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RESUMEN

El presente estudio evalud la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de Cestrum auriculatum "Hierba Santa" frente a Staphylococcus
aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 25922. Para ello, se realiz6
una investigacion aplicada, prospectiva, transversal y experimental. La
planta fue recolectada en el distrito de Pocollay, y se realiz6 un estudio
taxonomico en la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohmann. Se cultivaron las cepas bacterianas y expusieron a
diferentes concentraciones del extracto etandlico de Hierba Santa (EHS,
20, 40, 60, 80 y 100%). El analisis fitoquimico colorimétrico del EHS
evidencio taninos, diterpenoides, flavonoides y alcaloides. Asimismo, a
partir de una concentracion del 60% y 80% el EHS presentd actividad
antibacteriana frente Staphylococcus aureus y Escherichia coli,
respectivamente. La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para
Staphylococcus aureus fue de 53,33%, y para Escherichia coli fue de
71,11%, mientras que la Concentracion Minima Bactericida (CMB) fue de
55,56% y 71,11%, respectivamente. En conclusiéon, el EHS mostrd
actividad antibacteriana frente a ambas cepas patoldgicas.

Palabras clave: Cestrum auriculatum, actividad antibacteriana,

Staphylococcus aureus y Escherichia coli
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ABSTRACT

The present study evaluated the in vitro antibacterial activity of the ethanolic
extract of Cestrum auriculatum “Hierba Santa” against Staphylococcus
aureus ATCC 6538 and Escherichia coli ATCC 25922. For this purpose, an
applied, prospective, cross-sectional and experimental investigation was
carried out. The plant was collected in the district of Pocollay, and a
taxonomic study was carried out at the Faculty of Sciences of the
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann. The bacterial strains were
cultured and exposed to different concentrations of the ethanolic extract of
Hierba Santa (EHS, 20, 40, 40, 60, 80 and 100%). Phytochemical
colorimetric analysis of EHS showed tannins, diterpenoids, flavonoids and
alkaloids. Also, from a concentration of 60% and 80% EHS showed
antibacterial activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli,
respectively. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) for
Staphylococcus aureus was 53.33%, and for Escherichia coli it was 71.11%,
while the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) was 55.56% and
71.11%, respectively. In conclusion, EHS showed antibacterial activity
against both pathological strains.

Key words: Cestrum auriculatum, antibacterial activity, Staphylococcus

aureus and Escherichia coli.
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INTRODUCCION

La resistencia bacteriana constituye una de las principales
amenazas para la salud publica a nivel mundial. Este fendbmeno ocurre
cuando las bacterias desarrollan mecanismos que les permiten sobrevivir a
los efectos de los antibidticos, reduciendo la eficacia de estos
medicamentos y limitando las opciones terapéuticas disponibles. Segun
datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 2019 se registraron
aproximadamente 1,27 millones de muertes directamente atribuibles a

infecciones resistentes a los antimicrobianos (1).

En este contexto, las plantas medicinales emergen como una fuente
prometedora de compuestos bioactivos con potencial actividad
antibacteriana. Estas plantas, utilizadas durante siglos en diversas culturas,
contienen una amplia variedad de sustancias activas, tales como
flavonoides, terpenoides, alcaloides y acidos fendlicos, que han

demostrado propiedades antibacterianas en diversos estudios (2—4).

En relacién a lo anterior, la actividad antibacteriana de diversas

plantas medicinales ha sido objeto de multiples estudios, evidenciando su



potencial contra patdégenos comunes en entornos hospitalarios, como

Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Staphylococcus aureus representa una preocupacion importante en
el &mbito médico debido a su capacidad para causar una amplia gama de
infecciones. Estas pueden ir desde afecciones cutaneas leves, como
forinculos y abscesos, hasta enfermedades graves y potencialmente
mortales, incluyendo neumonia, meningitis, endocarditis (infeccion del
revestimiento interno del corazoén), sepsis y sindrome de shock téxico.
Ademas, es uno de los principales agentes etioldgicos asociados a
infecciones adquiridas tanto en entornos hospitalarios (infecciones
nosocomiales) como en la comunidad, lo que refuerza su relevancia clinica

y epidemiolégica. (5)

Por otra parte, Escherichia coli es una bacteria gramnegativa que
forma parte del microbiota normal del intestino grueso, donde actia como
un comensal aerdbico. Sin embargo, algunas cepas patdgenas de esta
bacteria son capaces de causar enfermedades gastrointestinales, como
diarrea, y todas pueden originar infecciones si logran invadir tejidos u otros

organos del cuerpo, agravando asi cuadros clinicos preexistentes. (6)



Dicho lo anterior, diversos estudios han evaluado la actividad
antibacteriana de extractos de plantas, y Cestrum auriculatum "Hierba
Santa" no es la excepcion. Investigaciones han demostrado que su extracto
etandlico contiene compuestos fendlicos, flavonoides y otros metabolitos

secundarios con potencial actividad antibacteriana (2,7,8).

En ese sentido, el presente estudio tiene como objetivo evaluar la
actividad antibacteriana del extracto etanolico de Cestrum auriculatum
"Hierba Santa" contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Los
resultados obtenidos serviran como fundamento para futuras

investigaciones y potenciales aplicaciones terapéuticas.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

En Peru, Escherichia coli se asocia principalmente a infecciones del
tracto urinario, mientras que Staphylococcus aureus es la principal causa
de infecciones de piel y tejidos blandos, ambas con una alta prevalencia.
En este contexto, la resistencia antimicrobiana representa un desafio
creciente para el tratamiento de estas infecciones, lo que limita las opciones
terapéuticas y resalta la necesidad de fortalecer la vigilancia epidemiol4gica

y promover el uso responsable de antibi6ticos.

Ademas, la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas se ha
consolidado como una estrategia clave para abordar este problema de
salud publica. En este sentido, la literatura cientifica ha documentado de
manera extensiva la actividad antibacteriana de productos naturales contra
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, entre los cuales se destaca la

Hierba Santa.



En un estudio realizado por Cruz Ymata y Zapata Miranda (2016), se
evaluo "in vitro" la actividad antioxidante, antibacteriana y antifingica del
extracto alcohodlico de las hojas de Cestrum auriculatum. Se encontr6é que
el extracto presentd actividad contra bacterias Gram positivas
(Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus), Gram negativas
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi, Pseudomona

aeruginosa) y hongos (Candida albicans y Microsporum sp.).

Otro estudio, realizado por Godos (9), determiné que las hojas de
Hierba Santa contenian polifenoles, los cuales presentaron actividad
antioxidante del método de Folin- Ciocalteu. No obstante, estudios sefialan

gue los polifenoles también presentan actividad antibacteriana. (10)

Asi, la investigacion de Delgado et al (2) (2021), sefial6é que la Hierba
Santa es una planta con potencial actividad antibacteriana para el
tratamiento de enfermedades respiratorias, incluso aquellas que estén

relacionadas con el COVID-19.

Expuesto lo anterior, el presente estudio busca evaluar la actividad
antibacteriana de Cestrum auriculatum “Hierba Santa” frente a

Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 25922. Esta



investigacion se inicia a partir de la problemética de resistencia
antibacteriana a farmacos y desde nuestro entorno tradicional la utilizacion
de plantas medicinales que nos otorga una opcion importante para el
desarrollo cientifico de nuevos fitomedicamentos para tratar infecciones

bacterianas.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1. Problema principal

Tendra actividad antibacteriana in vitro el extracto etandlico de
Cestrum auriculatum “Hierba Santa" frente a Staphylococcus aureus

ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 25922 - Tacha 20247

1.2.2. Problemas secundarios

a) ¢Cuales seran los metabolitos secundarios que estan
presentes en el extracto etandlico de Cestrum auriculatum

“Hierba Santa"?



b) ¢Cual serd la concentracibn minima inhibitoria (CMI) del
extracto etandlico de Cestrum auriculatum “Hierba Santa”
frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli

ATCC 25922 - Tacna 20247

c) ¢Cual serd la concentracion minima bactericida (CMB) del
extracto etandlico de Cestrum auriculatum “Hierba Santa” es
efectiva contra Staphylococcus aureus ATCC 6538 vy

Escherichia coli ATCC 25922 - Tacnha 20247

1.3 JUSTIFICACION

El presente estudio reviste gran importancia, ya que, en la ciudad
de Tacna, no se han identificado investigaciones previas que evallen la
actividad antibacteriana de Cestrum auriculatum “Hierba Santa”. Esta
planta se encuentra ampliamente distribuida en diversas regiones del
Pera y su uso en la medicina tradicional esta extendido gracias a su facil
acceso y bajo costo. Estas caracteristicas la convierten en una potencial
fuente de compuestos bioactivos que podrian ser utilizados como

alternativas terapéuticas frente a infecciones bacterianas comunes.



Por otra parte, en el Peru algunos estudios a nivel nacional han
reportado que Cestrum auriculatum posee actividad antibacteriana
frente a ciertas cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas.
Estos antecedentes constituyen una base valiosa y proporcionan
sustento tedrico para la presente investigacion, aunque aun no se ha
abordado especificamente su efecto sobre cepas de referencia

estandarizadas (7,11).

Este estudio busca determinar si el extracto etanodlico de Cestrum
auriculatum presenta actividad antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus ATCC 6538 (bacteria Gram positiva) y Escherichia coli ATCC
25922 (bacteria Gram negativa), utilizando métodos microbiolégicos
estandarizados como la difusiébn en disco y la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI). Esta aproximacion permitira
determinar con mayor precision la eficacia del extracto frente a cepas

de relevancia clinica y microbioldgica.

Los resultados permitirdn establecer si esta planta medicinal
representa una opcion terapéutica alternativa y complementaria,
especialmente relevante ante el aumento de la resistencia bacteriana a

los antibiéticos convencionales. De comprobarse su eficacia, los



1.4.

hallazgos podrian contribuir significativamente al desarrollo de nuevos
tratamientos basados en recursos naturales, con beneficios tanto en la

salud publica como en la sostenibilidad del sistema de atencién médica.

Por dltimo, esta investigacion se alinea con los objetivos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en relacion con la promocion
del uso racional de medicamentos de origen natural y el fortalecimiento

de la investigacién en medicina tradicional (12).

OBJETIVOS

1.4.1. Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico
de Cestrum auriculatum “Hierba santa” frente a Staphylococcus

aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 25922 - Tacna 2024



1.5.

1.4.2. Objetivos especificos

a) ldentificar los metabolitos secundarios que estan presentes
en el extracto etandlico de Cestrum auriculatum “Hierba

Santa".

b) Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
extracto etandlico de Cestrum auriculatum “Hierba Santa”
frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli

ATCC 25922 - Tacna 2024.

c) Determinar la concentracion minima bactericida (CMB) del
extracto etandlico de Cestrum auriculatum “Hierba Santa” es
efectiva contra Staphylococcus aureus ATCC 6538 vy

Escherichia coli ATCC 25922 - Tacna 2024.

HIPOTESIS

Hipotesis alterna (Ha): El extracto etandlico de Cestrum
auriculatum “Hierba santa” presenta actividad antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 25922

- Tacha 2024.

10



1.6.

Hipotesis nula (Ho): El extracto etandlico de Cestrum

auriculatum “Hierba santa” no presenta actividad antibacteriana

frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC

25922 - Tacna 2024.

DETERMINACION DE VARIABLES

1.6.1. Variable dependiente

Actividad antibacteriana

1.6.2. Variable independiente

Extracto etanodlico de “Hierba Santa”

11



1.7. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
VARIABLES DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL INDICADORES VALOR FINAL TIPO DE ESCALA
VARIABLE
Variable Capacidad de los Se evaluara mediante tres pruebas Halos de inhibicion  En mm. Numérica Continua
dependiente compuestos bioactivos microbioldgicas: 1) método de difusion
presentes en esa planta para en disco (Kirby-Bauer), 2) Concentracion Porcentaje de la Numérica Continua
Actividad inhibir el crecimiento o0 concentracion minima inhibitoria minima inhibitoria concentracion (%)
antibacteriana de eliminar las bacterias (CMI), y 3) concentracion minima (CMI)
la Hierba Santa patégenas bactericida (CMB), aplicadas al
extracto  etandlico de Cestrum Concentracion Porcentaje de la Numérica Continua
auriculatum frente a cepas ATCC. minima bactericida concentracién (%)
(CMB)
Variable Preparacion concentrada Preparacion de la solucién a través de  Soluciones a Porcentaje (%) de Numérica Continua
independiente obtenida mediante la la técnica de trituracion de las hojas, diferentes diferentes
maceracion o extraccion de macerado Yy filtrado. concentraciones concentraciones
Extracto etandlico los compuestos bioactivos del activo.
de Cestrum presentes en la planta
auriculatum utilizando etanol (alcohol Metabolitos Presencia (+, ++, Nominal Dicotomica

“Hierba Santa”

etilico) como solvente.

secundarios

+++)

Ausencia (-)
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2.1.

