25 % produjeron halos menores a 9.00 mm (Tabla 4), lo que indica
un efecto nulo segun la escala de Duraffourd. Ademas, el 100 % de S.
aureus estudiados fueron sensibles (+) al extracto acuoso con el método
del disco, mientras que con el método del pozo un 96.30 % fueron

sensibles (+) y un 3.70 % muy sensibles (++) (Tabla 5).
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Por otro lado, al comparar los datos del efecto antibacteriano del extracto
acuoso al 100 % de los métodos del pozo (PEA) y del disco (DEA), se
encontro diferencias significativas entre ambos grupos segun la prueba
de Mann-Whitney (p < 0.05), la cual muestra como resultado 17.20 de
rango promedio para disco y 37.80 para pozo (Tabla 6), lo que implicaria
que en el método del pozo hay valores superiores a los del disco y, por lo

tanto, este método favorece un mayor efecto inhibitorio del extracto.

Método del disco  #75 i Método del pozo

Figura 2. Efecto inhibitorio moderado (sensible +) al 100 % del
extracto acuoso de molle y nulo a las concentraciones de 75 %, 50 %
y 25 % sobre S. aureus ATCC® 25923™,

b) Extracto etanolico
El extracto etandlico (EE) de molle al 100 % exhibié una mediana de
didmetros de halos de inhibicion de 9.67 + 1.33 mm para disco y 13.67 +
1.67 mm para pozo (Tabla 3). Este extracto es el que mayor promedio
de halos de inhibicién tiene, con respecto a las demas concentraciones y
tipos de extractos, sin embargo, segun la escala de Duraffourd, también

presenta un efecto inhibitorio moderado (sensible +) (Tabla 4).
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Asimismo, con el método del disco los aislamientos de S. aureus
produjeron un 3.70 % de sensibilidad nula (-) y un 96.30 % de
sensibilidad (+) frente al EE, mientras que con el método del pozo un
96.30 % fueron sensibles (+) y un 3.70 % muy sensible (++), estos
resultados indican efectividad en la mayoria de los aislamientos
estudiados (Tabla 5). Ademas, se evidencié que la mediana de ambos
tipos de métodos fue menor a la del control positivo (Penicilina), que fue

de 23.91 + 14.10 mm (Tabla 3).

Por otro lado, al comparar el efecto inhibitorio del EE al 100 % con los
métodos del pozo (PEE) y del disco (DEE), se encontr6 diferencias
significativas entre ambos grupos, segun la prueba de Mann-Whitney, la
cual muestra 15.17 de rango promedio para disco y 39.83 para pozo
(Tabla 6); lo que significa que el método del pozo potencia la actividad
del extracto de forma mas 6ptima comparado con el método del disco,

con valores promedio de halos de inhibicion mayores.

Extracto hidroalcohdlico

Los extractos hidroalcoholicos de molle (EH) a las concentraciones del
75 %, 50 % y 25 %, también tuvieron un efecto moderado (Sensible +),
sobre los aislamientos clinicos y la cepa de referencia de S. aureus
(Tabla 4). Ademaés, se demostrd6 que el efecto inhibitorio y la
concentracion del EH tienen relacion directa, puesto que, cuando la

concentracion disminuye también disminuye el efecto.
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De igual manera, en la Tabla 3 se describe los datos de los halos de
inhibicion de las concentraciones del 75 %, 50 % y 25 % del EH para
ambos métodos, las medianas encontradas fueron 9.00 £ 1.33 mm, 8.33
+1.33mm, 7.33+1.00 mm, 12.33 £ 1.33 mm, 11.33 £ 1.67 mmy 10.00
+ 2.00 mm respectivamente. Para el caso del testigo (alcohol 96°), no se
observaron halos de inhibicion en ninguno de los ensayos realizados; por
lo tanto, se obtuvo halos promedio de 6.00 = 0.00 mm y de igual manera
fue para el control negativo (agua), pero, para el control positivo el

didmetro promedio fue de 23.91 + 14.10 mm.

