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RESUMEN

Se evalula la eficacia antimicrobiana del extracto de Cassia reticulata en cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922 comparado con ciprofloxacino, mediante un
experimento. Se trabajo con el grupo para el extracto de Cassia reticulata y para ciprofloxacino con
12 repeticiones por grupo. Cada placa petri se dividid en 6 partes iguales, las cuales fueron para
diluciones al 100%, 90%, 80%, 70%, control positivo y control negativo. Se midieron los didmetros
en cada repeticion. Los resultados se registraron y analizaron con estadistica comparativa e
inferencial. El extracto de Cassia reticulata presentd, un halo de inhibicién de 23 + 1.08 mm al 100%
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, mientras que para Escherichia coli ATCC 25922 presenté
un halo de 23.4 + 1.18 mm en la dilucidn al 100 %. El extracto de Cassia reticulata tiene igual eficacia
antimicrobiana para Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922 en
concentraciones 100%, asimismo ciprofloxacino tiene mayor eficacia antimicrobiana que cassia

reticulata, con un halo de inhibicién >28 mm de didmetro para ambas cepas.

Palabras claves: Eficacia antimicrobiana, extracto de Cassia reticulata, halo de inhibicion,

tratamiento antimicrobiano, Staphylococcus aureus, Escherichia coli.
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ABSTRACT

The antimicrobial efficacy of Cassia reticulata extract in strains of Staphylococcus aureus ATCC
25923 and Escherichia coli ATCC 25922 compared with ciprofloxacin, by experiment. We worked
with the group to extract Cassia reticulata and ciprofloxacin with 12 repetitions per group. Each petri
dish was divided into 6 equal parts, which were for dilution 100%, 90%, 80%, 70%, positive control
and a negative control. The diameters were measured in each repetition. The results were recorded
and analyzed with comparative and inferential statistics. Cassia extract reticulata presented, an
inhibition of 23 + 1.08 mm at 100% against Staphylococcus aureus ATCC 25923, while for Escherichia
coli ATCC 25922 showed a 23.4 + halo 1.18 mm at 100% dilution. Cassia reticulata extract has
antimicrobial efficacy equal to Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 25922
in 100% concentrations, ciprofloxacin also has antimicrobial efficacy greater than cassia reticulata,

with an inhibition> 28 mm diameter for both strains.

Key words: Antimicrobial Efficacy extract Cassia reticulata, halo of inhibition, antimicrobial

treatment, Staphylococcus aureus, Escherichia coli.



INTRODUCCION

Las personas han utilizado plantas para aliviar enfermedades durante toda su tradicién, la incidencia
de los productos vegetales en la medicacidn se ha trasformado a lo largo de las épocas, en base al
progreso del conocimiento cientifico sobre estos productos como los demadas instrumentos
medicinales para procesos patoldgicos.! La necesidad del hombre por aliviar sus padecimientos, lo
ha regido a las plantas y a su extensidn curativa a través de los afios, debido a que las plantas
medicinales son precursores de la semisintesis quimico-farmacéutica, y que en la actualidad estan
en un segundo plano con una mayor representacion y uso. Con la aparicién de medicamentos por
las farmaindustrias se redujo el manejo de los productos Fito terapéuticos; sin embargo, en los
ultimos afios, con el uso practico de plantas, este ha vuelto a surgir particularmente en paises

subdesarrollados, aunque la préctica se extiende por el mundo entero.?

La infecciones debidas a Escherichia coli son muy frecuentes, sabiendo que se encuentran en
grandes concentraciones en la micro flora intestinal, que generalmente es inerme. Asi mismo en
diferentes partes del organismo logra producir malestares graves, como E. coli entero hemorragica
que sus efectos sobre la salud radica en la infectividad de esta. Ademas las cepas de E. coli son muy

patdgenas al transmitirse por medio de agua contaminada que por lo general lo consumimos.3

Staphylococcus aureus es parte frecuentemente de la microflora humana, produce enfermedad si
el microorganismo prolifera y se radia por los tejidos o su capacidad para promover toxinas y
enzimas extracelulares. Siendo la propagacion de los microorganismos un problema tipico en los
centros de salud. A comparacion de Escherichia coli, el Staphylococcus aureus puede estar presente
en aguas de empleo doméstico, pero no existe indices de su transmisién por el consumo de estas
aguas. A pesar que Staphylococcus aureus son sutilmente mas invulnerable que E. coli a las

concentraciones de cloro residuales.**

La OMS deduce que aproximadamente la mitad de las mercancias farmacéuticos dispensados tienen
su principio en vegetaciones, sea como extractos o como principios activos puros o también como
medicamentos semi-sintéticos; también la OMS incita en que la funcién de las plantas terapéuticas
debe estar respaldada por bases cientificas de seguridad, efectividad y calidad para ser manejadas

en humanos.®”’
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La tierra tiene aproximadamente 400.000-500.000 variedades de plantas de las cuales el 1% han
sido estudiadas por sus propiedades farmacoldgicas y solo 150 géneros han sido usados en

medicacidon por medio de la extraccidn de sus elementos activos puros’.

La fitoterapia en el Peru, se aglomera a todo conjunto de ciencias, y de saber cual ha sido el modo
de aliviar y prevenir las enfermedades fisicas y “del alma”, rescatdndose a través de los tiempos y
que cada poblacién o cultura ha sabido tener y guardar.’ El uso de la fitoterapia, es cada vez mas
aceptada en los diferentes estratos sociales. A pesar de tener una larga historia en medicina
tradicional, ha sido desfavorecida por los profesionales de la salud, pero la investigacidon cientifica
sobre el beneficio de las floras medicinales es muy numerosa, y el creciente nimero de plantas
investigadas hace que los servidores de la salud tengan un conocimiento mds amplio y dirigido sobre

la utilizacién de las plantas.®

En el Peru y otros paises subdesarrollados, la terapéutica por medio de plantas simbolizan todavia
una de las principales instrumentos terapéutica en medicina histdrica. La flora peruana brinda
grandiosas posibilidades para el develamiento de nuevas propiedades con actividad antimicrobiana.
Se deduce que el Pais tiene alrededor de 25000 especies de plantas famosas, con 17144 especies

de plantas (Angiospermas y Gimnospermas), de las cuales 5354 son especies nativas.’

La resistencia a los antibidticos es un problema mundial. La resistencia de Escherichia coli a las
fluoroquinolonas es muy general. En el mundo, hay paises en los que este tratamiento es nulo en la
mayoria de los pacientes. Asi mismo la resistencia de antibidticos de primera linea para el
tratamiento de las infecciones por Staphylococcus aureus es generalizada. Se cree que los pacientes
con infecciones por S. aureus resistente a la meticilina tienen una posibilidad de fallecer un 64%
mayor que los pacientes con infecciones no resistentes. Por lo expuesto, la Organizacidn
Panamericana de la Salud, revelo que en las Américas hay una superior resistencia de E. coli a las
cefalosporinas de tercera generacién y a las fluoroquinolonas, variedades significativas y muy
manejadas de medicamentos antibacterianos. En algunos medios, hasta el 90% de las infecciones
por S. aureus son resistentes a la meticilina, lo cual simboliza que el manejo con los antibidticos

tradicionales no actuan de forma adecuada.'®
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Hemen D, et. al.! (India, 2012). Descubrieron que el extracto con etanol al 95 % de Cassia reticulata
tiene actividad antimicrobiana al inhabilitar el crecimiento de algunos microorganismos como E.
coli, A. faecalis, S. lutea, P. vulgaris, S. aureus, M. pyogenes ya que se hallé aislamiento de Rheina,
en fraccién de 42,6 mg y ademas aislamiento de B-sitosterol encontrado en el extracto metanol y

agua seguido de la cristalizacion en etanol de 95%, proporciond 5,8 mg.

