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Resumen

Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana del extracto alcohodlico de las hojas de
Bidens pilosa L sobre bacterias tipificadas. La preparacion del extracto se realizo a
partir de las hojas de especie vegetal procedente del Centro Poblado de San Martin

de Porras, provincia de Bagua Grande, Departamento de Amazonas.

Material y método: El estudio se realizé a través del método de maceracion; y la
actividad antibacteriana se evalué por medio de la técnica de Difusion en Agar con
discos, impregnado con el extracto a las concentraciones de 100, 60, 20 y 10 % frente
a Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella enterica sv Enteritidis ATCC 13076,

cepas bacterianas relacionadas a enfermedades de trasmisién alimentaria.

Resultados: Los resultados obtenidos indicaron que las hojas de Bidens pilosa L no

ejerce efecto inhibitorio sobre las cepas del estudio.

Conclusiones: Se concluye gue el extracto alcohdlico de las hojas de Bidens pilosa L
no ejerce actividad antibacteriana sobre Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella
enterica sv Enteritidis ATCC 13076, probablemente debido a las caracteristicas
propias de estos microorganismos y a los metabolitos secundarios presentes en las
distintas partes del recurso vegetal, asi como a su concentracion que esta influenciada
por diversos factores como el lugar de procedencia , etapa de desarrollo, estado

nutricional, clima, entre otros.

Palabras clave: Bidens Pilosa, actividad antibacteriana, extracto alcohdlico,

maceracion, método de difusion en agar.



Abstract

Objective: To evaluate the antibacterial activity of the alcoholic extract of the leaves of
Bidens pilosa L on typified bacteria. The preparation of the extract was made from the
leaves of a plant species from the San Martin de Porras Population Center, Bagua

Grande province, Amazonas Department.

Material and method: The study was carried out through the maceration method; and
the antibacterial activity was evaluated by means of the technique of Diffusion in Agar
with discs, impregnated with the extract at concentrations of 100, 60, 20 and 10%
against Escherichia coli ATCC 25922 and Salmonella enterica sv Enteritidis ATCC

13076, bacterial strains related to foodborne diseases.

Results: The results obtained indicated that the leaves of Bidens pilosa L did not exert

an inhibitory effect on the study strains.

Conclusions: It is concluded that the alcoholic extract of the leaves of Bidens pilosa L
does not exert antibacterial activity on Escherichia coli ATCC 25922 and Salmonella
enterica sv Enteritidis ATCC 13076, probably due to the characteristics of these
microorganisms and the secondary metabolites present in the different parts of the
plant resource, as well as its concentration, which is influenced by various factors such

as the place of origin, stage of development, nutritional status, climate, among others.

Keywords: Bidens Pilosa, antibacterial activity, alcoholic extract, maceration, agar

diffusion method.



INTRODUCCION

En los ultimos afios la medicina tradicional ha renacido y ha empezado a desplazar a
la industria farmacéutica ya que la poblacién considera que el uso de recursos
naturales proporciona alternativas terapéuticas eficaces. Entre las principales razones
que explican este fendbmeno, se encuentran los efectos secundarios que se reportan
por el uso prolongado de los medicamentos, siendo diversos los posibles dafios en el

organismo.

El conocimiento que se tiene acerca de los beneficios de los diversos recursos
vegetales considerados medicinales, se remonta a miles de afios atrds y han sido
trasladados a la actualidad de modo verbalmente a lo largo de muchas generaciones;
lamentablemente, la mayoria de este conocimiento sigue siendo empirico, y a pesar
de las investigaciones que se realizan, son pocos los ensayos especializados en el

campo de la medicina tradicional.

Las enfermedades gastrointestinales, suelen ser comunmente tratadas con diversas
especies vegetales, y son consideradas que en su mayoria se transmiten por los
alimentos, representando un problema de salud publica creciente a nivel mundial @,
es por ello que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera a la vigilancia y
control de las Enfermedades Trasmitidas por Alimentos (ETAs), como un componente
importante en el plan de accion dentro del marco del Reglamento Sanitario

Internacional. @

Asimismo, en el Perq, durante el periodo 2014 al 2018, fueron notificados a traves del
Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades, un total de
234 brotes de ETA a nivel nacional, de los cuales hubo un promedio de 47 anuales,
con 6098 personas afectadas, 1311 hospitalizados y 29 defunciones en todo el pais;
encontrandose mayor incidencia en los departamentos de Lima con 22.1%, cuzco
11.1% y Cajamarca 8.5%. @



Por esta razon es necesario realizar estudios que permitan enfrentar los peligros
alimentarios emergentes y los factores que lo condicionan, entre los cuales se
encuentran los malos habitos alimentarios, y las bacterias patégenas; ademas al ser
conocedores que Bidens pilosa L., posee efectos farmacol6gicos, pero con ciertos
vacios sobre sus propiedades antimicrobianas; la presente investigacion se planted
como objetivo evaluar la actividad antibacteriana del extracto alcohdlico de las hojas
de Bidens pilosa L. (cadillo) frente a bacterias tipificadas.

1.1.Planteamiento y Formulacién del problema:

Actualmente la falta de acceso a servicios de salud provistos por el estado o la falta de
recursos economicos para acudir a servicios de salud publicos o privados, ha
conllevado a las personas a tomar farmacos sin indicacion médica para aliviar sus
dolencias o malestares de salud, incluso el Instituto Nacional de Salud (INS) refiere
que en el 2018 el 53.4% de usuarios de boticas y farmacias en el Peri compran
antibidticos sin receta meédica, asimismo, el Instituto Nacional de Estadistica e
Informatica (INEI) indicé que el 50.6% adquiri6 medicamentos sin receta médica. Todo
ello ha traido consigo consecuencias negativas en el mundo de la salud como es la
generacion de cepas bacterianas resistentes, surgiendo la necesidad de encontrar

nuevas alternativas terapéuticas. @

Entre dichas bacterias se encuentra Escherichia coli y Salmonella enteritidis las
cuales estan asociadas a Enfermedades Trasmitidas por Alimentos (ETAS),
caracterizadas a nivel mundial por ser las causantes de epidemias de infeccion
intestinal, cuyos principales signos y sintomas son: diarrea en un 85%, dolor abdominal
84%, cefalea 81.4%, nausea 78.3% Yy escalofrios 74.4%, siendo el promedio de
evacuaciones diarreicas de seis al dia; requiriendo observacion de 24 horas y en

algunos casos hospitalizacién. ?

Por este motivo los investigadores han enfocado su atenciéon al desarrollo de
experimentos con especies vegetales cuyas propiedades antimicrobianas han sido

mencionadas de forma empirica por la cultura popular. Dichos estudios han



evidenciado beneficios antimicrobianos siendo direccionados al campo medicinal y a
la formulacién de productos para uso preventivo y tratamiento de ETAS; motivo por lo
cual la presente investigacion busco validar esta informacién; ademas de aportar

conocimiento sobre las cualidades de Bidens pilosa L. (cadillo) en el campo de la salud.

1.2. Formulacion del Problema

1.2.1. Problema general:

¢, Presenta actividad antibacteriana el extracto alcohdlico de hojas de

Bidens pilosa L. (cadillo) frente a bacterias tipificadas?

1.2.2. Problemas especificos:

- ¢A qué concentracion presenta actividad antibacteriana el extracto
alcohdlico de hojas de Bidens pilosa L (cadillo) frente a Escherichia coli
ATCC 259227

- ¢A qué concentracion presenta actividad antibacteriana el extracto
alcohdlico de hojas de Bidens pilosa L (cadillo) frente a Salmonella
entérica sv Enteritidis ATCC 130767

1.3. Marco tedrico
o Bidens pilosa (cadillo)

Bidens pilosa cuyos nombres comunes suelen ser cadillo, saetilla, amor seco, hierba
amarilla, romerillo blanco. Es una hierba nativa de América tropical, capaz de invadir
una amplia gama de habitats que van desde suelo himedo, arena, suelo seco e infértil.
Prospera en areas alteradas, luz solar alta y suelos moderadamente secos, por lo que
es capaz de sobrevivir sequias severas; pero se sabe que invade praderas, brezales,
claros de bosques, humedales, plantaciones, bordes de caminos, pastos, areas

costeras y areas agricolas ©



Desde el punto de vista farmacologico, destacan en esta especie sus propiedades
antimicrobianas y antiulcerogénicas, ademéas de efectos antiinflamatorio e
hipoglucemiante demostrados para algunos extractos, lo que hace merecedora de
atencion en estudios futuros. Por otra parte, las investigaciones realizadas indican que
los poliacetilenos presentes en esta especie podrian jugar un papel importante en las
actividades hipoglucemiante, antimalarica y antitumoral descriptas. ©14

e Clasificacion Taxonémica

De acuerdo a su taxonomia se ubica dentro de la siguiente clasificacion:

Tabla N°1
ORDEN Asterales
FAMILIA Asteraceae
SUB FAMILIA Asterpideae
TRIBU Coreopsideae
GENERO Bidens
ESPECIE Bidens pilosa L

Clasificacion taxondmica de Bidens pilosa L.
Fuente: Museo de Historia Natural UNMSM 2019

e Descripcién botanica

Hierba anual, lampifia o algo pubescente de 30 a 100 cm de altura y ramificada. Hojas
opuestas a veces alternas en la parte superior pecioladas, 3-partidas, sus segmentos
de aovados a lanciolados, de 2 a 8 cm de alto, aserrados, agudos o acuminados.
Cabezuelas florales terminales, compuestas por flores tubulares y radiadas de color
amarillo intenso y las radicales con sobresalientes pétalos blancos. Aquenio provisto
de vilaro. Involucro campanulado, como de 8 mm de alto, sus bracteas extercares
oblongolineales, por lo comin mas cortas que las interiores. Receptaculo plano o casi
plano. Tallo erguido, tetragono; hojas pennado-partidas, 1-3-yu-gadas, raramente
simples; inflorescencia en capitulos discoideos, amarillos, con las ligulas lineales,

tetragonos, lampifios o con las pestafitas del margen dirigidas hacia arriba. Se



emplean principalmente las hojas y flores, aunque en muchos casos también se usa

la planta entera. ©14 Figura N° 1.