Por otra parte, en la comparacion de los didmetros de los halos de
inhibicion del EH a las concentraciones de 75%, 50% y 25%, mediante
los métodos del pozo y disco, se encontrd diferencias estadisticas
significativas (p < 0,05), entre los 6 grupos (DEH75: EH 75 % en disco,
DEH50: EH 50 % en disco, DEH25: EH 25 % en disco, PEH75: EH 75
% en pozo, PEH50: EH 50 % en pozo y PEH25: EH 25% en pozo), segun

la prueba estadistica de Kruskal Wallis.

En la comparacion por parejas entre los grupos del EH, las diferencias
estadisticas significativas se encontraron entre los métodos del disco y
del pozo, en los grupos de DEH 25y PEH 25, DEH 50 y PEH 50 y DEH
75 y PEH 75; ademas, con respecto al método del disco no hubo
diferencias significativas entre las concentraciones del 75 %, 50 % y 25
%; sin embargo, con el método del pozo si hubo diferencias entre el 25

%yel 75 %.
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De los 6 grupos, los que mejores resultados tuvieron, fueron las
concentraciones del 75 %, tanto con el método del disco como del pozo;
segun la Prueba de Mann Whitney ambos grupos presentan diferencias
estadisticas significativas, donde la que mejor rango promedio tiene es el
método del pozo con 39.91 (Tabla 6), lo que indica que este método

potencia el efecto de inhibicion bacteriana del extracto.

Método del pozo Método del disco

Figura 3. Efecto inhibitorio moderado del extracto etandlico de molle
al 100 % y del extracto hidroalcohdlico al 75 %, 50 %y 25 % sobre S.
aureus ATCC® 25923™,
4.1.3. Porcentaje del efecto antibacteriano
De los datos de los halos de inhibicién en mm se calcul6 el porcentaje del

efecto antibacteriano de cada uno de los grupos de estudio, de los cuales

también se realizé sus principales medidas descriptivas (Tabla 7).
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Tabla 7. Porcentaje de inhibicién (%) de los extractos acuoso, etandlico e

hidroalcoholico de S. molle L. sobre S. aureus de origen clinico.

Tipo de

Media Mediana Desviacion

Rango

Extracto Grupo (mm) (mm) Estandar Intercuartil Min.  Max.
DEA 2184 2360 8.01 1550 760 37.10

Extracto
Acuoso PEA 3337 3497 13.70 2123 1177 59.26
DEE 2530 27.56 10.92 21.98 760 41.29

Extracto
Etandlico PEE 4797  47.62 21.88 3731 1428 92.59
DEH75 19.82  20.05 9.05 21.98 571 32.49
DEH50 1557  15.03 7.98 15.27 476 2659
DEH25 10.86  10.00 5.76 11.16 294 20.65

Extracto
Hidroalcoholico  oep1oe 4077 43.30 19.30 33.53 857 62.96
PEH50 3455  38.88 16.05 25.48 857 62.96
PEH25 2450  21.95 13.25 21.28 381 47.19

DEA: Extracto acuoso en disco
PEA: Extracto acuoso en pozo

DEE: Extracto etandlico en disco
PEE: Extracto etanélico en pozo

DEH75: EH 75 % en disco
DEH50: EH 50 % en disco
DEH25: EH 25 % en disco
PEH75: EH 75 % en pozo

PEH50: EH 50 % en pozo
PEH25: EH 25 % en pozo

El méximo porcentaje del efecto antibacteriano es de 47.97 %,

perteneciente al resultado del extracto etandlico con el método del pozo;

sin embargo, el porcentaje es menor a 50 % lo que es considerado como

bajo.
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4.2. Discusion

El objetivo principal de este trabajo fue determinar el efecto antibacteriano
del extracto acuoso, hidroalcohdlico y etanolico de Schinus molle L. sobre el
crecimiento in vitro de Staphylococcus aureus de origen clinico, los
resultados obtenidos muestran que independientemente al tipo de extracto que
se utilice, las hojas del molle tienen efecto antibacteriano moderado frente a

los aislamientos clinicos de S. aureus.

De los aislamientos clinicos de este estudio el 84.60 % fueron resistentes a la
penicilina, esto concuerda con la informacion de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), ya que menciona que actualmente, en
muchas regiones geogréaficas la resistencia a la penicilina excede el 90 %
debido a la alta produccion de penicilinasas (un tipo de beta-lactamasas) por
parte de las bacterias, las cuales hidrolizan el anillo beta-lactamico de la

penicilina (89).