Vicente J, et. al.»? (Brasil, 2011), obtuvieron que el extracto de Senna reticulata, reveld actividad
anti-Mycobacterium y se comprobd mediante la evaluacidén del crecimiento de las bacterias en
medio de filtrado de cultivo. Se observd que las concentraciones de glucosa 30 g/L, la infusidn de
patata 50 % v/v e infusion de Cassia reticulata eran las mejores condiciones para la produccion de
metabolitos. La inhibicién del crecimiento de M. tuberculosis, expuesta por el disefio experimental,
vario desde 38,6 hasta 76,4%. Los efectos estimados y error estandar en relaciéon a la infusién de
Senna reticulata fue de -8.85 + 0.848528. Error tipico estimado del error puro con 2 f.d. Efectos

significativos en el nivel de 5% (t = 4,3025), un F-ratio de 108.78 y un valor de P de 0.0091.

Mufioz V, et. al.’3 (Bolivia, 2010), encontrd que en las hojas y la corteza de Senna reticulata secas,
molidas y maceradas con etanol-agua (70-30%) por 48 h a 25 °C tuvieron actividad anti-tripanocida
in vitro e inoculados en ratones, en diferentes elaboraciones, y se determiné la Clso (concentracion
inhibitoria del 50 % del desarrollo de los tripomastigotes). Los extractos de diferentes drganos de
Senna reticulata, presentan una serie de actividades bioldgicas como antibacterial y anti fungica.
Los extractos de Senna reticulata, utilizando la corteza encontrando una Cl 50pug/ml de >500+56,5 y
de las Hojas un 460+2,3. El analisis estadistico utilizando T-student no indica una discrepancia
significativa (p>0.05) entre el control (ratones no tratados) y los extractos de Anacardium
occidentale y Senna reticulata en los diferentes dias de post infeccidn. La comparacion de los valores
promedio fue realizada usando el Test de Student y ANOVA. El nivel de significancia fue establecido

para el valor de p<0.05.
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Oliviera A, et. al.** (Brasil, 2009), valoré la actividad antimicrobiana de dos extractos de Cassia
reticulata y Vismia guianensis y establecieron la concentracién minima inhibitoria de las bacterias
en agar Mueller-Hinton, 352C. La concentracidn minima inhibitoria del extracto hidroetanolico de
corteza del tallo de Senna reticulata frente a E. coli, no mostrd actividad inhibitoria, mientras que
contra S. aureus fue de 0,5 mg/mL, por otro lado las hojas de Senna reticulata contra E. coli no tuvo
actividad inhibitoria y un 6,25 mg/mL contra S. aureus. A la vez se realizé una prueba de viabilidad
el cual fue observar el potencial citotdxico de los extractos, donde los extractos de las hojas de
Cassia reticulata mostraron baja toxicidad, este extracto hidroetandlico se aplicé en el exudado
peritoneal de ratones suizos a diferentes concentraciones, obteniendo P < 0,5. El examen estadistico
de los resultados se realizé en esquema estadistico Graph Pad intermedio Instat aplicando un nivel

de significancia de p <0,05.

Ruiz J, et. al.® (Pert, 2009), evaluaron la accién antimicrobiana in vitro de extractos etandlico,
etanolicos e hidroalcohdlico de Cassia reticulata, la extraccién se ejecutd por maceracion a
temperatura ambiente con etanol al 95%. Utiliz6 agar Muller Hinton para bacterias, mezclado
asépticamente con 100 pL de una suspension bacteriana (3 x 10® UFC/mL). La actividad
antimicrobiana fue medida en mm del halo de inhibiciéon del crecimiento. De doce extractos
investigados, ocho (67%) presentaron actividad antimicrobiana significativa frente a S. aureus y S.
epidermidis y uno (8%) frente a E. coli. El extracto etandlico de Cassia reticulata tiene un didmetro
de inhibicion de 20 mm para S. aureus y 0 mm para E. coli mientras que el extracto etandlico se
encontré un de inhibicion de 18 mm para S. aureus y 14 mm para E. coli, y el extracto Hidroalcoholico

presentd un didmetro de inhibicion de 20 mm para S. aureus y 19 mm para E. coli.

La Cassia reticulata, “RETAMA”, pertenece a la superdivisién que es la spermatophyta, que presenta
una division donde se encuentra la magnoliophyta, que la sub-clase esta presente la rosidae, en la
familia encontramos a la fabaceae, el género Senna es pantropical con 260 especies, de las cuales
200 especies estan en el continente americano®®. La familia fabaceae estd compuesta de 440
géneros, 12 000 especies. Los géneros son: Astragalus (2 000), Indigofera (500), Crotalaria (500).Y
Los sindbnimos de Cassia reticulata son Cassia tarantan Kunth, Chamaesenna reticulata, Cassia
reticulata. Entre sus nombres comunes en diferentes paises lo encontramos como Gayomba,
ginesta, retama de olor (Espafia), retama (Peru, Uruguay), retama Amarilla (Uruguay), weaver's

broom (USA).%®
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La cassia reticulata es un matojo de amplias hojas que llega a medir 8 metros. Sus hojas compuestas,
con estipulas; con 7-13 pares de foliolos oblongos y desiguales, de 7-19 cm de largo y 3-7 cm de
ancho, presenta un apice redondeado, base obtusa. También Inflorescencias terminales en
conjuntos largos de 15-60 cm de largo; sépalos oblongo-obovados, cédncavos, 10-14 mm de largo;
pétalos amarillos, las hojas de cassia por la noche se cierran.’® La planta se localiza en América
central y América del Sur, pero principalmente en Brasil, Colombia, Ecuador, Surinam, Venezuela 'y
Perd. En el Peru se ha reportado su presencia en los departamentos de Amazonas, Loreto, Pasco,

San Martin y Cajamarca.®

La Cassia reticulata contiene: un flavonoide, una biantrona de crisofanol, dos esteroides (p
sitosterol; estigmasterol) y dos triterpenos, seis antraquinonas (fisciona; aloe-emodina; 1, 3,8-

triidroxiantraquinona; 1, 6,8-triidroxi-3-metoxiantraquinona; y crisofanol).®

El uso de la planta se da en diversas patologias, y en preparados diferentes, sea el cocimiento de
las hojas y flores contra la fiebre amarilla y el cocimiento concentrado de hojas y frutos inmaduros,
para la escabiosis. Con los tallos y hojas jovenes trituradas se prepara un remedio para curar
infecciones de la piel.?! También es usada como laxante, antidiabético, diurético, abortivo,

hipotensor, helmintiasis, constipacién.?