Figura N°1 Bidens pilosa L. (Cadillo)
Fuente: https://pxhere.com/es/photo/1331754

e Propiedades Farmacolégicas

Es una especie medicinal corroborante, sialagoga, emenagoga, siendo util todas sus
partes para tratar diferentes dolencias. Las hojas se utilizan tanto en infusién y
decoccion, también se mastican las mismas para las anginas, amigdalitis catarral, aftas
bucales, afecciones renales, Ulceras gastroduodenales; como cataplasma sobre
heridas y tumores, para afecciones abdominales y célicos (enemas), asi como para el
reumatismo. Las flores, hojas y raices son empleadas como antiodontalgicas,
igualmente se utilizan como antidiarreico y la raiz para el dolor de oidos. Las semillas
tostadas para incisiones externas y el zumo de la especie vegetal entera como antidoto

en casos de envenenamiento. (614
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Ademas, es un descongestionante hepéatico, antihemorroidal, cicatrizante, antiemética,

diurética, antiinflamatoria, estimulante débil de la musculatura lisa en el utero,

tranquilizante, hemostéatica, emoliente, antitusiva, antipirética, antiséptica para la

irritacion de la piel y lavados vaginales. ©:14

e Metabolitos secundarios

En el tamizaje fitoquimico de esta especie se ha detectado la presencia de aminas,

esteroles y esteroides, terpenos, flavonoides, glicésidos, saponinas, mucilagos,

alcaloides, azlcares, carotenos, taninos y fenoles. © 1113 Tabla N° 1

Tabla N° 2

Constituyentes fotoquimicos de Bidens pilosa L.

Constituents Test Inference
Leaf Stem Root

Alkaloids Dragendorff's reagent + + +

Mayer's reagent + + +
Flavonoids Sodium hydroxide test + -

Lead acetate test + - +

Ferric chloride test + - +
Flavonols shinoda reduction test + - .
Glycosides Keller-Killiani + + +
Saponing Frothing + + +
Tannins Ferric chloride + - +
Terpenoids Liebermann-Buchard test  + - +
Steroids and sterols  Salkowski test + + +

+ = present; - = absent

Fuente: Oladipupo Ay Colbs. 1
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e Mecanismo de accion farmacoldgica:

Las propiedades farmacoldgicas atribuidas a Bidens pilosa estan relacionada a la gran
variedad de principios activos que posee; donde dos son los grupos principales de
constituyentes que inhiben los organismos patogenos, estos son los flavonoides y
taninos; asimismo, presenta triterpenos y aceites esenciales, que pueden contribuir a

sus efectos terapéuticos ©

Algunos de estos Fitoconstituyentes de naturaleza fendlica presentan en su estructura
guimica un namero variable de grupos hidroxilo que penetran facilmente a través de la
membrana celular bacteriana, se combinan y precipitan las proteinas protoplasmaticas

desnaturalizandolas y actuando como venenos protoplasmaticos ©)

o Extractos vegetales

Son mezclas con diversos compuestos quimicos o sustancias bioactivas obtenidos a
partir de fuentes naturales como materia prima, combinados con diversos solventes,
qgue generalmente suele ser etanol o0 agua; se puede realizar en frio o en caliente, y el
producto resultante puede ser una solucidon concentrada o espesa en funcion de la
sustancia de origen. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el 25% de los
farmacos distribuidos son de origen vegetal y contienen principios activos modificados,

que se utilizan para obtener nuevas estructuras que contiene actividad terapéutica. 1

Para lograr la extraccidén se establecen parametros que puedan garantizar la calidad,
seguridad, eficacia y rendimiento del producto medicinal, para ello se debe de conocer
las particularidades de los metabolitos 0 compuestos quimicos que se desean extraer;
asi como del solvente a utilizar el cual debe poseer estabilidad, inercia quimica,
temperatura de ebullicion no demasiado elevada para permitir su eliminacién total, no
demasiado baja para evitar las pérdidas; seguridad de manipulacion en lo posible no

téxico ni inflamable. 16
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e Métodos de preparacion de los extractos:

- Maceracion: Se produce cuando el material vegetal se encuentra en trozo o
pulverizado, de acuerdo a la conveniencia, dejandolo reposar por tres 0 mas dias con
agitacion frecuente hasta completar la extraccion. Se realiza a temperatura ambiente
y los solventes mas usados en este tipo de extraccion son el agua y el alcohol o una
combinacion de ambos, esta maceracion no puede prolongarse por mucho tiempo

debido a que puede exponerse a hongos u otro tipo de contaminantes. 7:18)

- Percolacion: Utilizado en tinturas y extractos fluidos, se realiza en recipientes
conicos, con una abertura superior y una tapa horadada que permite el paso del
liquido, y somete ligera presion a los materiales que estan dentro; previamente el
material vegetal se humedece y se deja en reposo aproximadamente por 4 horas,
transcurrido el tiempo se empaqueta en el percolador permitiendo el paso uniforme del
liquido, dejandolo ahi por 24 horas. Una vez cumplido este proceso se deja gotear
afnadiendo muestra proporcional a % del volumen requerido, presionando el total de la

masa humeda para extraer el maximo de liquido. (17:18)

- Digestion: Este tipo de extracto es por maceracion con un ligero calentamiento
en la extraccién, teniendo en cuenta que no afecte ni altere el principio activo, se
emplean temperaturas entre los 35° y 40°C, es usado cuando los metabolitos son
extraidos de la parte mas dura del recurso natural, el proceso tiene un tiempo de

duracién de media hora y 24 horas. (17:18)

- Infusién: Procedimiento practico y facil, donde la solucién entra en contacto
con el recurso del que se extraera los metabolitos, se recomienda para la extraccion

de aceites volatiles, dura aproximadamente entre 15 a 30 minutos. (1617

- Decoccién: Se usan recursos naturales que sufren de alteraciones en los
cambios de temperaturas, en este proceso el vegetal se hierbe durante un periodo de

15 a 60 minutos, dejandolo enfriar y filtrdndolo afiadiéndole suficiente agua fria hasta

13



obtener el volumen deseado, pasandolo por un segundo filtrado a través de pafio,
exprimiendo totalmente el liquido obtenido. 7:18)

o Seleccion del solvente

La eleccion del disolvente depende de parametros técnicos y econdmicos como la
selectividad; estabilidad inercia quimica; temperatura de ebullicion, la cual no debe ser
demasiado elevada para permitir su eliminacion total, no demasiado baja para evitar

las pérdidas; ademas no deber ser en lo posible téxico, ni inflamable (18,

Los disolventes mas utilizados son los hidrocarburos alifaticos: como el éter de
petréleo, hexano, propano o butano liquido. Igualmente, se ha recurrido a disolventes
halogenados y al etanol, pero los que con mayor frecuencia que se usa, son agua y
etanol, aunque generalmente se opta por este Ultimo, ya que el primero favorece la

formacion de mohos. (16.18)

e Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)

Las ETAs se consideran un importante problema en el mundo. La Organizacién
Mundial de la Salud sefala que, en paises menos desarrollados, es la principal causa
de enfermedad y muerte, asociadas a una carga socioeconémica significativa. 9 Los
origenes mas frecuentes de estas enfermedades, son las producidas por agentes
como: norovirus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7, Salmonella

entéricas, Salmonella typhi, Campylobacter spp., Clostridium perfringens y Shigella sp
(20)

Las enfermedades originadas por causas alimentarias, incluyen las intoxicaciones e
infecciones, son enfermedades provocadas por la ingestion accidental, incidental o
intencional de agua o alimentos contaminados en grandes cantidades con agentes
microbiolégicos o quimicos, debido a la deficiencia en el proceso de elaboracion,
conservacion, manipulacion, transporte, distribucion o comercializacion, tanto de agua

como de alimentos. (19:20)
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e Epidemiologia:

La Organizacion Mundial de la Salud menciona que la prevalencia mundial de ETA es
comparable con las enfermedades infecciosas: VHI / sida, paludismo, tuberculosis y
se estima que su incidencia estd en aumento debido a los cambios en los factores
ambientales, a la resistencia frente a los antibidticos debido al consumo frecuente e
indiscriminado de los farmacos para tratarlas, la existencia de grupos poblacionales
vulnerables, al acelerado crecimiento del comercio internacional de alimentos, los
avances tecnolégicos en la produccion, el incremento del uso de aditivos, el
crecimiento del consumo de productos industrializados, el recorrido de largos trayectos
para su comercializacion, la preferencia de alimentos de rapida preparacion y el

consumo de éstos en la via pablica. (1920

Estas afecciones se presentan en cualquier lugar, destacando aquellas areas donde
no se practican los habitos higiénico-sanitarios y existe aglomeracién de personas, se
han evidenciado brotes de ETAs en instituciones donde se suministra algun tipo de
alimentacion (comidas, almuerzos, refrigerios). Entre los alimentos de alto riesgo se
encuentran implicados los productos lacteos o carnicos, cuya conservacion y
manipulacion son de suma importancia para evitar que se deterioren y causen dafio

en la salud. 2D

o Clasificacion
Esta categorizacion no incluye a las reacciones de hipersensibilidad dadas por la
ingesta de alimentos. Es importante diferenciar las infecciones alimentarias de las

intoxicaciones alimentarias. ¢2
- Infecciones alimentarias: Son las patologias transmitidas por alimentos

provocadas por la ingestion de agua o alimentos contaminados con agentes

infecciosos especificos tales como bacterias, hongos, virus, parasitos. (22
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- Intoxicaciones alimentarias: Son las patologias transmitidas por alimentos
provocadas por el consumo de alimentos o agua contaminados con cantidades
suficientes de toxinas, producidas por proliferacion bacteriana o con agentes quimicos
(compuestos organicos y metales pesados) que se incorporan a ellos de modo
accidental, incidental o intencional, en cualquier momento desde su produccion hasta
su consumo. 2

El cuadro clinico crénico se presenta por el consumo de alimentos contaminados con
sustancias quimicas y depende de la concentracion del agente etioldgico, la
manipulacion, la duracion de la exposicién y la susceptibilidad de la persona. El periodo
de inicio de la sintomatologia es muy corto. Caracterizado porque, ademas de los
sintomas que se presentan en el cuadro agudo, puede aparecer vértigo, asfixia,
sudoracién profusa, poca coordinacion de los movimientos y a veces convulsiones

debido a que puede afectar el sistema nervioso. (%2

e Escherichia coli

Es una bacteria habitual en el intestino del ser humano y de otros animales de sangre
caliente. Aunque la mayoria de las cepas son inofensivas, algunas pueden causar una
grave enfermedad de transmision alimentaria. La infeccion por Escherichia coli se
transmite generalmente por consumo de agua o alimentos contaminados, como

productos carnicos poco cocidos y leche cruda. 23

Esta bacteria es utilizada como indicador de posible contaminacién fecal y presencia
de patégenos en agua y alimentos debido a que se encuentra abundantemente en

heces de humanos y animal 20 23)

Los sintomas de la enfermedad incluyen coélicos y diarrea, que puede ser
sanguinolenta. También pueden aparecer fiebre y vomitos. La mayoria de los
pacientes se recuperan en el término de 10 dias, aunque en algunos casos la

enfermedad puede causar la muerte. 23
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e Clasificacién taxonémica

La clasificacion taxonémica de Escherichia coli, se muestra en la tabla N°2.

Tabla N°3

Clasificacion taxonémica de Escherichia coli

Reino Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia

Especie Escherichia coli

Fuente:http://biologialbch.blogspot.com/2011/11/escherichia-coli.html

o Patogenicidad

La patogenicidad y la virulencia de la Escherichia coli dependen, de la expresion de
diversas proteinas bacterianas codificadas por genes cromosémicos y especialmente
plasmidicos, que proceden de la bacteria ingerida o adquiridos por transduccién por
fagos o por conjugacion por plasmidos procedentes de otros microorganismos,
aprovechando la gran concentracion bacteriana del intestino. Los nuevos genes
podrian derivar de mutaciones o por la relativamente frecuente transferencia
horizontal, claramente demostrada y frecuente de los genes codificadores de f3-
lactamasas que podrian derivar de especies muy diferentes filogenéticamente, de

Gram positivos a Gram negativos (tranferencia trans-gram), algunos de los cuales
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podrian incorporarse a los cromosomas; este fendmeno podria llevar a la formacion

de una nueva especie. @4

Existen numerosas cepas de Escherichia coli, que estdn categorizadas por sus
propiedades virulentas que causan diversas enfermedades, los cuales se describen a

continuacion. @4

- Escherichia coli enteropatogénica (EPEC):

La adherencia de EPEC estd mediada por un flagelo y por el pili tipo IV (BFP: bundle-
forming pilus) por su sistema de secrecion tipo 3 (TSS3) inyecta una proteina en la
célula en el que se encuentra EspF dirigiéndose al nucléolo y bloquea los procesos de
ARNr reorganizando la actina ocasionando alteracién en la morfologia para formar las
lesiones de adhesion. Afecta a los nifios de 2 meses hasta los 2 afios donde el periodo

de incubacion es de 3-24 horas con cuadros diarreicos y fiebre. 24

- Escherichia coli enteroagregativa (EAEC):

Como primer paso se da la adhesion de fimbrias (AAF) delgadas con proteinas y
aglutinas que son estables al calor (entre 1-2 horas). La enterotoxina (EAST-1) tiene
actividad sobre guanilatociclasa (GC) permite el incremento de GMPc, los cambios
incrementan la secrecion del moco, pero también abre paso a la bacteria por su
actividad mucolitica. Causa diarreas agudas tanto en nifios y adulto su incubacién es

de 8 dias teniendo una duracion de 18 a 20 dias. ®®

- Escherichia coli enteroinvasora (EIEC) y Escherichia coli adherente
invasora. (AIEC):

Estos dos serotipos tienen una forma muy similar de patogenicidad, consiste en
atravesar las células M. (células membranosas o micropliegues), son fagocitados por
los macréfagos que a su vez con la ayuda IpaB (antigenos de invasion del plasmido)

se libera. AIEC se une por medio del pili tipo 1 que reconoce el olimanésido del receptor
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de superficie de la célula CEACAMSG e invade. Se presenta diarrea acuosa, presencia
de moco y dolor abdominal. (%)

- Escherichia coli enterohemorragico (EHEC):

Poseen los mismos mecanismos de adherencia que las EPEC con la diferencia de un
plasmido de 60 Mdalton, las que producen toxinas hemoliticas siendo la toxina STX su
principal mecanismo de accion en los ribosomas, exactamente en la subunidad 60S
de las células intestinales. Periodo de incubacion puede variar 1 a 8 dias ocasionando
sintomas como diarrea sanguinolenta con o sin vémitos[RH1][UdW2], fiebre, dolor

abdominal. (¢2)

- Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC):

Las (adhesinas anfimbriales) Afa/Dr (adesinas fimbriales) de ECAD reconocen a hDAF
(human decay- accelerating factor) o CEACAMS6, que activa la quinasa Src para su
movilizacion y organizacion de FAD alrededor de la bacteria y produce elongacién
ocasionando la perdida de las microvellosidades y secrecion de agua y electrolitos. %

e Salmonella entérica.

Salmonella enterica, es un bacilo gram negativo, flagelado, no capsulado, aerobio,
anaerobio facultativo.y se han identificado mas de 2500 serovariedades, donde S.
enterica serovariedad thyphimurium y Salmonella enterica seroviariedad enteritidis,
son las que con mayor frecuencia producen enfermedad salmonelosis. Esta bacteria
generalmente vive en los intestinos de animales y humanos y se libera mediante las
heces. Los humanos se infectan con mayor frecuencia mediante el agua o alimentos
contaminados. (%6:27)

En general, las personas que tienen una infeccion por Salmonela, no tienen sintomas,
pero otras manifiestan diarrea, fiebre y calambres abdominales dentro de las 8 a
72 horas. La mayoria de las personas se recuperan dentro de unos pocos dias sin

tratamiento especifico. ¢
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. Clasificacién taxonémica

La clasificacion taxondmica de Salmonella enterica, se muestra en la tabla N°3.

Tabla N°4

Clasificacion taxondmica de Salmonella entérica

Reino Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Salmonella

Especie Salmonella entérica

Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Salmonella_enterica

o Patogenicidad

Una vez que la persona ingiere las bacterias el desarrollo de la enfermedad va a
depender fundamentalmente de la cantidad de microorganismos ingeridos (inéculo),

de su virulencia y de factores dependientes del huésped. (29

Se precisa, por término medio, un inodculo superior al millén de gérmenes. La acidez
gastrica es una barrera natural importante, siendo factores predisponentes aquellas

circunstancias que modifican el pH gastrico, como aclorhidria, vagotomia o la toma de
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farmacos que lo modifican. Una vez superada la barrera gastrica estos patdégenos
pasan al intestino delgado, donde encuentran un medio mas idéneo, mas aun si hay

una alteracion de la flora intestinal normal.

Se adhieren a receptores especificos de las vellosidades intestinales, atraviesan la
mucosa, alcanzan los linfaticos de las placas de Peyer donde se multiplican, pasando
a la sangre donde son atrapadas por fagocitos y macrofagos del sistema
reticuloendotelial, acumulandose en los 6rganos ricos en él, como son higado, el bazo

y la médula 6sea.

