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Glosario

Crecimiento Bacteriano: El crecimiento bacteriano es la division celular, llevando a un
aumento exponencial del nimero de células iniciales de una poblacion. Las bacterias
pueden crecer individuamente por fisién binaria (la célula se alarga hasta dividirse en
dos) o en el contexto de una poblacién (las células duplican su tamafio y se forma un
septum, que consiste en el crecimiento de la membrana celular y de la pared celular hasta

la separacion de las dos células) (1).

Cepa bacteriana: Una cepa es una variante fenotipica de una especie o, incluso, de un taxén
inferior, usualmente propagada clonalmente debido al interés en la conservacion de sus cualidades

definitorias (2-4).

Especie endémica: Una especie endémica, es aquella, cuya distribucion se restringe a

una determinada zona geogréfica, ya sea una provincia, region, pais o continente (5).

Fitoquimicos: Los fitoquimicos son compuestos biologicamente activos producidos por
las plantas. Juegan un papel importante en su crecimiento y en los mecanismos de control

y defensa ante competidores, patdgenos y depredadores, asi como en situaciones de estrés

(6).

Inflorescencia: Se denomina Inflorescencia a aquellos sistemas de ramas de los
espermatofitos que estan destinados a la formacion de flores y se suelen encontrar méas o
menos claramente delimitados respecto al area vegetativa. Constan de un eje principal
llamado raquis que lleva generalmente bréacteas en cuyas axilas nacen flores o
inflorescencias parciales. El raquis esta unido al tallo por el pedinculo y cada flor esta

sostenida por el pedicelo (7).
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Resumen

Esta investigacion analizo el efecto antibacteriano de los extractos acuoso, etandlico y del
aceite esencial de Coreopsis sherffii S.F. Blake sobre el crecimiento de Staphylococcus
aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922, ambos patdgenos clinicamente
relevantes. Se realiz6 pruebas para determinar los diametros de los halos de inhibicion, la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida (CMB).
El extracto etandlico mostré capacidad inhibitoria, con didmetros superiores a 15.7 mm
para E. coli y 20.7 mm para S. aureus, incluso comparables o mayores que el control de
Amoxicilina/Acido Clavulanico. El aceite esencial también presentd una inhibicion
notablemente significativa con ambas cepas, especialmente contra E. coli con inhibicién
total de la placa y halos mas grandes que el control positivo en algunas concentraciones
para S. aureus. El extracto acuoso, en cambio, no tuvo efecto sobre ninguna de las cepas.
Segun la escala de Duraffourd, E. coli mostré ser muy sensible al extracto etandlicoy S.
aureus una sumamente sensible, por otra parte, las dos cepas mostraron ser sumamente
sensibles al aceite esencial. La CMI del extracto etandlico fue de 5% para E. coli y 1.25%
para S. aureus, mientras que la CMB fue de 20% y 5%, respectivamente. Para el aceite
esencial, la CMI fue de 1.25% para E. coli y 2.5% para S. aureus, con una CMB de 5% y
10%, respectivamente. Estos hallazgos subrayan el potencial de los productos naturales
como fuente de compuestos antimicrobianos y abren nuevas vias para el desarrollo de

terapias alternativas contra infecciones bacterianas.

Palabras clave: Coreopsis sherffii, Extractos, Aceite esencial, Actividad antibacteriana,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Resistencia antibacteriana.
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Abstract

This research analyzed the antibacterial effect of aqueous, ethanolic extracts, and
essential oil from Coreopsis sherffii S.F. Blake on the growth of Staphylococcus aureus
ATCC 29213 and Escherichia coli ATCC 25922, both clinically relevant pathogens.
Tests were conducted to determine inhibition zone diameters, minimum inhibitory
concentration (MIC), and minimum bactericidal concentration (MBC). The ethanolic
extract exhibited inhibitory activity, with diameters greater than 15.7 mm for E. coli and
20.7 mm for S. aureus, comparable or even greater than the Amoxicillin/Clavulanic Acid
control. The essential oil also showed significant inhibitory activity against both strains,
particularly against E. coli, with total plate inhibition and larger inhibition zones than the
positive control at certain concentrations. In contrast, the aqueous extract had no effect
on either strain. According to the Duraffourd scale, E. coli was classified as very sensitive
to the ethanolic extract, while S. aureus was classified as extremely sensitive. Both strains
showed extreme sensitivity to the essential oil. The MIC of the ethanolic extract was 5%
for E. coli and 1.25% for S. aureus, while the MBC was 20% and 5%, respectively. For
the essential oil, the MIC was 1.25% for E. coli and 2.5% for S. aureus, with an MBC of
5% and 10%, respectively. These findings highlight the potential of natural products as
sources of antimicrobial compounds and open new avenues for developing alternative

therapies against bacterial infections.

Keywords: Coreopsis sherffii, Extracts, Essential oil, Antibacterial activity,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Antibacterial resistance.
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CAPITILO |

INTRODUCCION

Los productos naturales tales como las plantas han demostrado ser una fuente rica 'y
diversa de moléculas bioactivas con potencial aplicabilidad en la prevencion y
tratamiento de infecciones bacterianas (8). Coreopsis sherffii S.F. Blake, una
Asteraceae endémica de Per( (9), ha sido objeto de interés en la investigacion en
cuanto a su caracterizaciéon morfolégica y su distribucion geogréafica (10), pero su
actividad antibacteriana aun no ha sido explorada, sin embargo, otras especies de la
misma familia han sido estudiadas y reportadas como fuentes de moléculas bioactivas
con propiedades antibacterianas, por eso es importante estudiar el potencial de esta
especie(11).

Staphylococcus aureus y Escherichia coli son considerados organismos modelo en
estudios relacionados a determinar la actividad antimicrobiana por compuestos
bioactivos. Debido a que estos microorganismos son agentes causales de infecciones
bacterianas comunes en humanos (12). Su distinta estructura celular y mecanismos de
resistencia permiten evaluar la especificidad y amplitud del espectro antibacteriano
de los extractos vegetales (13). La estructura de la pared celular en E. coli, con su
membrana externa que actla como barrera y las porinas modificadas y bombas de
expulsion, dificulta la entrada y accion de antibioticos naturales (14). En S. aureus, la
pared gruesa de peptidoglicano y la modificacion de las proteinas de union a
penicilina (PBP) representan obstaculos similares para los compuestos bioactivos
(15). Estos mecanismos de resistencia subrayan la importancia de investigar como

los antibidticos de origen vegetal pueden superar estas barreras y ofrecer nuevas



alternativas terapeuticas, en un momento critico donde la resistencia a los antibidticos
convencionales esta en aumento (16).

El presente estudio se enmarca en la evaluacion del efecto antibacteriano de los
extractos acuoso, etanolico y del aceite esencial de Coreopsis sherffii S.F. Blake sobre
el crecimiento in vitro de dos patdgenos bacterianos, Staphylococcus aureus y
Escherichia coli. Nuestra hipétesis se basa en que el extracto acuoso, etanolico y el
aceite esencial de Coreopsis sherffii s.f. blake tienen un efecto inhibitorio obre el
crecimiento in vitro de Staphylococcus aureus ATCC 29213y Escherichia coli ATCC
25922, Para contrastarla, se realizaron antibiogramas en donde se determiné
didmetros de halos de inhibicidn, concentracion minima inhibitoria (CMI) y
concentracion minima bactericida (CMB), explorando asi el potencial antimicrobiano
de esta especie vegetal. A través de este estudio, se espera contribuir al conocimiento
cientifico sobre las propiedades antibacterianas de Coreopsis sherffii y promover su
posible utilizacion como fuente de compuestos naturales con actividad terapéutica.
Ademas, se busca establecer las bases para futuras investigaciones dirigidas al
desarrollo de productos farmacéuticos y terapias alternativas para el tratamiento de

infecciones bacterianas resistentes a los antibiéticos convencionales.



CAPITULO I
MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de la investigacion

Avila et al. (2006) llevaron a cabo un experimento para evaluar el efecto antibacteriano
del extracto etandlico de las hojas y tallo de Diplostephium tolimense Cuatrec.
(Asteraceae) frente a S. aureus ATCC 25923y E. coli ATCC 25922. Utilizando el método
de difusion en pozo, encontraron que dicho extracto tiene actividad antibacteriana solo
contra la cepa de S. aureus. Dicha actividad se atribuye a los componentes quimicos
presentes en dicha planta como los flavonoides y triterpenos y/o esteroides. Es importante
resaltar que dicho estudio se limitd a un solo método de evaluacion de actividad

antimicrobiana, pues faltan estudios que demuestren la CMI y la CMB. (17).

Almeida et al. (2011). llevaron a cabo un experimento para evaluar la actividad
antimicrobiana de extractos alcoholicos de Nardophyllum armatum (Asteraceae) frente a
microorganismos fitopatdgenos de interés industrial agricola, tanto bacterias como
hongos. Los resultados demostraron que dichos extractos son eficaces inhibiendo el
crecimiento de hongos miceliales fitopatogenos tales como Penicillium digitatum y
Geotrichum candidum por ensayos de macrodiluciéon en agar, con una CMI de 400
puL/mL. Asi mismo el extracto inhibio el crecimiento de bacterias fitopatdgenas como
Erwinia carotovora, Agrobacterium tumefasciens, Xanthomonas campestris Yy
Pseudomonas syringae con una CMI <400 pg/mL. Sin embargo, el efecto antibacteriano

de N. armatum no se demostré sobre cepas de importancia clinica (18).

Soto (2015). En su tesis de pregrado, prepard un gel antimicrobiano con el extracto
etanolico de las hojas de Senecio rhizomatus Rusby (Asteraceae), a concentraciones de
12,5y 25 mg/mL. El estudio fue realizado por el método de difusion en agar. Las cepas

3



de S. aureus fueron de origen hospitalario y de una comunidad del Departamento de
Ancash. En los resultados encontrados a una concentracion de 25 mg/mL se observo un
halo de inhibicién de 20 mm en la cepa de la comunidad y un halo de 18 mm en la cepa
hospitalaria. Concluyendo que el gel elaborado con extracto etan6lico de hojas de Senecio
rhizomatus Rusby tiene efecto antibacteriano in vitro; sin embargo, en este estudio no se
determinaron la CMI ni la CMB ni tampoco se realizaron pruebas adicionales de
sensibilidad bacteriana con otro tipo de extracto ni con el aceite esencial, quedando un

vacio de conocimiento (8).