CAPITULO Il

MARCO TEORICO

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1 Antecedentes internacionales

Trujillo-Santiago et al. (8), realizdé en México la investigacion
titulada: “Efectos de la Hierba Santa (Piper auritum Kunth) sobre
la inhibicion de la oxidacién lipidica en hamburguesas de res”
(2021), en la cual se evaluaron los efectos antioxidantes vy
antimicrobianos de extractos etandlicos (HSEE) de Hierba Santa (
Piper auritum Kunth) a partir de polvo vegetal de tamafios de
particula 425 pm (EPA) y 850 pm (EPB) en hamburguesas de carne
de res crudas y crudas-cocidas almacenadas durante 9 dias a 4 °C,
asi como hamburguesas de carne de res crudas-congeladas y
crudas-congeladas-cocidas almacenadas durante 90 dias a -20 °C.
Se prepararon cuatro tratamientos, incluyendo control (sin extracto),
solucion de ascorbato de sodio (NaASC a 500 mg/kg), MEPA (carne
con HSEE de EPA a 750 mg/kg) y MEPB (carne con HSEE de EPB

a 750 mg/kg). Se estudiaron las actividades antioxidantes y



antimicrobianas in vitro, asi como el contenido total de fenoles,
clorofila y carotenoides de HSEE. La composicion quimica se evalué
en la carne de res utilizada para las hamburguesas. Se evaluaron
las hamburguesas de carne de res para sustancias reactivas al acido
tiobarbittrico (TBARS), pH, color, contenido de metamioglobina y
carga microbiana. Los resultados indicaron que HSEE mostré
actividad antioxidante in vitro y su incorporacién en hamburguesas
de carne de res inhibi6 la oxidacién de lipidos en comparacién con
NaASC, mientras que el pH fue menor que el limite maximo
permitido. Sin embargo, ni EPB ni EPA fueron efectivos para reducir
el recuento total de bacterias (TBC) en hamburguesas de carne de
res cruda. Por lo tanto, HSEE podria recomendarse como un

antioxidante natural en hamburguesas de carne de res. (6)

Delgado et al. (2), realizaron el estudio titulado: “Plantas
Medicinales Peruanas y Cosmopolitas con Potencial Uso en el
Tratamiento de Enfermedades Respiratorias y COVID-19”
(2021), en el cual analizaron las alternativas del uso de plantas
medicinales, especialmente aquellas plantas tradicionalmente
utiizadas en el tratamiento de enfermedades de las vias

respiratorias, tanto en el Perd como en el mundo, sin riesgos ni
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problemas colaterales para el ser humano y validadas con estudios
fitoquimicos y etnofarmacoldgicos. La flora del Perd es
particularmente rica en estas especies y mas aun en especies
endémicas, potencialmente utiles contra el SARS-CoV-2. El objetivo
fue destacar algunas plantas medicinales peruanas y especies
introducidas y comercializadas en el Peru (especies Cosmopolitan)
potencialmente dtiles en el tratamiento de enfermedades
respiratorias y COVID-19. Entre las plantas que resaltaron por su uso
en este tipo de enfermedades fue la Hierba Santa de las especies

Centrum hediondinum Dun y Cestrum auriculatum L'Hér.

Bussmann et al. (13), realizaron la investigacion:
‘Demostrando que el conocimiento tradicional funciona: La
actividad antibacteriana de las plantas medicinales del norte del
Pert” (2011), que tuvo como objetivo comprobar si las plantas
tradicionalmente utilizadas para tratar infecciones mostraban
efectividad antibacteriana y, a partir de ello, identificar posibles
candidatas para estudios mas avanzados sobre concentracion
minima inhibitoria (CMI) y toxicidad. La evaluacion se realiz6 frente
a cuatro bacterias de importancia clinica: Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Salmonella enterica serovar Typhi y Pseudomonas
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aeruginosa. Los resultados mostraron que 193 extractos etanélicos
y 31 extractos acuosos fueron activos contra S. aureus, siendo esta
la bacteria mas susceptible. En 21 casos, solo el extracto acuoso
presentd actividad. Sin embargo, ninguno de los extractos acuosos
fue activo frente a las otras tres bacterias, y la actividad de los
extractos etanolicos también fue limitada: solo 36 mostraron alguna
inhibicion frente a E. coli, y apenas 3 frente a S. Typhi y P.
aeruginosa. Del total de extractos analizados, 225 procedian de
plantas que se emplean tradicionalmente para tratar infecciones
bacterianas. De estos, 166 (equivalente al 73.8%) mostraron
actividad contra al menos una de las bacterias evaluadas. En
contraste, entre los 300 extractos de especies sin uso antibacteriano
tradicional, solo 96 (32%) evidenciaron alguna actividad. Entre las
plantas que presentaron actividad antibacteriana, se encontro la

hierba santa.

2.1.2 Antecedentes nacionales

Bendezu et al. (14), realizaron la investigacion: “Efecto

antidiarrelco del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Cestrum auriculatum “hierba santa’ en ratones albinos” (2022),
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Se evaluaron seis cohortes de seis ratones cada una, sometidas a
las siguientes intervenciones orales: G1 (control negativo) recibio
solucion fisiologica (10 ml/kg), G2 loperamida (0,2 ml), G3 aceite de
ricino (0,2 ml) y G4, G5 y G6 el extracto hidroalcohdlico de Cestrum
auriculatum a 50, 150 y 300 mg/kg, respectivamente. Transcurridos
60 minutos, se administré 0,2 ml de carbdn activado por via oral a
todos los grupos. El andlisis fitoquimico revelé la presencia de
alcaloides, taninos, flavonoides y compuestos fendlicos. El extracto
presentd buena solubilidad en agua y etanol, menor en metanol, e
insolubilidad en cloroformo, acetona, hexano y éter de petroleo. La
dosis de 300 mg/kg alcanzd la mayor inhibicion de la motilidad
intestinal (35,5 %), seguida de 150 mg/kg (22,5 %) y 50 mg/kg (20,0
%). La loperamida mostr6 un efecto inhibitorio del 29,6 %,
comparable al de 300 mg/kg (p > 0,05), pero significativamente
superior a las demas dosis del extracto. En conclusion, el extracto
hidroalcoholico de hojas de Cestrum auriculatum evidencié actividad

antidiarreica dosis-dependiente en ratones.

Rodriguez (11), realiz6 la investigacién titulada:

“Determinacion del efecto antibacteriano in vitro del aceite

esencial de hojas de piper auritum (hierba santa) sobre cultivos
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de Staphylococcus aureus” (2021). El estudio, de enfoque
experimental, explicativo y cuantitativo, fue de corte transversal y
observacional. Su objetivo fue evaluar la eficacia antibacteriana in
vitro del aceite esencial de hojas de Piper auritum (hierba sagrada)
frente a Staphylococcus aureus, medida por el diametro de los halos
de inhibicion. Los cultivos bacterianos se reactivaron y el material
vegetal, recolectado en Lucma (Gran Chimud, La Libertad), se
proces6 mediante hidrodestilacion con aparato Clevenger,
obteniéndose 1,3 ml de aceite esencial (rendimiento: 0,028 mi/100 g
de hojas). Este se diluyé en dimetilsulféxido para preparar
concentraciones al 25 % y 50 %. La actividad antibacteriana se
determind con el método de Kirby-Bauer en 20 placas de Petri
distribuidas en tres grupos: control (solucion salina), experimental 1
(25 %) y experimental 2 (50 %). El andlisis estadistico (ANOVA y t
de Student) mostrd halos de inhibicion de 13,45 + 0,60 mm para el
25 % y 16,65 £ 0,74 mm para el 50 %, con significancia < 0,05. La
investigacion concluyé que el aceite esencial de Piper auritum
presenta actividad antibacteriana in vitro contra S. aureus, siendo

mas efectiva la concentracion al 50 %.
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Godos (9), realizé el estudio: “Actividad antioxidante y
contenido de polifenoles en hojas de Cestrum auriculatum I’her
(hierba santa)” (2018), cuyo objetivo era evaluar la actividad
antioxidante y la concentraciéon de polifenoles en las hojas de
Cestrum auriculatum L'Her. Las hojas de Cestrum auriculatum L'Her
se extrajeron meticulosamente utilizando el método de eliminacion
de radicales libres DPPH para evaluar la actividad antioxidante y el
meétodo Folin-Ciocalteu para cuantificar el contenido de polifenoles.
La investigacion tenia como objetivo determinar la actividad
antioxidante y el contenido de polifenoles en las hojas de Cestrum
auriculatum L'Her. El estudio llevé a cabo una extraccion exhaustiva
de las hojas de Cestrum auriculatum L'Her. Se emple6 el método de
eliminacién de radicales libres DPPH para evaluar la actividad
antioxidante, mientras que se utilizé el método Folin-Ciocalteu para

determinar la concentracién de polifenoles.

Zapata (7), en Arequipa, realizo el estudio: “Determinacion
de la actividad antibacteriana y
antifungica “in vitro” del extracto hidro-alcoholico de cestrum
hediondinum dun. “hierba santa” en bacterias patogenas gram

negativas, gram positivas y hongos” (2017), que tuvo como
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objetivo evaluar in vitro la actividad antibacteriana y antifangica del
extracto hidroalcohdlico de Cestrum hediondinum Dun (“hierba
sagrada”) frente a bacterias Gram positivas (Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus), Gram negativas (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhi) y hongos (Candida albicans, Microsporum sp.). Los
microorganismos, procedentes del Laboratorio de Microbiologia de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de San Agustin,
fueron evaluados mediante el método de dilucién en caldo para
determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), seguido de
siembra en agar para establecer las concentraciones minimas
bactericidas y fungicidas (CMB/CMF). Los valores de CMI fueron: 50
mg/ml para E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae y S. typhi; 25
mg/ml para S. pneumoniae y S. aureus; y 12,5 mg/ml para C.
albicans y Microsporum sp. Las CMB fueron de 100 mg/ml para E.
coli, P. aeruginosa y K. pneumoniae; 50 mg/ml para S. typhi y S.

aureus; y 25 mg/ml para S. pneumoniae.
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2.2.

BASES TEORICAS

2.2.1. Cestrum auriculatum “Hierba Santa”

2.2.1.1. Datos ambientales

La especie hierba santa (Cestrum auriculatum) se encuentra
en areas tropicales con una temperatura media anual de 23 a 26.5
°C, con una temperatura minima anual de 20 a 26 °C
aproximadamente, soportando temperaturas cercanas a 10°C, una
humedad relativa del 80 al 90%, una media anual de 2 500 mm de

precipitacion, y altitudes de hasta 3 400 msnm.

Esta predispuesta en terrenos de textura arenosa y areno-

limosa, pero también florece en terrenos arcillosos (15).

2.2.1.2. Descripcion general

La planta conocida como Cestrum auriculatum, se desarrolla

entre 500 y 3.400 metros sobre el nivel del mar en las proximidades

de las acequias, riberas de rios y arroyos. Se distingue como un
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arbusto de aproximadamente tres metros de altura, con hojas de
apice agudo y flores tubulares de color amarillo. No obstante, el

rasgo que mas la resalta son sus caracteristicas medicinales (16).

2.2.1.3. Clasificacion taxondmica

. “Dominio: Eukaryota

. Reino: Plantae

. Filo: Magnoliophyta

. Clase: Magnoliopsida (= Dicotyledoneae)
. Orden: Solanales

. Familia: Solanaceae

. Género: Cestrum

. Especie: auriculatum” (17)

2.2.1.4. Composicion quimica

De acuerdo a una investigacion presentan (3,18)

. “‘Flavanonas
. Alcaloides
. Saponinas
. Digitotegina
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. Solasodina

. Flavonas.
. Trazas de aceite esencial.
. Taninos, gomas, acidos organicos (férmico y acético)”.