Finalmente vuelven a pasar al intestino y a la vesicula biliar. Estas placas se muestran
tumefactas pudiéndose ulcerar la mucosa intestinal pasada la primera semana y
originar una hemorragia o la perforacion, las dos complicaciones mas graves del
cuadro. ?® Pacientes con trastornos de su inmunidad, sobre todo celular, como en el
caso de los pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o
en los pacientes oncoldgicos presentan mayor susceptibilidad y desarrollan procesos

mas graves. @7

Esta bacteria es la causa mas comun de enfermedades transmitidas por alimentos
contaminados. Los principales sintomas que pueden causar son: diarreas sin fiebres
o fiebres entéricas con dolor abdominal, cdlicos, nauseas, vomitos, escalofrios, dolor
muscular, etc. Salmonella es uno de los géneros mas complejos que existen hoy en
dia y a pesar de su gran conocimiento sobre su actuacion y poder patégeno, continta
siendo una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en adultos y nifios y
uno de los productores de infecciones alimentarias de origen bacteriano mas

importantes. ¢7)

e Meétodos de estudio de la actividad antimicrobiana

Existen diferentes métodos de laboratorio para determinar In vitro la susceptibilidad de

bacterias ante agentes microbianos como son los extractos de especies vegetales;
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pero estos no son igualmente sensibles 0 no se basan en los mismos principios,
permitiendo que los resultados sean influenciados por el método seleccionado, los
microorganismos usados, el grado de solubilidad de cada compuesto evaluado, entre

otros (28

Dentro de estos métodos, los més frecuentes utilizados por su sencillez y rapidez son:
La técnica de difusion en agar con discos, que se utiliza para generar datos cualitativos
principalmente y los métodos de dilucion en medio liquido y/o en agar, permiten datos

cuantitativos (28:29)

e Método de difusidon en agar con discos

El fundamento esta basado en el trabajo de Bauer, Kirby y colaboradores, establece
en forma cuantitativa el efecto de un conjunto de sustancias ensayadas sobre cepas
bacterianas. Este método se basa en la relacion entre la concentracion de la sustancia
que se necesita para detener el desarrollo microorganismos y el halo de inhibicién que
se forma en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado con
la bacteria a ensayar, en donde se coloca un disco de papel filtro de 6mm de diametro.
Dentro del periodo de incubacion el disco impregnado de antibidtico se pone en
contacto con la superficie himeda de agar. El antibittico difunde radialmente a través
del espesor del agar a partir del disco formandose un gradiente de concentracion

apareciendo una zona de inhibicién. @9

e Método de dilucion

Este método fue uno de los primeros, permite la determinacién cuantitativa de la
sensibilidad de un antibiotico, se coloca concentraciones crecientes del agente
antibacteriano se encuentra diluido en un medio de cultivo (caldo o agar), permite
inocular simultdneamente un gran namero de microorganismos, sin embargo, presenta
desventajas siendo laborioso, costoso por la cantidad de material y de manipulaciones

necesarias para su realizacion siendo limitado su uso a casos especiales. GV
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e Definicion de términos basicos

- Aceite esencial: Obtenido de una materia prima vegetal, ya sea
por destilacion con agua o vapor, o mediante un proceso mecanico, 0 por
destilacidén seca. Son productos quimicos muy aromaticos, no grasos, ligeros y
volatiles (poco densos)

- Antibidtico: Agente biolégico o quimico que inhibe el crecimiento de los
microorganismos.

- Cepa: Cultivo puro formado por bacterias descendientes de un solo aislamiento.

- Colonia: Crecimiento visible bacteriano, generalmente en medios sélidos,
originada por la multiplicacion de una sola bacteria preexistente.

- Extraccién: Procedimiento de division y/o separacion de una sustancia que
pueden diluirse en dos disolventes no miscibles entre si, con distinto grado de
solubilidad y que estan en contacto a través de una interface

- In vitro: es una técnica que consiste en realizar un experimento ya sea en tubo
de ensayo o un ambiente controlado.

- Halo de inhibicion: Zona alrededor de un disco de antimicrobiano.

- Metabolito: Son compuestos, generalmente organicos, que participan en las
reacciones quimicas que tiene lugar a nivel celular.

- Resistencia: Estado firme, soportar una fuerza de oposicién por un tiempo
determinado.

- Toxina: Sustancia toxica producida en el cuerpo humano por accion de ciertos

microorganismos
1.4. Estudio de Antecedentes:
A pesar de haberse hecho una indagacion meticulosa sobre la actividad antibacteriana

de Bidens pilosa L (cadillo), no se ha encontrado suficientes investigaciones; motivo

por el cual se plasman antecedentes de otras especies del género Bidens.
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Chura S. EVALUACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO “in vitro” DEL EXTRACTO
ETANOLICO DEL MISHICO (Bidens andicola) SOBRE Staphylococcus aureus Y
Escherichia coli. Tesis para obtener el titulo profesional de Quimico Farmacéutico, en
la Universidad Andina “Néstor Caceres Velasquez”. Peru, 2019.

Presento como objetivos identificar los componentes quimicos y evaluar el efecto
antibacteriano in vitro del extracto etandlico del Bidens andicola frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. La preparacion del extracto etandlico se
realizé por el método de maceracion; la identificacion de los metabolitos por el método
de Cromatografia de capa fina y la actividad antimicrobiana se evalué a través del
método difusiébn en agar con pozos, comparando su efectividad con los antibiéticos
Vancomicina 30ug y Amikacina 30ug, segun el microorganismo; para lo cual el extracto
se trabajé a cuatro concentraciones. Los resultados evidenciaron la presencia de
terpenos, flavonoides, cumarinas, taninos y saponinas terpenoidales; respecto a la
actividad antibacteriana , se observé que Staphylococcus aureus fue sensible a las
concentraciones de 100%, 75% , 50% Yy 25% , con la formacién de halos de 23mm,
16.8mm, 15mm y 11.2 mm respectivamente; y frente a la vancomicina 30ug, 19.9mm
; a diferencia de Escherichia coli, donde no se evidencio actividad alguna, en contraste
con su control positivo (amikacina) que formo un halo de 22.1mm. Llegando a la
conclusion que el extracto etandlico del Bidens andicola presenta actividad

antibacteriana Unicamente frente a Staphyloccocus aureus ©)

Alonso E. EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO ACUOSO DE
HOJAS DE Bidens pilosa (CADILLO) FRENTE A Staphylococcus aureus. Tesis para
optar el titulo profesional de quimico farmacéutico en la Universidad Catdlica los
Angeles — Chimbote. Pera. 2019

Presentd como objetivo determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso
de hojas de Bidens pilosa (cadillo), procedente del centro poblado Huancaquito Bajo,
Provincia de VirQ, departamento de La Libertad, frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923. La preparacion del extracto acuoso se realiz6 por el método de decocciény La

actividad antimicrobiana se evalud por medio del método de difusion en agar con

discos segln Kirby-Bauer, como control positivo se utilizé Doxiciclina 30ug, rH3jpara lo
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cual el extracto se trabajé a dos concentraciones. Los resultados evidenciaron que
para las concentraciones de 10%, 20% y control positivo, los promedios obtenidos en
halos de inhibicion fueron 15.4 + 0.60mm[RH4], 20.1 + 1.10mm [RH5]y 26.8 + 1.46mm;
[rusjrespectivamente. Llegando a la conclusién que el extracto acuoso de Bidens pilosa

(cadillo) presenta actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923,
pero menor que la Doxiciclina; ademas basado en investigaciones previas menciona
gue este efecto presumiblemente se debe a los flavonoides y taninos presentes sus
hojas, ya que por su estructura quimica poseen grupos hidroxilo que penetran
facilmente la membrana celular bacteriana, combinandose y precipitando las proteinas

protoplasmaéticas actuando de este modo como un veneno. ©

Reisancho L. INFLUENCIA DEL METODO DE EXTRACCION DEL ACEITE
ESENCIAL DE HOJAS DE AMOR SECO (Bidens pilosa L.) EN LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA. Tesis para la obtencién del Titulo de Quimica Farmacéutica de la
Universidad Central del Ecuador. 2019

Presento entre sus diversos objetivos evaluar la influencia del método de extraccion
del aceite esencial de Bidens pilosa L. sobre su actividad antimicrobiana frente a tres
microorganismos. La extraccion de los aceites se realizé a partir de las hojas de Bidens
pilosa L. procedentes de las localidades de Rumipamba y de Tumbaco, a través del
método de destilacion por arrastre de vapor y extraccion con fluidos supercriticos y la
actividad antibacteriana se evalu6 por el método de microdilucion en pocillos; para lo
0,0625ug/mL |
[re71para Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; y

cual se emplearon diluciones del aceite que iban desde 8 pg/mL hasta

entre 0,96pug/mL r1ey 0,0075ug/mL rHopara Staphylococcus aureus ATCC 25923. Los
resultados indicaron todos los aceites ejercieron actividad, donde el extraido por
destilacion por arrastre de vapor de la localidad Tumbaco y Rumipamba a una
concentracion de 8 upg/mL ejercid6 un mejor efecto contra Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa respectivamente; y que el aceite esencial extraido por
fluidos supercriticos de la localidad Rumipamba a una concentracion de 8ug/mL |
[RHI0]Presento una mejor capacidad contra Staphylococcus aureus. Llegando a la

conclusion bajo un analisis estadistico que el método de extraccion utilizado para la
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obtencion del aceite esencial de Bidens pilosa L. no ejerce una influencia significativa
en la actividad antimicrobiana y que esta depende mas bien del microorganismo en

estudio. ©

Falowoa A., Muchenjea V., Hugob C. and Charimbab G. ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA in vitro DE Bidens pilosa y Moringa oleifera Y SUS EFECTOS
SOBRE LA CALIDAD DE LA CARNE MOLIDA DURANTE EL ALMACENAMIENTO
EN FRIO (traducido) Investigacion realizada en Departamento de Ciencia de Ganado
y Pastos, Facultad de Ciencias y Agricultura, Universidad de Fort Hare, Sudafrica,
20109.