Guo et al. (2017) aislo de los brotes de Coreopsis tinctoria Nut. un compuesto llamado
Glucotsido de poliacetileno (denominado trivialmente coreésido E), junto con otro
compuesto conocido, coreoside B. Luego se evaluo la actividad antibacteriana de ambos
utilizando el método de difusion en disco enfrentando a cepas de S. aureus y Bacillus
anthracis, encontrandose concentraciones inhibitorias minimas de 27 £ 0.27 y 18 + 0.40
UM respectivamente. Sin embargo, el estudio solo se limitd6 a un método y solo con
bacterias Gram positivas. Mas tarde Mu et al. (2020) demostré mediante PCR cuantitativa
en tiempo real (QRT-PCR), que un compuesto presente en la flor de Coreopsis tinctoria
Nut. denominado Okarin, tiene efecto inhibitorio en la deteccion de quorum de

Chromobacterium violaceum (19).

Babota et al. (2018). En un estudio con disefio experimental, se realizd un bioensayo,
enfrentando el extracto etandlico de Antennaria dioica (L.) (Asteraceae) ante cinco cepas
bacterianas aerobias: S. aureus (ATCC 49444), B. cereus (ATCC 11778), L.
monocytogenes (ATCC 19114), S. typhimurium (ATCC 14028) y E. coli (ATCC 25922).
S. aureus y E. coli fueron las cepas mas sensibles al 70% (v/v) de extracto etanolico,

obteniéndose valores de CMI de 7.81 mg/mL y una CMB de 15,62 mg/mL para ambas



cepas. Concluyd que el extracto etandlico de Antennaria dioica (L.) tiene efecto

antibacteriano sobre las cepas de S. aureus y E. coli (20).

Omokhua et al. (2018). llevaron a cabo un disefio experimental para evaluar el efecto
antibacteriano de dos especies vegetales de la familia Asteraceae (Tithonia diversifolia 'y
T. rotundifolia), utilizando diferentes tipos de extracto contra siete bacterias patogenas,
cuatro especies de Mycobacterium no patdgenas y tres especies de hongos, por el método
de microdilucién en serie. Los resultados demostraron que ambas especies tenian un
rango de actividad antimicrobiana contra especies bacterianas y fungicas. Sin embargo,
T. rotundifolia mostré una mejor actividad contra la mayoria de las cepas analizadas, con
valores minimos de CMI que oscilan entre 0,01 y 0,07 mg/mL. Los contenidos
fitoquimicos se determinaron mediante métodos estandar de andlisis, encontrandose
fitoqguimicos como fenoles, flavonoides, taninos, alcaloides, saponinas y glucosidos
cardiacos en ambas especies, atribuyendo la actividad antimicrobiana a dichos
compuestos (21).

Cazella et al. (2019). En un estudio utilizando un disefio experimental demostro que el
aceite esencial de las hojas de Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) posee propiedad
bactericida y bacteriostatica, principalmente contra S. aureus, B. cereus y Pseudomonas
aeruginosa. Asi también se reportd que tiene propiedades fungicidas y fungistaticas.
Dichas propiedades se atribuyen a ciertos componentes quimicos como espatulenol
y transnerolidol, ambos sesquiterpenos oxigenados, concluyendo que dicha planta puede

ser una candidata como un conservante natural de alimentos (22).

Toiu et al. (2019). En un estudio con disefio experimental se evalué la propiedad
antimicrobiana de los extractos hidroalcoholicos de las partes aéreas de Solidago
graminifolia (Asteraceae), encontrandose como compuestos quimicos mas importantes a
fenoles y flavonoides encargados de inhibir a S. aureus asi como a Candida
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albicans y C. parapsilosis, concluyendo que Solidago graminifolia es una fuente de
antibioticos naturales; sin embargo, falta profundizar los estudios de la propiedad

antibacteriana de dicha planta utilizando otros métodos como la de difusion en agar (23).

Asi como los estudios anteriores, se encuentran otras investigaciones recientes con
especies de la familia Asteraceae que demuestran su potencial antimicrobiano. Por
ejemplo, Diksha et al. (2021), evaluo un agente colorante con propiedad antibacteriana
presente en Glebionis coronaria (L.) Caso. ex Spach (24). Asi también en el mismo afio,
Jepkoech et al. demostrd el efecto antibacteriano de los metabolitos secundarios de
Vernonia auriculifera Hiern contra 13 cepas patdgenas (25), y D’ Agostino et al. evaluo
las propiedades biocidas del aceite esencial de Inula crithmoides contra cuatro especies
bacterianas (26). En tal sentido queda demostrado que la familia Asteraceae cuenta con
diversas especies con propiedades que inhiben el crecimiento bacteriano in vitro,

guedando aun, muchas especies por investigar.

2.2. Bases teodricas

2.2.1. Familia Asteraceae

La familia Asteraceae taxonomicamente pertenece al Orden Asterales, Clase
Magnoliopsida, Phylum Tracheophyta y al Reino Plantae. Esta familia, es una de las méas
grandes de plantas con flores, que comprende mas de 600 géneros, con mas de 23,000
especies, distribuidas en diferentes tipos de climas y regiones en todo el mundo. Es una
de las familias con una diversidad y heterogeneidad, por eso la importancia de sus
miembros individuales, ya que estos no solo son conocidos sino utilizados desde la

antigiiedad, no solo como alimentos o especias sino también como medicamentos (20).


https://es.wikipedia.org/wiki/Asterales
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida

Las Asteraceae son plantas herbaceas, raramente arboles, arbustos o lianas. Muchas
especies contienen latex y también aceites esenciales que pueden o no ser resinosas. Las
hojas en general estan bien desarrolladas, en algunos casos se presentan bien reducidas.
En general no son plantas suculentas. Pueden ser anuales, bienales o perennes. Esta
familia es facilmente reconocible por sus inflorescencias tipicas (flores en cabezas densas
con involucro), La inflorescencia es un capitulo, que consiste en una estructura
ensanchada (receptaculo) donde se localizan desde una a cientos de flores, rodeadas por
las bréacteas del involucro. El céliz formando un pappus coronando especialmente las
anteras intrinsecas coherentes en un tubo como condicion previa para los mecanismos
tipicos de presentacion secundaria de polen. Hojas sin estipulas, generalmente alternas,

en ocasiones en roseta basal y pueden poseer espinas (27,28).

Las especies de la familia Asteraceae poseen una considerable importancia ecolégica y
economicay los miembros de esta familia, se distribuyen desde las regiones polares hasta
los tropicos, abarcando todos los habitats disponibles, incluyendo los desiertos.
Constituyen hasta el 10% de la flora vernacular. La familia engloba algunos géneros con
una gran cantidad de especies, como es el caso de Senecio (con 1250 especies), Hieracium

(1000 especies) y Helichrysum (600 especies) (29).

En el Perl, se han registrado 1669 especies de Asteraceae (hasta el afio 2008),
distribuidas en 255 géneros (29). En la Region Cajamarca, provincia de Santa Cruz,
distrito de Pulan, se hizo un inventario de la flora que existe en ese lugar, registrandose a
la familia Asteraceae como una de las mas representativa, con 58 géneros (13,18%) y 89

especies (11,85%) (30).

Se han examinado diferentes compuestos de especies diferentes de la familia Asteraceae

y de diferentes 6rganos de estas plantas, hallandose un alto valor medicinal. Entre estos



compuestos, se ha encontrado los polifenoles, y especialmente a los flavonoides, que
tienen una importancia en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria, ya que
tienen propiedades medicinales como antioxidantes, antiinflamatorios, antifungicos y

antibacterianos (28).

2.2.2. Coreopsis sherffii S.F. Blake

2.2.2.1. Taxonomia

Segun la clasificacion taxonomica, Coreopsis Sherffii S.F. Blake pertenece al Género
Coreosis, Familia Asterceae, Orden  Asterales, Clase Magnoliopsida, Philum

Tracheophyta y Reino Plantae, asi como se describe a continuacion (31).

Tabla 1. Clasificacion cientifica de Coreopsis sherffii S.F. Blake.

Clasificacion taxondmica

Reino Plantae

Phylum Tracheophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Asterales

Familia Asteraceae

Genero Coreopsis

Especie Coreopsis sherffii S.F. Blake

2.2.2.2. Descripcion botanica

Este arbusto tiene una altura aproximada de 75 cm y presenta un tallo subterrdneo con
una corteza gris y lisa, que mide alrededor de 4 mm de grosor. Sus ramas del afio son
delgadas y de color marrén claro, con una forma hexagonal y un aspecto peludo en dos
surcos, aunque el resto de la rama es lisa. Los espacios entre las hojas y las ramas varian

en longitud, con las ramitas generalmente mas cortas que las hojas. Las hojas tienen
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peciolos con bordes estrechos y puntiagudos que se extienden hasta la base y estan
cubiertos de pelos articulados, especialmente cerca de la base. Las hojas tienen forma
deltoides y estan divididas en tres l16bulos, siendo el I6bulo lateral generalmente bifurcado
en el extremo y el 16bulo terminal con tres dientes o protuberancias. Las cabezas de la
planta son de alrededor de 2.7 a 3 cm de ancho y tienen un disco de color amarillo dorado
en su centro, rodeado por un involucro doble con filos externos y una serie interior. La
planta tiene ocho radios de color amarillo dorado y flores de color amarillo dorado en el
disco. Los aquenios son oblongos y estan cubiertos de pelos en la parte superior

(Apéndice 2) (9,32).

2.2.3. Extractos vegetales

Los extractos vegetales son concentrados de consistencia solida, liquida o intermedia,
obtenidos mediante procesamiento con disolventes adecuados, que consiste en una
mezcla de ingredientes activos y sustancias inertes obtenidos a partir de plantas enteras o
de partes frescas o secas (33). Estos extractos son ricos en compuestos bioactivos, como
alcaloides, flavonoides, taninos y compuestos fenolicos. La composicion quimica de los
extractos obtenidos varia segun la planta, las condiciones de crecimiento y el proceso de
extraccion utilizado, lo que confiere propiedades bioactivas y, entre ellas, actividad

antibacteriana (34).

Dependiendo del disolvente empleado, se le otorga al extracto un nombre especifico. Si
el disolvente utilizado es agua, el extracto se denomina acuoso. En el caso de emplear
alcohol, se le llama extracto alcohdlico o etandlico. Si se combina agua y alcohol, el

término adecuado es extracto hidroalcohélico. Cuando el disolvente es metanol, se



conoce como extracto metanolico. En presencia de hexano, se nombra extracto hexanico,

y asi sucesivamente con otros disolventes (35).