La Escherichia Coli ATCC 25922 de la familia enterobacterias, son gérmenes Gram-negativos cuyo
ambiente es el intestino de humanos y animales. La E. Coli es parte de la flora normal e
accidentalmente causan enfermedad. Son aerobios, tienen una distribucidn antigénica compleja y
producen diferentes toxinas y factores de virulencia.?> Morfologia: Bacilos son cortos,
proporcionados de motilidad por flagelos peritricos o faltos de motilidad. Si proliferan in vitro, en
medio sélido se observa la morfologia.? Medios de cultivo: Crecen sobre peptona, el medio
selectivo utilizado para el cultivo es el Mac-Conkey; ya que reconoce colonias fermentadoras de
lactosa (pigmentada) de las no fermentadoras y permiten una identificacion rapida de las
bacterias.?* Condiciones para el crecimiento: Progresan en situaciones aerobias y anaerobias (son

aerobios facultativos); su crecimiento es rapido a 372C.23
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Crean colonizaciones lisas, redondas, convexas, con bordes diferenciados presentan iluminacién
metadlico sobre medio diferencial; asignado de motilidad; colonias no viscosas, aplastadas. Estas
colonias producen hemdlisis en agar sangre. Los organismos fermentadores de la lactosa producen
colonias rosadas o rojas que pueden estar rodeadas de una zona de bilis precipitada.?® Resultados
de pruebas bioquimicas: Producen fermentacién rapida de la lactosa y glucosa, que con frecuencia

producen gas; son catalasa- positivos, oxidasa negativos y reducen el nitrato a nitrito. 2%

El Staphylococcus Aureus ATCC 25923 es patdgeno significativo. La mayoria de personas sufre cierto
tipo de contagio por esta bacteria en su vida, que varia desde una intoxicacién alimentaria o
infecciones epidérmicas menores hasta infecciones mortales. Los estafilococos son resistentes a la
desecacion del calor y al cloruro de sodio, pero se inhibe con habilidad mediante hexaclorofeno a
3%.22 Morfologia: Son células redondas de 1um de didametro dispuestas en grupos irregulares. Los
estafilococos estan desprovistos de motilidad y no forman esporas.?? Medio de cultivo: Crecen con
facilidad en todos los medios bacteriolégicos, el agar Chapman Manitol es un medio manejado para
el aislamiento de Staphylococcus, basado en la tolerancia que posee a una alta concentracidn de

cloruro sédico.??

Utiliza como medio diferencial de cepas fermentables del manitol.?*> Condiciones para el
crecimiento’ La bacteria en condiciones aerobias o micro-aerofilicas, crecen con mayor rapidez a
372C produciendo colonias tipicas a las 18 horas pero el pigmento se forma mejor a temperatura
ambiente (20- 259C). El S. aureus Yy, en ocasiones, otras especies pueden producir hemdlisis de
. 22 ’ . 7 . . . . e s .
grado variables.* Caracteristicas macroscépicas de las colonias: Sobre medio sélido las colonias son
redondas, lisas, prominentes y brillantes. El S. aureus por lo general representa colonias de color
gris, amarillo o dorado.?? Resultados de pruebas bioquimicas’ El S. aureus es catalasa positiva,

fermenta el manitol, fermentan lentamente numerosos carbohidratos y originan acido lactico.?*2*

El ciprofloxacino es una 4-quinolona fluorada, es un antibidtico de tipo quinolona que inhiben el
DNA girasa y la topoisomerasa |V bacteriana. La enzima DNA girasa es la responsable de la
introduccién continua de super espiras negativas en DNA; esta reaccion depende de trifosfato de
adenosina y requiere la separacién de ambos cordones de DNA para que ingrese el fragmento de
éste por medio del espacio creado; una vez que pasa, se sellan de nuevo las espiras de los

cordones.®
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Las infecciones por Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922 son
enfermedades patologias de elevada frecuencia e importancia clinica, la medicina tradicional que
tiene notables propiedades terapéutica, usa plantas medicinales las cuales por ser naturales no
generan resistencia bacteriana y evitan complicaciones relacionadas a la administracion
descontrolada de medicamentos ademas de reacciones adversas medicamentosas, por eso es
buena forma de buscar evidencia cientifica sobre Cassia reticulata debido a que faltan estudios
locales, nacionales poder recomendar la medicina tradicional como una fuente terapéutica. Debido

a que los antibidticos han empezado a tener mayor resistencia y el costo ha incrementado.

El uso de la herbolaria tiene ventajas en el dmbito de los antimicrobianos, aunque no hay muchos
estudios ni referencias o libros con respecto a cassia reticulata, es por esto la investigacion de sus
propiedades medico terapéuticas para dar a conocer a todas las personas que optan el tratamiento
con medicina tradicional, ademas que hay personas quienes no cuentan con los recursos para
invertir en antimicrobianos y que incluso, muchas veces se encuentran en zonas marginadas de
dificil acceso, donde la flora vegetal es su fuente terapéutica primordial y donde tienen mayor

interés por el uso de su flora.

Al respecto, existen investigaciones que estudiaron el comportamiento de ciertos compuestos de
origen vegetal, sea el caso de Cassia reticulata la cual tiene multiples beneficios médicos y no son
bien conocidos, se le han atribuido diferentes propiedades, hasta su posible uso como
antimicrobiano tanto de bacterias Gram negativas y Gram positivas; he alli donde se pretende
consolidar este aporte a la investigacidon. Dada la escasez de investigaciones cientificas en el area
tematica, fortalece el valor del trabajo propuesto y motivar a los investigadores a continuar el
estudio. De esta manera, la presente investigacién justifica, la necesidad de estudiar la accidn de
fitoterdpicos sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922siendo Cassia
reticulata, una planta ampliamente encontrada en la regién de la sierra y costa de nuestro pais y
por consiguiente una alternativa en el tratamiento de las patologias mas frecuentes causadas por

estas bacterias.
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Concentracion Minima Inhibitoria: Es la pequefia concentracién de antibiético que en un
corto periodo, es capaz de inhibir la proliferacion in vitro de una bacteria previamente

estandarizado (concentracidn conocida de gérmenes).?®

Gram positivos: Que retiene la tincidn o resiste a la decoloracién por alcohol en el método
de tincién de Gram, caracteristico primario de las bacterias cuya pared celular esta

compuesta por peptidoglicano y 4cido teicoico.?’

Gram negativos: Que pierde la tincion por medio de tincion Gram, caracteristico de
bacterias que poseen una pared celular con una composicidon quimica diferente que las

bacterias gram positivas.?’

Plantas Medicinales: Son extractos que se usan como compuestos o medicamentos para el
manejo de patologias que sufre una persona.
La porcién usada de la planta es distinguida como droga vegetal y puede ser suministrada
como: tabletas, comprimidos, pomadas, infusién, jarabe, pomada, tintura y crema, entre

otras.?®

Antraquinonas: Son metabolitos secundarios vegetales con una funcionalidad p-quinoide
en un nucleo antracénico. Las antraquinonas estan ampliamente distribuidas en
microorganismos, plantas, equinodermos e insectos.?’ Las quinonas presentan propiedades
tintéreas; ademas otras propiedades como la emodina, activa para la leishmaniosis,

bacteriostatica.®

Flavonoides: Son denominadas "vitamina P", favoreciendo la funcién de la vitamina C,
mejorando su absorcion y protegiéndola de la oxidacidn. Comprenden varias clases, las que
confieren colores amarillos, naranja, rojo, violeta y azul, a flores, hojas y frutos.3! Su accién
farmacoldgica es extensa y variada, tiene actividades como: fragilidad capilar, dilatadores

de las coronarias, espasmolitico, antihepatotdxica, colerético, estrégeno y diurética.?!
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Triterpenoides y Esteroides: Son un esqueleto carbonado. Son de estructura completa
generalmente tetraciclicos. Estan como glucésidos constituyendo saponinas triterpenoides.
Son consistentes, incoloros, cristalinos; los esteroles, tienen punto de fusion menor que 200

aCy los triterpenoles mayor que 200 2C.3!