Presentd entre sus diversos objetivos evaluar la actividad antibacteriana de los
extractos etanolicos de hoja de Bidens pilosa y Monriga oleifera frente a
Staphylococcus aureus ATCC 33591 Bacillus cereus ATCC 10876, Staphylococcus
epidermidis ATCC 13518, Enterococcus faecalis ATCC 49532, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 19429, Escherichia coli ATCC 35218, Shigella flexinerii ATCC 12022
y Serratia marcescens ATCC 1404. Para la preparacion de los extractos se utilizé
200g de los especimenes secos, los cuales fueron macerados en 800 ml de solucion
etanol-agua (7: 3) a temperatura ambiente durante 2 dias con agitacion, para luego ser
filtrado y concentrado en un rotaevaporador, la actividad antibacteriana se determiné
mediante el método de difusion en agar con pocillos. Los resultados mostraron que los
extractos presentan un mayor efecto inhibidor contra bacterias gramnegativas que
contra gram positivas. La actividad inhibidora de M. oleifera (ML) y B. pilosa (BP) contra
el organismo de prueba oscilaron entre 9 y 19mm [reuly 12-17mmirmia,
rH13]BP

respectivamente; el mejor efecto inhibidor se observo contra E. coli (ML 19mm,
16mmprn147) y Shigella flexinerii (ML 18mm[RH15],

(rH16]BP). Sin embargo, el extracto de
M. oleifera fue encontrada inactiva contra Bacillus cereus y Serratia marcescens
mientras que el de B. pilosa estaba inactivo contra Pseudomonas aeruginosa y S.
marcescens. Llegando a la conclusién que la capacidad de resistencia de B. cereus,
P. aeruginosa y S. marcescens frente a los extractos podria atribuirse a su pared
celular o estructura de la membrana hacia el exterior, que restringir la penetracién del

extracto vegetal. 10
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Oladipupo A y Cols. Actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso de Bidens
pilosa L (Asteraceae) procedentes de Nigeria. Investigacién realizada por el
Departamento de Quimica de la Universidad Estatal de Lagos. Nigeria. 2015.

Presento como objetivos identificar los componentes quimicos y evaluar la actividad
antibacteriana del extracto acuoso de las hojas, tallo y raiz de Bidens pilosa L. frente
a Sthaphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomona aeroginosa, Shigella spp,
Salmonella arizonae, S. cholerasuis, S. enteritidis, S. paratyphi, S. paratyphi, S. typhi

y S. typhimurium. Para la preparacion de los extractos se pes6 100g r7ide hojas

secas y molidas, 150grn1e] de tallos y 150grH19] de raices, y se agregé agua bidestilada
como solvente, se dejo reposar durante dos dias, para luego ser filtrados y liofilizados;
cada extracto seco se pesd y re suspendié en dimetilsulféxido (1mg / ml), la
identificacion de los metabolitos secundarios se realiz6 por medio de un tamizaje
fitoquimico y la actividad antimicrobiana se evaluo a través del método difusion en agar
con discos. Los resultados evidenciaron que todos los extractos acuosos presentan
Alcaloides, glucosidos, saponinas y esteroles y ademas el de raiz y hojas flavonoides,
taninos y terpenoides, Unicamente el de hojas flavonas; respecto a la actividad
antibacteriana el extracto de hoja, tallos y raiz ejercen actividad antibacteriana sobre

el crecimiento de los microorganismos analizados; obteniéndose mejores resultados

en el extracto de hojas, cuyos halos de inhibicién oscilaron entre 9,0 + 0,6mm [rr201a
27,3 £ 1,2mm mm; en comparacién con el de tallo y raiz, cuyas medidas fueron 6,0 +
0,6mmall,7+0,6mm;y6,0+

controles positivos (ciprofloxacino y cloranfenicol) presentaron halos entre 13,7mm |

0,6mm [ri211a 16,3 + 0,6mm [rH22], respectivamente; los

rH231y 32,33mmirnz24). Llegando a la conclusion que el extracto acuoso de hoja de Bidens

pilosa ejerce un buen efecto inhibitorio sobre las bacterias analizadas )

1.5. Importanciay justificacion de la investigacion:

o Importancia: El presente estudio posee gran trascendencia porque permite

extender el conocimiento cientifico respecto a la propiedad antimicrobiana del extracto
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alcohdlico de las hojas de Bidens pilosa L. (Cadillo), contribuyendo en la prevencién
de las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS). Asimismo, sirve de
antecedente, para futuras investigaciones que deseen trabajar con este recurso
vegetal y de esta manera brindar nuevos beneficios tanto a la sociedad como a la

comunidad cientifica en el campo farmacéutico.

o Justificaciobn de la investigacién: En los Ultimos afios diversas
investigaciones han reportado que una gran variedad de especies vegetales
presentan actividad antibacteriana, debido a la presencia de sus diferentes principios
bioactivos o al sinergismo de ellos; sin embargo existe adn un grupo que no cuenta
con el suficiente respaldo; por ello se justifica el presente trabajo de investigacion que
se buscé estudiar las propiedades antimicrobianas de Bidens pilosa (cadillo), ya que
es necesario corroborar cientificamente sus posibles bondades sobre la salud,
permitiendo de esto modo encontrar nuevos tratamientos frente a diversos
microorganismo y de esta manera evitar la diseminacion de agentes infecciosos, asi
como el control de infecciones asociadas a la atencién de salud y del mismo modo
contribuye en la reduccion de la resistencia a los antibiéticos y en la disminucion de
los indices de morbilidad, demostrando una vez mas que el uso de las especies
vegetales tiene la misma accion terapéutica que los farmacos sintéticos, constituyendo
un punto de partida para su uso y la elaboracion de formulas farmacéuticas mas

accesibles a la poblacion menos favorecida econémicamente.

1.6. Objetivos del estudio:

e Objetivo General:

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto alcohdlico de las hojas de Bidens

pilosa L. (cadillo) frente a bacterias tipificadas.
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1.7.

Objetivos Especificos:

Determinar a qué concentracion presenta actividad antibacteriana el extracto
alcohdlico de las hojas de Bidens pilosa L (cadillo) frente a Escherichia coli
ATCC 25922.

Determinar a qué concentracion presentara actividad antibacteriana el extracto
alcohdlico de las hojas de Bidens pilosa L (cadillo) frente a Salmonella entéricas

sv Enteritidis ATCC 13076.

Hipotesis de Investigacion:

Hipotesis general

El extracto alcohdlico de las hojas de Bidens pilosa L (cadillo) presenta actividad

antibacteriana frente a bacterias tipificadas.

Hipotesis especifica

El extracto alcohdlico de las hojas de Bidens pilosa L (cadillo) en sus diferentes
concentraciones presenta actividad antibacteriana frente a Escherichia coli.
ATCC 25922.

El extracto alcohélico de las hojas de Bidens pilosa L (cadillo) en sus diferentes

concentraciones presenta actividad antibacteriana frente a Salmonella entérica
sv Enteritidis ATCC 13076.
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ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 Enfoque y disefio de investigacion

Este estudio es de enfoque Analitico por ser un estudio que establecen relaciones
entre las variables, de asociacion o causalidad. Es Longitudinal porque la variable
independiente fue medida en diferentes momentos. Es Prospectivo porque se
recolect6 datos después de iniciada la investigacion.

El nivel de investigacion es explicativo: Porque su interés se centra en la explicacion
causal de la actividad antimicrobiana del extracto alcohélico de hojas de Bidens pilosa
L (cadillo) frente bacterias tipificadas.

El método es Deductivo, porque fue utilizado para deducir conclusiones logicas a partir
de una serie premisas o principios. En este sentido, es un pensamiento que va de lo
general a lo particular.

El disefio es experimental, porque se manipuld la variable independiente.

2.2 Poblacion, muestray muestreo

En el presente estudio se trabajé con un 1 kg de Hojas de Bidens pilosa L (cadillo),
Siendo nuestra poblacion la planta de Bidens pilosa L (cadillo) procedente del Centro
Poblado San Martin de Porras, Provincia de Bagua Grande, departamento de
Amazonas.

Se utilizé muestras de Extracto alcohdlico de hojas de Bidens pilosa L (cadillo).

Muestreo no aleatorizado.

2.3 Variable de investigacién
El presente estudio presenta como variable independiente el extracto alcohdlico de
hojas de Bidens pilosa L. (cadillo). Y su variable dependiente es actividad

antibacteriana.

2.4 Técnica e instrumento de recolecciéon de datos (validacion de los
instrumentos de recoleccion de datos)

- Técnica de recoleccion de datos:
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e La técnica que se utilizd fue la maceracion, esta técnica fue empleada para la
preparacion del extracto alcohdlico de Bidens pilosa L (cadillo). Las hojas fueron
pulverizadas y estuvieron [rzsjen contacto directo con el solvente hasta llegar a un

punto de equilibrio de la droga (osmosis), el tiempo de maceracién puede variar. (16.32)

e Se empled este método Difusion en agar disco para determinar la actividad
antibacteriana del extracto alcohdlico de hojas de Bidens pilosa L (cadillo) frente
Escherichia coli ATCC 25922y Salmonella entérica sv Enteritidis ATCC 13076., sobre
placas con agar Plate Count, previamente inoculadas con los microorganismos en
estudio. Sobre las placas se colocaron discos de papel filtro impregnado con el extracto
alcohdlico a diferentes concentraciones. Al entrar en contacto con la superficie himeda
del medio de cultivo las diferentes concentraciones del extracto se difundieron [ru26por

gradiente de concentracion. @0 33)

- Instrumentos de recoleccién de datos:

En cuanto al instrumento de recoleccién se utilizé la ficha de recoleccion de datos de
la evaluacion microbiolégica del extracto alcohdlico de hojas de Bidens pilosa L
(cadillo). (Anexo N° 2).