La composicion quimica del extracto etandlico y acuoso de las plantas y su actividad
antibacteriana es muy compleja, sin embargo, con relacion a esto, ciertos investigadores
han atribuido la actividad antibacteriana de los extractos acuosos a varios metabolitos
secundarios, tales como saponinas, alcaloides, esteroides, carbohidratos y azucares
reductores, asi como compuestos fenodlicos. Estas afirmaciones se han basado
principalmente en enfoques colorimétricos. Sin embargo, dado el alto grado de polaridad
de los extractos acuosos, es de esperar que exista una mayor presencia de compuestos
fendlicos, incluyendo &cidos fendlicos e hidroxicindmicos, flavonoides y taninos. Estos
compuestos son ampliamente reconocidos como agentes con propiedades antibacterianas
(36). Por otro lado se ha demostrado que en el extracto etanolico hay mas contenidos
fenolicos y flavonoides totales en comparacion con el extracto acuoso (37) y que su
actividad antibacteriana estd relacionada con los compuestos bioactivos que son
esencialmente fitoquimicos como flavonoides, taninos, cumarinas , triterpenos ,

alcaloides, fenilpropanoides , esteroles y terpenoides (38).

2.2.4. Mecanismo de accion de los extractos vegetales

Como una combinacién compleja de compuestos bioactivos, los extractos acuosos de
plantas y otras fuentes, sin duda, presentan una variedad de mecanismos de accién que
pueden restringir la evolucién de resistencia bacteriana. Aunque todavia no se ha
esclarecido de manera precisa el mecanismo especifico o el objetivo de la mayoria de los
componentes bioactivos de las plantas en su efecto contra las bacterias, se ha sugerido
que participan en una diversidad de mecanismos. Entre estos se encuentran la alteracion
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de las membranas de los patégenos, la interferencia con la sintesis y funcién del
ADN/ARN, la perturbacion del metabolismo intermedio, la induccion de coagulacion en
componentes citoplasmaticos y la interrupcién de la comunicacion celular normal
(conocida como deteccion de quérum, QS). Ademas, la actividad antimicrobiana de los
compuestos bioactivos naturales podria estar asociada con su capacidad para estimular
las células del sistema inmunolégico y promover el crecimiento de bacterias beneficiosas
en el intestino (36). También se ha planteado la posibilidad de que, en el caso de los
compuestos fenodlicos, que son a menudo encontrados en los extractos acuosos Yy
etandlicos de plantas, su accion antimicrobiana pueda derivar de su capacidad para quelar
el hierro, un elemento esencial para la supervivencia de la gran mayoria de las bacterias

(39).

2.2.5. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son productos metabolicos secundarios que consisten en mezclas
complejas de monoterpenos y sesquiterpenos, aunque también contienen aldehidos,
alcoholes y ésteres en proporciones menores. Estas mezclas se distinguen por aromas
caracteristicos y exhiben una notoria resistencia a la hidrolisis en las rutas de los
isoprenoides. La produccién y liberacion de aceites esenciales tienen lugar a través de
tricomas glandulares, estructuras especializadas secretoras que se encuentran dispersas
en la superficie de varios 6rganos de las plantas, particularmente en flores y hojas.(40,41).
Los aceites esenciales pueden ser obtenidos de muestras vegetales a través de diversos
procedimientos, que incluyen la destilacion por vapor de agua, la extraccion mediante

solventes volatiles y el uso de fluidos supercriticos (39).
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Los aceites esenciales derivados de hierbas y especias han sido objeto de una extensa
investigacién debido a sus propiedades contra patdgenos. Se han llevado a cabo
numerosos estudios tanto in vitro como in vivo para analizar sus potenciales actividades
antibacterianas, antivirales y antifingicas. Estas investigaciones han enfocado su atencion
tanto en aceites esenciales individuales como en combinaciones de estos, asi como en la
extraccion de los aceites de diversas hierbas y especias a través de una variedad de

métodos (42).

2.2.6. Evaluacion del efecto antibacteriano

2.2.6.1. Métodos de dilucion

El enfoque de la dilucién se emplea cominmente para determinar la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI). Existen varias interpretaciones de la CMI, pero la mas
ampliamente aceptada es aquella que se refiere a la menor concentracion de una sustancia
que detiene el crecimiento de un microorganismo. Ademas, la CMI también es la manera
en que se expresa la eficacia de los antibioticos (43,44).

Los métodos basicos de dilucion comprenden la microdilucion y la macrodilucién, siendo
el caldo y el agar los medios mas comdnmente empleados. En la técnica de dilucién en
caldo, se generan secuencias de diluciones dobles de antibioticos, que luego se dispensan
en tubos de microcentrifuga que contienen medio de crecimiento bacteriano.
Posteriormente, se completa el volumen final al afiadir el indculo bacteriano previamente
estandarizado, seguido de una incubacion durante la noche a 35 £2 °C. Finalmente, se
realiza una evaluacion del crecimiento bacteriano para identificar el punto de inhibicion

a través de la observacién de la turbidez en el medio de cultivo (45).
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En la modalidad de dilucion en agar, los antibidticos se diluyen en el medio de agar vy,
posteriormente, se aplican las células bacterianas sobre la superficie de una placa de agar.
El objetivo es examinar como el antibi6tico afecta el crecimiento bacteriano (45).

En 1942, Fleming realiz6 una modificacion en el protocolo previo al emplear el pH en
vez de la turbidez para detectar la actividad antibacteriana. Durante ese mismo afio,
Rammelkamp y Maxon introdujeron la técnica de macrodilucién en caldo, también
conocida como el "método de dilucién en tubo"”, que ha llegado a ser considerado el
enfoque estandar para la determinacion de la CMI. El Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) proporciona recomendaciones para establecer los puntos de corte o de
interrupcion en este proceso (46).

La microdilucion es una version en miniatura del método de macrodilucién, en la que se
realizan pruebas de susceptibilidad en placas de microtitulacién desechables con 96
pocillos. Cada pocillo tiene una capacidad de 0.1 mL para la muestra. Para agregar las
muestras a los micropocillos, se utilizan dispositivos mecanicos para evitar errores de
manipulacion. Después de una incubacion durante la noche, el crecimiento bacteriano y
la CMI se evallan a través de instrumentos opticos especializados. Este método ha sido
meticulosamente estandarizado para la mayoria de las bacterias clinicamente relevantes

y fastidiosas (47).

2.2.6.2 Métodos de difusion

El método de difusion en agar cuenta con respaldo tanto en datos clinicos como de
laboratorio, y ofrece la ventaja de que sus resultados son altamente reproducibles (48).
La técnica se fundamenta en el enfoque inicialmente presentado por Bauer et al., conocido
como el método de Kirby-Bauer. Este método de difusion ya sea en discos o en pozos, ha

sido estandarizado y es actualmente recomendado por el Comité de Antibiograma de la
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Sociedad Francesa de Microbiologia y también por la CLSI. La base de esta evaluacion
radica en establecer el impacto de un conjunto de sustancias que son ensayadas
individualmente, sobre las cepas bacterianas responsables de enfermedades infecciosas
(49,50). Este método implica varios pasos. En primer lugar, se elige una colonia
bacteriana aislada, que luego se suspende en un medio de cultivo y se estandariza
mediante una prueba de turbidez. La suspension estandarizada se coloca en la superficie
de una placa de agar solidificado. Después, se coloca un disco de papel impregnado con
antibiotico sobre la placa inoculada o se crea un pozo en el agar para alojar el antibidtico.
Luego, la placa de Petri se enfria para que la solucion se difunda uniformemente en el

agar antes de la incubacion (45).

El disco de papel o el pozo que contiene el antibidtico se permite que se difunda a través
del agar solidificado, lo que conduce a la formacion de una zona de inhibicion después
de una incubacion de 24 horas a 35 °C. Luego, se mide el tamafio de esta zona de
inhibicion que se forma alrededor del disco o el pozo. La dimension de esta zona de
inhibicion esta relacionada con la concentracion del antibidtico y puede interpretarse

como la capacidad del antibidtico para inhibir el crecimiento bacteriano (45).

La técnica de los discos presenta varias desventajas, entre las cuales se encuentra la
composicién del papel filtro Whatman. Este papel esta compuesto por celulosa, que
contiene uniones B-1-4 de mondmeros de glucosa. Cada glucosa tiene multiples grupos
hidroxilos libres, lo que hace que la superficie del disco sea hidrofilica. Esto puede afectar
directamente a ciertos compuestos catidénicos de productos naturales, ya que estos pueden
ser absorbidos en la superficie del disco debido a la afinidad con los grupos hidroxilos, lo

que a su vez puede dificultar su difusion en el agar (48).
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Por otro lado, los compuestos apolares no se ven afectados por estos grupos hidroxilos y
pueden difundir mas facilmente en el agar. Esta diferencia en la interaccion con el papel
filtro puede explicar en parte la mayor sensibilidad observada cuando se utiliza el método
directo de pozo, donde se evita la interaccion con el papel filtro y se permite que los

compuestos sean directamente liberados en el pozo (48).

Es esencial destacar que el tamafio del halo de inhibicion se ve afectado por diversos
factores, entre los cuales se incluyen: el tipo de medio de cultivo empleado en la prueba,
la capacidad de difusion del compuesto evaluado, la cantidad de indculo bacteriano, el
tiempo de generacion del microorganismo, su sensibilidad al antibidtico, la duracion y
temperatura de la fase de difusion antes de la incubacion, y el periodo de incubacion.
Cualquier variabilidad en estos factores puede impactar los resultados de la prueba. Sin
embargo, en la practica, estas variaciones son raras cuando se examina la actividad de
extractos de plantas, lo que hace que sea practicamente imposible comparar resultados

entre diferentes laboratorios (44,51).

2.2.7. Staphylococcus aureus

En la naturaleza, existe una amplia diversidad de bacterias Gram positivas, no obstante,
algunas de ellas tienen una importancia clinica significativa. Un ejemplo es
Staphylococcus aureus; esta bacteria se distingue por su tendencia a formar racimos
cuando se observa bajo un microscopio. En cultivos méas envejecidos, en lesiones en
proceso de curacion y en presencia de ciertos antibioticos, es comun que las células
muestren una variabilidad mas pronunciada en términos de tamafio. En muchas ocasiones,

resulta dificil diferenciarlas mediante la tincion de Gram (52).
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A nivel global, Staphylococcus aureus es reconocido como el agente bacteriano comin
en infecciones purulentas agudas. Ademas, es considerado uno de los patdgenos mas
significativos en todo el mundo debido a su capacidad oportunista. Es importante destacar
que forma parte de la microbiota del ser humano, por eso después del nacimiento,
coloniza areas como el corddn umbilical, el &rea perianal, la piel y, ocasionalmente, el
tracto gastrointestinal. La colonizacion més frecuente por S. aureus se da en la mucosa
nasal, siendo el hombre enfermo o portador el principal reservorio. Esta colonizacion es
méas comun en entornos hospitalarios, especialmente en pacientes sometidos a
hemodialisis, diabéticos tipo 1, personas con lesiones cutaneas, individuos infectados con

VIH y consumidores de drogas (13).