Dilucién: Reduccidn de la concentracién de una sustancia o solucién.3?

Diluciones En Serie: Compone un proceso de diluciones en las que van siendo
subsecuentemente menos concentradas que su anterior. Habitualmente se desarrollan al

doble, o sea, que cada dilucién tiene la mitad de concentracién que su antepuesto.

Halo de Inhibicion: Zona a la redonda de un aro de antibidtico en un antibiograma en el que
no se promueve desarrollo bacteriano en una placa de agar inoculada con el germen. Es una

medida de la eficacia del antimicrobiano frente al gérmen.3?

Cepa Estandar: Cultivo puro desarrollado por gérmenes sucesoras de un solo aislamiento.3?

Resistente: Halo de inhibicién <= de 15mm.*?

Intermedio: Halo de inhibicién 16 — 20 mm.33

Sensible: Halo de inhibicion > 21 mm.33
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1.1. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢éEn qué medida el extracto de Cassia reticulata “retama” es eficaz como antimicrobiano sobre
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia Coli ATCC 25922, comparado con

ciprofloxacino, estudio in vitro?

1.2. HIPOTESIS:

Hi: El extracto etandlico de Cassia Reticulata es eficaz como antimicrobiano en cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922, comparado con ciprofloxacino,

estudio in vitro.

Ho: El extracto etandlico de Cassia Reticulata no es eficaz como antimicrobiano en cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922, comparado con ciprofloxacino,
estudio in vitro.
1.3. OBJETIVOS

1.3.1. General:

e Evaluar la eficacia antimicrobiano de Cassia reticulata “retama” sobre cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922, comparado con

ciprofloxacino, estudio in vitro.
1.3.2. Especificos:
e Establecer la eficacia antimicrobiana de Cassia reticulata “retama” sobre Staphylococcus

aureus ATCC 25923.

e Establecer la eficacia antimicrobiana de Cassia reticulata “retama” sobre la Escherichia coli

ATCC 25922.

e Comparar la eficacia antimicrobiana del ciprofloxacino sobre las cepas de Staphylococcus

aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922.

e Estimar la concentracién minima inhibitoria de cassia reticulata, como antimicrobiano en

cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
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Il. METODOLOGIA

3.1. IDENTIFICACION DE VARIABLES

V1: independiente: Extracto etandlico de Cassia reticulata

V2: dependiente: Accién antimicrobiana de Cassia reticulata.

3.1.1 Operacionalizacion de Variables:

VARIABLE DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL | INDICADORES ESCALA DE
CONCEPTUAL MEDICION
Sustancia
Vi obtenida apartir | Se consideré como dosis | Extracto
de la materia | 5, del extracto de Cassia | etandlico al | Cualitativo
Extracto EIiE) CEEEEERE reticulata administrada en | 100%, 90% nominal
etandlico | de origen .
una placa Petri. 80 %, 70 %
de cassia | vegetal, por
reticulata | maceraciéon en
Se consideré aplicar 5 pg
contacto  con
| iq de ciproﬂoxacino como Ciprofloxacino Cualitativo
etanol, seguida Nominal
de 1a | 8rupo control en la placa
iminacié petri que contiene la No
eliminacién  de ciprofloxacino
dicho solvente | bacteria inoculada.
por un medio
fisico Se consider¢ aplicar 50 pL o
_ Presente Cualljcatlvo
de Agua destilada en una Nominal

placa petri que contiene la

bacteria inoculada

No presente
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VD:

EFICACIA
antimicro

biana

Zona en el que
se produce
crecimiento

bacteriano

mostrado en
una placa agar
inoculada con el
S. aureus y E.
coli. Es una
medida de |Ia
potencia del
antibidtico

frente a |la

bacteria.

Se medird la distancia entre
el borde externo de la gota

del extracto y la linea final

formada por el halo de
inhibicidn:

Se considera eficaz i
presenta un halo de

inhibicién mayor a 21 mm.

Sensible:

>21 mm

Intermedio:

16 -20 mm

Resistente:

<15 mm

Cualitativa

ordinal

3.2. TIPO DE ESTUDIO

Cualitativo - Experimental

3.3. DISENO DE INVESTIGACION

Experimental puro tipo Solomon con estudio de varios grupos con pre y post prueba

RG1

RG2

RG3

RG4

RG5

0o1 X1100
03 X290
05 X380
07 X470

02

04

06

08

09

Xs ciprofloxacino

020




R: Asignacién al azar
G: Placas petri con Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922
Xi: i — ésimo tratamiento donde:

Xi= Extracto de Cassia reticulata al 100%

X, = Extracto de Cassia reticulata al 90%

X3= Extracto de Cassia reticulata al 80%

Xa= Extracto de Cassia reticulata al 70%

Xs= Ciprofloxacino (Tratamiento estandar — Control positivo)

O: Medida del halo formado (zona de inhibicidn) post — aplicacidn del extracto vegetal

GUPOS DE EXPOSICION EFICACIA: ANTIMICROBIANA GRUPO POR
S| NO ESTUDIO
RG1: DILUCION 100% A B CASO 1
RG2: DILUCION 90% C D CASO 2
RG3: DILUCION 80% E F CASO 3
RG4: DILUCION 70% G G CASO 4
RG5: CIPROFLOXACINO I J TESTIGO

Caso: Staphylococcus aureus / Escherichia coli expuestas a diluciones diferentes de Cassia reticulata.
Testigo: Staphylococcus aureus / Escherichia coli expuestas a ciprofloxacino.
3.4. POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO:

Poblacion: Todas las bacterias Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922

existentes (sembradas en placas Petri del laboratorio).
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Muestra: En total se usaron 36 colonias de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli
ATCC 25922. A pesar que solo se necesitaba 12. Asumiendo un nivel de confianza del 95%. Para el

calculo del tamafio de la muestra se utilizé la siguiente formula:

s nY t?
~a(8?)
N= Numero de repeticiones
X= Promedio de dilucién @ = 12 repeticiones por cada cepa, pero por viabilidad de
T= Promedio total laboratorio se hizo 216 por cada bacteria.

A= Numero de diluciones

T=x-t

Unidad de analisis: Cada placas Petri con cultivo de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia
coli ATCC 25922 en donde se aplicd el extracto de Cassia reticulata, el grupo control positivo de

Ciprofloxacino y del grupo control negativo en cada placa.

Unidad de muestreo: Cada placa de cultivo.

Tamafio muestral: En el presente estudio se aplicara la formula para estudios de dos proporciones

(ver anexo 01).

Método de muestreo: Por conveniencia

3.5. CRITERIOS DE SELECCION:

Criterios de inclusion:

e Cultivo de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922.

Criterios de exclusion:

e Cultivo Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922 defectuosa o

contaminadas.
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3.6 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica para la investigacidn aplicada en el estudio es: Observacion
El procedimiento para la recoleccidn de la informacion:

Muestras Bioldgicas:

Las plantas Cassia reticulata, fue recolectada en Cajamarca, Provincia de San Ignacio, ubicada entre
los 900 y 1400 msnm. La recoleccion e tipificacion de los géneros botdnicos fue realizada por el

bidlogo y luego sera registrada en Herbarium Truxillensis de la Universidad Nacional de Truijillo.

