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RESUMEN

El presente estudio fue de tipo experimental con disefio de estimulo creciente, con posprueba
Unicamente y grupos controles. Su objetivo fue comparar el efecto antibacteriano in vitro de
los extractos etanolicos de Cinchona officinalis (Cascarilla) y Solanum nigrum (Hierba
mora) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923. EI material vegetal fue recolectado en la
localidad de Montero, del bosque de los molinos de Sanguili, provincia de Ayabaca,
departamento de Piura. A partir del material vegetal se obtuvieron los extractos etandlicos
mediante el método de maceracion. A partir del extracto total obtenido se prepararon 10
concentraciones volumeétricas de 100 a 1000 ug/mL. El efecto antibacteriano se determino
por el método de difusidn en disco. Los resultados fueron analizados mediante el paquete
estadistico Spss vs. 22. La prueba estadistica aplicada fue ANOVA vy el test de Tukey. Los
resultados mostraron que los extracto etandlicos de Cinchona officinalis y Solanum nigrum
tienen efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923. Cinchona
officinalis generd halos de inhibicion promedios de 25 mm, Solanum nigrum halo de
inhibicion promedio de 19 mm. La clorhexidina al 0.12% formé halos de inhibicion de
17mm. Se concluye que las diferentes concentraciones de los extractos etanolico de
Cinchona officinalis y Solanum nigrum tienen efecto antibacteriano in vitro de tipo
bactericida sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 superando al control Gluconato de

clorhexidina al 0.12%.

Palabras claves: Cinchona officinalis, Solanum nigrum, Staphylococcus aureus,

antibacteriano, extracto vegetal.
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ABSTRACT

The present study was of experimental type with increasing stimulus design, with only
post-test and control groups. Its objective was to compare the antibacterial effect in vitro
of the ethanolic extracts of Cinchona officinalis (Cascarilla) and Solanum nigrum (hierba
mora) on Staphylococcus aureus ATCC 25923. The plant material was collected in the
town of Montero, from the forest of Sanguili mills, province of Ayabaca, department of
Piura. From the plant material, the ethanolic extracts were obtained by the maceration
method. From the total extract obtained, 10 volumetric concentrations of 100 to 1000 pg /
mL were prepared. The antibacterial effect was determined by the disc diffusion method.
The results were analyzed using the statistical package Spss vs. 22. The applied statistical
test was ANOVA and the Tukey test. The results showed that the ethanolic extracts of
Cinchona officinalis and Solanum nigrum have antibacterial effect on Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Cinchona officinalis generated 25 mm average inhibition halos,
Solanum nigrum average inhibition halo of 19 mm. Chlorhexidine at 0.12% formed halos
of 17mm inhibition. It is concluded that the different concentrations of the ethanolic
extracts of Cinchona officinalis and Solanum nigrum have antibacterial effect in vitro of
bactericidal type on Staphylococcus aureus ATCC 25923, overcoming the 0.12%

chlorhexidine gluconate control.

Keywords: Cinchona officinalis, Solanum nigrum, Staphylococcus aureus, antibacterial,
plant extract.



INTRODUCCION

Staphylococcus aureus, es una bacteria patdgena.1,2,3 se encuentra frecuentemente como
microbiota normal en piel y mucosa en humanos.4,5,6 Va ser responsable de una serie de
patologias leves principalmente epidérmicas, asi como de afecciones con prondstico
reservado como la neumonia necrotizante, bacteriana severa y fascitis
necrotizante.,7,8,9,10.11.12, Si bien, han reportado varias especies de estafilococos orales,
la més importante es S. aureus.13 Su presencia en la microbiota oral genera controversia
ya que algunos investigadores lo han asociado a infecciones endoddnticas, queilitis
angular, enfermedad periodontal y periapicales, infeccion a nivel de glandulas salivales,
asociado a protesis y mucositis oral en ancianos, lactantes, inmunocomprometidos y/o con

patologias sistémicas como artritis reumatoide, diabetes e infecciones hematicas.'*16:17-19

S. aureus, es una bacteria con caracteristicas peculiares de patogenicidad y resistencia a los
antibidticos esta condicion la ha convertido en un problema mundial de salud pdblica.?®%
Se ha aislado de saliva, y del biofilm a nivel gingival.?? Aproximadamente entre el 20 y
30% de la poblacién mundial son portadores persistentes de esta bacteria. Esto significa
que en aquellas personas siempre sera encontrado S. aureus. Un 30% adicional de la
poblacion se comporta como portadores transitorios.??* El portador de S. aureus se
constituye en un reservorio del microorganismo y esta condicidn incrementa el riesgo de
infecciones debido a que las bacterias podrian ingresar al cuerpo cuando este se encuentra

inmunocomprometido.?®

El estudio de S. aureus es importante debido al incremento de cepas resistentes a la
meticilina (SARM).?62728 | a alerta mundial frente a las cepas SARM radica en que hace
algunos afios estas bacterias solo eran patdgenos importantes reportados a nivel
nosocomial, pero en la actualidad han surgido cepas resistentes también a nivel comunitario
responsables de infeccidn supurativa en piel y neumonia severa necrotizante en jovenes
sanos, esta circunstancia pone en alerta la salud de las poblaciones.?® Frente al problema
de la resistencia de S. aureus y otras bacterias a los antibi6ticos, la comunidad cientifica se
encuentra buscando nuevas alternativas que permitan controlar este tipo de
microorganismos potencialmente patdgenos y remediar las enfermedades causadas por

estos.