2.2.1.5. Propiedades medicinales

La hierba santa reduce el reumatismo, la temperatura alta
(fiebre), los colicos, los resfrios, el sarampion, las lesiones cutaneas,
la diarrea, la bronquitis, el insomnio y las otitis. Ademas, combate el
salpullido infantil, hemorroides, estomatitis, dispepsia, caspa, Yy
inflamaciones bucofaringeas. Ademas, actia como emenagogo,
astringente, sudorifico, ocular, sedante, analgésico muscular,

depurativo y digestivo (19).

2.2.2. Staphylococcus aereus

2.2.2.1. Descripcion

Los estafilococos son bacterias aerébicas Gram-positivas. El

Staphylococcus aureus es el mas virulento de todos ellos, y suele
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provocar infecciones cutaneas y, en ocasiones, neumonia,
endocarditis y osteomielitis. Se asocia frecuentemente a la
formacion de abscesos. Ciertas cepas generan toxinas que
provocan gastroenteritis, eritrodermia y sindrome de shock téxico. El
diagnodstico se establece mediante técnicas de tincion de Gram y
cultivo. El tratamiento suele incluir betalactamicos resistentes a la
penicilinasa; sin embargo, debido a la prevalente resistencia a los
antibidticos, puede ser necesario recurrir a la vancomicina o a

nuevos agentes alternativos (5).

2.2.2.2. Infecciones en la piel (20)

e “Forunculos. Los forunculos son el tipo de infeccion por
estafilococo mas comun. Se trata de una acumulacién de pus
gue se forma en un foliculo piloso o una glandula sebacea. La
piel que se encuentra por encima de la zona infectada suele

enrojecerse e hincharse.

e Si un forinculo se revienta, probablemente el pus se drenara.
Los foranculos aparecen, con mayor frecuencia, debajo de los

brazos o alrededor de la ingle o de los gllteos.
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Impétigo. Esta erupcion cutanea contagiosa, a menudo
dolorosa, puede ser causada por estafilococos. El impétigo
suele presentar ampollas grandes que pueden secretar liquido

y formar una costra de color miel.

Celulitis. La celulitis es una infeccibn de las capas mas
profundas de la piel. Produce enrojecimiento e hinchazoén en la
superficie de la piel. También se pueden formar llagas o areas

de supuracién de secreciones.

Dermatitis exfoliativa estafilocécica. Las toxinas liberadas por
los estafilococos pueden provocar dermatitis exfoliativa
estafilococica. Esta afeccién, que afecta principalmente a
bebés y nifios, se caracteriza por fiebre, sarpullido y a veces
ampollas. Cuando la ampolla se revienta, la capa superior de
piel se desprende. Queda una superficie roja y en carne viva

gue parece una quemadura.”
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2.2.2.3. Intoxicacion alimentaria (21)

Los Staphylococcus spp., en particular Staphylococcus
aureus, constituyen una de las principales etiologias de las
intoxicaciones alimentarias de origen bacteriano. Esta bacteria
puede proliferar en alimentos contaminados y producir enterotoxinas
termoestables que, al ser ingeridas, desencadenan un cuadro clinico
caracterizado por una gastroenteritis aguda de inicio subito. Los
sintomas suelen manifestarse en un lapso breve, tipicamente entre
1 a 6 horas posteriores a la ingestion del alimento contaminado, e
incluyen nauseas, vomitos intensos, dolor abdominal tipo célico y, en
algunos casos, diarrea. La sintomatologia suele ser autolimitada y
de corta duracién, con resolucién espontanea en un periodo

aproximado de 12 a 24 horas en la mayoria de los casos.

Comunmente, la infeccidn alimentaria por estafilococos no
genera cuadros febriles. No obstante, el cuadro sintomatolégico
incluye:

e Nauseas y vomitos
e Diarrea
e Deshidratacion

e Presion arterial baja
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2.2.2.4. Mecanismo de patogenicidad (20)

El Staphylococcus aureus alberga una serie de factores que
explican su patogenicidad y su resistencia a los mecanismos de

defensa del huésped y a los agentes antimicrobianos.

Examinamos su genoma, la pared de la bacteria, su capsula,
las proteinas de superficie, las toxinas producidas, las enzimas y
otros componentes, junto con sus factores y determinantes de

virulencia.

El genoma del estafilococo consiste en un cromosoma circular
(de aproximadamente 2800 pares de bases), junto con profagos,
plasmidos y transposones. Los genes asociados con la virulencia y
la resistencia a los antibidticos se encuentran en el cromosomay en
elementos extracromosOmicos. Estos genes pueden diseminarse
entre diversas cepas de estafilococos, especies distintas y otras

bacterias Gram-positivas mediante elementos extracromosomicos.

La pared celular de  Staphylococcus  contiene

aproximadamente un 50 % de mureina (peptidoglicano) en peso
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seco, formada por subunidades alternas de N-acetilglucosamina y
acido N-acetilmuramico unidas por enlaces B-1,4. Las cadenas de
polisacaridos se enlazan mediante tetrapéptidos asociados al acido
N-acetilmuramico y un puente de pentaglicina caracteristico de
Staphylococcus aureus. El peptidoglicano presenta actividad
endotodxica, estimulando la liberacion de citocinas por macrofagos,
la activacion del complemento y la agregacion plaquetaria. Sus
variaciones estructurales entre cepas pueden influir en la capacidad

de inducir coagulacién intravascular diseminada.

Otros componentes relevantes incluyen acidos teicoicos,
como el ribitol, covalentemente unidos al peptidoglicano, y acido
lipoteicoico, un polimero de glicerol y fosfato anclado a la membrana

citoplasmatica mediante un glicolipido terminal.

La mayoria de los estafilococos poseen microcapsulas; se
han identificado 11 tipos de polisacaridos capsulares, siendo los
tipos 5 y 8 responsables de cerca del 75 % de las infecciones
humanas. La mayoria de cepas de S. aureus resistentes a meticilina
corresponden al tipo 5. La composicibn quimica de cuatro

polisacaridos antifagociticos, incluidos los tipos 5 y 8, ha sido
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descrita, evidenciando una estrecha relacion estructural entre ellos.

(17)

2.2.3. Escherichia coli

2.2.3.1. Descripcion general

Normalmente, la bacteria Escherichia coli habita en los
intestinos tanto de individuos como de animales saludables. La
mayor parte de los tipos de Escherichia coli son inofensivos o
provocan una diarrea breve. No obstante, ciertas cepas, como la
Escherichia coli O157:H7, tienen la capacidad de provocar fuertes

colicos abdominales, diarrea con sangre y vomitos.

Es posible que te expongas a la Escherichia coli debido a la
contaminacion del agua o de alimentos, principalmente de las
verduras crudas y de la carne de vacuno molida poco cocida. Los
adultos en buen estado generalmente se recuperan de la infeccion
por Escherichia coli O157:H7 en un periodo de una semana. Los

nifios y las personas de edad avanzada tienen un riesgo mas
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elevado de desarrollar una forma de insuficiencia renal que les pone

en peligro. (18)

2.2.3.2. Fuentes de transmision

La mayor evidencia sobre Escherichia coli, que produce una
toxina de tipo Shiga se asocia con el serotipo 0157: H7, debido a su
caracterizacion diferenciada respecto a otras cepas de Escherichia
coli. Este patdgeno se encuentra principalmente en fuente bovina

(22).

La contaminacion fecal del agua y de otros alimentos, asi
como la contaminacion cruzada durante la preparacion de estos (con
carne de vacuno y otros productos carnicos, superficies y utensilios
de cocina contaminados), también es causa de infecciones.
Ejemplos de alimentos implicados en brotes de Escherichia coli
0157: H7 son las hamburguesas poco cocidas, el salami curado, la
sidra fresca no pasteurizada, el yogur y el queso elaborado con leche

cruda. (22)

30



El incremento de brotes se asocia al consumo de frutas y
hortalizas —como coles de Bruselas, espinacas, lechuga, ensalada
de col y mezclas vegetales— contaminadas por contacto con heces
de animales domésticos o silvestres durante la produccion o el
procesamiento. Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC)
se ha detectado en habitats acuaticos (estanques, arroyos), pozos y
sistemas de riego, mostrando capacidad de persistir durante meses
en estiércol y sedimentos de contenedores de agua. Se han
reportado casos de transmisién hidrica tanto por consumo de agua

potable contaminada como por uso de fuentes recreativas. (22)

El contacto persona a persona constituye una via relevante
de transmision fecal-oral. Se han descrito portadores asintomaticos
capaces de contagiar sin presentar sintomas. La excrecion de STEC
en adultos suele durar alrededor de una semana, aunque en nifos
puede prolongarse. Asimismo, las visitas a granjas u otros entornos
con contacto directo con ganado se reconocen como un factor de

riesgo importante para la infeccién. (19)
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2.2.3.3. Clasificacioén

Existen seis grupos patotipicos de Escherichia coli asociados

a cuadros gastroentéricos y otras infecciones:

Enteropatogena (EPEC): Principal agente de diarrea infantil
en paises de bajos recursos. Su patogenicidad, mediada por
mas de 40 genes, implica adherencia al epitelio del intestino

delgado y destruccién de microvellosidades.

Enterotoxigénica (ECET): Responsable de aproximadamente
650 millones de casos anuales, principalmente en paises en
desarrollo. Afecta a nifios y viajeros, transmitiéndose por
alimentos o agua contaminados con materia fecal. No se

transmite persona a persona.

Enterohemorragica (ECEH): Frecuente en paises
desarrollados. Produce desde diarrea leve hasta colitis
hemorragica y sindrome urémico hemolitico (SUH),

especialmente en nifios <5 afios y en meses calidos.
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e Enteroinvasiva (ECEI): Endémica en regiones en desarrollo,
con presentacion similar a la shigelosis. Invade y destruye el
epitelio coldénico, causando diarrea acuosa que en algunos
casos progresa a disenteria con fiebre, dolor abdominal,

heces sanguinolentas y leucocitos fecales.

e Enteroagregativa (ECEA): Asociada a diarrea acuosa
persistente y deshidratacion en nifios menores de dos afios
en paises de bajos recursos, asi como en viajeros. También

vinculada a diarrea croénica.

e Uropatogena (UPEC): Principal agente causal de infecciones
del tracto urinario (cistitis, pielonefritis, urosepsis) y de
elevada carga de morbilidad y costes sanitarios. Pertenece al

subgrupo de E. coli extraintestinales. (20)

2.2.4. Medios de cultivo

e Descripcion

Los medios de cultivo son compuestos empleados en el

cultivo y preservacion de microorganismos en el laboratorio, con
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la finalidad de fomentar el crecimiento de microorganismos como
bacterias, virus y hongos, en particular. En ciertos casos,
también se emplean para tejidos o células, aunque en menor
medida. Los medios de cultivo suministran los nutrientes
requeridos para la multiplicacion y crecimiento de los

microorganismos. (23)

Estos nutrientes pueden abarcar desde carbohidratos

hasta proteinas, minerales y vitaminas.

Asimismo, al suministrar nutrientes, los medios de cultivo
pueden incluir indicadores que facilitan la deteccidén de diversos
tipos de microorganismos. Por ejemplo, un medio de cultivo
selectivo podria incluir ciertos elementos que favorecen el
desarrollo de una especie especifica de bacterias, al mismo
tiempo que impiden el desarrollo de otras especies. Por otro
lado, los medios diferenciales facilitan la diferenciacion entre
distintas especies de microorganismos. Este enlace permite

visualizar algunos ejemplos de ambos tipos de medios. (21)

Habituales medios de cultivo
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Agar: Polisacéarido extraido principalmente de algas marinas,
empleado como agente gelificante en medios de cultivo. Su
ventaja radica en que, salvo para ciertos microorganismos
marinos, no constituye una fuente nutritiva. Un gel al 1-2 %
se funde a ~100 °C y solidifica a ~40 °C, dependiendo de su

pureza.

Extractos: Preparados obtenidos mediante la extraccion y
concentracion de 6rganos o tejidos animales o vegetales,
utilizados en forma deshidratada (pasta o polvo) en la
formulacion de medios. Destacan los extractos de carne,

levadura y malta.

Peptonas: Mezclas complejas de compuestos organicos,
nitrégeno y sales minerales, resultantes de la digestiéon
enzimatica o quimica de proteinas animales o vegetales (soja,
caseina, carne). Ricas en péptidos y aminoacidos, aunque

con posible deficiencia de vitaminas y minerales.

Fluidos corporales: Incluyen sangre total, sangre

desfibrinada, plasma o suero, afiadidos para el aislamiento
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primario de ciertos patdgenos. Deben obtenerse en
condiciones asépticas de animales sanos y adicionarse al
medio tras la esterilizacion del resto de componentes.
Ademas de factores de crecimiento, aportan sustancias que

neutralizan inhibidores bacterianos.