Las bacterias fueron suministradas por el laboratorio de bacteriologia de la Universidad Nacional de
Trujillo, con identificacidon ATCC, se trabajo con las presentes bacterias: Staphylococcus aureus ATCC

25923 y Escherichia coli ATCC 25922.3*
Extracto etanolico:

Se eligi6 el tallo de las plantas de Cassia reticulata y luego se secé en la estufa a 37 2C, una vez secas
se pulverizaron. La extraccidn se realizé por inmersion a temperatura ambiental con etanol al 95%,
por 72 horas, posteriormente el solvente fue vaporizado a sequedad en rota vapor a temperatura

menor a 402 C. 3*
Eficacia antimicrobiana:

Se realizé por medio de la prueba de discos de difusién en agar, mediante el método de Kirby-Bauer.
El medio que se utilizd fue el agar Miiller Hinton (Merck), para la ejecucién del experimento se utilizé
20 mL del agar especifico fundido (452 C) se mezcld asépticamente, con la cepa bacteriana a trabajar
(3 x 10® UFC/mL) segun el Nefelémetro de Mc Farland y vertidas en placas Petri estériles, se usé
como controles diferentes diluciones de ciprofloxacino (5 pg/disco) para las bacterias. Se incubd las
placas a 379C por 48 horas y luego se medid mediante un vernier los halos de inhibicion para

determinar la eficacia de la Cassia reticulata.3
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Se realizé la técnica de la concentracién minima inhibitoria en placa de micro titulaciéon, empleando
diluciones de la Cassia reticulata. El medio de disco de difusidn fue: Mueller-Hinton agar (MHA), con
dilucion de agar: MHA. El indculo fue por el método de crecimiento de colonias, equivalente a un
0,5 McFarland estandar y una incubacion de 35 + 2°C; aire ambiente con método de dilucién de 16

a 20 horas, para Escherichia coli ATCC 25922.%°

Para Staphylococcus aureus ATCC 25923 se utilizé para el medio, un disco de difusién: Mueller
Hinton agar (MHA), con una inoculacién de suspension directa de colonias, Se incubé a 35 + 2°C en

aire ambiente con método de dilucidn en 16 a 20 horas.??

Instrumentos: Se utilizé ficha de recoleccion de datos, elaborada por el investigador, para evaluar

el halo de inhibicién las 48 horas, después de haber realizado la siembra.
VALIDACION Y CONFIABILIDAD DEL INSTRUMENTO:

e Lavalidaciéon del instrumento fue hecha por 3 expertos.

e Para el antibiograma se utilizé el método de Kirby Bauer
3.7. METODOS DE ANALISIS DE DATOS.

Los datos fueron tabulados en una ficha Excel, posteriormente fueron analizados en el programa
SPSS. Versidn 21, que nos permitid preparar las tablas tetracoricas. Se emplearon Promedios,
Desviacion estandar, Cuadros y graficas estadisticas, Analisis de varianza, pruebas de comparacion

multiple: Test de Duncan. El estadistico de prueba va a ser el analisis multivariado (ANOVA).

3.8. ASPECTOS ETICOS: Se necesitd la veracidad de los datos recolectados para que el estudio sea

confiable y fidedigno.
Ambiente Seguro:

Limpieza: Por medio del lavado con agua, con detergente, utilizando un mecanismo de arrastre. El
lavado debe anteceder a los procedimientos de desinfeccidn y esterilizacion. Debe ser realizada en

todas las areas.

El lavado debe ser ejecutado con pafios himedos y el barrido con cepillo himedo a fin de evadir la

resuspensién de las bacterias que se localizan en el suelo.
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Esterilizacion: Esterilizacion por vapor, Esterilizacién por calor seco, Esterilizacién por inmersién en

productos quimicos.3®
Proteccion Corporal

El uso de guardapolvos o batas es un requerimiento indispensable en la atencidn a pacientes por

medio del equipo de salud.
Recomendaciones:

¢ Usar uniforme o guardapolvo dentro del laboratorio.
¢ Retirar la ropa protectora rapidamente antes de retirarse del area de trabajo.
» Transportar todo de modo seguro al lugar correcto para su purificacién en el establecimiento.

* No usar en “areas limpias” de la institucion.
Proteccion Ocular y Tapaboca

El uso de proteccion ocular y tapabocas asumen como objetivo resguardar mucosas de ojos, nariz y

boca durante procedimientos con acciones que puedan generar salpicadas de sangre.3®
Tapaboca:

4 Usar material impermeable frente a aerosoles o salpicaduras.
4 Cubriendo de manera amplia nariz y toda la mucosa bucal.

4 Utilizar por el trabajador durante el tiempo en que se mantenga limpio.3®
Proteccion de las manos
Guantes

Su uso estd enfocado a impedir tanto el riesgo de contaminacién del paciente con los
microorganismos de la piel del operador, como traspaso de gérmenes del paciente a las manos del
operador. Las manos deben estar higienizadas y secas antes de su colocacién. De acuerdo al uso los

guantes pueden ser estériles o no, y se seleccionara seglin necesidad.3®

Ill. RESULTADOS
TABLA NUMERO 1
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Eficacia antimicrobiana del diametro de Cassia reticulata “retama” en

Staphylococcus aureus ATCC 25923 a distintas concentraciones

Agua
100% | 100% | 90% | 90% | 80% 80% 70% 70% | ciprofloxacino desfilada
N % N % N % N % N % N %
Sensible 36 100 1 2.8 0 0 0 0 36 100% 0 0
Intermedio 0 0 35 97.2 14 38.9 0 0 0 0 0 0
Resistente 0 0 0 0 22 61.1 36 100 0 0 36 100%
Total 36 100% | 36 | 100% | 36 100% 36 100% 36 100% 36 100%

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

GRAFICA NUMERO 1:
Concentraciones y Media
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Fuente: Datos obtenidos por el investigador

INTERPRETACION:
Se expone la actividad antimicrobiana de Cassia reticulata frente a S. aureus ATCC 25923,

es eficaz en concentraciones al 100%.

TABLA NUMERO 2

Eficacia antimicrobiana del diametro de Cassia reticulata “retama” sobre la Escherichia
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coli ATCC 25922 a distintas concentraciones

Agua
100% 100% 90% 90% 80% 80% 70% 70%  ciprofloxacino destilada
N % N % N % N % N % N %
Sensible 36 100 1 2.8 0 0 0 0 36 100% 0 0
Intermedio 0 0 35 97.2 14 38.9 0 0 0 0 0 0
Resistente 0 0 0 0 22 61.1 36 100 0 0 36 100%
Total 36 100% 36 100% 36 100% 36 100% 36 100% 36 100%

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

GRAFICA NUMERO 2:

Fuente: Datos obtenidos por el investigador
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INTERPRETACION:

Se observa la eficacia antimicrobiana de Cassia reticulata frente a Escherichia coli

ATC25922, en concentraciones al 100%.
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TABLA NUMERO 3
Comparar la eficacia antimicrobiana del ciprofloxacino sobre las cepas de S. aureus

ATCC25923 y E. coli ATCC25922

N Media Desviacién  Error tipico  Intervalo de confianza para Minimo Méximo
tipica la media al 95%
Limite Limite
inferior superior
ciprofloxacino 36 28.8 1.36 .23 28.29 29.21 26.00 32.00
E. coli
ciprofloxacino 36 28.8 1.31 .22 28.36 29.25 26.00 32.00
S. aureus

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

GRAFICO NUMERO 3:

Eficacia comparativa de ciprofloxacino

‘i 32.00
maimo - [ 3300
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M ciprofloxacino S.aureus M ciprofloxacino E. coli

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

INTERPRETACION:
Los resultados indican la eficacia de ciprofloxacino con resultado maximo de 32 mm para

Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923
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TABLA NUMERO 4
La concentracion minima inhibitoria de Cassia reticulata, como antimicrobiano en cepas

de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922

CIM. E. COLI CIM. S. AUREUS
CONCENTRACION CEPAS % CONCENTRACION CEPAS %
100% 36 100 100% 36 100
90% 22 61.1 90% 26 72.2
80% 9 25 80% 13 36.1
70% 0 0 70% 2 5.6

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

GRAFICO NUMERO 4:

DILUCIONES

CIM DE CASSIA RETICULATA EN E. COLI Y S. AUREUS
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Fuente: Datos obtenidos por el investigador

INTERPRETACION
Cassia reticulata en concentraciones de 80 %, obtuvo al 25 % CIM, no permitié desarrollo de
Escherichia coli ATCC 25922, mientras que la concentracién al 70 %, obtuvo 5.6 % de CIM, no

permitié que se desarrolle Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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IV. DISCUSION

En el grafico numero 1, los didmetros del halo de inhibicién del extracto de Cassia reticulata en
diferentes concentraciones, fueron significativamente en diferentes tamano. La comparacion de los
didametros del halo de inhibicidn del grupo control (ciprofloxacino), con los de Cassia reticulata,

muestra que también existe gran diferencia de tamafio.

La media del tamaiio del halo de inhibicién del extracto de Cassia reticulata al 100% sobre S. aureus
ATCC 25923 fue de 23. + 1.08 mm, evidenciando una actividad antimicrobiana mayor, comparado
con las diluciones al 90%, 80%, 70%, resultado similar al de Ruiz J. 2009, quien reporté un didmetro
de halo de inhibicién de 20 mm contra S. aureus, con una diferencia de 3 mm. Entre las
investigaciones revisadas tanto Ruiz J. 2009y esta investigacién, por el tamafio de halo de inhibicidn
encontrado, se considera eficaz el extracto de cassia reticulata sobre cepas de s. aureus ATCC 25923.
El resultado es similar en los dos estudios debido a que el uso de Cassia reticulata en altas
concentraciones 100 % serd eficaz ante estas bacterias, ademas radicara en el mismo medio de

cultivo agar Miller Hinton utilizado.

El grafico 2, el extracto etandlico de Cassia reticulata mostré actividad antimicrobiana frente a
Escherichia coli ATCC 25922 mostrandose un halo 23.4 £ 1.18 mm en la dilucién al 100 % siendo eficaz
sensible. Este resultado, es diferente al de Ruiz J. 2009, quien no evidencid halo de inhibicidn contra
E. coli ATCC 25922 y Hemen D. 2012 quien reporté un didmetro de inhibicidon de 10 mm contra E.
coli ATCC 25922. Siendo este resultado controversial, comparado con el de Ruiz J. 2009%®, por lo que
es necesario realizar estudios complementarios sobre el efecto antimicrobiano de la retama contra
Escherichia coli ATCC 25922. Asi mismo verificar y estandarizar el procedimiento utilizado y encontrar

un resultado final.

El ciprofloxacino como grupo control positivo, presentd un halo de inhibicién de 28.8 + 1.36 mm para
Escherichia coli ATCC 25922 y 28.8 + 1.31 mm para Staphylococcus aureus ATCC 25923, hasta el
momento de la discusién no se encontré estudios con ciprofloxacino pero si existe un estudio con
norfloxacino de, Ruiz J. 2009%, el cual usa norfloxacino, dicho medicamento de la misma familia
quinolona y generacidn, donde mostro sensibilidad para S. aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC 25922,
ademads de mostrar halo inhibitorio de 35 mm para Pseudomona aeuroginosa. Es motivo de realizar

estudios sobre ciprofloxacino para respaldar aiin mas nuestro estudio realizado.
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La grafica IV expone que el extracto de Cassia reticulata en concentraciones del 80 %, obtuvo su CIM
al 25 %, donde no se desarrolld E. coli ATCC 25922 mientras que para S. aureus ATCC 25923 en
concentraciones del 70 %, obtuvo su CIM al 5.6 %, donde no se desarrollé. Esto tiene afinidad con el
estudio de Oliviera A. 2009, donde estudié CIM de las hojas y de la corteza de Cassia reticulata,
donde mostré inhibicidn en S. aureus con resultados de 1 mg/mL por corteza de la planta, mientras
que por las hojas de Cassia reticulata resulté un 6,25 mg/mL. El mismo estudio es controversia para
la CIM de E. coli, porque no muestra actividad inhibitoria, puede deberse a que en este estudio usan
el extracto hidroetandlico, no mostrando inhibicién tanto en corteza como en hojas de Cassia

reticulata. Por lo que se deberian realizar estudios similares de CIM.

Segln normal de funcionamiento para pruebas de sensibilidad de antimicrobianos, los pardmetros
para clasificar la sensibilidad de ciprofloxacino deben ser > 20 mm para ser considerado sensible®,
el extracto de Cassia reticulata al 100% presentd una media de inhibicién > 23 mm para S. aureus
ATCC 25923 y una media de inhibicidn > 21 mm para E. coli ATCC 25922, por lo que se considerd
ambos como eficacia antimicrobiana sensible. Asi mismo para ciprofloxacino con una media de

inhibicion > 28 mm considerado como eficaz sensible.

Segun la prueba de Duncan, se encontrd que la dilucién al 100 % del extracto de Cassia reticulata y
otras diluciones 90 %, 80 % y 70 %, existe diferencia altamente significativa, a favor del extracto al
100% de dilucién. Al comparar dicha dilucién con el grupo control positivo (ciprofloxacino), se
comprobd que existe también diferencia significativa, por la ocurrencia de un mejor halo de
inhibicién el del grupo control (ciprofloxacino). Asi mismo la prueba Duncan revela que el grupo
control (ciprofloxacino) tiene diferencia altamente significativa comparado con el extracto al 100%

de dilucidn para E. coli ATCC 25922. (Anexo 6).

Estudios previos han confirmado el poder antimicrobiano del extracto de Cassia reticulata!l1#13-14

15, En nuestro estudio es un hecho claro frente a S. aureus ATCC 25923, sin embargo, la actividad
antibacteriana contra E. coli ATCC 25922 en otros estudios es nula, a pesar que en nuestro estudio
obtuvimos un resultado eficaz, por lo que es necesario continuar realizando otras formas de

extraccion del compuesto antibacteriano, y con cepas que no sean resistentes.
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V. CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Cassia reticulata tiene eficacia antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus

ATCC 25923.

El extracto etandlico de Cassia reticulata tiene eficacia antimicrobiana sobre Escherichia coli ATCC

25922,

Ciprofloxacino es eficaz tanto para Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC
25922.

La concentracién minima inhibitoria de Cassia reticulata para Escherichia coli ATCC 25922 es a una

concentracion de 80 % y para Staphylococcus aureus ATCC 25923 es a una concentracién de 70 %.
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VI. RECOMENDACIONES

v" Realizar pruebas piloto en el laboratorio para estandarizar procedimientos y validar el

método que se va a emplear.

v' Utilizar una cepa joven (fase exponencial) para realizar el ensayo de actividad

antimicrobiana.

v" Emplear un método adecuado para la conservacion de las cepas ATCC empleadas, asi mismo
cepas bacterianas sensibles, para una evaluacién adecuada del control positivo con

ciprofloxacino.

v’ verificar el pH del medio Mueller Hinton y el grosor del medio con el fin de obtener un halo

de inhibicion exacto y concentracidn adecuada de dosis inhibitoria al hacer la lectura.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO N2 01

N= Numero de repeticiones
X= Promedio de dilucién

T= Promedio total

A= Numero de diluciones

T=x-t

nY t?