Con respecto al extracto acuoso de molle al 100 %, se registro la formacion
de halos de inhibicion con un promedio de 9.33 + 0.50 mm y 11.00 £ 1.00
mm mediante el método del disco y pozo respectivamente, frente a los
aislamientos clinicos y la cepa de referencia de S. aureus. Esta metodologia
es similar a la empleada por Alfaro y Ruiz (2018), quienes también trabajaron
con la cepa de referencia de S. aureus ATCC 25923; en sus resultados
muestran que la actividad antibacteriana del extracto acuoso varia del 40 %
al 100 % (21), lo cual, son resultados parecidos a los de este trabajo, ya que

también se encontr6 efecto antibacteriano al 100 %.
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En cuanto al extracto etanolico al 100 % los resultados semejantes a los
reportados por Cruz et al (2010), quienes también evaluaron la actividad
antibacteriana del extracto etandlico con los métodos del disco y pozo,
encontrando como resultado halos promedio de 10.33 y 27.00 mm con
porcentajes de inhibicion relativa de 54.30% y 63.10% respectivamente, los
cuales son valores similares a los encontrados en esta investigacion, 9.67 mm
y 13.67 mm con un porcentaje de 27.60 %y 47.70 %. Ademas, en los trabajos
de Cruz et al. (2010) y de Gualtieri et al. (2012), las cepas de referencia de S.
aureus presentaron sensibilidad (+), en relacion al extracto etanélico de S.

molle L. (15)(16), resultado que es semejante con el obtenido en este trabajo.

En relacidn al extracto hidroalcohdlico de molle, existen investigaciones con
resultados similares a los encontrados en esta investigacion, tal como el
trabajo de Guzman y Rodriguez (2021), quienes evidenciaron que el extracto
hidroalcohdlico de molle al 50 % produce un promedio de halo de inhibicién
de 13.33 = 0.39 mm (23), dato que es parecido a los de este estudio (8.33
1.33 mmy 11.33 + 1.67 mm); en cuanto a las otras concentraciones, la cepa
de referencia de S. aureus fue muy sensible (++) al extracto del 60 % y
sumamente sensible (+++) al 75 % y 90 % (23), sin embargo, estos resultados
son diferentes a los de este trabajo, ya que todos los aislamientos clinicos y la
cepa de referencia de S. aureus demostraron tener sensibilidad (+) frente a los

extractos hidroalcohdlicos al 25 %, 50 % y 75 %.
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Los resultados de esta investigacién han mostrado diferentes didmetros de
halos de inhibicion a los reportados por otros autores; esto se puede atribuir a
distintos factores, tales como los aislamientos utilizados (S. aureus), el
método de extraccion, la composicién fitoquimica del molle y los principios

activos presentes en los extractos.

En primer lugar, este estudio se realizé con aislamientos clinicos, de los
cuales algunos tuvieron resistencia a la penicilina, esto originada por
mutaciones adaptativas en el ambiente del cual fueron aisladas, es decir, a
partir de muestras clinicas, mientras que en otras investigaciones se utilizaron
cepas de referencia, las cuales son organismos que no tienen resistencia ni
mutaciones asociados a ella. Es considerable resaltar, que teéricamente, se
sabe que un aislamiento bacteriano tiende a desarrollar en mayor proporcion
sus factores de virulencia que una cepa de referencia (ATCC)(15); por lo
tanto, la mayor virulencia de los aislamientos clinicos podria haber influido
en la menor efectividad observada en los halos de inhibicion en comparacion

con estudios previos donde utilizaron cepas de referencia.

También depende del tipo de materia vegetal, ya que las actividades
bioldgicas de los extractos vegetales se atribuyen a sus compuestos conocidos
como principios activos; estos componentes pueden variar entre plantas,
incluso si son de la misma especie o si provienen de la misma region, los
metabolitos secundarios cambian y su porcentaje de disponibilidad de igual

manera (17).
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La variacion en la composicion de los fitoconstituyentes depende de la
variabilidad genética, ubicacion geografica, factores ecoldgicos, condiciones
climéticas, el efecto de las diferencias intraespecificas, las condiciones de
crecimiento del suelo y el proceso de extraccion (90). Por esta razén, los
hallazgos obtenidos en este trabajo son distintos a las investigaciones previas,
ya que la composicion fitoquimica del molle recolectado en Cajamarca es

diferente a los previamente utilizados.