Sistemas amortiguadores: Componentes afiadidos para
mantener el pH dentro del rango éptimo de crecimiento

microbiano.

Indicadores de pH: Sustancias acido-base incorporadas para
detectar cambios de pH derivados de procesos como la

fermentacion.

Agentes reductores: Compuestos que generan condiciones
microaerdfilas o anaerobias en el medio, favoreciendo el

crecimiento de microorganismos sensibles al oxigeno.

Agentes selectivos: Sustancias como cristal violeta, sales

biliares, azida sddica, telurio potasico o antibidticos que, a

concentraciones especificas, inhiben selectivamente el

36



crecimiento de determinados grupos bacterianos.

Tipos de medios de cultivo

Medios Generales. Son los que facilitan el desarrollo de una

amplia diversidad de microorganismos.

Medios de Enriquecimiento. Se refieren a aquellos que
promueven el desarrollo de un tipo especifico de
microorganismos sin alcanzar a restringir completamente el

crecimiento de los demas.
Medios Selectivos. Son los que facilitan el desarrollo de un
tipo especifico de microorganismos, restringiendo el

crecimiento de los demas.

Medios Diferenciales. Son aquellos donde se evidencian las

caracteristicas que un cierto tipo de microorganismos. (23)
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2.3.

DEFINICION DE TERMINOS

Actividad antibacteriana: Capacidad de una sustancia, natural
0 sintética, para inhibir el crecimiento o destruir bacterias. Esta
actividad puede ser bacteriostéatica (inhibicion del crecimiento) o
bactericida (eliminacién de las bacterias), y se evalia mediante

métodos in vitro estandarizados.

ATCC: American Type Culture Collection.

Bacterias Gram positivas / Gram negativas: Clasificacion
basada en la tincion de Gram, que refleja diferencias
estructurales en la pared celular. Las Gram positivas poseen una
pared gruesa de peptidoglicano y tifien de violeta; las Gram
negativas tienen una pared delgada y una membrana externa,
tinendo de rosado. Esta distincion influye en su susceptibilidad a

los antimicrobianos.

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI): Es la menor
concentracion de un agente antimicrobiano capaz de inhibir

visiblemente el crecimiento bacteriano tras un periodo
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determinado de incubacion. Es un parametro fundamental para

evaluar la potencia de un antimicrobiano.

Concentracion Minima Bactericida (CMB): Es la concentracion
més baja de un agente antimicrobiano que logra eliminar el
99.9% de las bacterias viables en una poblacién bacteriana. Se
determina tras la prueba de CMI mediante el subcultivo de los

pozos sin crecimiento.

Difusion en disco (método de Kirby-Bauer): Técnica
microbiolégica cualitativa que permite evaluar la susceptibilidad
bacteriana frente a un antimicrobiano, mediante la medicion del
halo de inhibicion alrededor de un disco impregnado con el
extracto o antibiético, colocado sobre una placa de agar

inoculada.

Extracto etandlico: Fraccion liquida concentrada obtenida al
macerar o percolar material vegetal con etanol como disolvente.
Este tipo de extracto permite aislar compuestos polares y
semipolares con posible actividad biol6gica, incluidos alcaloides,

flavonoides, taninos, entre otros.
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Efecto antibacteriano: Compuesto que elimina las bacterias o

les evita el crecimiento y la produccién de afecciones.

Extracto etandlico de Hierba Santa (EHS): Preparacion
concentrada obtenida mediante la maceracion o extraccion de los
compuestos bioactivos presentes en la planta utilizando etanol

(alcohol etilico) como solvente.

Fitocompuesto: Sustancia quimica de origen vegetal con
actividad biolégica. Muchos fitocompuestos, como flavonoides,
terpenoides, alcaloides y compuestos fendlicos, han demostrado
potencial antimicrobiano, siendo objeto de estudio en

farmacognosia y microbiologia.

Halo de inhibicidén: Zona circular clara que se forma alrededor
del disco impregnado con el agente antimicrobiano, en un medio
de cultivo donde crecen bacterias. Su diametro, medido en
milimetros, es un indicador cuantitativo indirecto de la actividad

antibacteriana del agente evaluado.

40



3.1.

CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

TIPO, DISENO Y NIVEL DE LA INVESTIGACION

3.1.1. Tipo de investigacién

Aplicada: Porque de acuerdo a la evidencia cientifica sobre
las propiedades antibacterianas de la Hierba Santa, se pretende
evaluar el potencial antimicrobiano de una planta medicinal frente a
bacterias de importancia clinica, con vistas a posibles aplicaciones

terapéuticas o preventivas (24).

Cuantitativa: Porque se recolectan datos medibles
numéricamente (diametros de halos de inhibicién, concentraciones
de CMI y CMB en mg/mL). Asimismo, se emplean procedimientos
estandarizados, replicables y controlados. Por ultimo, el analisis se

realiza mediante estadistica descriptiva e inferencial (24).

Prospectivo: Porque la informacion de las variables se

recolecta desde el presente hacia el futuro, es decir, la parte



experimental y las respectivas mediciones se realizan después del
planteamiento del estudio. Asimismo, no se usan datos

retrospectivos ni registros clinicos previos (24).

Transversal: Porque se mide la actividad antibacteriana una
sola vez por cepa y concentracion en condiciones controladas de
laboratorio. Ademas, no hay seguimiento de evolucion, cambios

temporales ni monitoreo longitudinal (24).

3.1.2. Disefio de investigacioén

Experimental: Porque se someti6 las cepas de
Staphylococcus aereus y Escherichia coli a diferentes
concentraciones del extracto etandlico de Hierba Santa para
determinar la actividad antibacteriana. Asimismo, se emplearon

controles positivos y negativos (24).

3.1.3. Nivel de lainvestigacion

Explicativo: Porque busca determinar la actividad

antibacteriana del extracto etanélico de Hierba Santa, basandose en
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3.2.

3.3.

la evaluacion de los halos de inhibicidn y en el planteamiento de una

hipotesis estadistica (24).

POBLACION Y MUESTRA

3.2.1. Poblacion

La poblaciéon esta conformada por las cepas Staphylococcus

aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 25922.

3.2.2. Muestra

Conformada por 56 placas Petri donde se realiz6 el cultivo de

las cepas Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli

ATCC 25922.

TECNICAS, INSTRUMENTOS Y PROCEDIMIENTOS PARA LA

RECOLECCION DE INFORMACION
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3.3.1. Materiales y/o instrumentos

MATERIALES

v Probeta 250ml

v Probeta 50ml

v Placas Petri 10x100mm

v Placas Petri 10x150mm

v Placas Petri 20x200mm

v Pipetas calibradas

v' Matraces Erlenmeyer 250ml

v Algodén 500g marca CKF Perufarma

v" Tubos de ensayo 15x125mm

v" Vasos de precipitados

v Balén 2000ml

v" Micropipeta (0,5-10 ul)

v" Micropipeta (10 - 100 pl)

v" Micropipeta (100 - 1000 pl)

v' Puntas para micropipeta de (0,5-10 pl)
v" Puntas para micropipeta de (10 - 100 ul)
v" Puntas para micropipeta de (100 - 1000 pl)

v" Frasco de boca ancha de color &mbar
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v Frasco transparente con tapa
v" Pinzas

v' Mango de bisturi n® 3

v" Hoja de bisturi n°15

v' Gradillas

v" Mechero

v" Embudos

v Piseta

v' Succionador de pipetas

v" Viales con tapa de goma

v' Papel filtro

REACTIVOS

v' Agar Mueller Hinton marca Hi media

v/ Caldo BHI (Infusién Cerebro Corazén) marca Merck
v' Agar BHI marca Merck

v" Alcohol etilico de 70° marca Alkofarma

v Alcohol de 96° marca Alkofarma

v' Tintura de yodo marca Alkofarma

v Cloruro férrico (FeCl3) marca Eisen-Golden
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v' Cobre(ll) acetato monohidrato marca Merck

v' Acetato de plomo Pb(CH3COOQ)2 marca Biopack
v Cloruro de mercurio HgCI2 marca Merck

v' Tungstato de sodio Na2W04.2H20 marca Biopack
v Fosfato dis6dico Na2HPO4 marca Biopack

v" Acido picrico C6H3N30O7 marca Biopack

v" Yodo |12 marca Adbaquim

v Nitrato de bismuto (lll) pentahidratado marca Merck
v" Acido nitrico HNO5; marca Biopack

v Yoduro de potasio KI marca Merck

v Ron

v Hipoclorito de sodio (NaClO)

v' Ampollas de agua destilada 5 ml

DISCOS DE ANTIBIOTICOS

v" Vancomicina (VA) marca Oxoid

v Cefuroxima (CXM) marca Oxoid
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EQUIPOS Y OTROS

v Molino manual marca Corona

v' Autoclave 121°C por 15 libras de presion

v Balanza analitica marca Kern modelo AES 200-4C
v' Balanza de precisién marca Kern modelo PBS6200-MZ
v’ Estufa marca Merwert U50

v" Incubadora 35+2°C. marca Merwert IF75plus

v' Refrigerador 4- 8°C. marca Biobase BPR-5V588

v" Rotador magnético 125rpm marca VWR Minivortex
v Cocina eléctrica

v' Espatula

v' Asa bacterioldgica

v' Asa digralsky

v' Papel kraft

v Nefelometro de Mac Farland

v' Vernier digital Marca Truper

v' Guardapolvo

v Guantes de nitrilo marca Golden Glove

v' Mascarillas marca R&G

v' Guantes de proteccién térmica
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v' Bandejas de pléasticos
v' Gorro marca R&G

v' Marcador

v Lapicero

v' Papel aluminio

v" Pavilo

v' Tijera

v' Sobre de manila

v" Hoja de turbidimetria

3.3.1. Procedimientos

3.3.1.1. OBTENCION DE LA ESPECIE VEGETAL Cestrum

auriculatum (Hierba santa)

Recoleccion

La planta Cestrum auriculatum “Hierba santa” fue recolectada
en el distrito de Pocollay, provincia y departamento Tacna, fue
recolectada en el mes de noviembre del 2024. Una vez recolectadas

se llevo con cuidado en una bolsa de papel (ver Anexo 1).
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Selecciodn

Se procedi6 a la separacion de las ramas con las hojas de
Cestrum auriculatum “Hierba santa”. Escogiendo aquellas hojas que

estén en buen estado (ver Anexo 2).

Lavado

Se empezo6 a lavar en dos procesos para quitar cualquier tipo
de impurezas, primero se pasé por un recipiente con agua y gotas
de lejia, luego en otro recipiente con solo agua. Posteriormente se

sacudi6 un poco y se colocaron encima del papel kraft (ver Anexo 3).

Secado

Para evitar la proliferacion de microorganismos se secé la
planta de forma natural en un ambiente fresco y seco en donde no
caiga nada de luz ni este himedo el ambiente en donde no se pueda

alterar los metabolitos secundarios de las hojas de Cestrum
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auriculatum “Hierba santa”, ademas se volteaban las hojas todos los

dias (ver Anexo 4).

3.3.1.2. OBTENCION DE LA CERTIFICACION

Una muestra de Cestrum auriculatum “Hierba santa” fue
llevada a la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann —
Facultad de Ciencias de la Escuela de Biologia y microbiologia para

validar su taxonomia (Anexo 5).

3.3.1.3. PREPARACION DEL MATERIAL

Se empez0 a seleccionar y envolver todos los materiales con

papel kraft que se van a utilizar, para esterilizarlos en la estufa (ver

Anexo 6).
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3.3.1.4. ELABORACION DEL EXTRACTO ETANOLICO

Trituracion

Pasaron los dias de secado y se empezd a triturar en un
molino manual las hojas durante una hora, obteniendo las hojas
trituradas, se agreg6 250.18 g Cestrum auriculatum “Hierba santa”

al frasco de color ambar (ver Anexo 7).