Saavedra,®® en su libro “Las plantas medicinales de la sierra central de Piura”, reporta la
existencia de més 50 plantas oriundas y adaptadas catalogadas como plantas medicinales y
utilizadas empiricamente en el tratamiento de enfermedades orales por la poblacion
piurana. Entre ellas, Cinchona officinalis (cascarilla) y Solanum nigrum (hierba mora). No
se han desarrollado investigaciones donde se evalle la capacidad antibacteriana de los
extractos totales de esta planta sobre Staphylococcus aureus por lo que seria un gran aporte
a la ciencia y la comunidad si se logra demostrar que estas plantas presentan la capacidad

de eliminar a los microorganismos patdégenos importantes a nivel oral.

En ese sentido, Salazar L.3! (2014) en Piura-Per( determing el efecto antimicrobiano sobre
Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 de los extractos
acuoso, etandlico y metandlico de Allium sativum L. "ajo". EI método de obtencion de los
extractos fue por maceracion. Las concentraciones evaluadas fueron 25 %, 50 %, 75 % y
100 %. Los métodos de dilucion en tubo y difusion fueron utilizados para determinar el
efecto antibacteriano. Determind que el mayor efecto antibacteriano sobre E. coli lo genero
el extracto acuoso el que conjuntamente con el extracto metandlico mostraron mayor efecto
antibacteriano contra S. aureus. La CMI del extracto acuoso para E. coli fue 0,78% y para
S. aureus fue 0,39 %. El efecto de la concentracion del 100% del extracto acuoso fue similar
al mostrado por el control Cloranfenicol y Amikacina contra E. coli, pero fue mayor al

efecto de vancomicina frente a S. aureus.

Ramos R.*? (2016) en Lima-Pert determiné el efecto antibacteriano del extracto de las
hojas de Brassica rapa L. (Nabo silvestre) sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
El efecto inhibitorio se determind mediante el método de difusion. El extracto fue acuoso
liofilizado y se evaluaron las concentraciones de 25, 50 y 100 mg/mL. Los resultados
mostraron gque el mayor efecto se obtuvo a la concentracion de 100 mg/mL sobre S. aureus
formando un halo de inhibicion de 30 mm. El halo formado a la concentracién de 50 mg/mL
fue de 27mm y a la de 25mg/mL fue de 24mm. Frente a E. coli se formaron halos de 14,
10 y 8 mm a las concentraciones de 100 mg/mL, 50 mg/mL y a 25 mg/mL respectivamente.
Después de aplicar la prueba de ANOVA y Tukey se determind que existe diferencia

estadistica entre los tratamientos.



Sandoval, et al* (2016) en Trujillo-Per( evaluaron el efecto antibacteriano de los alcaloides
totales de las hojas de P. pallida frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli. El
efecto inhibitorio se determind mediante el método del pocillo modificado. Las
concentraciones de los alcaloides totales fueron de 2.5 y 10 mg/mL disueltos en
dimetilsulfoxido (DMSO) y el control fue cloranfenicol. Se reportaron promedios de halos
de inhibicion de 13.63 mm de diametro a la concentracion de 2.5 mg/mL, 16 mm a 5
mg/mL y 18.38 mm de didmetro a 10 mg/mL,; para E. coli los halos de inhibicion fueron
de 12 mm de didmetro a una concentracion de 2.5 mg/mL, 14.13 mm a 5 mg/mL y 15.38
mm a 10 mg/mL. Concluyeron que los alcaloides totales de P. pallida a las concentraciones
de 2.5, 5y 10 mg/mL presentan efecto antibacteriano in vitro frente a S. aureus y E. coli.

Sanchez, et al.® (2016) México, investigaron la actividad antibacteriana y antibiopelicula
de extractos hidrohidroetanolicos de plantas contra microorganismos nosocomiales”, su
objetivo fue reconocer las propiedades terapéuticas de las plantas medicinales y sus efectos
antimicrobianos, evaluando las actividades antimicrobianas y antibiopelicula de 8 extractos
hidrohidroetandlicos de plantas contra microorganismos clinicos aislados. El disefio de
estudio fue experimental. Se hizo uso del método preliminar por pocillo de ensayo de
difusion para mostrar la actividad antimicrobiana de Prosopis laevigata, Opuntia ficus-
indica, y Microcephala gutierrezia. Se usé la técnica de tamizaje fitoquimico, prueba de
Bayer, Deteccion de triterpenos / esteroides y extractos hidrohidroetandélicos. El estudio
arrojo como resultado las CBM donde P. laevigata extracto tenia el mas bajo MBC con un
valor de 2 ng/mL para E. coli, 2,8 pg/mL para E. faecalis, 3,8 pg/mL para K. pneumoniae,
y 0,7 mg / ml para S. aureus. y extractos O. ficus-indica tiene el méas alto CMB que van
desde 1,0 hasta > 15 pg/mL. CMBS de G. Microcephala eran 2,8 y 8,3 pg/mL contra S.
aureus y E. coli, respectivamente. Concluye que algunos de los extractos de plantas
evaluadas en esta investigacion tenian potenciales actividades antimicrobianas y
antibiopelicula contra las bacterias nosocomiales aislados, que pueden un modelo para la

busqueda de nuevos medicamentos.