Es esencial tener en cuenta que, en los dltimos afos, Staphylococcus aureus ha
desarrollado resistencia a diversos antibidticos, lo que ha llevado al resurgimiento de
infecciones graves con implicaciones significativas para la salud publica. A lo largo de
varias décadas, se han reportado brotes epidémicos de S. aureus en todo el mundo,
principalmente en entornos hospitalarios, centros de atencion médica y clinicas, y mas
recientemente, también en la comunidad. Actualmente, estos brotes se clasifican en
infecciones nosocomiales (adquiridas en hospitales) y en infecciones adquiridas en la

comunidad (15).

En este contexto, se estan buscando nuevas alternativas de antibi6ticos provenientes de
diversas fuentes naturales. Las plantas medicinales se han convertido en una opcién a
considerar, ya que podrian proporcionar compuestos con actividad antimicrobiana. Estas
investigaciones buscan encontrar nuevas soluciones para combatir las infecciones
resistentes causadas por S. aureus y abordar los desafios que plantea la resistencia a los

antibidticos convencionales (23)
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2.2.8. Escherichia coli

Escherichia coli es una de las bacterias Gram negativas mas relevantes en el ambito
clinico. Esta bacteria se encuentra en la microbiota intestinal de los mamiferos, en su
mayoria en calidad de comensal, aunque algunas cepas pueden ser patdgenas. Debido a
su amplia presencia, a menudo es sometida a exposicion a tratamientos antimicrobianos
sistémicos. Ademas, su capacidad gendmica altamente adaptable hace que se considere
un indicador valioso para la vigilancia antimicrobiana, como ha establecido el Centro
Europeo de Control de Enfermedades(12). Dada su prevalencia y versatilidad genémica,
el monitoreo de E. coli se convierte en una herramienta crucial para comprender la
resistencia a los antimicrobianos y evaluar la eficacia de las estrategias de control en el

ambito de la salud publica (12).

Efectivamente, Escherichia coli ha desarrollado mecanismos de resistencia a diversos
antibidticos que son ampliamente utilizados en la practica médica. Un ejemplo es la
ceftriaxona, cuya resistencia en E. coli es mediada por el gen blaCTX-M, gue codifica la
produccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), y la resistencia al ceftiofur es
influenciada por el gen blaCMY, que codifica las B-lactamasas de clase C (AmpC). Estas
enzimas son conocidas por su capacidad de hidrolizar ciertos antibidticos B-lactdmicos,

lo que genera resistencia a estas sustancias (14).

E. coli también puede mostrar resistencia a un rango amplio de otros antibioticos,
incluyendo fluoroquinolonas, trimetoprim-sulfametoxazol y tetraciclinas. Debido a esta
resistencia multiple, es crucial la basqueda de nuevos metabolitos 0 compuestos que

tengan la capacidad de controlar este patdgeno. Dada su relevancia en la salud publica,
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es importante desarrollar alternativas antimicrobianas efectivas para abordar la resistencia

y controlar las infecciones causadas por cepas resistentes de E. coli (14).

2.2.9. Cepas de referencia ATCC

Las cepas de referencia ATCC (American Type Culture Collection) son cepas bacterianas
que han sido completamente identificadas y caracterizadas, lo que garantiza la calidad y
precision en cualquier tipo de pruebas realizadas con ellas. Estas cepas son recolectadas,
almacenadas y distribuidas por ATCC, una organizacion ubicada en Estados Unidos. Dos
ejemplos de cepas de referencia ampliamente utilizadas son S. aureus ATCC 29213y E.
coli ATCC 25922 (53).

Estas cepas de referencia son vitales para el control de calidad en diversos procesos,
incluyendo las pruebas de sensibilidad a los antibioticos. También son empleadas en
investigaciones que evallan nuevos metabolitos, como los extractos de plantas con
propiedades antibacterianas. La utilizacion de cepas de referencia ATCC asegura la
calidad y la confiabilidad de los estudios, al proporcionar un estandar bien definido y
consistente para la evaluacion de la actividad antibacteriana y otras pruebas

microbiologicas (53).
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CAPITULO Il

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1. Tipo, Nivel y Disefio de investigacion
e Tipo de investigacion: El tipo de investigacion es bésica.
e Nivel de investigacion: El nivel de investigacion explicativa.

e Disefio de investigacion: El disefio es cuasiexperimental.

3.2. Material biologico

Hojas y flores de Coreopsis sherffii S.F. Blake.

Se recolectaron hojas y flores frescas de Coreopsis sherffii S.F. Blake, que no presentaban
dafios mecanicos o biologicos.

Cepas de Referencia de E. coli ATCC 25922y S. aureus ATCC 29213.

Se trabajo con cepas bacterianas de Escherichia coli ATCC 29213 y Staphylococcus
aureus ATCC 25923, que fueron proporcionadas por el laboratorio de Microbiologia de
la Universidad Nacional de Cajamarca.

3.3. Unidad de analisis
La unidad de analisis esta constituida por las cepas de referencia, S. aureus ATCC 29213

y E. coli ATCC 25922, en las que se evaluaran el efecto antibacteriano.

3.4. Lugar de muestreo
Las plantas de Coreopsis sherffii S.F. Blake (pull), se obtuvieron del caserio Lirio Linda
Flor, centro poblado EI Alumbre, distrito de Bambamarca, provincia Hualgayoc,

departamento Cajamarca; con coordenadas 6°50°S 78°27°W (Apéndice 1). Se escogieron
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las que tenian hojas y flores sanas, sin dafios ni enfermedades. Con el material vegetal

escogido se prepararon los extractos y el aceite esencial.

3.5. Toma de muestras vegetales

Se obtuvo muestras completas e integras de la parte superior (tallo, flores y hojas) de
Coreopsis sherffii y se guardaron en bolsas de malla para llevarlas al Laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad Nacional de Cajamarca (UNC). Para verificar la especie
vegetal, se llevo una muestra al Herbario de la UNC, donde se hizo una comparacion
morfoldgica con muestras existentes de la especie (Anexo 1). Del resto de material
vegetal se escogieron las hojas y flores sanas y sin dafos fisicos, obteniendose 5kg
aproximadamente, con el cual se obtuvo el aceite esencial haciendo uso 4kg de la muestra
vegetal fresca; Para obtener los extractos, acuoso y etanolico se seco 1kg el material a

temperatura ambiente por 30 dias (Apéndice 3y 4).

3.6. Técnicas e Instrumentos de Recoleccién de Datos

3.6.1. Preparacion del extracto acuoso

Se seco las hojas y flores de Coreopsis sherffii S.F. Blake a temperatura ambiente bajo
sombra por 30 dias y se trituraron en un molino marca Oster modelo 4655. El extracto
acuoso se obtuvo por infusion de acuerdo con el protocolo sugerido por Komiazyk et
al(54). Se afiadi6 100 mL de agua destilada hirviendo a 5g de material vegetal, se enfrid
a temperatura ambiente y se dejé reposar por 18 h. El extracto se filtrdé con papel filtro
Whatman con un tamafio de poro de 2.5 um. Después, el extracto se concentrd en un
rotavapor a 70 rpm a 70° C por 1 h'y 30 min, obteniéndose un volumen total de 22mL. Se

guardd en un frasco de vidrio oscuro y se almacend a 4° C hasta su uso (Apéndice 5).
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3.6.2. Preparacion del extracto etandlico

Se empleo el método de maceracion sugerido por Rivas (33), para esto, las hojas secas se
trituraron en molino marca Oster, modelo 4655, después se pesé 5 g del material vegetal
y se puso en un matraz. Se afiadié 100 mL de etanol de 96° y se dejo a temperatura
ambiente en reposo por 5 dias. Después se concentro el extracto en un rotavapor a 70 rpm,
55° C por 30 minutos. Se consiguié 11 mL y se guard6 en un frasco de vidrio oscuro y

almaceno a 4° C hasta su uso (ver Apéndice 6)(33).

3.6.3. Extraccion del aceite esencial

Se empleo el método de destilacion mediante arrastre con vapor de agua. Brevemente, se
peso 4 Kg de muestra vegetal frescas (hojas y flores) y se colocaron en el recipiente para
la muestra. Luego se llend el tanque generador de vapor con 20 L de agua. Después se
unieron los tres componentes del equipo (resistencia, recipiente para la muestra y
refrigerante), y se conectaron dos mangueras al refrigerante (una para el ingreso de agua
y otra para el desfogue de esta). Todo se calentd a una temperatura de 110 ° C por unas 4
horas aproximadamente. El aceite esencial se separd del hidrolato por decantacion (ver
Apéndice 7) (55). Se recolectd 7 mL de aceite esencial en un frasco de color ambar para

prevenir su desnaturalizacion, luego se guardd a 4° C hasta su uso (40).

3.6.4. Reactivacion de las cepas

Las cepas de referencia de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Escherichia coli

(ATCC 25922), fueron suministradas por el laboratorio de microbiologia de la
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Universidad Nacional de Cajamarca, y fueron reactivadas en agar nutritivo e incubadas a

37 ° C por 18 h para después ser usadas en la preparacion del inoculo.

3.6.5. Evaluacion del efecto antibacteriano del extracto acuoso, etandélico y del

aceite esencial

Se empled la técnica de Kirby Bauer (56). Brevemente, se prepard el medio Mueller-
Hinton y se coloco en placas de 90 mm, con un espesor del agar de 0.5 cm, luego se
prepard el indculo por suspension en suero fisiologico (solucion salina al 0,9%), tocando
3 —4 colonias con un asa de siembra. La turbidez se comparo visualmente con el tubo N.°
0,5 de la escala de Mc Farland (equivalente a 1 x 102 UFC / mL). Se disefio el lugar donde
se debe colocar los discos para que estén equidistantes. A continuacion, con un hisopo
estéril se sembro en toda la placa, girando el hisopo, y sembrando en tres direcciones de
tal manera que no se formen estrias, a continuacion de dejo secar. Pasado unos cinco
minutos se procedid a colocar los discos sin antibidtico y otro con un antibidtico
estandarizado (Amoxicilina/Acido Clavulanico de 30 pg) en los lugares previamente
disefiados. Se agrego 20 pL de cada concentracion de extracto vegetal a cada disco en
blanco. La prueba se realizd por triplicado por cada ensayo. Se dejo reposar por unos 30
minutos y luego se incubd a 37 °C por 24 horas. Pasado este periodo de tiempo se dieron
lectura los resultados teniendo en cuenta el diametro del halo de inhibicion que se formo

(57).