- Validez y confiabilidad de instrumentos de recoleccion de datos:

La evaluacion de la actividad antimicrobiana y validez de los instrumentos fueron

confiables ya que se desarrollaron en laboratorio microbiolégico BIOEN LAB S.A.C

2.5 Proceso de recoleccion de datos

2.5.1 Autorizacion y coordinaciones previas para la recoleccion de datos

Para el desarrollo de trabajo se solicitd la carta de presentacién correspondiente a la
Universidad Maria Auxiliadora, con ella se gestiond el permiso de acceso a los
laboratorios, asi como la gestion y pagos correspondientes en los laboratorios externos

para el desarrollo y extraccion de la muestra.
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2.5.2 Aplicacion de instrumento(s) de recoleccién de datos

. La Obtencién de la muestra

Se recolecto la especie vegetal Bidens pilosa L (cadillo) procedente del Centro
Poblado de San Martin de Porras, provincia de Bagua Grande, Departamento de

Amazonas.

. Clasificacién taxonémica

Obtenida la muestra se procedio a realizar la clasificacion taxondmica en el Museo

de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Anexo N°3.

o Seleccibén y sanitizacion del recurso vegetal

Una vez obtenida la materia prima Bidens pilosa L (cadillo), se seleccion6 un 1Kg de
hojas que se encuentren en buen estado, se lavd con abundante agua y se desinfecto
con hipoclorito de sodio al 0.5% [rH271y con alcohol de 70°, después se procedié a
realizar el secado en estufa a 37°C. Luego fueron cortadas y/o trituradas para obtener
el tamafio de la particula optimo, y seguidamente ser secadas por tres dias a
temperaturas de 40°C, para ser pulverizadas con ayuda de un mortero y tamizadas
con el objetivo de obtener un tamafio homogéneo de las particulas, las cuales fueron

colocadas en frascos de vidrio &mbar en un lugar fresco y oscuro. (¢:9.11.13)

. Preparacion del extracto alcohélico

La preparacion del extracto, se llevo a cabo en el laboratorio de Anatomia y

Farmacologia vegetal de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Las hojas de la especie vegetal, fueron lavadas y secadas, para luego ser trituradas
manualmente y colocadas en un balén de base plana de una capacidad de 10L, para
agregar una solucion de alcohol 70%, p/v, y se dejé macerar por un periodo de 10

dias, en agitacién constante en un ambiente fresco y oscuro. Trascurrido el tiempo, se
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filtré en papel whatman N°1y 2, se recepciond en un vaso beacker de 5L, y llevo a

un bafio maria a una temperatura de 40°C hasta sequedad total, con el fin de evaporar

los compuestos volatiles. :18)

Luego el extracto fue resuspendido con dimetil sulféxido (DMSOQO) y a partir de este se

prepar6 Las diferentes concentraciones a trabajar (Fig. N° 2).

Bidens pilosa (cadillo)
.
Pesar 200 gr

t

Maceracion
Alcohol 70 % p/v

¥
Filtrar en papel Whatman N°1y 2

. 4
Secado a 40°C

@

Extracto
Diluir con DMSO

¥

Concentraciones (%)

100, 6020y 10

Fig. N° 2: Preparacion del extracto alcohdlico de hojas de Bidens pilosa L (Cadillo)
Fuente: Elaboracion propia 2020.

Ensayo microbioldgico

La evaluacion de la actividad antimicrobiana se llevd a cabo en el laboratorio

microbiolégico BIOEN LAB S.A.C., para esta evaluacion se utiliz6 el método de

difusidén en agar con disco segun Kirby Bauer, el ensayo para cada dilucion se hizo por
triplicado. (6 30)
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La preparacion del inoculo fue comparada con la escala turbidimétrica de McFarland
0.5, la cual es aceptada universalmente para este tipo de ensayo.

Para la realizacion de estos analisis se trabajo con cepas estandar ATCC (American
Type Culture Collection) de dos especies bacterianas relacionadas con las
Enfermedades de Transmision Alimentaria (ETAS): Escherichia coli ATCC 25922 y
Salmonella entérica sv Enteritidis ATCC 13076

o Activacion de cepas bacterianas: Las cepas tipificadas ATCC se
resuspendieron segun indicaciones del fabricante y se procedié al sembrado en el
medio de cultivo que el fabricante sugiere, llevando a incubacion [rrzs1ia 35°C+/- 1 por
24 horas. Una vez que transcurrié el tiempo se selecciond 3 a 5 colonias con asa de
Kohl y se transfirié a un tubo de ensayo con 5 ml de caldo Soya Tripticasa (TSA) con
tapa rosca, el cual también se incubo a 35°C+/- 1 hasta que alcanzo la turbidez de 0.5
de la escala de Mc Farland, obteniéndose una suspension aproximadamente de 1 X
108 UFC/ml.

o Preparaciéon de concentraciones:
El extracto fue resuspendido en DMSO, obteniéndose una solucion madre (100%); y
a partir de la cual se preparo6 las diluciones de 60 %, 20 % y 10%, necesarias para el

desarrollo de la investigacion.

o Inoculaciéon de las placas: Una vez que la suspension bacteriana alcanzo la
turbidez de 0,5 Mac Farland, se inoculo sobre la superficie de placas de Petri que
contenian el medio de cultivo agar Plate Count (APC); para lo cual se utilizé un hisopo
estéril, el que fue embebido con la suspension bacteriana varias veces y
presionandolo firmemente sobre la pared interior del tubo por encima del nivel de
liquido para remover el exceso de inéculo y poder estriarlo sobre el agar en tres

direcciones para asegurar una distribucién uniforme del in6culo.
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o Aplicacion de los discos: Se esterilizaron discos de papel filtro (Whatman) N°
3, de 6mm de diametro en autoclave a 120°C por 15 minutos. Sobre los medios de
cultivo conteniendo el in6culo bacteriano, con ayuda de una pinza se colocaron de
forma equidistante 3 discos impregnados con las respectivas concentraciones del
extracto, se dejé reposar por 5 minutos para llevar a incubacion. Asi mismo se

embebieron discos con el control negativo que fue el dimetilsulfoxido (DMSO).

o Incubacion: Las placas fueron incubadas por un periodo de 24 horas a una

temperatura de 35°C +/- 1.

o Medicion de diametro de la zona de inhibicién sobre el crecimiento
bacteriano: Transcurrido el periodo de incubacién de 24 horas, cada placa se examino
y se midi6 el didmetro de cada zona libre de crecimiento bacteriano mediante el

instrumento vernier, expresandose en milimetros. Figura N°3.

[ Extracto alcohdlico de Bidens pilosa L (cadillo) ]

R 2

[ A diferentes concentraciones 100, 60, 20y 10 ]

Evaluacién de la actividad

’ antimicrobiana ‘
[ Escherichia coli ] ‘ [ Salmonella enterica. ]

[ Incubacién 37°C por 24 horas ]

¥

[ Lectura e interpretacion ]

Figura N°3. Ensayos microbioldgicos del extracto alcohdlico de Bidens pilosa L (cadillo).

Fuente: Elaboracion propia 2020.
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2.6 Métodos de analisis estadistico

La actividad antibacteriana se evalu6 a través del método de difusion en agar, con
discos impregnados a las diferentes concentraciones del extracto. El diametro de cada
disco fue de 6mm; por lo tanto, las muestras con resultados negativos fueron
consignadas con un valor de cero. Es por ello que no se consignaron los métodos de

analisis estadisticos.
2.7 Aspectos éticos

La presente investigacion se ha enfocado en evitar la contaminacion bacteriana, para
ello se utilizaron los medios obligatorios para no perjudicar a las personas que trabajan
y transitan en los ambientes. Se utilizaron las medidas de proteccidén especificas de
bioseguridad e indumentaria correspondiente durante toda la ejecucion de la
investigacion teniendo en cuenta que se trabajo con cepas de ATCC de Escherichia
coli y Salmonella sp., sobre placas con agar Plate Count, ademas, se realizaron
controles internos ambientales en todo el proceso experimental. Al final se respetaron

los resultados encontrados durante la ejecucién de esta investigacion
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. RESULTADOS

A continuacion, se presentan los datos obtenidos sobre la actividad antibacteriana del
extracto alcohdlico de hojas de Bidens pilosa L (cadillo) a concentraciones de 100%,
60%, 20% y 10% frente a Escherichia coli ATCC 25922 Salmonella enterica sv
Enteritidis ATCC 13076.

La actividad antibacteriana se evalu6 a través del método de difusion en agar, con
discos impregnados a las diferentes concentraciones del extracto. El diametro de cada
disco fue de 6mm; por lo tanto, las muestras con resultados negativos fueron

consignadas con un valor de cero.