Centurion J* (2017) en Trujillo-Per, investigaron el efecto antibacteriano in vitro del
aceite esencial de Laurus nobilis “Laurel” sobre Staphylococcus aureus. Fue un estudio
experimental. El aceite esencial se probo a las concentraciones de 25%, 50%, 100%. Se
demostro que presenta efecto antibacteriano sobre S. aureus ATCC 25923. Se reportaron

halos de inhibicién promedios de 15.1 mm, 10.1 mm y 5.1 mm a las concentraciones de



100%, 50% y 25% respectivamente. Segln la escala de Duraffourd S. aureus ATCC 25923
es muy sensible (100%), sensible (50%) y efecto nulo (25%). Concluyeron el aceite

esencial de Laurus nobilis (laurel) tiene efecto antibacteriano sobre S. aureus.

Armenda G, et al.*® (2018) en Lima, determinaron la concentracién minima inhibitoria de
la clorhexidina al 0.1, 0.2, 1.0, 1.5y 2.0 % con un control amoxicilina / acido clavulanico.
Los resultados mostraron halos de inhibicion de la Clorhexidina al 2% de 10.24 mm, al
1.5%; 9.41 mm, 1%; 8.66mm, 0.5%; 8.37 mm, 0.2%; 8.23 mmy 0.1%; 7.47 mm. El control
amoxicilina/Ac. clavulanico formé un halo de 13.51 mm. Concluyeron que la clorhexidina
al 2% tuvo un efecto estadisticamente significativo cuando se compard con el control

amoxicilina /Ac. Clavulanico.

Ampuero®” (2016) en Lima-Pert, demostro el efecto antibacteriano de Streptomyces sp.,
La evaluacion se realizé por el método de doble capa. Se demostré que la cepa fue efectiva
contra S. aureus ATCC 33862, S. aureus ATCC 43300 meticilino resistente y S. aureus
meticilino resistente de origen clinico. La CMI de 0.88 pg/mL, 0.44 pg/mL y 1.76 pg/mL
fueron respectivamente para S. aureus ATCC 33862, S. aureus ATCC 4300 meticilino

resistente y S. aureus meticilino resistente de origen clinico.

Cachi, et al.® (2018) en Cajamarca-Per(i, evalud el efecto antibacteriano del extracto
hidroalcohdlico de Solanum nigrum L. (hierba mora) sobre Pseudomonas aeruginosa. Las
concentraciones evaluadas fueron al 10, 50 y 100 %. Se utiliz6 como control los
antibidticos amikacina y gentamicina; alcohol etilico y agua destilada. Los resultados
mostraron a la concentracion de 100 % un halo de inhibicion promedio de 11,3 mm de
didmetro. El antibiético amikacina formo un halo promedio de 14,67 mm y la gentamicina
un halo de 18,33 mm; mostrando diferencias significativas (p < 0,05). Concluyeron que el

extracto hidroalcohdlico de S. nigrum L. tiene efecto antibacteriano sobre P. aeruginosa.

Puente E, et al.*® (2018) en Lima-Peru, determinaron la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de las raices de Z. officinale roscoe (Kion) y C. longa L. (Palillo) contra
Staphylococcus aureus. Se utilizo el método de macrodilucion. La CMI del extracto
evaluado fue 2.34 mg/mL para Z. officinale y 1.17 mg/mL C. longa. Concluyeron que

ambos extractos presentan efectividad antibacteriana.

La actividad antibacteriana es el potencial de inhibir la proliferacion o capacidad
reproductiva de bacterias.*® Los extractos vegetales son factores de defensa

antimicrobianos inespecificos y eficaces presentes en las plantas.'® Sus mecanismos de

4



accion son diversos. Por ejemplo, a nivel de la pared celular puede causar desconfiguracion
lo que impide el desarrollo bacteriano. En la membrana celular altera su permeabilidad
imposibilitando el intercambio de sustancias con su medio externo e impiden que el
proceso de replicacion, transcripcion y traduccion del genoma bacteriano se lleve a cabo
corectamente.*0414450 Uno de los métodos de extraccion de principios activos de origen
vegetal es la maceracion en solvente organicos. Para este método es necesario que una vez
seco y molido el material vegetal se pone en contacto con el solvente a temperatura
ambiente. El proceso puede darse en reposo o0 en agitacion constante durante 72 a 240
horas. Una vez concurrido el tiempo se separa el extracto presente en el sobrenadante y se

eliminan los residuos vegetales.

La Cinchona officinalis llamada también cascarilla cascarillo o quinina gris, teniendo en
cuenta sus elementos botanicos, este arbol de 10 metros hasta 20 metros y su didmetro es
de cuarenta centimetros de estatura, su corteza externa un poco fisurada y de color marrén,
tiene hojas comunes, contrarias, de forma eliptica y miden 10 centimetros. Las flores tienen
5 escotaduras y es de color blanco. El fruto es una envoltura ovalada de color
oscuro,*4849%0 |3 ybicamos en los bosques humedos entre los mil trecientos a dos mil
novecientos metros de altura en las regiones de Piura Cajamarca, Lambayeque, el valle de
los rios Apurimac,®® sus habitantes la utilizan cuando poseen fiebre, sobre todo de origen

tropical y especialmente para el paludismo y estimula el apetito.?