Macerado

Estando las hojas trituradas de Cestrum auriculatum “Hierba
santa” dentro del envase de vidrio ambar. Se afiadié 4.5 L de alcohol
70° que cubrié por completo el contenido de las hojas trituradas,
luego fue sellado y se envolvié con papel aluminio. Se coloca el
envase de vidrio @mbar en un lugar sin luz ni humedad, este frasco

se agito tres veces al dia (ver Anexo 8).
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Filtrado

Se procedio a realizar la doble filtracion para que el extracto
no presente residuos y obtener un extracto puro, para el
procedimiento se utilizd papel filtro, embudo y probetas de 50mi
previamente esterilizados. De la filtracion se midié una cantidad de
50ml del extracto en una probeta y la otra se procedié a guardar en
un envase de vidrio con tapa (ver Anexo 9) y envuelto con papel
aluminio y se coloco en la refrigeradora. Se vertié los 50ml del
extracto en una placa Petri de 20x200mm y se pesoé. Posteriormente
se llevd a la estufa a una temperatura de 45°C por 24horas,

obteniéndose, de esta manera los principios activos.

3.3.1.5. MARCHA FITOQUIMICA DEL EXTRACTO ETANOLICO

Los procedimientos para la marcha fitoquimica y la
preparacion de los reactivos fueron realizados en el laboratorio de
Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la

Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann de Tacna.
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Identificacién de taninos

e Pruebade Cloruro férrico: Se agregé al tubo de ensayo 6ml del

filtrado de la muestra y se afiadi6 5 gotas del reactivo. Para

darnos como resultado una coloracion azul.

Identificacién de diterpenoides

e Pruebacon Acetato de cobre: Se agrego6 al tubo de ensayo 6ml

del filtrado de la muestra y se afiadié 5 gotas del reactivo. Para

darnos como resultado una coloracion verde esmeralda.

Identificacion de flavonoide

e Prueba de acetato de plomo: Se agrego al tubo de ensayo 6ml

del filtrado de la muestra y se afiadié 5 gotas del reactivo. Para

darnos como resultado un precipitado amarillo.
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Identificaciéon de alcaloides

e Prueba de Mayer: Se agreg6 al tubo de ensayo 6ml del filtrado
de la muestra y se afiadié 5 gotas del reactivo. Para darnos como

resultado una turbidez o coloracion blanco a crema.

e Prueba de Scheibler: Se agreg6 al tubo de ensayo 6ml del
filtrado de la muestra y se afadié 5 gotas del reactivo. Para

darnos como resultado una coloraciéon blanca.

e Prueba de Hager: Se agrego6 al tubo de ensayo 6ml del filtrado
de la muestra y se afiadié 5 gotas del reactivo. Para darnos como

resultado una coloracion amatrilla.

e Pruebade Wagner: Se agrego al tubo de ensayo 6ml del filtrado
de la muestra y se afiadio 5 gotas del reactivo. Para darnos como

resultado una coloraciéon marron.

e Prueba de Dragendorff: Se agreg6 al tubo de ensayo 6ml del
fitrado de la muestra y se afadié 5 gotas del reactivo. Para

darnos como resultado una coloracion naranja.
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3.3.1.6. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Agar Mueller-Hinton

Se peso 34,2g el polvo de agar Mueller-Hinton en una balanza
analitica, se vertio al balén y se afiadi6 900ml de agua destilada, se
llevo a calor y se agito frecuentemente hasta que la mezcla este bien
homogénea. Se midid con una probeta 450ml y se vertio a un matraz
y lo que queda en el balén se vertié a otro matraz. A cada matraz se
colocé torundas de algodon, se envolvio con papel kraft y
respectivamente se rotularon. Se llevé a esterilizar en autoclave a
121 °C a 15 libras de presion por 15 minutos (ver Anexo 10). Dejar
enfriar entre 45-50°C y se vertio el agar Mueller Hinton a las placas

estériles y almacenar en el refrigerador.

Caldo BHI

Se pes6 3,7g los granulos del caldo BHI en una balanza

analitica, se vertié al matraz y se afiadié6 100ml de agua destilada,

se disolvié hasta que este homogéneo. Con una pipeta se empezé a

medir 10ml del caldo BHI y verter en cada tubo de ensayo, se tap6 a
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cada tubo con torundas de algodon. Después los tubos de ensayo
se colocaron en un envase, se envolvieron con papel kraft y
respectivamente se rotularon. Finalmente se llevo a esterilizar en
autoclave a 121 °C a 15 libras de presion por 15 minutos (ver Anexo

11). Dejar enfriar y almacenar en el refrigerador.

Agar BHI

Se peso 7,28 el polvo de agar BHI en una balanza analitica,
se vertié a un matraz y se afiadié 140ml de agua destilada, se llevo
a calor y se agito frecuentemente hasta que la mezcla este bien
disuelta. Verter en cada vial y tapar a cada uno con torundas de
algodon. Después los viales se colocan en un envase, se envuelven
con papel kraft y se rotula. Esterilizar en autoclave a 121 °C a 15
libras de presion por 15 minutos. Al término de la esterilizacion se
empezod a inclinar a un angulo de 45° y dejar enfriar para almacenar

al refrigerador (ver Anexo 12).

56



3.3.1.7. PREPARACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS

Los procedimientos fueron realizados en el “Laboratorio de
Microbiologia” de la “Facultad de Ciencias de la Universidad

Nacional Jorge Basadre Grohmann de Tacna”.

Activacion

Obteniendo la bacteria por el laboratorio de microbiologia, se
comienza a activar la bacteria en caldo BHI por técnica de
suspension. Prendido el mechero pasamos el asa bacteriol6gica y
se tomdé una asada bacteriana en donde se activa la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y la cepa Escherichia coli 25922
en sus tubos de ensayo correspondientes con caldo BHI y luego se
lleva a la incubadora por 24 horas a 35+2°C (ver Anexo 13).
Después se sembr6 en agar BHI con la técnica de estria y
agotamiento (ver Anexo 14), se llevd a la incubadora por 24 horas a
35+2°C para su posterior resembrado, de aqui en adelante las cepas
bacterianas tanto para cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538y la

cepa Escherichia coli 25922 se encontraban en actividad metabdlica.

57



Se tomé una asada bacteriana en donde se activa la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 6835 y la cepa Escherichia coli 25922
por la técnica de suspension en sus tubos de ensayo
correspondientes (ver Anexo 15) y se llevé a la incubadora por un
espacio de 2 a 3 horas a 35+2°C. Transcurrido el tiempo con ayuda
del Nefelometro de McFarland, se midio la turbidez de cada tubo a
0,5 de la escala de McFarland que indica una concentracion de 1,5

x 108 cel/ml de suspensién bacteriana (ver Anexo 16).

3.3.1.8. PREPARACION DE LOS DISCOS DE SENSIBILIDAD

Inactivacion de los discos

Se utilizaron discos de vancomicina de 30 pL y cefuroxima de
30 L, se llevd a un proceso de inactivacion de las dos muestras de
disco para tener discos en blanco sin actividad antibacteriana.

Dejando unos cuantos discos para el control positivo.

En un Beaker de 1000 ml se agregaron 72 discos para luego
agregar 800ml de agua destilada. Se agito despacio, se forro con
papel kraft y se llevd a desnaturalizar en autoclave a 121 °C a 15

libras de presion por 15 minutos. Posteriormente pasado el tiempo
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se desecho el agua destilada y con una pinza se empezé a ordenar
los discos en filas a las paredes del beaker y luego se colocé a la
estufa a una temperatura de 180°C por 30minutos (ver Anexo 17).
Este procedimiento se utiliz6 para los dos tipos de discos

vancomicina de 30 pL y cefuroxima de 30 L.

Preparacion de los discos de sensibilidad con el principio activo

Con la ayuda de un bisturi empezamos a raspar la placa Petri
para sacar el extracto seco, pesar 115.2 mg e hidratarlo con 8000 uL
de agua destilada. Luego utilizamos el agitador para obtener una
mezcla homogénea. Con la ayuda de una micropipeta empezamos
a distribuir a cada vial estéril de acuerdo al porcentaje
correspondiente y lo tapamos (ver Anexo 18). Seguidamente
empezamos a dividir las placas Petri a la mitad y escribimos los

porcentajes en cada division.

Con ayuda de una pinza empezamos a sacar los discos del
beaker y colocamos 12 discos en cada divisibn. Empezamos a
embeber con una micropipeta los 30 pL a cada uno de los discos de
acuerdo al porcentaje correspondiente (ver Anexo 19). Y se dej6 por

unas horas.
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3.3.1.9. DETERMINACION DEL HALO DE INHIBICION POR EL

METODO DE LA DIFUSION DEL DISCO (KIRBY BAUER)

Con una micropipeta se dispensaron 100 pL del in6culo
bacteriano sobre la superficie del agar Mueller-Hinton de cada placa
correspondiente, empleando la técnica de diseminacion en
superficie hasta lograr una distribucion homogénea del inéculo
(véase Anexo 20). Posteriormente, se dej6 secar durante unos

minutos a temperatura ambiente.

Utilizando pinzas estériles, se colocaron los discos
impregnados con las diferentes concentraciones del extracto sobre
la superficie de las placas de Mueller-Hinton inoculadas con
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 25922,
ejerciendo una ligera presion para garantizar un contacto uniforme

(ver Anexo 21).

Las placas se incubaron a 35 = 2 °C durante 24 horas.

Transcurrido el periodo de incubacién, se procedié a la lectura

midiendo el didmetro de los halos de inhibicién con un calibrador
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digital, registrando el tamafio de la zona libre de crecimiento

microbiano alrededor de cada disco (ver Anexo 22).

3.3.1.10. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA

INHIBITORIA (CMI)

Se volvieron a preparar las suspensiones bacterianas por 3
dias. Una vez listos, se prepararon 24 tubos de ensayos (12 para
cada cepa: 10 con diluciones de caldo BHI, cepa y Cestrum
auriculatum “Hierba Santa”; 1 control positivo y 1 control negativo)
con sus respectivas cantidades. Con Staphylococcus aureus se
utilizé a partir del 40% a 60% y en el caso de Escherichia coli., se

utilizé a partir del 60% al 80% (ver Anexo 23).

3.3.1.11. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA

BACTERICIDA (CMB)

Una vez determinada la concentracion minima inhibitoria
(CMI), se procedio a establecer la concentracion minima bactericida
(CMB). Para ello, se seleccionaron tres tubos correspondientes a las

diluciones sin evidencia de turbidez.
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Se preparé el medio Mueller-Hinton, el cual fue esterilizado en
autoclave y posteriormente vertido en placas Petri previamente
esterilizadas. Las placas fueron rotuladas segun la enumeracion de

los tubos correspondientes a cada cepa.

Para Staphylococcus aureus, se inocularon 100 pyL de los
tubos 7, 8 y 9 (véase Anexo 24) en las placas asignadas; de manera
analoga, para Escherichia coli se inocularon 100 uL de los tubos 6,
7y 8 (véase Anexo 25). En todos los casos, el inéculo se distribuyo
homogéneamente sobre la superficie del agar Mueller-Hinton
empleando un asa de Drigalsky. Las placas se incubaron a 35 + 2

°C durante 24 horas.

Finalizado el periodo de incubacién, se realizé el recuento de
unidades formadoras de colonias (UFC). Para S. aureus, la CMB se
obtuvo en la placa correspondiente al tubo 8 (ver Anexo 26),
mientras que para E. coli se observo en la placa derivada del tubo 6,

evidenciando una reduccién del 99 % de las colonias (ver Anexo 27).
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3.4.

ANALISIS DE DATOS

Estadistica descriptiva:

Dado que las variables consideradas en el presente estudio
son exclusivamente de tipo numérico continuo, se emplearon
medidas de tendencia central y dispersion para su descripcion. En
ese sentido, los datos obtenidos de los halos de inhibicién (en
milimetros) se resumieron mediante el calculo de la media aritmética
y la desviacion estandar, permitiendo caracterizar la distribucion y
variabilidad de los efectos antibacterianos del extracto etandlico de

Cestrum auriculatum a distintas concentraciones.

Estadistica inferencial:

Para evaluar si existian diferencias estadisticamente
significativas en los halos de inhibicién generados por las distintas
concentraciones del extracto etandlico, se aplicd un analisis de
varianza de un solo factor (ANOVA de un factor o ANOVA H), dado
gue la variable dependiente (didmetro del halo) es numérica continua

y se compararon multiples grupos independientes (concentraciones
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del extracto). Posteriormente, se realizaron pruebas post hoc de
comparaciones multiples por pares a través de la prueba de
Bonferroni, con el fin de identificar especificamente cuales

concentraciones presentaron diferencias significativas entre si.

Adicionalmente, se emplearon diagramas de caja y bigotes
(boxplots) para visualizar graficamente la distribucion de los halos de
inhibicidon segun las diferentes concentraciones del extracto, lo que
permitié detectar tendencias, posibles valores atipicos y amplitud de

variacion intra e intergrupal.