Se hizo tres diluciones para el extracto acuoso y etandélico (100%, 50%y 25%), para el
aceite esencial seis diluciones (100%, 50%, 25%, 5%, 2.5% Yy 1.25%), utilizando como
diluyente agua destilada estéril para el extracto acuoso y alcohol de 96° para el extracto

etanolico y el aceite esencial, los mismos que sirvieron para los controles negativos.
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3.6.6. Interpretacion de sensibilidad

Las zonas de inhibicion de los aceites y extractos vegetales se interpretaron segun las

pautas de Duraffourd & Lapraz (58). Asi como se detalla en la siguiente tabla.

Tabla 2. Escala de sensibilidad segiin Duraffourd.

Sensibilidad nula < 8mm
Sensible >8mm < 14mm.
Muy sensible >14 < 20mm.

Sumamente sensible
> 20 mm.

3.6.6. Evaluacion de la CMI y CMB del extracto acuoso, etanolico y del aceite

esencial

3.6.6.1. Preparacion del indculo

El inéculo se preparo a partir de las placas donde se sembro las cepas de referencia, para
esto se prepar6 dos suspensiones stock, una de E. coli y otra de S.aureus, se cogié cinco
colonias y se suspendieron en un tubo con caldo Mueller Hinton, de forma que la turbidez

sea igual a con una carga microbiana aproximadamente 1 x 10° - 1 x 108UFC/mL (56).

3.6.6.2. Disefio del experimento

Se empled el método de dilucion en caldo, para eso se hicieron diluciones sucesivas a la
mitad utilizando 10 microtubos, 8 para las diluciones y 2 controles, uno positivo y otro
negativo, esto se hizo por cada cepa bacteriana y por cada repeticion, haciéndose tres
repeticiones en total. Se empez6 afiadiendo 1 ml de caldo Mueller-Hinton (CMH) a todos
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los tubos utilizando una sola punta. Después de agregaron el aceite esencial o el extracto
a una concentracion doble de la deseada haciendo las diluciones en serie, desechando
1mL sobrante al llegar al Gltimo tubo. Luego, se afiadié 1 mL del inoculo previamente
estandarizado a cada tubo, siendo el tubo 09 el control positivo (CMH con in6culo)
dejando el tubo 10 sin inocular como un control negativo. El volumen final en cada tubo

fue de 2 mL. Los tubos fueron incubados a 37° C por 24 h (56).

2.6.6.3. Confirmacion de la CMI y CMB

Pasado las 24 h se procedié a realizar una observacion del crecimiento bacteriano. Los
que no presentaron turbidez, fueron considerados parte de la CMI. Para determinar la
CMB se procedid a sembrar de los tubos que no se observaron turbidez, midiendo 100uL
de caldo y vertiendo en la superficie de la placa con agar nutritivo y se extendio con un
asa de Digralsky en toda la placa y se incubaron por 24 horas a 37° C. para realizar el
recuento en placa, se conto las UFC, y la placa que no se observd crecimiento bacteriano

se considerd como la CMB. (56).

3.7. Técnicas de Procesamiento y Analisis de Datos

Los datos fueron ingresados y procesados en la base de datos del software estadistico
IBM SPSS Statistics version 28. Para los diametros de los halos de inhibicion se realizo
el calculo de medidas de tendencia central (media, mediana) y de dispersion (desviacién
estandar); ademas, se corrobord su normalidad usando el Test de Shapiro- Wilk. Para

realizar las comparaciones de los efectos inhibitorios entre los controles y las muestras
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problema se emple6 la prueba Kruskall Wallis. EI nivel de significacion estadistica fue

p<0,05 (Apéndice 12).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

4.1.1. Evaluacion del efecto antibacteriano del extracto acuoso, etandlico y del
aceite esencial de C. sherffii

Se realiz6 diferentes diluciones del extracto etandlico de C. sherffii (100%, 50% y 25%)
y se evalu6 su propiedad antibacteriana sobre las cepas de S. aureus ATCC 29213 y E.
coli ATCC 25922, empleando como control positivo Amoxicilina/Acido Clavulanico de
30 ug y como control negativo alcohol de 96°. Se obtuvieron didmetros de halos de
inhibicion mayores a 15,7 mm con la cepa de E. coli y halos de inhibicién mayores a 20,7
mm con S. aureus. Por otro lado, se observo halos de inhibicion del control negativo solo

sobre la cepa de y E. coli (Figura 1y Tabla 3).

Figura 1. Efecto inhibitorio de del extracto etandlico a diferentes concentraciones. A: E. coli 25922,
B: S. aureus 29213.
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Tabla 3. Promedio del didmetro de halo de inhibicion (en mm) del extracto etandlico de
C. sherffii sobre las cepas de S. aureus ATCC 29213 y E. coli ATCC 25922.

Concentraciones del EE

Cepa bacteriana 100% 50% 2504 AMC 30 ALC.
E. coli ATCC 25922 15,7 17,3 19,3 24,7 12,7
S. aureus ATCC 29213 30,3 27,3 20,7 31,3 6,0

EE: Extracto etan6lico. AMC 30: Amoxicilina/Acido Clavulanico de 30 pg. ALC.: alcohol de 96°.

Se determinaron las principales medidas descriptivas para los valores de los halos de
inhibicion del extracto etandlico de C. sherffii, AMC 30 y alcohol de 96° sobre las cepas
ATCC de E. coli y S. aureus. Se observo que el extracto estanolico a concentraciones de
(122.72, 61.36 y 30.68) mg/mL tienen un efecto inhibitorio menor a la AMC 30 para la

cepa de E. coli; pero el mismo efecto inhibitorio con la AMC 30 para S. aureus. (p< 0,05)

(Tabla 4).

Cepa Grupo Media Mediana Desviacion  Valor Valor
bacteriana estdndar minimo maximo

E. coli EE 100% 15,67 16,00 1,53 14,00 17,00

EE 50% 17,33 17,00 0,58 17,00 18,00

EE 25% 19,33 19,00 0,58 19,00 20,00

AMC 30/mL 24,67° 24,00 1,15 24,00 26,00

ALC. 96° 12,67 13,00 0,58 12,00 13,00

S.aureus EE 100% 30,33° 31,00 1,15 29,00 31,00

EE 50% 27,33 27,00 0,58 27,00 28,00

EE 25% 20,67¢ 21,00 2,52 18,00 23,00

AMC 30 31,33 31,00 0,58 31,00 32,00

EE: Extracto etan6lico. AMC 30: Amoxicilina/Acido Clavulanico de 30 pg. ALC.: Alcohol.
Valores con letras diferentes denotan diferencias significativas entre los grupos, prueba de Kruskal-Wallis
(p <0,05).

Para el aceite esencial de C. sherffii se realiz6 diluciones de (100%, 50%, 25%, 5%, 2.5%
y 1.25%) y se evaluo su propiedad antibacteriana sobre las cepas de S. aureus ATCC
29213 y E. coli ATCC 25922, empleando como control positivo Amoxicilina/Acido
Clavulanico de 30 pg y como control negativo alcohol de 96°. Se obtuvo didmetros de
halos de inhibicién mayores a 18,3 mm con la cepa de E. coli, incluso observandose

inhibicidn total en las concentraciones mas altas; por otra parte, se observé para la cepa
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de S. aureus halos de inhibicién desdel4,3 hasta 59,3 mm. Para la AMC 30 se observo
halos con diametros de 24,7 mm para E. coli y 31,3 mm para S. aureus. Por otro lado, se
observo halos de inhibicion del control negativo sobre solo sobre la cepa de y E. coli.

(Figura 2 y Tabla 5) (Apéndice 10).

Figura 2. Efecto inhibitorio de del aceite esencial a diferentes concentraciones. A: E. coli 25922.
B: S. aureus 29213.

Tabla 5. Promedio del diametro de halo de inhibicion (en mm) del aceite esencial de C.
sherffii sobre las cepas de S. aureus ATCC 29213y E. coli ATCC 25922.

Concentraciones del AE
Cepa bacteriana AMC ALC.
100% 50% 25% 5% 25% 1.25% 30

E. coli ATCC 25922 IT IT IT 15,7 17,3 18,3 24,7 10,7
S. aureus ATCC 59,3 53,7 447 19,3 15,7 14,3 31,3 6,0
29213

AE: Aceite esencial. IT: Inhibicion total. AMC 30: Amoxicilina/Acido Clavulanico de 30 ug. ALC.:
alcohol de 96°.

Se determind las principales medidas descriptivas para los valores de los halos de
inhibicion del aceite esencial de C. sherffii, AMC 30 y alcohol de 96° sobre las cepas

ATCC de E. coliy S. aureus. Se observo que el aceite esencial a concentraciones de (5%,
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2.5% y1.25%) tienen un efecto inhibitorio menor a la AMC 30 tanto para la cepa de E.
coli asi como para para S. aureus, sin embargo, las concentraciones mayes a 25% fueron
significativamente mayores a la AMC 30 para ambas cepas. (p< 0,05) (Tabla 6).

Tabla 6. Principales medidas descriptivas del didmetro de los halos de inhibicion (en

mm) del aceite esencial de C. sherffii sobre S. aureus ATCC 29213y E. coli ATCC
25922.

Cepa Grupo Media Mediana Desviacion Valor Valor
bacteriana estandar minimo maximo

E. coli AE 5% 15,67 16,00 0,58 15,00 16,00

AE 2.5% 17,33* 16,00 2,31 16,00 20,00

AE 1.25% 18,33* 18,00 0,58 18,00 19,00

AMC 30 24,67° 24,00 1,15 24,00 26,00

ALC. 96° 10,67 10,00 1,15 10,00 12,00

S.aureus AE 100% 59,33° 60,00 1,15 58,00 60,00

AE 50% 53,67 53,00 1,15 53,00 55,00

AE 25% 44,67° 45,00 1,53 43,00 46,00

AE 5% 19,33 18,00 2,31 18,00 22,00

AE 2.5% 15,67 16,00 0,58 15,00 16,00

AE 1.25% 14,33 14,00 0,58 14,00 15,00

AMC 30 31,33 31,00 0,58 31,00 32,00

AE: Aceite esencial. AMC 30: Amoxicilina/Acido Clavulanico de 30 pg. ALC.: Alcohol
Valores con letras diferentes denotan diferencias significativas entre los grupos, prueba de Kruskal-Wallis

(p <0,05).