En lo que respecta Solanum nigrum Ilamada también Hierba mora o mata gallinas, planta
que crece de forma anual,*’*° erecta mide de alto de 30 centimetros a 120 centimetros. En
el tercio inferior en sus tallos semilefiosos y herbacea en los tercios superiores, cilindricos
y pendularmente ramificados, verde oscuro en los nudos.*"° Las flores se encuentran en
manera de umbrela de 2-4 flores, con corola blanca, cisura, formando un pequefio tubo. Su
fruto es bermejo embolsado, moradas o color oscuro al madurar, glabras tiene nimeros
semillas de color amarillento. Esta planta se puede localizarse en las tres regiones del Perd,
cerca del nivel del mar hasta unos 2500 msnm aproximadamente, 4-*° pertenece a la familia
solanéceas, de los solanina que es un alcaloide muy toxico, segun cuentan, las gallinas que
comen sus frutos se enferman y mueren, aqui por ello lleva también el nombre de mata
gallina, una de las propiedades que podemos destacar de esta planta es su efecto como
analgésico y sedante,> en caso de erisipela en forma de cataplasma, dolores dentales y

reumatismos.*’- 50



Staphylococcus aureus es una bacteria tipo coco gram positivo. Su morfologia frente a esta
tincion permite observar su disposicion que asemeja a un racimo de uvas, de alli su nombre
estafilococo. Su capacidad de desarrollar colonias doradas brillantes en el medio de cultivo
s6lido manitol salado le ha otorgado su otro nombre aureus.>*> S. aureus es el patdgeno
maés representante de la cavidad oral ya que tiene elementos de virulencia y resistencia a
los farmacos para uso clinico y cuya propagacion va ser de mucha ayuda y aporte a la salud
publica; van desde epidemias pequerfias de piel y tejidos blandos hasta epidemias mayores
gue van a poner al paciente su vida en riesgo tal como la neumonia y fascitis ambas
necrotizante, sepsis severa. La flora oral contiene mas de trecientas especies de microbios
conocidos, ademas de cultivos organicos que ain no se han estudiado.>* S. aureus puede
estar asociado a epidemias endodonticas, periodontales, periapicales y epidemias
supurativas de las glandulas salivales, en pacientes inmunocomprometidos, en las
biopeliculas supra y subgingival cerda del 20 a 30% estan infectados de S. aureus, lo cual

van a encontrar siempre colonizados por esta bacteria.

S. aureus es un coco inmavil, gram positivo cuya dimension esta rondando de 0,5 micrones
a 1.5 micrones y se divide en tres planos para formar grupos de células irregulares
semejante al racimo de uvas.>>* En los defectos inmunitarios de los fagocitos podemos
encontrar registros clinicos vistos en pacientes con sindromes de los neutréfilos
acostumbran comunicar propiedades comunes: gingivitis, patologia periodontal y
ulceracion oral. Las infecciones cutaneas por S. aureus son recurrentes y tienen la
posibilidad de ser de méas grande consistencia. En el dictamen diferencial la afectacion
visceral y, en especial, sino pulmonar, ayuda a distinguir los defectos de los neutrofilos de
otros sindromes. El absceso hepéatico es una manifestacion recurrente de la patologia
granulomatosa crénica (EGC). Puede producirse por la presencia de S. aureus,
microorganismo que rara vez se descubre en el higado en los pacientes con un recuento
bajo de neutrofilos. Otras patologias asociadas a S. aureus son la septicemia, las
enfermedades de la piel y de las vias respiratorias superiores e inferiores, toxigénicas a
nivel intestinal y de la region perirrectal. También se encuentran asociados a

complicaciones en la enfermedad periodontal

El estudio de S. aureus requiere el uso de medios de cultivo artificiales de naturaleza solida.
El CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute) recomienda utilizar el medio cultivo

Agar Mueller Hinton para la evaluacion del efecto antibacteriano de cualquier sustancia



frente a cocos gram positivos. EI método recomendado por el mismo organismo es el
también llamado método de Kirby-Bauer. °* >6-°8 Este método consiste en la diseminacion
de la bacteria en toda la superficie de una placa petri conteniendo el medio de cultivo
elegido. Una vez realizada la siembra se colocan sensidiscos conteniendo una
concentracion conocida de la sustancia antimicrobiana. El disco una vez en contacto con
superficie del agar va formar una gradiente de concentracion, que después de 18 a 24 horas
de incubacion, permitira la formacion de zonas de inhibicion del desarrollo bacteria si se
da el caso que la bacteria estudiada es sensible a dicha sustancia antibacteriana. 5°°° Este
método permite la determinacion de la concentracion minima bactericida que es la
concentracion menor de la sustancia antibacteriana 3! que va matar al 99,9 por ciento del
indculo original estudiados luego de un periodo de incubacion a 37°C. 4> % A su vez, la
concentracion minima inhibidora es la concentracion menor del antimicrobiano capaz de
inhibir el desarrollo bacteriano. Dicha concentracion puede expresarse en pg o mg.*>% La
realidad y el contexto que se ha fundamentado anteriormente ha permitido que nos
formulemos el presente problema de investigacion; ¢Cual es el efecto antibacteriano in
vitro de los extractos etandlico de Cinchona officinalis (Cascarilla) y Solanum nigrum

(Hierba mora) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923?