Tabla N° 5
Evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto alcohodlico de hojas de Bidens
pilosa L (cadillo) a concentraciones de 100%, 60%, 20% y 10% frente a Escherichia
coli ATCC 25922

CEPA Escherichia coli ATCC 25922
Concentracion Halos de inhibicion (mm)

del extracto N X

(%) 1 |2 |3 [Promedio

100% 0O 0 0

60% 0O|l0|O 0

20% 0O 0 0

10% 0O|l0|O 0

Fuente: Elaboracion Propia.
En la tabla N° 5 se visualiza que el extracto alcohdlico de hojas de Bidens pilosa L
(cadillo) a concentraciones de 100%, 60%, 20% y 10% frente a Escherichia coli ATCC

25922 no ejerce actividad antibacteriana
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Tabla N° 6

Evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto alcohélico de hojas de Bidens
pilosa L (cadillo) a concentraciones de 100%, 60%, 20% y 10% frente a Salmonella
enterica sv Enteritidis ATCC 13076.

CEPA Salmonella entérica sv enteritidis ATCC 13076
Halos de inhibicién (mm)
Concentracion del
extracto N X
(%)
1 2 3 Promedio
100% 0 0 0 0
80% 0 0 0 0
40% 0 0 0 0
0
20% 0 0 0

Fuente: Elaboracion Propia.

En la tabla N° 6 se visualiza que el extracto alcohdlico de hojas de Bidens pilosa L
(cadillo) a concentraciones de 100%, 60%, 20% y 10% frente a Salmonella entérica sv

enteritidis ATCC 13076 no ejerce actividad antibacteriana
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IV. DISCUSION

4.1Discusion de resultados

Frente a la velocidad con que las bacterias han logrado desarrollar resistencia a los
farmacos tradicionales; muchos investigadores han enfocado su atencién al desarrollo
de experimentos con especies vegetales cuyas propiedades antimicrobianas han sido
mencionadas de forma empirica por la cultura popular, puesto que existe la necesidad

de generar nuevas alternativas eficaces para el control de las infecciones bacterianas.

Las especies vegetales constituyen una valiosa fuente de sustancias activas, o
metabolitos, muchos de los cuales poseen propiedades antimicrobianas, motivo por lo
cual la presente investigacion considero evaluar la actividad antibacteriana del extracto
alcohdlico de hojas de Bidens pilosa L. (cadillo) frente Escherichia coli ATCC 25922 y
Salmonella enterica sv Enteritidis ATCC 13076, cepas bacterianas de interés clinico e

implicadas en enfermedades de trasmision alimentaria.

Los resultados encontrados respecto a Escherichia coli ATCC 25922, establecen que
el extracto alcoholico de Bidens pilosa L. (cadillo) a las concentraciones de 100%, 60%,
20% y 10 % , no ejerce actividad antibacteriana, si bien estos resultados no fueron
los que se esperaban, estos estan respaldados por Chura S ® y Cruz-Carrillo y Cols
(13) quienes bajo las mismas condiciones trabajaron con el extracto alcohdlico de
Bidens andicola y Bidens pilosa respectivamente; por lo contrario también difieren
con los de Reinsancho L. ©), Falowoa A y Cols. 19 Oladipupo A y Cols. @1y
Moscardini J. y Cols. @2, quienes analizaron los extractos alcohdlicos, hidroalcohdlico,
acuoso y aceites esenciales de Bidens pilosa, encontrando ejercen efecto inhibitorio

sobre Escherichia coli, mostrando halos que oscilaban entre 12mmy 22,7 mm.
Respecto a Salmonella enterica sv Enteritidis ATCC 13076, el extracto alcoholico de
Bidens pilosa L. (cadillo) a las concentraciones de 100%, 60%, 20% y 10 %, no ejercio

actividad antibacteriana sobre esta cepa; si bien los resultados al igual que para
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Escherichia coli, no fueron satisfactorios, estos difieren a los estudios realizados por
Oladipupo Ay Cols. @, quienes observaron que los extractos etandlica de las hojas
de Bidens pilosa frente a diferentes especies de Salmonella forman halos que

fluctuaban entre 11mm y 27,3mmigx29].

Basados en los datos obtenidos y los analizados de otras investigaciones , las
discrepancias encontradas posiblemente estarian relacionadas al recurso vegetal ,
a la parte analizadas o a los metabolitos que poseen, tal como lo menciona Alonso E
®) : puesto que los factores abioticos propios de los diferentes lugares de recoleccion,
tales como el tipo de suelo, salinidad, radiacién solar, temperatura, clima, agua, entre
otros, influyen en la elaboracién y proporcion de los fitometabolitos; ya que de no
presentarse las condiciones Optimas, ocasionaria que estos no se sinteticen
apropiadamente, lo que influenciara sobre la actividad antibacteriana; .asi mismo
estas diferencias también podrian estar vinculadas al tipo de microorganismo o
cepa en estudio., tal como lo menciona Reisancho L @; Ademas Cruz-Carrilloy Cols.
(13) en su estudio concluyen que Bidens pilosa L. ejercen mejor efecto sobre bacterias
gram positivas, esto debido a que las gram negativas presentan compuestos
anfipaticos que operan como bombas de expulsién de diversas sustancias, por lo cual,
el antibacteriano es expulsado de manera inmediata 0 a la posibilidad que el
metabolito no alcance el sitio blanco de accion o bien la estructura de las porinas
impida el paso del principio activo al interior de célula bacteriana, no obstante para
otros investigadores es discrepante. Y aunque la presente investigacion no presento
como objetivo identificar los metabolitos presentes en Bidens pilosa, estudios como
las de Oladipupo A y Cols. @1 y Moscardini J y Cols. 12 identifican la presencia de
alcaloides, glucosidos, saponinas, esteroles, esteroides, terpenos, flavones,
flavonoides y taninos; resultado similar al de Chura S ® en Bidens andicola, quien
ademas junto a Cruz-Carrillo y Cols- 13, reportan que esta especie y Bidens pilosa,
respectivamente, ejercen actividad antimicrobiana sobre bacterias gram positivas;
esto presumiblemente, tal como los menciona Alonso E ©) estaria relacionado a los

taninos y flavonoides ya que por su naturaleza quimica poseen grupos hidroxilo que
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penetran su membrana celular bacteriana , combindndose y precipitando  sus

proteinas protoplasmaéticas.

4.2Conclusiones
- El extracto alcohdlico de hojas de Bidens pilosa L. (cadillo) no presenta actividad

antibacteriana frente a las bacterias tipificadas del estudio.

- El extracto alcoholico de hojas de Bidens pilosa L. (cadillo) a las concentraciones
de 100%, 60%, 20% y 10% no presenta actividad antibacteriana frente Escherichia
coli ATCC 25922.

- El extracto alcoholico de hojas de Bidens pilosa L. (cadillo) a las concentraciones
de 100%, 60%, 20% y 10% no presenta actividad antibacteriana frente a
Salmonella entéricas sv Enteritidis ATCC 13076.

4 3Recomendaciones

- Continuar con nuevas investigaciones del extracto alcohdlico de hojas de Bidens
pilosa L. (cadillo) sobre diferentes cepas bacterianas

- Realizar estudios comparativos sobre la actividad antibacteriana de las diferentes
partes de Bidens pilosa L. (cadillo).

- Realizar estudios comparativos sobre la actividad antibacteriana de Bidens pilosa

L. (cadillo) procedentes de diversa zona geogréfica y estacion del afio.
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ANEXOS

ANEXO A

OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES.

. UNIDAD DE
VARIABLE DEFINICION INDICADORES
DIMENSIONES MEDIDA/PUNTO
INDEPENDIENTE CONCEPTUAL (%)
DE CORTE
Solucién liquida de Porcentaje
100
Extracto alcohdlico Bidens pilosa L
) ) Concentraciones 60
de Bidens pilosa L (cadillo) obtenida
) (mg/ml). 20
(cadillo). por maceracion.
10
. UNIDAD DE
VARIABLE DEFINICION INDICADORES
DIMENSIONES MEDIDA/PUNTO
DEPENDIENTE CONCEPTUAL (%)
DE CORTE
Capacidad de inhibir
el crecimiento (mm). >1
Actividad microbiano. Halo de
antibacteriana. inhibicion.
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ANEXO B
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Evaluacion de la Actividad Antibacteriana del extracto alcoholico de
Bidens pilosa L (cadillo) frente a bacterias tipificadas.

Concentracion del
extracto
alcohdlico
(%)

100%

60%

20%

10%

Fuente: Elaboracion Propia. 2020.

n: Numero de ensayos microbiolégicos.

X: Promedio.
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ANEXO C

CERTIFICACION TAXONOMICA

, UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad det Perit, DECANA DE AMERICA

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADCO
%ﬁ%&m‘ MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio de la lucha contra la corrupcién y la impunidad”

CONSTANCIA N°434-USM-2019

LA JEFA (e) DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra (planta completa) recibida de Celida Marili Cieza Diaz y Henry Daniel Ucancial Cieza,
estudiantes de la universidad Maria Auxiliadora, a sido estudiada y clasificada como: Bidens pilosa
L. y tiene la siguiente posicion taxonomica, segun el sistema de clasificacion de croquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Bidens
ESPECIE: Bidens pilosa L.