La actividad antibacteriana frente a S. aureus esta relacionada a la
composicion fitoquimica del molle. Segun la literatura citada, los
componentes antibacterianos son los flavonoides, triterpenos / esteroides,
compuestos fendlicos, quinonas, lactonas a, lactonas f insaturadas, saponinas
(22) y taninos (91). Dichos componentes se encuentran presentes en las hojas
de S. molle L. proveniente de Cajabamba - Cajamarca, hecho que ha sido
corroborado por otro estudio (92). Por lo tanto, estos compuestos podrian

estar presentes en el molle recolectado en la ciudad de Cajamarca.

El efecto antibacteriano del molle sobre los aislamientos clinicos de S. aureus,
fue similar a los trabajos de otros autores, quienes observaron la inhibicion
del crecimiento bacteriano solo en bacterias grampositivas como S. aureus,
ya que los mecanismos de accidn que tienen los fitoconstituyentes presentes
en los extractos solo actlan sobre este tipo de bacteria (15)(16). Estos

compuestos actlan principalmente sobre la membrana celular bacteriana.
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Los &cidos fendlicos son compuestos que alteran la hidrofobicidad y la carga
superficial de la membrana, provocando una desestabilizacion del citoplasma
(47); por otro lado, los terpenos, taninos y lignanos desorganizan la
membrana citoplasmatica bacteriana (49) (53), los flavonoides alteran la
fosforilacion oxidativa e inhiben la formacion de ATP (52) y las saponinas se
unen a los esteroles presentes en las membranas celulares formando

complejos, alterando su permeabilidad y provocando lisis celular (56).

Finalmente, en la comparacién de los extractos acuosos, etanolico e
hidroalcohdlicos por medio de los métodos del disco y pozo, tanto para los
halos de inhibicion como para el porcentaje de inhibicion relativo, se
evidencio que con el método del pozo los extractos exhiben mejor desempefio
comparado al método del disco, lo que concuerda con la literatura, que sefiala
que al afiadir los extractos en los pozos del agar, se concentra y difunde una
mayor cantidad de los mismos, facilitando asi la evaluacion de su potencial

antibacteriano (93).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones
Schinus molle L., independientemente del tipo de extracto utilizado (acuoso,
hidroalcohdlico y etandlico), tuvo actividad antibacteriana moderada (sensible +),
sobre el crecimiento in vitro de los 26 aislamientos de origen clinico y de la cepa de

referencia de Staphylococcus aureus.

Las concentraciones mas altas de los extractos (100 % y 75 %) generaron halos de

inhibicion de mayor diametro en ambos métodos empleados para la evaluacion.

Los métodos del disco y del pozo fueron efectivos para evaluar el efecto
antibacteriano de los extractos; sin embargo, el método del pozo presentd mejor

rendimiento al evaluar el efecto de los extractos.

5.2. Recomendaciones
e Se recomienda que para obtener el porcentaje del efecto inhibitorio en
aislamientos clinicos se debe usar como control positivo un antibi6tico que sea

eficiente tanto en cepas sensibles como resistentes.
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APENDICES

Apéndice N°1.
Lugar de recoleccion de la muestra vegetal

CAJAMARCA

5
M@'&,k 2

Apéndice N°2.

Aislamientos clinicos de Staphylococcus aureus

N°  AISLAMIENTO LUGAR N°  AISLAMIENTO LUGAR
1 1254B HRDC 15 3430RB HSB
2 1299B HRDC 16 4037RB HSB
3 1308B HRDC 17 4125RB HSB
4 1365B HRDC 18 4910RA HSB
5 1327B HRDC 19 4910RB HSB
6 1327A HRDC 20 6035SB HSB
7 1492B HRDC 21 6156SB HSB
8 15108 HRDC 22 6809SB HSB
9 1571B HRDC 23 7004SB HSB

10 1604A HRDC 24 7133SB HSB

11 1604B HRDC 25 7679RB HSB

12 1659A HRDC 26 7757RB HSB

13 16598 HRDC 27 ATCC UNC

14 1670B HRDC

HRDC: Hospital Regional Docente.
HSB: Hospital Simon Bolivar.
UNC: Proporcionado por el laboratorio de la Universidad Nacional de Cajamarca.
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Apéndice N°3.