El uso de la medicina natural es para evitar los farmacos, puesto que en odontologia y en
otras especialidades los farmacos tienen prioridad, ahora podemos rescatar que
Staphylococcus aureus, siendo una bacteria patdgena y la podemos encontrado
frecuentemente como microbiota normal a nivel de piel también en mucosas en humanos
va ser responsable de una serie de patologias leves de la piel y tejidos blandos, asi como de
afecciones con pronostico reservado como la neumonia necrotizante, bacteriemia severa 'y
fascitis necrotizante; los S. aureus, puede conllevar al paciente o poblacién enfermedades
pulmonares o cardiacas y esta siendo importante debido al incremento de cepas resistentes
entonces las plantas medicinales estudiadas serian beneficiados en pacientes con
enfermedad periodontal ya que estos estan asociados a enfermedades sistémicas y este
estudio pretende usarlas como recurso, en los que son ricos en nuestro pais, entonces
podemos encontrar que las plantas usadas en mi estudio tal cual son Cinchona officinalis
también conocida como cascarilla o quinina gris y Solanum nigrum denominada hierba
mora son usadas medicinalmente y la podemos encontrar en el Per( para mejorar la salud

oral y brindar futuros aportes a investigaciones.



Las hipotesis que se generan a partir del problema planteado es que existe efecto
antibacteriano in vitro del extracto etandlico del Cinchona officinalis y de Solanum nigrum
sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

El objetivo general planteado para responder a dicha problematica es evaluar el efecto
antibacteriano in vitro del extracto etanélico de Cinchona officinalis (Cascarilla) y Solanum
nigrum (Hierba mora) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Los objetivos especificos fueron: Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
etanolicos de Cinchona Officinalis (Cascarilla) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923

mediante el método de difusién en disco.

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlicos de Solanum nigrum
(Hierba mora) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 mediante el método de difusion

en disco.



METODO

2.1. Tipoy Disefio de investigacion

Este estudio es de tipo experimental ya que su variable se va ver manipulada
independientemente dentro de una circunstancia de control para asi obtener los
resultados. Este estudio tiene un enfoque cuantitativo porque los resultados se van
recolectar mediante mediciones numéricas y analisis estadisticos para tener
informacion validada. Es trasversal pues los resultados seran obtenidos en un mismo

periodo de tiempo.%! Su disefio fue experimental con post prueba tnicamente y

grupos controles, Segun el siguiente diagrama.®’

ANTES DESPUES
A || Negativo > | A
Grupo Control
Al Positivo: Estimulo validado |— A_k
A1l || Estimulo intensidad x F——— | A1l
Grupos A2 || Estimulo intensidad 2x |—— | A22
Experimentales
An || Estimulo intensidad 3x ——» | A3




2.2. Operacionalizacion de las variables

Solanum nigrum (hierba

mora)

VARIABLES DEFINICION DEFINICION DIMENSION INDICADORES | ESCALADE
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
Incompetencia del Inhibicion del
Efecto antimicrobiano Staphylococcus aureus crecimiento de Desarrollo Halo de inhibicion Razon
in vitro frente a para desarrollar medios | Staphylococcus aureus Bactriano en milimetros
Staphylococcus aureus de cultivo frente a debido a la presencia de
elementos un extracto vegetal.
antimicrobianos.
Extractos etandlico de Extracto total Extracto total adquirido
Cinchona officinalis | conteniendo compuestos por maceracion . 200 pg/ml, .
Concentraciones 400 pg/ml Razon
(cascarilla) y Solanum bioactivos de origen etandlica de hojas secas H ’
de extracto en 600 pg/ml
nigrum (hierba mora). vegetal obtenidos por | y molidas de Cinchona mi '
y . L . HY 800 pg/ml,
maceracion etandlica. | officinalis (cascarilla) y
1000 pg/mi
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2.3. Poblacion, muestra y muestreo (incluir criterios de seleccién)

2.3.1. Poblacion
= Hojas de plantas Cinchona officinalis (Cascarilla) y Solanum nigrum
(Hierba mora).
= Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
2.3.2. Muestra
= Extracto etandlico de hojas de Cinchona officinalis (Cascarilla), Solanum
nigrum (Hierba mora).
= Suspensién microbiana de Staphylococcus aureus ATCC 25923 a la
concentracion de 1.5 x108 UFC/mL.

2.3.3. Calculo del tamafio de la muestra
El nimero de replicados se dio realizando la siguiente formula estadistica la
cual son efectuadas varios estudios de investigaciones experimentales para
asi obtener como resultado el namero minimo de observaciones, duplicados

y repeticiones.

W-W2: Zg+1,4-Zg
WZ

n:

n=_10.9— (090)’x 0.842+1.4x (1.96)

(0.90)
n=0.90- 0.81x 0.842+1.4x 3.8416
0.81
n= 6.96026 =8.59
0.81

Determinamos, Za. = 1.96; Zf = 0.842; W = 0.90 (90%). A resolver se obtiene
que es necesario realizar 9 replicados e cada ensayo.

n = Cantidad minima de repeticiones en la investigacion.

7 = Potencia asignada a la prueba.

Zao = Nivel de confianza.

W = Rendimiento minimo esperado.
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2.4.

2.5.

2.3.4. Criterios de eleccion

Las hojas recolectadas deben encontrarse en buenas condiciones sin rasgos

de dafio ni epidemia microbiana. (Anexo 1)
La bacteria fue cepa ATCC certificada.
Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad

Las plantas medicinales se recolectaron en la zona sierra de la region Piura, Perd,
separando las hojas de las plantas y conservandolas a temperatura ambiente sin
desecar. Serd identificada la muestra en el Herbarium Piurense en la facultad de

ciencias bioldgicas de la Universidad Nacional de Piura (anexo 4).