Para evaluar la actividad antibacteriana del extracto acuoso se realizo diluciones de
(100%, 50% y 25%) y se enfrentaron a las cepas de S. aureus ATCC 29213 y E. coli
ATCC 25922, observandose halos de inhibicién en promedio de 6 mm para ambas cepas.
Por el contrario, la AMC30 presento halos de inhibicion de 24.67 mm en E. coli y 31.33

mm en S. aureus (Apéndice 11).

En relacion al grado de sensibilidad establecido en la escala de Duraffourd and Lapraz
(58) (tabla 2), para el extracto acuoso en sus diferentes concentraciones se obtuvo
sensibilidad nula para las dos cepas bacterianas; para el extracto eltandlico a

concentraciones de 100%, 50% y 25% resulto ser muy sensible para cepa de E. coli y
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sumamente sensible para la cepa de S. aureus; por ultimo, para el aceite esencial las
concentraciones mayores al 25% fueron sumamente sensibles para ambas cepas
bacterianas y para las concentraciones menores al 5% resultaron ser muy sensible tanto

para E. coli asi como para S. aureus.

4.1.1. Concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima

bactericida (CMB)

La CMI se determind de forma visual observando la turbidez de los tubos que contenian
diferentes concentraciones de los extractos, asi como del aceite esencial. Para el extracto
etanolico se determind una CMI de 1,25% y 5% tanto para la cepa S. aureus asi como
para la cepa de E. coli respectivamente; para el aceite esencial se necesitd una
concentracion de 2,5% para inhibir el crecimiento de S. aureus y 1,25% para E. coli,
finalmente no se pudo determinar la CMI para el extracto acuoso dado que se observé

crecimiento hasta en altas concentraciones (Tabla 7) (Apéndice 12).

Para determinar la CMB se sembré en placas con agar nutritivo 100 pL de inoculo de los
4 tubos que no se observo turbidez, para luego de 24 hora observar las placas sin
crecimiento bacteriano y relacionarlos con las concentraciones de los extractos y del
aceite esencial. Se obtuvo una CMB en el extracto etanélico de 5% para S. aureus, y 20%
para E. coli; en cambio para el aceite esencial se obtuvo una CMB de 10% para S. aureus,

y 5% para E. coli (Tabla 5) (Apéndice 13).
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Tabla 7. Porcentaje de extracto acuoso, etanolico y del aceite esencial de C. sherffii en
el que se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima
bactericida (CMB) sobre las cepas de S. aureus ATCC 29213 y E. coli ATCC 25922.

CMI (% viv) CMB (% vv)
Tipo de tratamiento  S.aureus  E. coli ATCC S. aureus E. coli ATCC
ATCC 25922 ATCC 29213 25922
29213
Extracto acuoso - - - -
Extracto etandlico 1,25 5 5 20
Aceite esencial 2,5 1,25 10 5

CMI: Concentracién minima inhibitoria. CMB: Concentracién minima bactericida. El signo (-) significa
que no se observo inhibicidn.

4.2. Discusion

En el presente estudio se evalud el efecto antibacteriano de los extractos acuoso, etanélico
y del aceite esencial de Coreopsis sherffii sobre el crecimiento in vitro de Staphylococcus
aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922. Los resultados obtenidos revelan
una variabilidad significativa en la actividad antibacteriana de los diferentes extractos, asi
como diferencias en la sensibilidad de las cepas bacterianas evaluadas. A pesar de que no
se encontraron reportes anteriores con esta especie vegetal que demuestren su actividad
antibacteriana, luego de comparar con investigaciones previas sobre otras especies de la

familia Asteraceae, se puede apreciar variaciones significativas en su efectividad.

Con respecto al extracto etandlico, los didmetros de los halos de inhibicion en nuestro
estudio fueron consistentemente mayores para S. aureus en comparacion con E. coli, con
halos de inhibicidn de hasta 30.3 mm y 25 mm respectivamente, lo cual sugiere una mayor
susceptibilidad de la cepa de S. aureus a los extractos de Coreopsis sherffii. Esto coincide
el estudio de Avila et al. (2006)(17), quienes encontraron que el extracto etanélico crudo
de las hojas y tallo de Diplostephium tolimense presenta actividad antibacteriana contra
S. aureus. Por otra parte la actividad antibacteriana del extracto etanélico de otras especies

de la familia Asteraceae sobre bacterias Gram positivas es corroborada también por
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autores de otros estudios, como Soto (2015), quien demostr6é que un gel con el extracto
etandlico de las hojas de Senecio rhizomatus tiene actividad antibacteriana sobre S.
aureus(8); o como Babota et al (2018), quienes también demostraron que el extracto
etandlico de Antennaria dioica (L.) tiene actividad antibacteriana no solo sobre S. aureus

sino también sobre E. coli(20).

Por otra parte, el aceite esencial de C. sherffii también demostr6é una notable actividad
antibacteriana, especialmente contra E. coli. Los resultados muestran que, a
concentraciones mayores al 25%, el aceite esencial fue capaz de inhibir completamente
el crecimiento de esta cepa bacteriana. Sin embargo, es importante tener en cuenta que el
aceite esencial puede contener una amplia variedad de compuestos volatiles(59), y la
actividad observada podria deberse a la presencia de uno o mas de estos componentes.
Por otro lado, también se observé actividad inhibitoria en la cepa de S. aureus, teniendo
halos inhibicién de 19 mm con solo 5% de concentracion, estos resultados coinciden con
estudios realizados con otras especies de la familia Asteraceae, donde se encontré efecto

inhibitorio para la cepas de S. aureus(60,61)

Una observacion significativa que debe considerarse en relacion con el efecto inhibitorio
tanto del extracto etandlico como del aceite esencial sobre la cepa de E. coli es que los
diametros de los halos aumentan a medida que la concentracion del extracto o aceite
disminuye. Esta tendencia puede atribuirse al diluyente utilizado, que es el etanol de 96°.
Se sabe que el etanol de alta concentracién se utiliza como antiséptico o potenciador de
antibidticos(60,61), lo que sugiere que podria tener un efecto antibacteriano por si mismo,

potenciando asi el efecto del aceite esencial y del extracto.

Por otro lado, los resultados obtenidos con el extracto acuoso muestran una ausencia de

actividad antibacteriana contra ambas cepas bacterianas. Esto sugiere que los
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componentes activos responsables de la actividad antibacteriana pueden estar mas
concentrados en el extracto etandlico en comparacion con el extracto acuoso(62). Esta
diferencia en la actividad puede estar relacionada con la solubilidad de los compuestos

bioactivos en los solventes utilizados para la extraccion.

En cuanto, las CMI y La CMB del extracto acuoso y el aceite esencial de C. sherffii
encontrados en nuestro estudio, concuerdan con otros estudios de realizados con especies

de la familia Asteraceae(20,63), confirmando el potencial antibacteriano de C. sherffii.

Por Gltimo, los resultados de este estudio sugieren que el extracto etandlico y el aceite
esencial de C. sherffii poseen un potencial significativo como agentes antibacterianos
contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Siendo el aceite esencial el que mas
inhibio el crecimiento de ambas cepas, Sin embargo, se requieren investigaciones
adicionales para identificar y caracterizar los compuestos bioactivos responsables de esta
actividad, asi como para evaluar su eficacia y seguridad en aplicaciones clinicas y

alimentarias.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

e El extracto acuoso de C. sherffii no tiene efecto inhibitorio in vitro sobre las cepas de
E. coli ATCC 25922y S. aureus ATCC 29213.

e El extracto etandlico a concentraciones de 100%, 50%y 25% inhibe el crecimiento in
vitro de las cepas de S. aureus ATCC 29213 y E. coli ATCC 25922, los halos de
inhibicion sugieren mayor susceptibilidad de parte de la cepa de S. aureus.

e EI aceite esencial de C. sherffii mostro propiedades antibacterianas, inhibiendo el
crecimiento in vitro de las cepas de S. aureus ATCC 29213 y E. coli ATCC 25922;
sin embargo, se evidencié mayor susceptibilidad por parte de E. coli a ATCC 25922,

con inhibicién total de la placa a una concentracion mayor al 25% del aceite esencial.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda en futuras investigaciones con C. sherffii, sobre sus propiedades
antimicrobianas del aceite o de los extractos, se incluya un andlisis de los metabolitos
presentes, ademas se recomienda que para la preparacion de extractos se haga por
separado de diferente partes de la planta, asi poder evaluar que parte de la planta acumula

los metabolitos con propiedades antimicrobianas.

Se recomienda que en la extraccién del extracto etandlico, y acuoso, no solo se concentre
en rotavapor, sino que, se lleve hasta sequedad y luego hacer las diluciones

correspondientes, asi se podria calcular la concentracion mas exacta del extracto.
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Se recomienda que se evalUe la actividad antibacteriana de coreopsis sherffie, en cepas
de origen clinico y con cepas con resistencia a los antibidticos, y que en las diferentes
diluciones no se utilice como diluyente el alcohol sino dimetilsulfoxido para tener

resultados mas precisos.
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APENDICES Y ANEXOS

APENDICES

Apéndice 1. Ubicacion geografica de donde se recolecto el material bioldgico (pull).
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Apéndice 2. Especie vegetal.
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Apéndice 4. Secado de la especie vegetal.

Concentracion del EA. en
rotavapor

[ filtracion del extracto acuoso [
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-[ EA. concentrado ]-

Apéndice 6. Preparacion del extracto etanolico (EE).

[ Maceracion del EE. ]

[ filtracion del extracto etanélico
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Concentracion del EE. en rotavapor [ EE. concentrado ]

Apéndice 7. Obtencion del aceite esencial de Coreopsis sherffii S.F. Blake mediante
destilacion por arrastre con vapor de agua.

Equipo de destilacion Muestra vegetal
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Decantacioén del aceite esencial

aceite esencial de
Coreonsis sherffii S.F.
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Apéndice 8. Preparacion de medios de cultivo.

SOLUCION
SALINA
FISIOLOGICA

AGAR Mueller-
AGAR Hinton
NUTRITIVO

CALDO Mueller-
Hinton

Apéndice 9. Tincion Gram de las cepas ATCC.

Staphylococcus aureus ATCC 29213 Escherichia coli ATCC 25922
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Apéndice 10. Efecto del aceite esencial de Coreopsis sherffii S.F. Blake sobre el

crecimiento bacteriano.

. Cultivo de Staphylococcus aureus
Cultivo de Staphylococcus aureus . .
ATCC 29213 con discos embebidos ATCC 29213 con discos embebidos

X . . i i %, diluido
con aceite esencial a 100%, después con aceite esencial a 50 )
de 24 horas a 37° C. con etanol de 96° después de 24

horas a 37° C.