Material vegetal: Schinus molle L. (molle)

Arbol de molle Hojas y tallos de molle

Apéndice N°4.

Constancia de identificacion de la materia vegetal: Schinus molle

0 SAy
Fe UNIVERSIDAD NACIONAL DE CATAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
AREA DE BOTANICA
HERBARIO CPUN “ISIDORO SANCHEZ VEGA”

b i.com Av. Atahualpa N°® 1050 - Cajamarca

VERBARG
o 0P

i

EL CURADOR DEL HERBARIO CPUN “ISIDORO SANCHEZ VEGA”, DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE CAJAMARCA — PERU

HACE CONSTAR:

Que, las muestras botdnicas colectada en la Av. Atahualpa, carretera a los Bafios del
Inca, ubicado a una altitud de 2664 m.s.n.m, de latitud -7.16530 y longitud -78.
48372, distrito, provincia y departamento de Cajamarca, presentada por la Bachiller:
Kelly Yahara Torres Veliz, de la Escuela Académico Profesional de Biclogia y
Biotecnologia de la Universidad Nacional de Cajamarca. Es parte del Proyecto:
denominado “Efecto antibacteriano del extracto acuoso, hidroalcohélico y
etandlico de Schinus molle L. (molle), sobre el crecimiento in vitro de

Staphylococcus aureus de origen clinico”.

Las cuales fueron analizadas y determinadas cientificamente en nuestra institucién como:
* Division: Magnoliophyta
e Clase:  Magnoliopsida
¢ Orden: Sapindales
e Familia: Anacardiaceae
¢ Género: Schinus
s Especie: Schinus molle L.

Se expide el presente para los fines que sean necesarios.

Cajamarca, 23 de mayo del 2024

sg Bg.-Juan F. Mont}:ya Quino
§dbe#El Herbario “Ts Sanchez Vega”

CPUN-UNC
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Apéndice N° 5.

Pruebas de corroboracion de Staphylococcus aureus

]

S. aureus en Agar Nutritivo

|

S. aureus en Agar Sangre ]

|

(Catalasa nositiva

Coagulasa positiva

S. aureus cocos Gram + (1000X) ]

|
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Apéndice N° 6.

Procesamiento de la materia vegetal (Schinus molle L.)

[ 5. Hojas secas trituradas ]
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Apéndice N° 7.

Preparacion del extracto acuoso de Schinus molle L.

[ 4. Filtracion del extracto acuoso ] [ 5. Envasado de los extractos acuosos ]
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Apéndice N° 8.
Preparacion del extracto etanolico de Schinus molle L. (molle)

[ 3. Maceracion etandlica por 10 dias ] [ 4. Filtracion del macerado ]

[ 5. Destilacion en rotavapor ] [ 6. Enfriamiento y envasado del extracto ]
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Apéndice N° 9.
Preparacion del extracto hidroalcohdlico de Schinus molle L. (molle)

1. Agua destilada estéril 2. Preparacion de las 3. Envasado de los
y EE 100% diluciones extractos

Apéndice N° 10.
Método de difusion en agar con disco

Cultivos i6venes

2. Comparacion de la turbidez con el tubo 0.5 de ]

[ L. Preparacién del indeulo ] [ McFarland y siembra en placa.

3. Embebido de los discos en blanco con 20ul de
extracto y colocados en cada placa sembrada.
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Apéndice N° 11.

Ficha de Recoleccion de datos

Codigo del aislamisnto: ... ..o

GRUFD . ESCALADE
DIAMFETEOQ DEL HALO (mm) FROMEDIO

{Tipo de extracts) . DURAFFOURD
Control Control Testizo Replica
Concentracion del exiracte =~ postive Negativo | (Alcohol267) 0 1 | 2 3
1 100%

mcay
21

0%

100
PROMEDID

1: Extracto stanolico de 5. molfs 10g /100mL {100%:) 2: Extracto hidroalcoholico de 5. mole (20%, 60%, 30%)
3: Extracto acuwoso de 5. mofle (253, 50%, 73%, 100%)

Apéndice N° 12.