Su metodologia fue la misma para todas las plantas considerando lo siguiente: Las
hojas seran lavadas en agua y desinfectadas con alcohol de 70 grados para asi ser
secado en estufa a 35 grados Celsius. Aproximadamente dos dias para que este seco
totalmente. Con un molino se realizé la molienda de nuestras hojas para luego
colocarla en un frasco de vidrio color &mbar, colocando una mezcla hidroalcohdlica
que contiene ochenta partes de etanol con veinte de agua, el frasco tiene que estar
sellado completamente con papel aluminio para asi no ingrese luz e inactive en la
mezcla hidroalcoholica, se deja macerando por siete dias agitandose constantemente,
para luego pasar a la filtracion, para empezar con la filtracién se colorara papel filtro
Whatman namero 41, el segundo filtrado se realizara con el mismo papel pero de
numero 2 y el tercer filtrado que es el tercero y ultimo nimero. Para asi tener 600
mililitros de extracto purificado libre de microorganismos. Luego pasara por el
rotavapor para la separacion del solvente, al final se tendra una masa de extracto seco,

sera pesado y refrigerado lejos de la luz para ser conservado. (anexo 3)

Procedimiento

2.5.1. Reactivacion de cepas ATCC.
Las cepas que se obtuvieron comercialmente en estado liofilizado, las cuales
seran reactivadas en caldo Mueller Hinton de marca Merck veinticuatro horas

antes de la experimentacién. (Anexob5)
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2.5.2.

2.5.3.

2.54.

2.5.5.

Preparacion y estandarizacion del Inéculo.

A partir de dos UFC de S. aureus desarrolladas en medio de cultivo solido se
procedié a preparar el indculo mediante dispersion en solucién salina estéril.
La turbidez alcanzada fue leida espectrofotométricamente a una longitud de
onda de 625 nm. La absorbancia fue 0.09 como recomienda el método. El

indculo fue utilizado antes de cumplir 15 minutos después de su preparacion.

Prueba de susceptibilidad antibacteriana in vitro

El efecto antibacteriano fue determinado mediante el método estandarizado
de difusion en disco (Clinical and Laboratory Standards Institute). Todo el
proceso se realizd en el laboratorio de Microbiologia, parasitologia y

laboratorio clinico de la Universidad César Vallejo, Filial Piura (Anexo6).

Método de difusion en disco

Para la utilizacién de este método se humedecid un hisopo en el inéculo
preparado previamente. Luego se presiond sobre las paredes del tubo para
eliminar el exceso de indculo. Una vez realizado este paso se procedio a
sembrar por dispersion todas las superficies de las placas con el medio de
cultivo servido previamente. Una vez sembrada cada placa se procedio a
colocar discos de papel de filtro estériles con un didmetro de 6 mm. Esta parte
se realizO con ayuda de un hisopo estéril. Cada disco contenia la
concentracion de los extractos evaluados y del control clorhexidina al 0.12%.
Una vez que se sembraron las placas y se colocaron los discos estas fueron
llevadas a incubacion de forma invertida en estufa microbioldgica en

condiciones de aerobiosis a 36 °C.

Validacion y confiabilidad de los instrumentos

En este tipo de investigaciones se van a usan metodologias estandarizadas
mundiales. El presente estudio aplicara protocolos tipificados por Clinical and
Laboratory Standard Institute para las pruebas piloto y ensayos

experimentales como es la de esta investigacion.
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2.6.

2.1.

Método de andlisis de datos

Los resultados fueron recolectados y registrados en una hoja de calculo de Excel. Su
analisis estadistico se realizo a traves del software estadistico Spss v.24. Se realizd
un analisis de varianza (ANOVA) para determinar la variacion del efecto de cada
extracto y cada concentracion. También se utilizé el test de Tuckey y la Prueba de
Rangos Multiples de Duncan para determinar diferencia entre los tratamientos.

Aspectos éticos

Se tendra en cuenta todas las normas de bioseguridad del protocolo que se encuentran
en el laboratorio de la Universidad César Vallejo Filial Piura que dice sobre la
utilizacion y eliminacién de microorganismos patdgenos humanos y se cumplira los

principios de Helsinki respecto al manejo de informacion.
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RESULTADOS

Figura 1. Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Cinchona officinalis
(Cascarilla) y Solanum nigrum (Hierba mora) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923

expresado en halos de inhibicion en mm.

25
20
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m Solanum nigrum
(Hierba mora)
1
m Cinchona officinalis
(Cascarilla)
200 400 600 800

1000

o

ol

Diametro del halo de inhibicion en mm

Concentracion del extracto en pg/mL

Fuente: Base de datos.

La presente figura de barras se observa la comparacion del efecto antibacteriano del
extracto etanolico de Cinchona officinalis (Cascarilla) y Solanum nigrum (hierba mora)
sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 a las concentraciones de 200 pg/mL con un
halo de inhibicion de 15 mm, a 400 pg/mL fue 17mm, 600 pg/mL fue 20mm, 800 pg/mL
fue 22mm y 1000 ug/mL fue 25mm. Respecto al efecto fue antibacteriano de Solanum
nigrum se reportaron halos de inhibicién de 13 mm, 14 mm, 16 mm, 17 mm, 19 mm a las
concentraciones de 200 ug/mL, 400 pg/mL, 600 pg/mL, 800 pg/mL y 1000 pg/mL.
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Figura 2. Efecto antibacteriano in vitro de cinco concentraciones del extracto etanolicos
de Cinchona Officinalis (Cascarilla) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 expresado

en halos de inhibicion en milimetros comparados con un control positivo clorhexidina.