- AN J

Cultivo de Staphylococcus aureus Cultivo de Escherichia coli
ATCC 29213 con discos ATCC 25922 con disco
embebidos con aceite esencial a embebido con aceite esencial a
25%, diluido con etanol de 96°, 25% diluido con etanol de 96°,
después de 24 horas a 37° C. después de 24 horas a 37° C.
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Apéndice 11. Efecto del extracto acuoso de Coreopsis sherffii S.F. Blake sobre el

crecimiento bacteriano.

A: Cultivo de Escherichia coli ATCC 25922 con disco embebido con extracto
acuoso a diferentes concentraciones. B: Cultivo de Staphylococcus aureus
ATCC 29213 con disco embebido de extracto acuoso a diferentes
concentraciones esencial después de 24 horas a 37° C.

Apéndice 12. Analisis estadisticos.

PRUEBA DE NORMALIDAD

Hipotesis estadisticas:
Ho: Los datos siguen distribucién normal
Ha: Los datos no siguen distribucion normal.

Nivel de significacion:
p <0,05

Prueba estadistica:

Shapiro- Wilk
Grupo Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico | gl Sig. Estadistico | gl Sig.
EE 100% 0,385 3 0,750 3 0,637
EE 50% 0,385 3 0,750 3 0,000
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EE 25% 0,253 3 0,964 3 0,000
AE 5% 0,385 3 0,750 3 0,000
AE 2.5% 0,385 3 0,750 3 0,000
AE 1.25% 0,385 3 0,750 3 0,000
AMC 30 0,385 3 0,750 3 0,000
EE 100% 0,385 3 0,750 3 0,000
EE 50% 0,385 3 0,750 3 0,000
EE 25% 0,219 3 0,987 3 0,780
AE 100% 0,385 3 0,750 3 0,000
AE 50% 0,385 3 0,750 3 0,000
AE 25% 0,253 3 0,964 3 0,637
AE 5% 0,385 3 0,750 3 0,000
AE 2.5% 0,385 3 0,750 3 0,000
AE 1.25% 0,385 3 0,750 3 0,000
AMC 30 0,385 3 0,750 3 0,000
a. Correccion de significacion de Lilliefors

Decision:
p> 0,05: No se rechaza la hipdtesis nula.
p < 0,05: Se rechaza la hipotesis nula

Conclusion:
Los datos no siguen distribucion normal.

PRUEBA DE KRUSKAL WALLIS

Hipotesis estadisticas:
Ho: Los didmetros de los halos de inhibicion entre los grupos son iguales.
Ha: Los diametros de los halos de inhibicién entre los grupos son diferentes.

Nivel de significacion:
p<0,05

Prueba estadistica:
Kruskal- Wallis

Halos de inhibicién

H de Kruskal-Wallis 65,203
gl 22
Sig. asin. < 0,001
a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Grupos
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Decisioén:

p> 0,05: No se rechaza la hipétesis nula.

p <0,05: Se rechaza la hipotesis nula

Conclusién:

Los diametros de los halos de inhibicion entre los grupos son diferentes.

Pruebas post hoc:

Comparaciones por parejas de Grupos

Sample 1-Sample 2 | Estadistico Error Estadistico | Sig. Sig.
de prueba | estandar | de prueba ajust.?
estandar

EA 100%-EA 50% 0,000 15,525 0,000 | 1,000| 1,000
EA 100%-EA 25% 0,000 15,525 0,000 | 1,000| 1,000
EA 100%-EA 100% 0,000 15,525 0,000 | 1,000| 1,000
EA 100%-EA 50% 0,000 15,525 0,000 | 1,000| 1,000
EA 100%-EA 25% 0,000 15,525 0,000 | 1,000| 1,000
EA 100%-AE 1.5% -15,000 15,525 -0,966 | 0,334 | 1,000
EA 100%-EE 100% -19,500 15,525 -1,256 | 0,209 | 1,000
EA 100%-EE 50% -24,000 15,525 -1,546 | 0,122 1,000
EA 100%-EE 25% -24,000 15,525 -1,546 | 0,122 1,000
EA 100%-AE 5% -24,000 15,525 -1,546 | 0,122 1,000
EA 100%-AE 2.5% -24,000 15,525 -1,546 | 0,122 1,000
EA 100%-AE 1.5% -24,000 15,525 -1,546 | 0,122 1,000
EA 100%-AE 2.5% -24,000 15,525 -1,546 | 0,122 1,000
EA 100%-AE 5% -32,000 15,525 -2,061| 0,039 | 1,000
EA 100%-EE 25% -40,000 15,525 -2,577| 0,010 | 1,000
EA 100%-AMC 30 -48,000 15,525 -3,092 | 0,002 | 0,503
EA 100%-EE 100% -48,000 15,525 -3,092| 0,002 | 0,503
EA 100%-EE 50% -48,000 15,525 -3,092| 0,002 | 0,503
EA 100%-AE 100% -48,000 15,525 -3,092 | 0,002 | 0,503
EA 100%-AE 50% -48,000 15,525 -3,092 | 0,002 | 0,503
EA 100%-AE 25% -48,000 15,525 -3,092 | 0,002 | 0,503
EA 100%-AMC 30 -48,000 15,525 -3,092 | 0,002 | 0,503
EA 50%-EA 25% 0,000 15,525 0,000 | 1,000 | 1,000
EA 50%-EA 100% 0,000 15,525 0,000 | 1,000 | 1,000
EA 50%-EA 50% 0,000 15,525 0,000 | 1,000| 1,000
EA 50%-EA 25% 0,000 15,525 0,000 | 1,000| 1,000
EA 50%-AE 1.5% -15,000 15,525 -0,966 | 0,334 | 1,000
EA 50%-EE 100% -19,500 15,525 -1,256 | 0,209 | 1,000
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EA 50%-EE 50% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EA 50%-EE 25% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EA 50%-AE 5% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EA 50%-AE 2.5% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EA 50%-AE 1.5% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EA 50%-AE 2.5% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EA 50%-AE 5% -32,000 15,525 -2,061 0,039 1,000
EA 50%-EE 25% -40,000 15,525 -2,577 0,010 1,000
EA 50%-AMC 30 -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 50%-EE 100% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 50%-EE 50% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 50%-AE 100% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 50%-AE 50% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 50%-AE 25% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 50%-AMC 30 -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 25%-EA 100% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EA 25%-EA 50% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EA 25%-EA 25% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EA 25%-AE 1.5% -15,000 15,525 -0,966 0,334 1,000
EA 25%-EE 100% -19,500 15,525 -1,256 0,209 1,000
EA 25%-EE 50% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EA 25%-EE 25% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EA 25%-AE 5% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EA 25%-AE 2.5% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EA 25%-AE 1.5% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EA 25%-AE 2.5% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EA 25%-AE 5% -32,000 15,525 -2,061 0,039 1,000
EA 25%-EE 25% -40,000 15,525 -2,577 0,010 1,000
EA 25%-AMC 30 -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 25%-EE 100% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 25%-EE 50% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 25%-AE 100% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 25%-AE 50% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 25%-AE 25% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 25%-AMC 30 -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 25%-AE 1.5% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
EA 50%-AE 1.5% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
EA 100%-AE 1.5% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
EA 100%-AE 5% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
EA 50%-AE 5% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
EA 25%-AE 5% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
EA 100%-EE 100% 19,500 15,525 1,256 0,209 1,000
EA 50%-EE 100% 19,500 15,525 1,256 0,209 1,000
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EA 25%-AE 1.5% -15,000 15,525 -0,966 0,334 1,000
EA 25%-EE 100% 19,500 15,525 1,256 0,209 1,000
EA 25%-AE 2.5% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EA 25%-AE 2.5% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
EA 25%-AE 5% -32,000 15,525 -2,061 0,039 1,000
EA 25%-EE 25% -40,000 15,525 -2,577 0,010 1,000
EA 25%-AMC 30 -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 25%-AE 25% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 25%-AE 50% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 25%-AE 100% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 25%-EE 50% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 25%-EE 100% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 50%-AE 1.5% -15,000 15,525 -0,966 0,334 1,000
EA 50%-AE 2.5% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EA 50%-AE 5% -32,000 15,525 -2,061 0,039 1,000
EA 50%-AMC 30 -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 100%-EE 50% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
EA 50%-EE 50% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
EA 25%-EE 50% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
EA 50%-EA 25% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EA 50%-EE 25% -40,000 15,525 -2,577 0,010 1,000
EA 50%-AE 25% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 50%-AE 50% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 50%-AE 100% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 50%-EE 50% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 50%-EE 100% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 100%-AMC 30 -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 50%-AE 2.5% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
EA 100%-AE 1.5% -15,000 15,525 -0,966 0,334 1,000
EA 100%-AE 2.5% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EA 100%-EE 25% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
EA 100%-AE 5% -32,000 15,525 -2,061 0,039 1,000
EA 100%-AE 25% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 100%-AE 50% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 50%-EE 25% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
EA 25%-EE 25% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
EA 100%-EA 25% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EA 100%-EA 50% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EA 100%-EE 25% -40,000 15,525 -2,577 0,010 1,000
EA 100%-AE 100% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 100%-EE 50% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 100%-EE 100% -48,000 15,525 -3,092 0,002 0,503
EA 25%-AMC 30 48,000 15,525 3,092 0,002 0,503
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EA 50%-AMC 30 48,000 15,525 3,092 0,002 0,503
EA 100%-AE 2.5% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
EA 100%-AMC 30 48,000 15,525 3,092 0,002 0,503
AE 1.5%-EE 100% 4,500 15,525 0,290 0,772 1,000
AE 1.5%-AE 2.5% 9,000 15,525 0,580 0,562 1,000
AE 1.5%-EE 50% 9,000 15,525 0,580 0,562 1,000
AE 1.5%-EE 25% 9,000 15,525 0,580 0,562 1,000
AE 1.5%-AE 5% 9,000 15,525 0,580 0,562 1,000
AE 1.5%-AE 2.5% 9,000 15,525 0,580 0,562 1,000
AE 1.5%-AE 1.5% 9,000 15,525 0,580 0,562 1,000
AE 1.5%-AE 5% 17,000 15,525 1,095 0,274 1,000
AE 1.5%-EE 25% 25,000 15,525 1,610 0,107 1,000
AE 1.5%-AE 100% 33,000 15,525 2,126 0,034 1,000
AE 1.5%-AE 50% 33,000 15,525 2,126 0,034 1,000
AE 1.5%-AE 25% 33,000 15,525 2,126 0,034 1,000
AE 1.5%-AMC 30 -33,000 15,525 -2,126 0,034 1,000
AE 1.5%-AMC 30 33,000 15,525 2,126 0,034 1,000
AE 1.5%-EE 100% 33,000 15,525 2,126 0,034 1,000
AE 1.5%-EE 50% 33,000 15,525 2,126 0,034 1,000
EE 100%-EE 50% -4,500 15,525 -0,290 0,772 1,000
EE 100%-EE 25% -4,500 15,525 -0,290 0,772 1,000
EE 100%-AE 5% -4,500 15,525 -0,290 0,772 1,000
EE 100%-AE 2.5% -4,500 15,525 -0,290 0,772 1,000
EE 100%-AE 1.5% -4,500 15,525 -0,290 0,772 1,000
EE 100%-AE 2.5% -4,500 15,525 -0,290 0,772 1,000
EE 100%-AE 5% -12,500 15,525 -0,805 0,421 1,000
EE 100%-EE 25% -20,500 15,525 -1,320 0,187 1,000
EE 100%-AMC 30 -28,500 15,525 -1,836 0,066 1,000
EE 100%-AMC 30 -28,500 15,525 -1,836 0,066 1,000
EE 100%-EE 50% -28,500 15,525 -1,836 0,066 1,000
EE 100%-AE 100% -28,500 15,525 -1,836 0,066 1,000
EE 100%-AE 50% -28,500 15,525 -1,836 0,066 1,000
EE 100%-AE 25% -28,500 15,525 -1,836 0,066 1,000
EE 100%-EE 100% -28,500 15,525 -1,836 0,066 1,000
AE 2.5%-AE 2.5% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
AE 2.5%-AE 5% -8,000 15,525 -0,515 0,606 1,000
AE 2.5%-EE 25% -16,000 15,525 -1,031 0,303 1,000
AE 2.5%-AE 100% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 2.5%-AE 50% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 2.5%-AE 25% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 5%-AE 25% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 2.5%-AMC 30 -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 1.5%-AMC 30 -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
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AE 5%-AE 1.5% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
AE 5%-AE 2.5% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
AE 5%-AMC 30 -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 1.5%-AE 2.5% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
AE 1.5%-AE 5% -8,000 15,525 -0,515 0,606 1,000
AE 1.5%-EE 25% -16,000 15,525 -1,031 0,303 1,000
AE 1.5%-EE 100% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 1.5%-EE 50% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 1.5%-AE 100% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 1.5%-AE 50% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 1.5%-AE 25% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 5%-AE 5% -8,000 15,525 -0,515 0,606 1,000
AE 1.5%-AMC 30 -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EE 25%-AE 2.5% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 25%-AE 5% -8,000 15,525 -0,515 0,606 1,000
EE 25%-AMC 30 -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 2.5%-AMC 30 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
AE 5%-AE 2.5% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 25%-AE 1.5% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 25%-AE 2.5% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 25%-AE 5% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 25%-EE 25% -16,000 15,525 -1,031 0,303 1,000
EE 25%-AE 25% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EE 25%-AE 50% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EE 25%-AE 100% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EE 25%-EE 50% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EE 25%-EE 100% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EE 25%-AMC 30 -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EE 50%-AE 2.5% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 50%-AE 1.5% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 50%-AE 2.5% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 50%-AE 5% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 50%-EE 25% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 50%-AE 5% -8,000 15,525 -0,515 0,606 1,000
EE 50%-EE 25% -16,000 15,525 -1,031 0,303 1,000
EE 50%-AMC 30 -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EE 50%-AE 25% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EE 50%-AE 50% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EE 50%-AE 100% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EE 50%-EE 50% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EE 50%-EE 100% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
EE 50%-AMC 30 -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 2.5%-EE 50% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
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AE 2.5%-EE 100% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
AE 5%-AE 50% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 5%-AE 100% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 2.5%-EE 50% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
AE 5%-AMC 30 -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 2.5%-EE 25% 16,000 15,525 1,031 0,303 1,000
AE 2.5%-AE 1.5% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
AE 2.5%-AE 100% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
AE 2.5%-AMC 30 -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 2.5%-AE 50% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
AE 5%-EE 25% -16,000 15,525 -1,031 0,303 1,000
AE 2.5%-AE 25% 24,000 15,525 1,546 0,122 1,000
AE 5%-EE 50% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 2.5%-AE 5% 8,000 15,525 0,515 0,606 1,000
AE 5%-EE 100% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 2.5%-EE 100% -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 2.5%-AMC 30 -24,000 15,525 -1,546 0,122 1,000
AE 5%-EE 25% 8,000 15,525 0,515 0,606 1,000
AE 5%-AE 100% 16,000 15,525 1,031 0,303 1,000
AE 5%-EE 50% 16,000 15,525 1,031 0,303 1,000
AE 5%-AE 50% 16,000 15,525 1,031 0,303 1,000
AE 5%-AE 25% 16,000 15,525 1,031 0,303 1,000
AE 5%-EE 100% 16,000 15,525 1,031 0,303 1,000
AE 5%-AMC 30 16,000 15,525 1,031 0,303 1,000
AE 5%-AMC 30 -16,000 15,525 -1,031 0,303 1,000
EE 25%-EE 50% 8,000 15,525 0,515 0,606 1,000
EE 25%-AE 100% -8,000 15,525 -0,515 0,606 1,000
EE 25%-AE 50% -8,000 15,525 -0,515 0,606 1,000
EE 25%-AE 25% -8,000 15,525 -0,515 0,606 1,000
EE 25%-AMC 30 -8,000 15,525 -0,515 0,606 1,000
EE 25%-AMC 30 8,000 15,525 0,515 0,606 1,000
EE 25%-EE 100% 8,000 15,525 0,515 0,606 1,000
AMC 30-EE 100% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
AE 100%-AE 50% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
AE 100%-AE 25% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
AMC 30-AMC 30 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 100%-EE 50% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 50%-AE 100% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
AE 50%-AE 25% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 50%-AE 50% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 50%-AE 25% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 100%-AE 100% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
AE 50%-AMC 30 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
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AMC 30-AE 50% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 100%-AE 50% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 100%-AE 25% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
AE 25%-AMC 30 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
AMC 30-AE 100% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 50%-AMC 30 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
AMC 30-EE 50% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
AMC 30-AE 25% 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
EE 100%-AMC 30 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000
AE 100%-AMC 30 0,000 15,525 0,000 1,000 1,000