Nombre vulgar: “"cadillo” “amor seco”
Determinado por Mag. Hamilton Beltran Santiago

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lima, 09 de diciembre de 2019

o WG O
T

) DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

JAC/ddb
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ANEXO D

CONSTANCIA DE PARTICIPACION EN EL PROCESO DE PREPARACION DEL
EXTRACTO ALCOHOLICO DE HOJAS DE Bidens pilosa L (CADILLO)

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perd, DECANA DE AMERICA)
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Laboratorio de Anatomia y Farmacognosia Vegetal

El suscrito Magister Domingo Iparraguirre Ledn, Jefe del Laboratorio de
Anatomia y Farmacognosia Vegetal de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos deja constancia que los Bachilleres
CELIDA MARILI CIEZA DIAZ y HENRY DANIEL UCANCIAL CIEZA,
identificados con DNI: 71069902 y 42645447 respectivamente, egresados de la
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Medicina
Humana y Ciencias de la Salud, de la Universidad Maria Auxiliadora, han
realizado en nuestras instalaciones la preparacion del extracto alcohdlico,
requerido para su tesis elaborado a partir de las hojas de “Cadillo”. Mediante el
proceso de maceracidn. Segin método CYTED (1995).

Se expide el presente documento a solicitud de la parte interesada, para los fines
que estime conveniente.

Lima, 27 de Enero 2020.

e

Mg. Do Ingo Iparraguirre Ledn
Profesor Principal- Departamento
Académico de Botanica-FCB-UNMSM
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ANEXO E

CONSTANCIA DE PARTICIPACION EN EL PROCESO DE EVALUACION DE
LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL

DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE HOJAS DE Bidens pilosa L (CADILLO)
FRENTE A BACTERIAS TIPIFICADAS

&4 BIOEN LAB S.A.C.

. Pag 1de 3
ENSAYOS MICROBIOLOGICOS
INFORME N® 95-2020
1. IDENTIFICACION DEL SOLICITANTE
Mombres: Cedida Marili Cieza Diaz
Heney Daniel Ucancial Cieza
DM: 71068202
420545447
Universidad: Marna Auxiliadora
Facultad: Medicina Hurnana y Ciencias de la Salud
Escuela Profesional: Fammacia y Bioguimica
2. IDENTIFICACION DE LA MUESTRA
Ingredientes activos: Extracto alcohdlico de hojas de Bidens piosa L (Cadillo)
il te: Dimetilsulfdxido (DME0)
recibida 01 frasco de vidno con 32,91 pramos de muestra
Cepas utilizadas para enfrentamiento:
Eschenichia colf ATCC 25022
Saimonells enterica sv Enteritidis ATCC 13076
Fecha de analisis: 30 de enero ded 2020
Fecha de reporte: 31 de enero del 2020
3. METODO DE ANALISIS:
Evaluacion microbioldgica in virro. Metodo de difusion en agar por discos
3.1 Medic de cultivo: Agar Plate Count (APC)
1.2 Indculo: 0,5 Mc Farland {1x10* UFCimL)
1.3 Discos: Fapel filtro Whatman N3, de & mm de diametro
1.4 Repeticiones: Tres
3.3 Tiempo de incubacion: 24 1+ 2 horas a 35 1 1°C. en aembiosis.

4. DATOS DEL ENSAYD . .
4 1. Concentraciones de exiracte alcohofico de hojas de Bidens pilosa L (Cadilic). Segun
protocodo recibido, volurmen final 1000 pL.

[ CONCENTRACION | CILOYENTE
(%) } (BL)
] '1['0‘5-] 0
1) B0 40
1] 200 B0
1] T )]
il —_

il-ltﬂq-l_ =
[~ N ]
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L
&3 BIOEN LAB S.A.C.

3. CONTROLES:
Muesira Medio de culteo Hesultado
Escherichiz coli ATCC 25022 APC Crecimiento
Salmonslia enderica sv Enbertidis APC Crecimiento
ATCC 13076
Sin sembrar [contno del medio) APC Mo hubo
crecimiento
Discos con DMS0 &PC + Es..ﬂf’%gn%a ool ATCC Mo hubo halo
Discos con DMS0 APC + Salmonells enderica su Mo hubo halo
Enferitidis ATCC 13070
6. RESULTADDS

6.1. Evaluacion microbiologica in vifro de extracto aleohdlico de Bidens pilesa L (Cadillo).
Meétodo difusion en agar por discos. Halos de inhibicion en milimetnos (mm).

100 % | 60% [ 30 % | 10%
Ezcherichia coli ATCC 23322
n
1 (1] 0.0 0. 0.0
d 0.0 0.0 0.0 0.0
3 0.0 0,0 .0 0,0

1

Bige Neh Azabacha ¥
B P 400
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¢ BIOEN LAB S.

100 % | 60% | 20 % [ 10 %
Salmonella enterica sv Enteritidis
ATCC 13076
n
1 0.0 0.0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0.0 0.0 0,0 0,0

n= numero de repeticiones.

Metodo utilizado: Kirby Bauer y col. modificado.

Bigo. Nell Azabache V.
C.B.P 4001
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ANEXO F

PREPARACION DEL EXTRACTO ALCOHOLICO
DE Bidens pilosa L (CADILLO)
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ANEXO G
EXTRACTO ALCOHOLICO Bidens pilosa L (CADILLO)

Fuente; Elaboracion propia
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ANEXOH

DILUCIONES DEL EXTRACTO ALCOHOLICO Bidens pilosa L (CADILLO)

|

- A._--ff-.l e ‘- . ‘
7 b iy I 7-'r
".Q EEE i ahes 2

‘J" RI\R'D \

Fuente; Elaboracion propia
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ANEXO |

CERTIFICADO DE CALIDAD PARA E. coli ATCC 25922

thermoscientific
Certificate of Quality
Procuct Name: L. ecli ATOC 23921 PES Froducl Nomber; 4507050
Lot Mumber: 517247 Expiration Thabe: H120-10405

CFEYY-NM-DO

This prociizn e lzen eaamlacheal, processed pil packaged i accondance wiih Qua lity Sysems Regulation, 21 CFR Pan E20,
Represenestivg samples were fesed per Rered [ec., 8 pant of Thenna Fisher Scizntifie Quality Contml specifietions anal were fnd momist
pesTonnans: crileria Mor ke produst.

Fuarity:
Sraredardized allopaons alihes redivdranid el as ol ded ailn lztive modia and examenail e pure prveib flloacng iha
appreriale incshaiine, Selective and Oiffzreniial media ane also reaed wbere apploo=le.

Wiability Aod Choantilication:
trgiminm i3 recevsred Trem the peoscrend date within the required fise frame asd o o accepintlo level, Passapa aumber is sinted as

S0 cumenk preserved staie,

Maeroseopic Aml Micraseople Morphology:
Dol arpobogy 2 cassisland wWith Sndwwdentil eelioenean] disiriplion
Traditinre siaining is perlfomeed.

Binchemical Analysis:
Urganizm axiihitz characiersic hiechemical andior enzyrrang reactiors, Sumomaned enddar corventional 12sting was perforzad and resulbs

were witkin cdnblizhed imit. Antzaicrehial festmp por | where applizabke, Resdiz wilhiz expocied rmpes,
CrWlsop: =143 Facupe: 1
Gy Beactione Grars Negative Fod Wachernical Frofile: AP ZOE

apporanes: Preserved Gel Mairis sesperded in imoculating loop
pll: BiA

Cuglily Assurenze Supervisog

Forwl Ias, 1307 fada Fa Dving, Dawes, K5 G005, B30 THL 01 BRGNS, wan Dot scodi Poge 1ol ]

Fuente: Thermoscientific
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ANEXO J

CERTIFICADO DE CALIDAD PARA Salmonella entérica sv Enteritidis ATCC
13076

thermoscientific
Certificate of Quality
Product Name; Senterica sv Enteritidis ATCC13076 PESS Product Number: R4608200
Lot Number: 486725 Expiration Date: 2020.08.20

CYYYY-MM-UEN

This groduce has been inusulionired, peooessed and packaged in scosrdance with Qualty Systermu Regelation, 21 CFR Par 820,
Repeesermative samples ware tegted per Remmed Inc,, s part of Thermo Fisher Seientlfic Quelity Contrel specifications and were found in mes
performance criseria foe thie peoda

Purity:
Stanckemlined diquats of de rehydnated peodoct ave inoculaied oo momsdostive merkis and exssined fe pece growth folkowing the
wppeopriate mcubation, Selective anl Differontial moda tee aleo tesied wheee applicable.

}flnblllty And Quantification:
1organied |s cecovesed frarm the preserved stase widhin the required tane frame = al as scospabie level. Massape number is stded as
the curment peeservad s

Macroscopic And Micrascopke Maorphology:
Coloay moepholegy is coesi with (e § referenced deseription
Troditioeed stainieg ts performed

Biochemicul Analysis:
Organism exhibits characteristic biochemicnt and'cr cexymatic reactions. Amomated madioe conwnticessl testing was perfonmneadd and resslts
were within estabizded Bmits. Antimocrodid testing performeed whese applicsliie, Rewlts wihin expacied rarges.

CFUoop: >4} Passege. 3
Geam Resction: Grum Negative Rod Biochemicad Profide: Vitk 2C GN & Aatisera Groupmg

Appesmzce: Prescrved Gel Matrx suspeaded in inosulsting bap
P NA

(
e atan

Quality Assomanee Supervisar

Yewel ¥x. 12076 Swa Fo Drive, Laesa, 55 40215, FA245610) 9118380810, wwa sharmetiabe coen Pegz 1 0f ]

Fuente: Thermoscientific
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ANEXO K

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ALCOHOLICO Bidens pilosa
L (CADILLO) SOBRE Escherichia coli ATCC 25922

Cadilly 30%

Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXO L

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ALCOHOLICO Bidens pilosa
L (CADILLO) SOBRE Salmonella entérica sv Enteritidis ATCC 13076

Fuente: Elaboracion propia
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