G 200 400 600 800

1000

= = N N
o a1 o ol

()]

Promedio halo de inhibicion en mm

Clorhexidina
0.12%

Control + Cinchona officinalis (Cascarilla)

Concentracion en pg/mL

Fuente: Base de datos.

La presente figura de barras muestra el efecto antibacteriano de las diferentes
concentraciones del extracto de Cinchona officinalis (cascarilla), comparado con un control
positivo gluconato de clorhexidina 0.12%. Se observa que a partir de la concentracion de
400 hasta 1000 ug/mL del extracto tienen halos de inhibicién que logran superar el efecto

antibacteriano del control positivo.
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Figura 3. Efecto antibacteriano in vitro de cinco concentraciones del extracto etanolicos
de Solanum nigrum (Hierba mora) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 expresado

en halos de inhibicion en milimetros comparados con un control positivo clorhexidina.
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Fuente: Base de datos.

La presente figura de barras muestra el efecto antibacteriano de las diferentes
concentraciones del extracto de Solanum nigrum (hierba mora), comparado con un control
positivo gluconato de clorhexidina 0.12%. Se observa que las concentraciones de 800 y
1000 pg/mL del extracto tienen halos de inhibicion que logran superar el efecto
antibacteriano del control positivo.
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IV. DISCUSION

Dentro del género Staphylococcus, la especie mas representativa por su patogenicidad es
Staphylococcus aureus. Se le ha reportado como agente causal de una serie de infecciones
intrahospitalarias y comunitarias. Ha adquirido un interés particular debido a su alta
frecuencia y su capacidad de desarrollar resistencia a la meticilina. Su importancia también
ha sido reportada a nivel oral, por estar asociada a cuadros de alveolitis y fracaso del

tratamiento endodontico por contaminacion del conducto tratado.

Por otro lado, la utilizacion de productos derivados de plantas catalogadas como
medicinales se viene incrementando a nivel mundial. Es ese sentido, la region Piura es un
territorio costero peruano donde se han logrado caracterizar mas de 50 especies vegetales
de importancia médica. Dos de estas especies vegetales, consideradas en la presente
investigacion y con propiedades medicinales son Cinchona officinalis (cascarilla) y

Solanum nigrum (hierba mora).

Respecto a la capacidad antibacteriana de estas plantas medicinales, Cachi, et al.?* compard
el efecto antibacteriano del aceite esencial y del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Solanum nigrum L. (hierba mora) sobre Pseudomonas aeruginosa. Reportando un halo de
inhibicion promedio de 11.3 mm. Mientras que el halo de inhibicion promedio en la
presente investigacion fue de 19 mm sobre Staphylococcus aureus. Esta diferencia de
efecto antibacteriano reportada con un halo de inhibicion menor en P. aeruginosa podria
deberse a que ambos microorganismos evaluados son completamente diferentes tanto en
su morfologia como en su fisiologia. Sin embargo, ambos tienen la capacidad de adquirir

resistencia a los antibioticos.

Por su parte, Salazar®', determind el efecto antimicrobiano de los extractos acuoso,
etanolico y metandlico de Allium sativum L (ajo) sobre Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Reportd que el extracto acuoso presentdé mayor
efecto inhibitorio sobre Escherichia coli, mientras que el extracto acuoso y extracto
metanolico mayor efecto inhibitorio sobre Staphylococcus aureus. Esta investigacion
demuestra que los solventes organicos pueden permitir la extraccion de principios activos
con capacidad antibacteriana. En la presente investigacion el solvente orgénico utilizado

fue etanol.

Asi mismo, Ramos®?, determiné el efecto antibacteriano del extracto de las hojas de

Brassica rapa L. (Nabo silvestre) sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
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Reportaron que la mas alta actividad antibacteriana se obtuvo sobre el crecimiento de S.
aureus a una concentraciéon de 100 mg/ml, el cual produjo un halo de inhibicién de 30 mm.
Estos resultados difieren, con los obtenidos en la presente investigacion pues reportan halos
superiores a 10 mm de los obtenidos con el extracto de Solanum nigrum (hierba mora) y
superiores en 5 mm al obtenido Cinchona officinalis (cascarilla), ademas considerando que
la concentracion utilizada por ellos fue 100 mg/ml mientras que en la presente

investigacion la mayor concentracion reportada fue 1000 pg/mL.

En ese sentido Centuridon®®, demostré el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial
Laurus nobilis (Laurel) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923. Reportaron halos de
inhibicion de 15.1 mm a la concentracion de 100%. Lo que demuestra que diferentes
extractos vegetales o aceites esenciales de distintas plantas medicinales presentan efecto
antibacteriano sobre Staphylococcus aureus. El halo reportado por Centurion se aproxima
al obtenido en la presente investigacion con la planta Solanum nigrum, donde se obtuvo un

halo promedio de inhibicion de 19 mm.