Cada fila prueba la hip6tesis nula que las distribuciones de la Muestra 1 y la
Muestra 2 son iguales.

Se visualizan las significaciones asintéticas (pruebas bilaterales). El nivel de
significacion es de ,050.

a. Los valores de significacion se han ajustado mediante la correccion Bonferroni
para varias pruebas.

Se observan diferencias significativas (p < 0,05) en los halos de inhibicion entre los
diferentes grupos.

Apéndice 13. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los
estractos y aceite esencial de C. sherffii sobre S. aureus ATCC 29213y E. coli
ATCC 25922,

CMI
o Dilucidnes de los extractos y del aceite esencial de C.
Tipo de Cepa bacteriana sherffii (% v/v)
tratamiento
CP|CN | 20,0010,00|5,00|2,50(1,25{0,63]0,31|0,16
S. aureus ATCC 29213 + | - + + + + + + + +
E. Acuoso | E. coli ATCC 25922 + | - + + + + + + + +
S. aureus ATCC 29213 + | - - - - - - + + +
E. Etandlico | E. coli ATCC 25922 + | - - - - + + + + +
S.aureus ATCC 29213 + | - - - - S + + + +
A. Esencial | E. coli ATCC 25922 + | - - - - - - + + +
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Apéndice 13. Determinacion de la concentracién minima bactericida (CMB) de los

estractos y aceite esencial de C. sherffii sobre S. aureus ATCC 29213y E.

coli ATCC 25922.

CMB (UFC)

Tipo de Diluciones de los extractos y del aceite esencial de C. sherffii (%6 v/v)
. Cepa bacteriana
tratamiento
CP |CN| 20,00 | 10,00 | 5,00 | 250 | 1,25 | 0,63 | 0,31 | 0,16
S. aureus ATCC
29213 >300 | O | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300
E. Acuoso |E. coli ATCC 25922 >300 | O | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300
S. aureus ATCC
£ 29213 >300 | 0 0 0 0 75 283 | >300 | >300 | >300
Etandlico |E.coliATCC 25922 |>300| 0 | 0 4 | 30 |>300 | >300 | >300 | >300 | >300
S. aureus ATCC
29213 >300 | 0 0 0 10 80 250 | >300 | >300 | >300
A. Esencial |E.coliATCC 25922 | >300| 0 | 0 0 0 | 15 | 100 | 280 | >300 | >300
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ANEXOS

Anexo 1. Constancia de identificacion botanica de Coreopsis sherffii S.F. Blake

0 SA
.. %, UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA
2 $ FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
5 V 9 DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LI AREA DE BOTANICA
rﬁ‘}; HERBARIO CPUN “ISIDORO SANCHEZ VEGA”
Counom i ¥ C D fogmt herbariocpunisv@gmail.com Av. Atahualpa N° 1050 - Cajamarca

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

HACE CONSTAR:

Que, la muestra boténica procedente del Caserio Lirio Linda Flor. Centro poblado El
Alambre. Distrito de Bambamarca. Provincia de Hualgayoc. Departamento de Cajamarca,
ubicado a 3700 msnm, con coordenadas 6° 50’ 11” L.S. 78° 27’ 17” L.O., presentado por
la Bachiller: Tenorio Atilano Huamén Saucedo, de la Escuela Académico Profesional de
Biologfa y Biotecnologfa de la Universidad Nacional de Cajamarca. Como parte del
Proyecto: “Evaluacién del efecto antibacteriano de los extractos, acuoso, etanélicoy del
aceite esencial de Coreopsis sherffii S.F. Blake (pull) (1937) sobre el crecimiento in vitro
de Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922”.

Las cuales fueron analizadas y determinadas cientificamente en nuestra institucién como:

e Especie: Coreopsis sherffii S.F. Blake
e Género: Coreopsis

e Familia: Asteraceae

e Orden: Asterales

e Clase: Magnoliosida

e Divisién: Magnoliophyta

Se expide el presente para los fines que sean necesarios.

Cajamarca, 02 julio del 2023

i 7
i(Dimeccion g {(__Q

Ing. JuanE,_Mgga Quino
Curador del Herbario “Isi Séanchez Vega”
CPUN-UNC

cc: Secretaria del Herbario.
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