0= a(6?)

@ = 12 repeticiones por cada cepa, pero por viabilidad de

laboratorio se hizo 36 muestras.
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ANEXO N° 01 INSTRUMENTO
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Los datos obtenidos seran registrados en Ias siguientes fichas:
Método empleado: Kirby Bauer™®

Cepa empleada: Staphylococcus aureus
Extracto etandlico de tallo de Cassia reticulata.

Numero de Didmetro del Halo de Inhibicién(mm) Observacion

Repeticiones 100% | 90% | 80% | 70% Ciprofloxacino Fecha
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Los datos obtenidos seran registrados en las siguientes fichas:
Método empleado: Concentracion Inhibitoria Minima®

Cepa empleada: Staphylococcus aureus
Extracto etandlico de tallo de Cassia reticulata.

D s

Concentracion inhibitoria minima Observacién

Namero de
Repeticiones

100% 90% | 80% | 70% | Ciprofloxacino Fecha
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Los datos obtenidos seran registrados en las siguientes fichas:
Método empleado: Kirby Bauer™

Cepa empleada: Escherichia coli

Extracto etandlico de tallo de Cassia reticulata.

Numero de
Repeticiones

Diametro del Halo de Inhibicién (mm)

100%

90%

80%

70%

Ciprofloxacino

Observacién

Fecha

R—

10

11
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Los datos obtenidos seran registrados en las siguientes fichas:
Método empleado: Concentracién Inhibitoria Minima™

Cepa empleada: Escherichia coli
Extracto etandlico de talio de Cassia reticulata.

Concentracion inhibitoria minima ' Observacion

Ndémero de T
Repeticiones

100% 90% | 80% | 70% | Ciprofloxacino Fecha
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ANEXO N2 03

Extracto de Cassia reticulata.

Extracto de Cassia reticulata = 100 %
Extracto de Cassia reticulata = 90 %
Extracto de Cassia reticulata = 80 %
Extracto de Cassia reticulata = 70 %
Control positivo (+) = Ciprofloxacino

Control negativo (-) = Agua destilada
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ANEXO N2 04

El tallo de Cassia reticulata en proceso de maceracion y puestas en un ambiente capnofilico.
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ANEXO N2 05
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Los datos obtenidos seran registrados en las siguientes fichas:
Método empleado: Kirby Bauer?®
Cepa empleada: Staphylococcus aureus

Eficacia antimicrobiana de Extracto etandlico del tallo de Cassia reticulata.

DIAMETRO DE HALO
CONCENTRACIONES % CONTROLES
CODIGO AL 100 % AL 90% AL 80% AL 70 % POSITIVO NEGATIVO
1 24 20 15 12 28 0
2 24 20 15 15 27 0
3 23 19 15 14 28 0
4 22 20 16 14 26 0
5 22 19 14 14 27 0
6 22 19 15 14 29 0
7 24 18 15 13 27 0
8 24 18 16 15 28 0
9 24 19 16 13 27 0
10 23 19 15 13 28 0
11 23 18 15 12 29 0
12 24 19 16 13 29 0
13 22 18 14 13 28 0
14 21 18 17 12 30 0
15 22 17 15 13 29 0
16 22 18 16 12 29 0
17 24 19 15 11 28 0
18 24 18 16 14 30 0
19 23 19 16 13 32 0
20 21 19 15 12 31 0
21 21 19 16 14 31 0
22 21 18 17 13 30 0
23 23 18 16 12 30 0
24 24 20 16 14 29 0
25 23 19 15 13 28 0
26 24 16 16 13 29 0
27 24 20 17 12 28 0
28 23 17 15 11 29 0
29 25 17 15 11 29 0
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30 24 18 16 11 29 0
31 23 18 15 12 28 0
32 24 17 15 11 28 0
33 24 19 16 13 29 0
34 23 16 17 14 30 0
35 23 18 15 13 29 0
36 22 19 16 15 31 0

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Los datos obtenidos seran registrados en las siguientes fichas:

Método empleado: Kirby Bauer®
Cepa empleada: Escherichia coli

Eficacia antimicrobiana de extracto etandlico de tallo de Cassia reticulata.

DIAMETRO DE HALO (mm)
CONCENTRACIONES %
CODIGO AL 100 % AL90% | AL80% | AL70% | CONTROL 1 conTrOL
POSITIVO NEGATIVO

1 23 17 15 15 27 0

2 23 17 15 15 26 0

3 22 21 15 15 28 0

4 24 20 14 13 27 0

5 23 18 14 13 27 0

6 22 17 15 12 26 0

7 22 16 15 14 27 0

8 25 18 14 14 28 0

9 23 17 16 14 28 0

10 24 17 15 15 28 0

11 24 18 15 15 28 0

12 26 16 14 11 29 0

13 23 17 14 11 28 0

14 22 16 16 13 30 0

15 25 17 15 13 28 0

16 24 18 16 12 29 0

17 24 19 15 12 29 0

18 24 17 15 13 30 0

19 23 19 15 13 32 0

20 22 19 15 13 31 0

21 21 20 16 12 31 0

22 21 18 17 12 30 0
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23 23 18 16 12 30 0

24 24 19 16 12 29 0

25 23 16 16 13 29 0

26 24 16 16 13 29 0

27 24 16 16 11 30 0

28 23 16 15 12 29 0

29 25 17 15 11 30 0

30 25 18 16 11 29 0

31 25 18 15 12 28 0

32 24 17 15 11 28 0

33 24 19 17 14 29 0

34 23 16 17 13 29 0

35 23 16 16 14 29 0

36 22 19 15 13 30 0

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
Los datos obtenidos seran registrados en las siguientes fichas:
Método empleado: Concentracidn Inhibitoria Minima3°
Cepa empleada: Staphylococcus aureus
CIM del extracto etandlico de tallo de Cassia reticulata.
CONCENTRACIONES ug/ml CONTROLES

CODIGO 100 % 90 % 80 % 70 % POSITIVO | NEGATIVO

1 + + - - + -

2 + + + - + -

3 + + - - + -

4 + + + - + =

5 + + - - + -

6 + - - + -

7 + + + - + -

8 + + - - + -

9 + + - - + -

10 + + + - + _

11 + + + - + -

12 + + + + + -

13 + - - - + -

14 + + + - + -

15 + + - - + 5

16 + + + - + -
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17 + - - - + -
18 + + - - + -
19 + - - - + -
20 + + + - + -
21 + - + - o _
22 + + + - + -
23 + + - - + -
24 + - - - + -
25 + + + + + -
26 + + - - Py )
27 + - - - + -
28 + + - - + -
29 + + - - + _
30 + + - - + _
31 + - - - + -
32 + - - - + -
33 + + - - + -
34 + - + - + -
35 + + - - + -
36 + + - - + =

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Los datos obtenidos seran registrados en las siguientes fichas:
Método empleado: Concentracidn Inhibitoria Minima*®
Cepa empleada: Escherichia coli

CIM de extracto etandlico de tallo de Cassia reticulata.