Finalmente, Puente, et al.*° evalué el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico
de las raices de Zingiber officinale roscoe (kion) y Curcuma longa L. (palillo) frente a
cepas de Staphylococcus aureus. Demostraron que ambos extractos presentan actividad
antibacteriana sobre la cepa estudiada. Asi mismo, se establecié la concentracion minima
inhibitoria de Z. officinale roscoe (Kion) que fue 2.34mg/mL y C. longa L. (Palillo) fue de
y 1.17mg/mL.

Como se ha podido observar, no existen antecedentes estrictos donde se haya evaluado el
efecto antibacteriano de los extractos etandlicos de Solanum nigrum (hierba mora) y
Cinchona officinalis (cascarilla). Pero se ha logrado establecer que los principios activos o
totales de diferentes plantas medicinales pueden presentar efecto antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus lo que crearia la posibilidad de en un futuro considerar su uso

potencial como antibacteriano.
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V. CONCLUSIONES

1. El extracto etandlico de Cinchona officinalis (Cascarilla) y Solanum nigrum (Hierba

mora) tienen efecto antibacteriano in vitro sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

2. El efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de Cinchona Officinalis
(Cascarilla) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 mediante el método de
difusion en disco reporto un halo inhibitorio de 25 mm a la concentracion de 1000

ug/mL.

3. El efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Solanum nigrum (hierba
mora) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 mediante el método de difusién en

disco reporto un halo inhibitorio de 19 mm a la concentracién de 1000 ug/mL.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda evaluar otras plantas medicinales de la region Piura frente a

Staphylococcus aureus y otras especies microbianas de importancia estomatoldgica.

2. Se recomienda determinar los principios activos de las plantas estudiadas a fin de
establecer cual (es) de ellas tienen actividad antimicrobiana.

3. Se recomienda continuar con estudios in vivo en animales de experimentacion para
determinar su potencial uso a mediano plazo en seres humanos como terapia frente a

las infecciones causadas por Staphylococcus aureus.
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ANEXOS
Anexo 1. Recoleccion de plantas.

Cinchona officinalis llamada también cascarilla o Quinina gris se encontrd por sus rasgos
caracteristicos en su climay en su estado natural en la zona de Montero (Molino de Sanguli)
ha 1hora y media subiendo en cerro.

Figuras 1. Recoleccién de planta Cinchona officinalis.

Solanum nigrum (hierba mora) llamada por sus pobladores como mata gallina o reconocida
como Espino de Garbancillo, se encuentra ubicada en

Figura 2. Recoleccion de Solanum nigrum.
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Figura 3. Vegetacion de Sierra Central de Piura. Camino Montero-Ayabaca.

Figura 4. Centro Poblado “Los Molinos de Sanguli” — Ayabaca. Bosque a 193 km de Piura.
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Anexo 2. Procesamiento del material vegetal.

Figura 5. Seleccién y secado de material vegetal.
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Anexo 3. Obtencién de extractos hidroetandlicos.

Figura 6. Obtencion de concentraciones de extractos hidroetandlico.
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Anexo 4. Constancia de identificacion de plantas.

@ HERBARIUM PIURENSE
m.._.m.:'.uf:.“ Universidad Nacional de Piura

Constancia N° 001-2019

El que suscribe, Dr. J. Manuel Charcape Ravelo, docente del Departamento de
Ciencias Bioldgicas de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Piura,
Director de la Unidad de Investigacién de la Facultad de Ciencias y Director del

Herbarium Piurense, deja
CONSTANCIA

Que el Sr. Carlos Alejandro Villalobos Jimenez, estudiante del 10™° ciclo de la
Escuela de Estomatologia la Universidad César Vallejo — Piura, identificado con DNI
N°® 47157913, con domicilio legal en Av. Circunvalacién 173 — Piura, trajo dos (02)
muestras botdnicas a este despacho para ser determinada en esta institucién,
manifestando que es para la realizacion de su Tesis a trabajar sobre el: Efecto
antibacteriano in vitro de los extractos etandlicos, las plantas mostradas, que
después de determinarlas resultaron ser las que a continuacién se nombra:

1) Cinchona officinalis L. 1753 RUBIACEAE “cascarilla”
2) Solanum nigrum L. 1753 SOLANACEAE “hierba mora”

Se le expide esta constancia a solicitud del interesado para los fines de
realizacion de su tesis.

Piura, 20 de mayo del 2019

S el

C.C. Herbarium Piurense,
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Anexo 5. Preparacion del indculo de la Cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Figura 7. Suspencion de S. aureus en SSFE a partir de cultivo solido.
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Anexo 6. Procesamiento Microbioldgico.

Figura 8. Inoculacién bacteriana, colocacion de discos con extractos y formacion de halos
de inhibicion.
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Anexo 7. Ficha de recoleccién de datos.

SUSTANCIAS Halo en mm
Control + G. Clorhexidina 0.12% 17
200 13
400 14
Solanum nigrum (Hierba mora) 600 16
800 17
1000 19
Cinchona
Concentraciones en pg/mL | Solanum nigrum (Hierba mora) officinalis
(Cascarilla)
200 13 15
400 14 17
600 16 20
800 17 22
1000 19 25
SUSTANCIAS Halo en mm
Control + G. Clorhexidina 0.12% 17
200 15
. o 400 17
Cinchona of_flcmalls 600 20
(Cascarilla)
800 22
1000 25
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Anexo 9. Screenshot porcentaje de similitud Turnitin.
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Anexo 10. Autorizacidn de publicacion de tesis en repositorio institucional UCV.
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