Disposicién de los discos en la placa Petri

Extracto Etanolico (100%)

Extracto Acuoso Extracto Hidroalcoholico (75, 50 v 25%)
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Apeéndice N° 13.
Método de difusion en agar con pozo

20uL de extracto en Resultado
[ Pozos en el agar J [ cada pozo J [

Apeéndice N° 14,

Disposicion de los pozos en la placa Petri

75%

O Agua
Alcohol
@ O

25%

O Agua

Alcohol

O

J [ Extracto Etandlico (100%) J

{ Extracto Acuoso Extracto Hidroalcoholico (75, 50 y 25%)

64



ANEXOS

ANEXO 1

Tabla de los patrones estandares del halo de inhibicion para Staphylococcus aureus

Tabla 3. Patrones estandar del halo de inhibicion para estafilococos, puntos de corte equivalentes a la CMI y diametro dael halo de inhibicion
para la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 empleada como control de calidad.
Carga del . o Punto de corte 5. aureus
GRUPD Antimicrobiano disco (ng) Diametro del halo de inhibicion (mm)  Equivalente a la CMI jpg/mi)  ATCC 25523
Resistente  Intermedia Sansible Resistenta Sansibla intervalo *

A Penicilina G 10 U =28 — »20 fHactamasa” =01 28-37

Oxacilina " (5. aureus) 1 =10 11-12 =13 =4 =2 18-24
(Eslafilococos coagulasa -) 1 =17 — =18 =0.5 =0.25 -

B Vancomicina® 30 - - =15 =32 =4 17-21
Teicoplanina 30 =11 11-13 =14 =32 =8 1521
Eritromicina” 15 =13 14-22 =23 =8 =0.5 22-30
Claritromicina® 15 =13 14-17 =18 =8 =2 28-32
Azitromicing” 15 <13 14-17 =18 =8 <2 21-26
Clindamicina” 2 =14 15-20 =21 =4 =0.5 24-30
Trimetoprim / sulfamealoxazol 1,25/23,75 =10 11-15 =16 =852 =2/38 24-32

c Gentamicina 10 =12 13-14 =15 =8 =4 19-27
Ciprofloxacino 5 <15 16-20 =1 =4 <1 22-30
Ofloxacing 5 =12 13-15 =16 =8 <2 24-28
Levofloxacino 5 =13 14-16 =17 =8 =2 25-30
Cloranfenicol” 30 =12 13-17 =18 =32 =8 19-26
Rifampicina *’ 5 =16 17-19 =20 =4 =1 28-34
Telraciclina @ 30 =14 15-18 =19 =16 =4 24-30

D Norfloxacing 10 =12 13-16 =17 =16 =4 17-28
Lomefloxacino 10 =18 18-21 =22 =8 =2 23-29
Nitrofuranioina 300 <14 15-18 =17 =128 <32 18-22
Sulfisoxazol 2500 300 =12 13-16 =17 =350 <100 24-34
Trimatoprim 5 <10 11-15 =16 =18 <4 19-26

Elaborado con datos del NCCLS, 2000

a) Ademas da 5. aureus ATCC 25023, ansayar E. coli ATCC 35218 con: amoxicilinalclavulanico de 18 a 22 mm.; ampicilinatsulbactam de 13 a 19 mm.
b) Las cepas resistentes de 3. auraus producen f-laclamasa, y para eslas pruebas es preferible el empleo de discos de penicilina G de 10 U. Utilizar
penicilina G para estudiar la sensibilidad de todos los estafilococos a lodas las penicilinas sensibles a la penicilinasa.

) Estafilococos resistentes a oxacilina son resistentes a lodos los f-lactamicos (la sensibilidad a fiHlactamicos puede deducir estudiando solo penicilina y
axacilina).

d) Todos los estafilococos con wn digmetro del halo de inhibicidn igual o menor de 14mm deben ser estidados para determinar la CMI de |a vancomicina.
a) No para microorganismos aislados dal tracto urinario.

) Mo utilizar rifampicina sola para e ratamiento de infecciones estafilococicas.

q) Talraciclina &s el represantants de todas |as letraciclinas.

Fuente: Picazo J. Procedimientos en Microbiologia Clinica: Métodos basicos de la
sensibilidad a los antimicrobianos. Soc. Espafiola Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica. 2000;1(2):1-54 (3)
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