CONCENTRACIONES ug/ml controles
CODIGO AL 100 % AL 90% AL 80% AL70% | POSITIVO NEGATIVO
1 + + - - + =
2 + + - - + -
3 + + - - + -
4 + + - - + -
5 + + - - + -
6 + - - - + -
7 + + + - + -
8 + + - - % -
9 + + - - + -
10 + + + - + -




11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32

33
34
35
36

Fuente: Datos obtenidos por el investigador
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ANEXO 06:

Tablas de Comparaciones muiltiples de las fichas de recoleccién

Comparaciones multiples

Variable dependiente: CIPROFLOXACINO E. COLI

() trat (J) trat Diferencia Intervalo de confianza al 95%
de medias (I- Limite
J) Error tipico Sig. Limite inferior superior
HSD de ciprofloxacino 70.00 15.9 .28567 .0 15.1 16.7
Tukey 80.00 13.4 28567 0 12.6 14.2
90.00 11.2 .28567 .0 10.4 12.0
100.00 54 .28567 .0 4.6 6.1
70.00 ciprofloxacino -15.9 .28567 .0 -16.7 -15.1
80.00 -2.5 .28567 .0 -3.3 -1.7
90.00 -4.8 .28567 .0 -5.5 -4.0
100.00 -10.6 .28567 .0 -11.3 -9.8
80.00 ciprofloxacino -13.4 .28567 .0 -14.2 -12.6
70.00 2.5 .28567 .0 1.7 3.3
90.00 -2.3 .28567 .0 -3.0 -1.5
100.00 -8.1 .28567 .0 -8.8 -7.3
90.00 ciprofloxacino -11.2 .28567 .0 -12.0 -10.4
70.00 4.8 .28567 .0 4.0 5.5
80.00 2.3 .28567 .0 1.5 3.0
100.00 -5.8 .28567 .0 -6.6 -5.0
100.00 ciprofloxacino -5.4 .28567 .0 -6.1 -4.6
70.00 10.6 .28567 .0 9.8 11.3
80.00 8.1 .28567 .0 7.3 8.8
90.00 5.8 .28567 .0 5.0 6.6

Fuente: Datos obtenidos por el investigador
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: CIPROFLOXACINO S. AUREOS

() trat (J) trat

Intervalo de confianza al 95%

Diferencia
de medias (I- Limite
J) Error tipico Sig. Limite inferior superior

HSD de ciprofloxacino  70.00 15.92 .25685 .000 15.21 16.62
Tukey 80.00 13.25 25685 000 12.54 13.96
90.00 10.39 .25685 .000 9.68 11.10

100.00 5.78 .25685 .000 5.07 6.49

70.00 1.00 -15.92 .25685 .000 -16.62 -15.21
80.00 -2.67 .25685 .000 -3.37 -1.96

90.00 -5.53 .25685 .000 -6.24 -4.82

100.00 -10.14 .25685 .000 -10.85 -9.43

80.00 1.00 -13.25 .25685 .000 -13.96 -12.54
70.00 2.67 .25685 .000 1.96 3.37

90.00 -2.86 .25685 .000 -3.57 -2.15

100.00 -7.47 .25685 .000 -8.18 -6.76

90.00 1.00 -10.39 .25685 .000 -11.10 -9.68
70.00 5.53 .25685 .000 4.82 6.24

80.00 2.86 .25685 .000 2.15 3.57

100.00 -4.61 .25685 .000 -5.32 -3.90

100.00 1.00 -5.78 .25685 .000 -6.49 -5.07
70.00 10.14 .25685 .000 9.43 10.85

80.00 7.47 .25685 .000 6.76 8.18

90.00 4.61 .25685 .000 3.90 5.32

Fuente: Datos obtenidos por el investigador
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ANEXO N2 07

Comparaciéon miiltiple de medias de E. coli:

Diluciones Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
HSD de 70.00 36 12.8333
Tukeya g5 00 36 15.3333
90.00 36 17.5833
100.00 36 23.3889
ciprofloxacino 36 28.7500
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Duncana 70.00 36 12.8333
80.00 36 15.3333
90.00 36 17.5833
100.00 36 23.3889
ciprofloxacino 36 28.7500
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Comparaciéon miltiple de medias de S. Aureus:

trat

Subconjunto para alfa = 0.05

N 1 2 3

HSD de Tukeya  70.00 36 12.8889

80.00 36 15.5556

90.00 36 18.4167

100.00 36 23.0278

ciproflocaxino 36 28.8056

Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
Duncana 70.00 36 12.8889

80.00 36 15.5556

90.00 36 18.4167

100.00 36 23.0278

ciproflocaxino 36 28.8056

Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
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CIPROFLOXACINO E. COLI

CUADROS DESCRIPTIVOS

Intervalo de confianza para la media al
95%
N Media Desviacion tipica Error tipico Limite inferior Limite superior Minimo Maximo

ciprofloxacino 36 28.8 1.36 227 28.29 29.21 26.00 32.00
70.00 36 12.8 1.28 .213 12.40 13.27 11.00 15.00
80.00 36 15.3 .83 .138 15.05 15.61 14.00 17.00
90.00 36 17.6 1.34 .223 17.13 18.04 16.00 21.00
100.00 36 23.4 1.18 .196 22.99 23.79 21.00 26.00
Total 180 19.5778 5.90 440 18.71 20.45 11.00 32.00

CIPROFLOXACINO

S. AUREUS

Intervalo de confianza para la
media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior superior Minimo Maximo

ciprofloxacino 36 28.8 131 .22 28.36 29.25 26.00 32.00

70.00 36 12.9 1.17 19 12.49 13.28 11.00 15.00

80.00 36 15.6 g7 13 15.29 15.82 14.00 17.00

90.00 36 18.4 1.05 .18 18.06 18.77 16.00 20.00

100.00 36 23.0 1.08 .18 22.66 23.39 21.00 25.00

Total 180 19.7 5.76 43 18.89 20.59 11.00 32.00
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ANEXO N2 08

Para el Analisis de varianza (ANVA) se considero:

Fuentes de Sumas de Grados de Cuadrados Estadistico
Variacion Libertad Medios de Prueba
Cuadrados
FVv I CM Fc
(FV) (S0) (alh) (CM) (Fc)
ZYf y“2 CM;,,, :SCTﬂ CM: atam
. SCTratam == retam t-1 CM
Tratamientos r tr t—1 Error
Error SC

Experimental

Error

Error — t(r _1)

SCError = S(:Total - SCTratam t(r-1
SCr = > > y2 2=
Crow = Z Z Yij
Total tr tr—1

La decision sera mediante:

Método tabular:

Si el Estadistico de prueba (Fc) < Valor tabular (Ft), se acepta la Ho

Si el Estadistico de prueba (Fc) > Valor tabular (Ft), se rechaza la Ho 0 se acepta la

H1

“u,_ n,

Por el método “p”:

Si la probabilidad de significancia (p) < que el nivel de significancia fijado

o , se rechaza la Ho

Si la probabilidad de significancia (p) > que el nivel de significancia fijado

o , se acepta la Ho
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ANEXO N2 09

Placas petri con tratamientos aplicados.
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ANEXO N2 09 Comparacion del diametro del halo de inhibicion del Extracto de
Cassia reticulata en S. aureus y E. coli

Media de ciproAUREOQS

30.004
25.009
20.00]
15.007]
10.004
T T T T T
1.00 70.00 80.00 90.00 100.00
trat

Fuente: ficha de recolecciéon de datos

30.004
25.00
o
(1]
[&]
o
o
© o000
oa
-
=
-
a
=
15.00
10.00-
1 I T 1 I
1.00 70.00 50.00 90.00 100.00
trat

Fuente: ficha de recoleccidon de datos

58