Todos los contrastes de hipétesis fueron realizados
considerando un nivel de significancia estadistica (a) de 0.05, y el
procesamiento de los datos se llevé a cabo utilizando el software

STATA®, version 18.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Tabla 1. Halos de inhibicién por el método de difusion del disco Kirby Bauer del

extracto etandlico de “Hierba Santa” frente a Staphylococcus aereus.

Halos de inhibicién (HI, mm)

[EHS]

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 Hi12 1]
20% <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6
40% <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6
60% 16.64 14.23 1419 17.34 1599 14.19 1353 1522 1518 16.13 157 16.35 15.39
80% 22.26 16.34 17.45 19.8 23.29 21.27 16.76 19.12 18.21 23.27 22.32 21.77 20.16
100% 26.89 26.77 27.04 26.73 219 1951 26.98 26.95 29.99 33.33 22.36 2238 259
C+ 15.48 15.48 15.48 15.48 1548 14.15 13.98 15.65 15.99 1597 1443 1535 1524
C- <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6

Fuente: Elaboracion propia. Ficha de recoleccion de datos

[EHS]: Concentracién del Extracto etandlico de Hierba Santa

H: Media o promedio

Interpretacion:

A través del método de difusién en disco de Kirby-Bauer, se observo

que a partir de una concentracion del 60% del extracto etandlico de Hierba

Santa, comenz0 a evidenciarse actividad antibacteriana, reflejada en un

aumento progresivo del halo de inhibicion en funcion de la concentracion

del extracto. Es asi que, la mayor actividad antibacteriana se alcanz6 con

una concentracion del 100%, cuyo halo de inhibicion tuvo un promedio de



25.9 mm. Este valor fue incluso superior al obtenido con el control positivo,

gue en este caso fue la vancomicina.
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Gréfico 1. Promedios de los halos de inhibicion del extracto etanodlico de “Hierba

Santa” frente a staphylococcus aereus.
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Evaluacién de los halos de inhibicion del extracto etanélico de Hierba

Santa a diferentes concentraciones frente a Staphylococcus aereus

a) Planteamiento de hipotesis estadisticas:

e Hipdtesis nula (Ho): Los promedios de los halos de inhibicion
no son diferentes segun la concentracién del extracto etandlico
de Hierba Santa frente a Staphylococcus aereus.

e Hipotesis alterna (Ha): Los promedios de los halos de inhibicién
son diferentes segun la concentracidon del extracto etandlico de

Hierba Santa frente a Staphylococcus aereus

b) Prueba estadistica y nivel de significancia:

ANOVA H de un Factor y Prueba de Bonferroni para comparaciones

multiples con un nivel de significancia de 0,05
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c) Obtencion del valor p:

e Prueba de ANOVA H de un factor

Tabla 2. Prueba de ANOVA H de un factor para la evaluacion de la variabilidad de
los halos de inhibicién a diferentes concentraciones del extracto etandlico de

Hierba Santa frente a Staphylococcus aereus.

Fuente Suma de Gl:ados de Suma} de F Valor p
cuadrados libertad medias

Entre los grupos 4481.64 6 746.94 229.50 0.000

Dentro de los grupos 250.61 77 3.25

Total 4732.24 83 57.01

Fuente: Elaborado en STATA versiéon 18.0

Interpretacion:

Tras aplicar la prueba estadistica ANOVA de un factor, se obtuvo un
valor p = 0.000, que es inferior al nivel de significancia asint6tica de 0.05.
En consecuencia, se rechaza la hipétesis nula y se concluye que los
promedios de los halos de inhibicidbn varian segun la concentracion del

extracto etanodlico de Hierba Santa frente a Staphylococcus aureus.

Aunque se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los promedios de los halos de inhibicion segun las concentraciones

del extracto, se procedi6 a realizar la prueba de Bonferroni para
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comparaciones multiples por pares, con el objetivo de identificar las
concentraciones del extracto que presentan las mayores diferencias en los

promedios de los halos de inhibicién.
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e Prueba de Bonferroni para comparaciones multiples por

pares

Tabla 3. Prueba de Bonferroni para comparaciones multiples de los promedios de
los halos de inhibicion a diferentes concentraciones del extracto etandlico de

Hierba Santa frente a Staphylococcus aereus.

[EHS] 100% 20% 40% 60% 80% C+
20% -19.91

Valor p 0.000

40% -19.91 0

Valor p 0.000

60% -10.51 9.39 9.39

Valor p 0.000 0.000 0.000

80% -5.75 14.16 14.16 4.76

Valor p 0.000 0.000 0.000 0.000

C+ -10.66 9.24 9.24 -0.15 -4.91

Valor p 0.000 0.000 0.000 1 0.000

C- -19.91 0 0 -9.39 -14.16 -9.24
Valor p 0.000 1 1 0.000 0.000 0.000

Fuente: Elaborado en STATA version 18.0

Interpretacion:

Con la Prueba de Bonferroni se obtiene un valor p = 0.000 para todas
las comparaciones por pares de las concentraciones de 80% y 100% del
extracto etanolico de Hierba Santa. Se puede evidenciar, ademas, que

estas concentraciones presentan mayor halo de inhibicion frente a
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Staphylococcus aereus que el control positivo, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa.

Tabla 4. Nivel de sensibilidad segun Duraffourd y Lapraz de los halos de inhibicién

del extracto etandlico de Hierba Santa frente a Staphylococcus aereus.

Media de los Halos de

[EHS] Inhibicién (mm) Nivel de sensibilidad
20% 6 Nula (-)

40% 6 Nula (-)

60% 15.39 Muy sensible (++)
80% 20.16 Sumamente sensible (+++)
100% 25.9 Sumamente sensible (+++)

Fuente: Elaboracion propia. Ficha de recoleccion de datos
[EHS]: Concentracién del Extracto etandlico de Hierba Santa

Nula (-) : menorigual a 8 mm
Muy sensible (++) :de15a19 mm
Sumamente sensible (+++): de mayor igual a 20 mm

Interpretacion:

De acuerdo al nivel de sensibilidad segun la categorizacion de
Duraffourd y Lapraz, el extracto etanolico muestra una actividad
antimicrobiana dependiente de la concentracion. A concentraciones bajas
(20%, 40%, y 60%), no hay un efecto inhibitorio significativo, mientras que
a concentraciones mas altas (80% y 100%), la actividad antimicrobiana es
mucho mas evidente, alcanzando su maxima eficacia a la concentracion

del 100%.
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Gréfico 2. Relacion entre las diferentes concentraciones del extracto etandélico de
Hierba Santa y el nivel de sensibilidad frente a Staphylococcus aereus.

Interpretacion:

Se observa que, a mayor concentracion de extracto etandlico de
Hierba Santa, mayor es la sensibilidad antibacteriana frente a
Staphylococcus aereus. Esto evidencia direccionalidad positiva en la

relacion de ambas variables.
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Tabla 5. Halos de inhibiciéon por el método de la difusion del disco Kirby Bauer
para determinar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Hierba Santa

frente a Escherichia coli.

Halos de inhibicién (HI, mm)

[EHS]
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 1]

20% <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6
40% <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6
60% <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6
80%  18.63 20.24 20.03 19.49 1556 16.66 17.29 17.38 16.74 18.43 16.75 17.32 17.88
100% 21.14 23,57 2294 21.76 23.37 2272 23.65 2291 21.82 20.97 23.18 2425 22.69
C+ 20.13 2216 193 203 187 21.6 2203 20.09 19.99 21.03 209 195 20.48

C- <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6

Fuente: Elaboracién propia. Ficha de recoleccién de datos
[EHS]: Concentracion del Extracto etandlico de “Hierba Santa”

H: Media o promedio

Interpretacion:

A través del método de difusion en disco de Kirby-Bauer, se observo
que a partir de una concentracion del 80% del extracto etandlico de Hierba
Santa, comenzo a reflejarse actividad antibacteriana, manifestada en un
incremento progresivo del halo de inhibicion en funcién de la concentracion
del extracto. En esa linea, la mayor actividad antibacteriana se alcanz6 con
una concentracion del 100%, cuyo halo de inhibicién tuvo un promedio de
22.69 mm. Este valor fue incluso superior al obtenido con el control positivo,

gue para este caso fue cefuroxima.
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Gréafico 3. Promedios de los halos de inhibicién del extracto etandlico de Hierba

Santa frente a Escherichia coli.
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Evaluacién de los halos de inhibiciéon del extracto etandlico de “Hierba

Santa” a diferentes concentraciones frente a Escherichia coli

a) Planteamiento de hipotesis estadisticas:

e Hipdtesis nula (Ho): Los promedios de los halos de inhibicion

no son diferentes segun la concentracién del extracto etandlico

de “Hierba Santa” frente a Escherichia coli

e Hipotesis alterna (Ha): Los promedios de los halos de inhibicién

son diferentes segun la concentracion del extracto etandélico de

“Hierba Santa” frente a Escherichia coli

b) Prueba estadistica y nivel de significancia:

ANOVA H de un factor y prueba de Bonferroni para comparaciones

multiples con un nivel de sigificancia de 0,05
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c) Obtencion del valor p:

e Prueba de ANOVA H de un factor

Tabla 6. Prueba de ANOVA H de un factor para la evaluacién de la variabilidad de
los halos de inhibicion a diferentes concentraciones del extracto etandlico de
Hierba Santa frente a Escherichia coli.

Suma de Grados de Suma de F

Fuente cuadrados libertad medias Valor p
Entre los grupos 4374.28 6 729.04 11%6'5 0.000
Dentro de los 48.96 77 063

grupos

Total 4423.24 83 53.29

Fuente: Elaborado en STATA version 18.0

Interpretacion:

Luego de aplicar la prueba estadistica ANOVA de un factor, se
obtuvo un valor p = 0.000, que es inferior al nivel de significancia asintética
de 0.05. En consecuencia, se rechaza la hipotesis nula y se concluye que
los promedios de los halos de inhibicion varian segun la concentracion del

extracto etandlico de Hierba Santa frente a Escherichia coli.

A pesar de que se observaron diferencias estadisticas significativas

entre los promedios de los halos de inhibicion segun las concentraciones
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del extracto, se procedi6 a realizar la prueba de Bonferroni para
comparaciones multiples por pares, con el objetivo de identificar las
concentraciones del extracto que presentan las mayores diferencias en los

promedios de los halos de inhibicién.
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e Prueba de Bonferroni para comparaciones multiples por

pares

Tabla 7. Prueba de Bonferroni para comparaciones mdultiples de los promedios de

los halos de inhibicion a diferentes concentraciones del extracto etandlico de

Hierba Santa frente a Escherichia coli.

[EHS] 100% 20% 40% 60% 80% C+
20% -16.69

Valor p 0.000

40% -16.69 0

Valor p 0.000 1

60% -16.69 0 0

Valor p 0.000 1 1

80% -4.81 11.87 11.87 11.87

Valor p 0.000 0.000 0.000 0.000

C+ -2.21 14.47 14.47 1447 2.6

Valor p 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

C- -16.69 0 0 0 -11.87 -14.47
Valor p 0.000 1 1 1.000 0.000 0.000

Fuente: Elaborado en STATA versiéon 18.0

Interpretacion:

Con la Prueba de Bonferroni se obtiene un valor p = 0.000 para todas

las comparaciones por pares de las concentraciones de 80% y 100% del
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extracto etanolico de Hierba Santa. Se puede evidenciar, ademas, que
estas concentraciones presentan mayor halo de inhibicién frente a
Escherichia coli que el control positivo, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa.

Tabla 8. Nivel de sensibilidad segun Duraffourd y Lapraz de los halos de inhibicién

del extracto etandlico de Hierba Santa frente a Escherichia coli.

Media de los Halos de

[EHS] Inhibicién (mm) Nivel de sensibilidad
20% 6 Nula (-)

40% 6 Nula (-)

60% 6 Nula (-)

80% 17.88 Muy sensible (++)
100% 22.69 Sumamente sensible (+++)

Fuente: Elaboracion propia. Ficha de recoleccion de datos
[EHS]: Concentracién del Extracto etandlico de Hierba Santa

Nula (-) : menorigual a 8 mm
Muy sensible (++) :de 15a19 mm
Sumamente sensible (+++): de mayor igual a 20 mm

Interpretacion:

De acuerdo al nivel de sensibilidad segun la categorizacién de
Duraffourd y Lapraz, el extracto etandlico muestra una actividad
antimicrobiana dependiente de la concentracién. A concentraciones bajas
(20%, 40%, y 60%), no hay un efecto inhibitorio significativo, mientras que

a concentraciones mas altas (80% y 100%)), la actividad antimicrobiana es
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mucho mas evidente, alcanzando su maxima eficacia a la concentracion

del 100%, siendo a esta concentracion sumamente sensible.
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Gréfico 4. Relacion entre las diferentes concentraciones del extracto etanélico de

Hierba Santa y el nivel de sensibilidad frente a Escherichia coli.

Interpretacion:

Se observa que, a mayor concentracion de extracto etandlico de

Hierba Santa, mayor es la sensibilidad antibacteriana frente a Escherichia
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coli. Esto evidencia direccionalidad positiva en la relacion de ambas

variables.

Tabla 9. Identificacion colorimétrica de metabolitos en el extracto etandlico de

Hierba Santa.

Metabolito Reactivo Identificacion Resultados

Taninos Cloruro férrico Coloracion azul +++
10%

Diterpenoides Acetato de Verde esmeralda +++
cobre

Flavonoides Acetato de Precipitado amarillo +++
plomo 10%

Alcaloides
Mayer Turbidez o coloracion blanco a crema ++
Scheibler Coloracion blanca ++
Hager Coloracion amarillo +
Wagner Coloracion marrén ++
Dragendorff Coloraciéon naranja +++

Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion:

Tras la identificacion colorimétrica de metabolitos en el extracto
etandlico de Hierba Santa, se detectaron altas concentraciones de taninos,
diterpenoides, flavonoides y alcaloides, evidenciadas por la intensidad
maxima de la reaccion colorimétrica (+++). La presencia conjunta de estos

metabolitos sugiere un alto potencial farmacolégico de la Hierba Santa.
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Tabla 10. Determinaciéon de la concentracién minima inhibitoria
(CMI) del extracto etandlico de Hierba Santa frente a

Staphylococcus aereus.

Concentracion

del extracto  Cantidad pug) Turbidez
(mg) (bL)
0.5184 60 40% Presenta
0.5472 63.33 42.22% Presenta
0.576 66.66 44.44% Presenta
0.6051 70.02 46.67% Presenta
0.6336 73.35 48.89% Presenta
0.6624 76.68 51.11% Presenta
0.6912 80.01 53.33% No presenta
0.72 83.34 55.56% No presenta
0.7488 86.67 57.78% No presenta
0.7776 90 60% No presenta
Control + (Bacterias + Caldo BHI) Presenta
Control - (solo tiene Caldo BHI) No presenta

Fuente: Elaboracion propia. Ficha de recoleccion de datos

[EHS]: Concentracidn del Extracto etandlico de Hierba Santa

Interpretacion:

La CMI del extracto etandlico de Hierba Santa frente a
Staphylococcus aereus se encuentra en 53.33%, ya que es la
concentracion mas baja en la que no se observa turbidez. En ese
sentido, las concentraciones inferiores al CMI, no son efectivas para

inhibir el crecimiento bacteriano.
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Contrariamente, las concentraciones superiores al 53.33%
(55.56%, 57.78% y 60%) muestran ausencia de crecimiento bacteriano
(ausencia de turbidez), lo que confirma la actividad antibacteriana del

extracto a partir del CMI.
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Tabla 11. Determinacion de la concentracidn minima
inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de Hierba Santa

frente a Escherichia coli.

Concentracion

del extracto Ca(“JI'_")'ad [EHS]  Turbidez
(mg)
0.7776 67.5 60% Presenta
0.806 69.99 62.22% Presenta
0.834 72.51 64.44% Presenta
0.864 75 66.67% Presenta
0.8928 77.49 68.89% Presenta
0.9216 80.01 71.11% No presenta
0.9504 82.5 73.33% No presenta
0.9792 84.99 75.56% No presenta
1.008 87.51 77.78% No presenta
1.0368 90 80% No presenta
Control + (Bacterias + Caldo BHI) Presenta
Control - (solo tiene Caldo BHI) No presenta

Fuente: Elaboracion propia. Ficha de recoleccién de datos

[EHS]: Concentracion del Extracto etandlico de Hierba Santa

Interpretacion:

La CMI del extracto etandlico de Hierba Santa frente a
Escherichia coli se encuentra en 71.11%, ya que es la concentracion
mas baja en la que no se observa turbidez. En ese sentido, las
concentraciones inferiores al CMI, no son efectivas para inhibir el

crecimiento bacteriano.
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Por otro lado, las concentraciones superiores al 71.11%
(73.33%, 75.56% y 77.78%) muestran ausencia de crecimiento
bacteriano (ausencia de turbidez), lo que confirma la actividad

antibacteriana del extracto a partir del CMI.
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Tabla 12. Concentracibn minima bactericida (CMB) del extracto

etanodlico de Hierba Santa frente a Staphylococcus aereus.

N° Placas N° Tubo % [EHS] UFC/placa Resultados

1 7 53.33 8
2 8 55.56 0 CMB
3 9 57.78 0

Fuente: Elaboracion propia. Ficha de recoleccion de datos
% [EHS]: Concentracion del Extracto etandlico de Hierba Santa

Interpretacion:

Se observa que a una concentracion de 53.33% de extracto
etanodlico de Hierba Santa, ain se observan 8 unidades formadoras de
colonias (UFC), lo que indica que no se ha eliminado completamente el

Staphylococcus aereus.

Por otra parte, a partir de la concentracion de 55.56%, no se detecta
crecimiento bacteriano (0 UFC), lo que significa que esta es la CMB del
extracto etandlico de Hierba Santa, ya que redujo el 99% de la poblacion

bacteriana.
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Tabla 13. Concentracibn minima bactericida (CMB) del extracto

etanolico de Hierba Santa frente a Escherichia coli.

N°Placas N°Tubo % [EHS] UFC/placa Resultados

1 6 71.11 0 CMB
2 7 73.33 0
3 8 75.56 0

Fuente: Elaboracion propia. Ficha de recoleccion de datos
% [EHS]: Concentracion del Extracto etandlico de Hierba Santa

Interpretacion:

Se observa que a partir de la concentracion de 71.11%, no se
detecta crecimiento bacteriano (0 UFC), lo que significa que esta es la CMB
del extracto etandlico de Hierba Santa, ya que redujo el 99% de la poblacién

bacteriana Escherichia coli.
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DISCUSION

Esta investigacion determiné la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de Cestrum auriculatum “Hierba santa” [EHS] a
diferentes concentraciones, frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 y

Escherichia coli ATCC 25922.

Para ello, se consideraron esenciales abarcar los siguientes
pardmetros: la medicion de los halos de inhibicion, la determinacion del
nivel de sensibilidad, asi como la identificacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB). La medicién
de los halos de inhibicidén permitié observar la efectividad del extracto en el
control del crecimiento bacteriano, mientras que la determinacion del nivel
de sensibilidad proporcioné informacion sobre la resistencia o

susceptibilidad de las cepas bacterianas evaluadas (18,25).

De manera complementaria, el presente estudio realizé la
identificacion colorimétrica de los metabolitos del EHS, detectando altas
concentraciones de taninos, diterpenoides, flavonoides y alcaloides. Estos
compuestos fueron evidenciados por la intensidad maxima de la reaccién

colorimétrica (+++) con cada reactivo especifico. Este hallazgo sugiere un
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notable potencial farmacolégico antibacteriano de la Hierba Santa, puesto
que diversos estudios han evidenciado que los metabolitos detectados
tienen actividad antibacteriana en diversos patdégenos grampositivos y
negativos, especialmente Staphylococcus aureus y Escherichia coli. De
manera particular, diversos estudios han sefialado que los flavonoides y
terpenoides presentan una mayor actividad antibacteriana en comparacion
con otros metabolitos secundarios. Esto se debe a que los flavonoides
tienen la capacidad de inhibir la sintesis de componentes bacterianos y
alterar la permeabilidad de las membranas celulares. Por su parte, los
terpenoides comparten esta capacidad, ya que provocan la fuga del
contenido celular bacteriano, lo que conduce a la muerte de la célula. (26—

28).

En Huancayo, BendezU et al. (14), identificaron metabolitos
secundarios en un extracto hidroalcohdlico de Hierba Santa utilizando la
misma técnica colorimétrica empleada en el presente estudio. Los
resultados mostraron tinciones positivas para alcaloides, taninos,
flavonoides y compuestos fendlicos. Un estudio similar realizado por Cruz
et al. (29) en Arequipa también detect6 flavonoides, taninos y terpenos en
el mismo tipo de extracto, aunque en este caso los resultados fueron

negativos para alcaloides. Es relevante sefalar que el trabajo de Cruz et al.
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(29) difiere del nuestro principalmente en la técnica de andlisis fitoquimico,
ya que utilizd Cromatografia de capa fina. Aunque esta técnica no es
cuantitativa, tiene mayor sensibilidad para detectar alcaloides al separarlos
de una mezcla (27). En cambio, la técnica colorimétrica aplicada en nuestra
investigacion, mediante el reactivo de Dragendorff, tiene un enfoque cuasi
cuantitativo, ya que la intensidad de la coloracién de la solucién refleja la

cantidad o concentracion de alcaloides presentes.

En otro estudio, Godos (9), en Chimbote, cuantificé los polifenoles
presentes en las hojas de Hierba Santa utilizando el método de Folin-
Ciocalteu, aunque no realiz6 una marcha fitoquimica para identificar
individualmente los principales metabolitos de la planta. Sin embargo, se
toma en cuenta que los polifenoles forman parte de la estructura quimica
de flavonoides y taninos. En consecuencia, se desprende que en el estudio
de Godos (9) no se identificaron alcaloides ni diterpenoides, a diferencia de

los hallazgos obtenidos en nuestra investigacion.

En cuanto a la evaluacion de la actividad antibacteriana del EHS, se
midieron los halos de inhibicidon generados por las dos cepas bacterianas
estudiadas. Utilizando el método de difusién en disco de Kirby-Bauer, se

observé que, a partir de una concentracién del 60% de EHS, comenzé6 a
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evidenciarse actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus (uHI
= 15.39 mm), con un aumento progresivo del halo de inhibicion conforme
aumentaba la concentracion del extracto. A una concentracion del 80% (uHI
= 17.88 mm), se manifestd actividad antibacteriana frente a Escherichia
coli. En ambos casos, las concentraciones de EHS al 100% produjeron
halos de inhibicibn mayores a los controles positivos: vancomicina (uHI:
25.9 mm vs. 15.24 mm) y cefuroxima (uHI: 22.69 mm vs. 20.48 mm),

respectivamente.

Ademas, se realizaron comparaciones multiples por pares entre
todas las concentraciones de EHS y los controles positivos y negativos. Se
observé que las concentraciones del 80% y 100% del extracto mostraron
un mayor efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus vy
Escherichia coli, presentando diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con las demas concentraciones, asi como con los controles
positivos correspondientes (valor p para todas las comparaciones por pares

= 0.000).

El estudio de Cruz et al. (29), reportd resultados similares a los

obtenidos en nuestra investigacion, observando un halo de inhibicion de 23

mm con una concentracion maxima del 100% de EHS. Sin embargo, a una
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concentracion del 12.5% de extracto (12.5 mg/mL), lograron un halo de
inhibicion de 18 mm, superior al encontrado en nuestro estudio para la

concentracion del 60% de EHS (uHI: 15.39 mm).

Un hallazgo comparable al nuestro es el de Rodriguez (11), quien a
una concentracion del 25% de EHS (25 mg/mL) obtuvo un halo de inhibicién
de Staphylococcus aureus de 13.45 mm. No obstante, es relevante sefalar
que, aungue el halo de inhibicién fue similar, Rodriguez (11) utilizé6 una

concentracion inferior a la nuestra (25% frente a 60%).

Por otro lado, el estudio de Zapata (7) reporté halos de inhibicion
menores a los nuestros. En su investigacion, para Escherichia coli a una
concentracion de extracto del 25% (25 mg/mL), el halo de inhibicién fue de
6 mm, mientras que para Staphylococcus aureus, el halo fue de 9 mm con

una concentracion del 100% de extracto.

Todos los estudios mencionados anteriormente realizaron
comparaciones multiples por pares, obteniendo valores p inferiores a 0.05,
lo que demuestra que el extracto de Hierba Santa presenta actividad
antibacteriana en funcién de su concentracion. Sin embargo, al comparar

los resultados con los estudios citados, se puede inferir que en nuestra
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investigacion la actividad antibacteriana se observo a concentraciones mas
altas en comparacion con los otros estudios (60% EHS para Staphyloccus

aereus y 80% EHS para Escherichia coli).

Para respaldar lo mencionado, esta investigacion clasifico el nivel de
sensibilidad antibacteriana frente al EHS segun la categorizacion de
Duraffourd y Lapraz. Los resultados mostraron que, a concentraciones mas
altas de EHS, la actividad antimicrobiana se vuelve mas pronunciada,
alcanzando su maxima eficacia al 100% frente a Staphylococcus aureus y

Escherichia coli.

En cuanto a la CMI, este estudio determiné que la CMI del EHS
frente a Staphylococcus aureus fue del 53.33%, ya que esta fue la
concentracion mas baja en la que no se observé turbidez, indicando que es
la concentracion minima efectiva para inhibir el crecimiento bacteriano. Por

otro lado, la CMI del EHS frente a Escherichia coli fue del 71.11%.

Los estudios nacionales de Zapata (7), Cruz et al. (29), Rodriguez
(11) y el estudio internacional de Trujillo et al. (8) coinciden en que la CMI
de sus respectivos EHS fue del 50% para Escherichia coli y del 25% para

Staphylococcus aureus. Todas estas CMI son inferiores a las observadas
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en la presente investigacion. Esto podria sugerir que la Hierba Santa
recolectada para este estudio contiene una menor concentracion de
metabolitos secundarios con propiedad antibacteriana en comparacion con
las utilizadas en investigaciones previas. Sin embargo, esta es solo una
conjetura, y seria necesario realizar un analisis fitoquimico cuantitativo para
comparar los metabolitos de estas plantas segun su origen. A pesar de
esto, se puede deducir que, en todos los casos, incluida la presente
investigacion, la CMI del EHS es siempre mayor para Escherichia coli que

para Staphylococcus aureus.

Por otra parte, en relacion a la CMB, para Staphylococcus aereus se
encontré que a partir de la concentracion de 55.56%, no se detectd
crecimiento bacteriano (0 UFC). Asimismo, el CMB para Escherichia coli

fue de 71.11%.

Estudios como el de Zapata (7) y Cruz et al. (29), encontraron que
la CMB del extracto hidroalcoholico de Hierba Santa frente a Escherichia
coli fue del 100% (100 mg/mL), un hallazgo superior al obtenido en nuestro
estudio. En cambio, para Staphylococcus aureus, la CMB fue del 25% (25

mg/mL), resultando ser inferior a la CMB encontrada en esta investigacion.
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Al igual que las CMI determinadas, la CMB del EHS muestra
diferencias entre las dos cepas estudiadas. Es decir, la CMB es superior
para Escherichia coli en comparacion con Staphylococcus aureus. Una
posible explicacion para estas diferencias radica en la estructura de la
pared celular y la permeabilidad de la membrana celular de ambas cepas.
Por ejemplo, Escherichia coli, al ser una bacteria gramnegativa, posee una
membrana externa adicional que actla como barrera para los agentes
antimicrobianos. Esta membrana esta compuesta principalmente por
lipopolisacaridos y contiene porinas que limitan el ingreso de
antibacterianos, de acuerdo con su tamafio y estructura molecular. Esto
sugiere que se necesita una mayor concentracion de EHS para inhibir y
eliminar el crecimiento bacteriano de Escherichia coli en comparacion con

Staphylococcus aureus.
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PRIMERA:

SEGUNDA:

TERCERA:

CUARTA:

CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Cestrum auriculatum “Hierba santa”,
presentd actividad antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus ATCC 6538 a partir de la concentracién del 60%,
mientras que para Escherichia coli ATCC 25922 fue a partir

del 80%.

En el extracto etandlico de Cestrum auriculatum “Hierba
santa”, se detectaron altas concentraciones de taninos,
diterpenoides, flavonoides y alcaloides, evidenciadas por la

intensidad maxima de la reaccién colorimétrica (+++).

La Concentracion Minima Inhibitoria del extracto etandlico de
Cestrum auriculatum “Hierba santa” para Staphylococcus
aereus fue de 53.33%, mientras que para Escherichia coli fue

de 71.11%.

La Concentraciéon Minima Bactericida del extracto etandlico

de Cestrum auriculatum “Hierba santa” para la cepa



Staphylococcus aereus fue de 55.56%, mientras que para

Escherichia coli fue de 71.11%.
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RECOMENDACIONES

Evaluacién de la actividad antibacteriana del EHS en modelos in vivo: Se
recomeinda realizar ensayos clinicos o pruebas en modelos animales para
confirmar la efectividad del extracto etandlico de Cestrum auriculatum en
organismos vivos. Esto permitirdA comprender mejor su biodisponibilidad, su
potencial para prevenir o tratar infecciones bacterianas y su seguridad a largo

plazo.

Aislamiento e identificacion de compuestos bioactivos: Se recomienda
realizar estudios adicionales para aislar y caracterizar los compuestos especificos
responsables de la actividad antibacteriana en Cestrum auriculatum. Esto podria
implicar el uso de técnicas como la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
y espectrometria de masas (MS), lo que ayudaria a identificar los metabolitos

secundarios presentes que podrian ser los agentes activos.

Pruebas frente a otras cepas bacterianas: Ampliar el espectro de bacterias
evaluadas, incluyendo cepas multirresistentes o patdbgenos mas relevantes, podria
proporcionar informacion mas completa sobre la efectividad del extracto en
diferentes contextos clinicos. Esto también incluiria la evaluacion de su actividad

frente a bacterias gram negativas y gram positivas adicionales.
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Anexo 1: Recoleccion de la planta Cestrum auriculatum “Hierba santa”

Anexo 2: Separacion de las hojas con las otras partes de la planta

Cestrum auriculatum “Hierba santa”
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Anexo 3: Proceso de lavado de las hojas Cestrum auriculatum “Hierba

Santa”

Anexo 4: Secado de las hojas Cestrum auriculatum “Hierba Santa”
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Anexo 5: Certificado de la planta Cestrum auriculatum “Hierba santa

HERBARIO TAKANA (TKA) TKA
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann

Facultad de Ciencias HERBARIO TAKANA
Ciudad Universitaria - Av. Miraflores s/n, Tacna - Pert Frosmass o

CONSTANCIA DE IDENTIFICACION TAXONOMICA

Yo Dr. Pablo Juan Franco Le6n Docente de la Facultad de Ciencias, de la Catedra de Botanica de la
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann, dejo constancia que:

La muestra alcanzada al laboratorio de Botanica por Maria Mercedes Paredes Mamani con DNI 74560869;
bachiller de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann de Tacna, cuya determinacion taxondmica servira para la
realizacion del proyecto de Tesis: “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE Cestrum auriculatum “HIERBA SANTA” FRENTE A Staphylococcus aureus ATCC 6538
y Eschirichia coli ATTC 25922 TACNA 2024”, ha sido estudiada y clasificada como: Cestrum auriculatum y
tiene la siguiente posicion taxonomica, segin el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).

DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA
ORDEN SOLANALES
FAMILIA SOLANACEAE
GENERO Cestrum
ESPECIE Cestrum auriculatum

Nombre vulgar: Hierba santa

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que hubiera lugar.

Tacna, 23 de enero del 2025
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Anexo 6: Realizacion de envoltura y esterilizacion de los materiales

Anexo 7: Trituracion y pesado de las hojas de Cestrum auriculatum

“Hierba santa”
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Anexo 8: Verter alcohol 70°, forrar la botella con papel aluminio y lo

almacenamos.
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Anexo 10: Preparacion del agar Mueller Hinton
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Anexo 12: Preparacion del agar Nutritivo

Anexo 13: Primer paso (se realizo la suspension de ambos agentes
bacterianos)
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Anexo 14: Segundo paso (con la suspension anterior del tubo de ensayo

ahora se realiza el cultivo en viales por siembra en estria y agotamiento

de ambos agentes bacterianos)

Anexo 15: Tercer paso (teniendo los viales con crecimiento bacteriano se

realiza la ultima suspension de ambos agentes bacterianos)
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Anexo 16: Para ambos agentes bacterianos se realizé Nefelometria de

McFarland (en los tres procedimientos se metieron en la incubadora)
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Anexo 18: Preparacion de las concentraciones del extracto
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Anexo 20: Agregando la suspension bacteria y realizando la siempre por

diseminacion en superficie

Anexo 21: Agregando los discos de sensibilidad con el respectivo

porcentaje del extracto en las placas
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Anexo 22: Medicién de los halos de inhibicion
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Anexo 24: Resultados de la determinacion de la CMI para

Staphylococcus aureus

Anexo 25: Resultados de la determinacion de la CMI para Escherichia

coli
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Anexo 26: Resultados de la determinacion de la Concentracion Minima

Bactericida para Staphylococcus aureus

Anexo 27: Resultados de la determinaciéon de la Concentracién Minima

Bactericida para Escherichia coli
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Anexo 28: Preparacion de los reactivos para la marcha fitoquimica

Reactivo de Cloruro férrico 1%: Para preparar el reactivo se disuelve
1 gramo de cloruro férrico (FeCls) en 100 ml de agua destilada. Es
importante agitar la solucién hasta que el cloruro férrico se disuelva
completamente. Se guardé la solucidén en un frasco &mbar, bien tapado,

en un lugar fresco y oscuro para protegerla de la luz y la himeda (30).

Reactivo de Acetato de cobre 10%: Para preparar el reactivo se peso
con precision 10 gramos de acetato de cobre (1) anhidro o dihidratado.
Se debe disolver el acetato de cobre pesado en aproximadamente 80
ml de agua destilada caliente. Enfriar la solucién y luego completar el
volumen a 100 ml con agua destilada. Se guard6 la solucion en un
frasco @mbar, bien tapado, en un lugar fresco y oscuro para protegerla
de la luz y la humeda (31).

Reactivo de Acetato de plomo 10%: Para preparar el reactivo se peso
10 gramos de acetato de plomo (Pb(CH3COO)2) en 100 ml de agua
destilada. Se guardé la solucién en un frasco a&mbar, bien tapado, en

un lugar fresco y oscuro para protegerla de la luz y la himeda (32).

Reactivo Mayer: Para obtener al reactivo se prepar6 dos soluciones la
Solucion A: 1,36 g de cloruro de mercurio HgCI2 con 60ml de agua
H20 y la Solucion B: se peso6 5g de yoduro de potasio KI en10ml de
agua H20. Ambas soluciones se diluyeron a 100ml. Se guardo la
solucion en un frasco ambar, bien tapado, en un lugar fresco y oscuro

para protegerla de la luz y la himeda (30).
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Reactivo Scheibler: Para preparar el reactivo se pes6 100g tungstato
de sodio més 70g NazHPO4 y se diluyo a 500ml de agua H20. Y se
acidifico con HNO3. Se guardo la solucion en un frasco dmbar, bien
tapado, en un lugar fresco y oscuro para protegerla de la luz y la
hameda (30).

Reactivo Hager: Para preparar el reactivo se realiz6 una solucion
saturada de acido picrico. Se guardo la solucion en un frasco ambar,
bien tapado, en un lugar fresco y oscuro para protegerla de la luz y la
hameda (30).

Reactivo Wagner: Para preparar el reactivo se disuelven 1,27 gramos
de yodo y 2 gramos de yoduro de potasio en 30 ml de agua, se disuelve
bien y se afora hasta 100 ml con agua. Se guardé la solucién en un
frasco &mbar, bien tapado, en un lugar fresco y oscuro para protegerla
de la luz y la humeda (33).

Reactivo Dragendorff: Para obtener al reactivo se prepar6 dos
soluciones la Solucién A: Disolver 8 gramos de nitrato de bismuto (l11)
pentahidratado en 20-25 ml de &cido nitrico al 25%. Y la Solucion
B: Disolver 27.2 gramos de yoduro de potasio en 50 ml de agua
destilada. Se debe mezclar lentamente la solucion A con la solucion B,
agitando constantemente. Dejar reposar la mezcla durante 24
horas. Luego, decantar el liguido sobrenadante y desechar el
precipitado. Se realiz6 la dilucion de la solucién con agua destilada
hasta un volumen final de 100 ml. Se guardd la solucion en un frasco
ambar, bien tapado, en un lugar fresco y oscuro para protegerla de la

luz y la humeda (30)
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