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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de corteza
de Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40% y 60% frente a cepas de Escherichia coli ATCC
8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Métodos: Se preparé un extracto hidroalcohdlico con la corteza de Ficus citrifolia Mill.,
al cual se realizaron las pruebas de solubilidad y tamizaje fitoquimico para comprobar
la presencia de metabolitos secundarios. Para el desarrollo de la evaluacion
microbioldgica se utilizé el método de difusion en disco y la medicion de los halos de
inhibicion para evaluar el efecto inhibitorio, trabajando el extracto hidroalcohdlico de la
corteza de Ficus citrifolia Mill. a concentraciones de 20%, 40% y 60% frente a cepas
de Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, y se comparoé

con los antibidticos Amoxicilina y Azitromicina como control positivo.

Resultado: El extracto hidroalcohdlico presentd actividad antibacteriana con
diferentes grados de sensibilidad, a una concentracion de 60%, la cepa de Escherichia
coli ATCC 8739 es muy sensible con un diametro de 15.01 + 0.06471 mmy la cepa de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 presenta una sensibilidad baja con un diametro
de 10.59 £ 0.12942 mm.

Conclusiones: El extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. al 60%
posee actividad antibacteriana frente a cepas Escherichia coli ATCC 8739 vy

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Palabras claves: Ficus citrifolia Mill.,, actividad antibacteriana, Escherichia coli,

extracto hidroalcohdlico, Pseudomonas aeruginosa.
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ABSTRACT

Objective: Was to evaluate the antibacterial activity of the hydroalcoholic extract of the
bark of Ficus citrifolia Mill. at 20%, 40% and 60% Against strains of Escherichia coli

ATCC 8739 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Methods: A hydroalcoholic extract was prepared with the bark of Ficus citrifolia Mill.,
To which the solubility tests and phytochemical screening were carried out to verify the
presence of secondary metabolites. For the development of the microbiological
evaluation, the disk diffusion method and the measurement of the inhibition halos were
used to evaluate the inhibitory effect, working the hydroalcoholic extract of the bark of
Ficus citrifolia Mill. At concentrations of 20%, 40% and 60% against strains of
Escherichia coli ATCC 8739 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, and

comparing it with the antibiotics Amoxicillin and Azithromycin as positive control.

Results: The hydroalcoholic extract presented antibacterial activity with different
degrees of sensitivity, at a concentration of 60%, the Escherichia coli strain ATCC 8739
is very sensitive with a diameter of 15.01 + 0.06471 mm and the Pseudomonas
aeruginosa strain ATCC 9027 presents a low sensitivity with a diameter of 10.59 *
0.12942 mm.

Conclusions: The hydroalcoholic extract of Ficus citrifolia Mill. Bark at 60% has
antibacterial activity against Escherichia coli ATCC 8739 and Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027 strains.

Keywords: Ficus citrifolia Mill., antibacterial activity, Escherichia coli, hydroalcoholic

extract, Pseudomonas aeruginosa.



l. INTRODUCCION

Los antibioticos, desde su descubrimiento en los afios 40, son los medicamentos
utilizados para prevenir y tratar las infecciones bacterianas; lo que permitié en
aquella época, disminuir notablemente la morbilidad y mortalidad de muchas
enfermedades infecciosas, dando una esperanza equivocada de que estas
enfermedades desaparecerian. Sin embargo, poco después del descubrimiento
empezaron a aparecer los reportes de resistencia a dichos farmacos?!, este
fenébmeno ha progresado rapidamente desde la aparicion de los primeros
antibiéticos, que ahora se habla de bacterias multidrogorresistentes (MDR; se
refiere a las bacterias que presentan resistencia a 2 o mas antibiéticos), las
extremadamente resistentes (XDR; son bacterias que presentan resistencia a 3 0
mas antibioticos), y las bacterias panresistentes (bacterias resistentes a
practicamente todos los antibiéticos comunes) es decir son intratables, incluso en
combinacién de terapias?, otro término que también expresa la magnitud de la
resistencia bacteriana existente es de las “superbacterias”, se refiere al grupo de
bacterias altamente resistentes a multiples familias de farmacos?. La ocurrencia de
este fendbmeno de encontrar bacterias MDR se ha convertido en algo frecuente,
sobre todo en las unidades de cuidados intensivos y Ultimamente también se ha

encontrado en el ambientel2,

Actualmente, se considera a la resistencia antimicrobiana como uno de los
principales problemas de salud publica, esto es a causa de que el tratamiento para
las infecciones causadas por este grupo de microorganismos cada vez se ve mas
limitado, llegando a fallar muchos de estos tratamientos, esto trae como
consecuencia un aumento en la mortalidad, prolongacion de la hospitalizacion y
altos costos hospitalarios®4. Para poder sobrellevar este problema se han
implementado estrategias, las cuales no han sido efectivas, ya que los porcentajes
de resistencia contindan incrementandose; y se tiene informacién que el numero de
nuevos antibidticos aprobados en las ultimas décadas ha disminuido notablemente,
e incluso alguno de los nuevos farmacos con una aparente buena actividad
antibacteriana fueron retirados del mercado por efectos adversos serios, algunos

potencialmente letales?.



La problematica de la resistencia bacteriana, no sélo se debe a las caracteristicas
naturales de las bacterias para adaptarse a las condiciones encontradas y
sobrevivir, sino muchas de las causas son debido a las malas practicas del ser
humano debido al uso exagerado de antibidticos, tanto por personal de salud como
de los pacientes o personas que no pertenecen a este sector?. Se ha reportado que
el uso desmesurado de antibiéticos, es muy comun en la practica clinica, esto es
debido a las prescripciones innecesarias de antibiéticos, por ejemplo, para el
tratamiento de infecciones en las vias respiratorias (que equivalen del 30% al 50%
de prescripciones), se recetan antibiéticos cuando la gran mayoria de estas
infecciones no son causadas por bacterias, sino por agentes virales!. Otro factor
que contribuye a la resistencia bacteriana es la mala administracion de estos
farmacos ya que no se tiene en cuenta una adecuada dosificacion, ni el tiempo de
administracion. Ademas, es importante considerar que, en la practica empirica para
la determinacion del microorganismo causante de la infeccion, en la mayoria de los
casos no se realiza estudios por cada paciente. Otro punto es el abandono del
tratamiento por parte del paciente por presentar mejoria o disminucion de los

sintomas, y la automedicacién ante una recaida®?.

Otro aspecto que favorece a esta problemaética, es la venta de antibidticos sin receta
médica, lo que hace que el acceso a estos medicamentos sea mas facil, siendo
estos los farmacos més vendidos y utilizados, inclusive en infecciones de origen
viral, en las que el farmaco no va a tener efecto alguno. Esto generalmente se
presenta en la poblacion con escasos recursos econdmicos, las cuales prefieren ir
a una farmacia en vez de una consulta meédica, debido al dificil acceso al sistema

de salud?.

La utilizacion de antibidticos también se ve en el area alimentaria, agricola y
veterinaria, favoreciendo a esta problematica. En estos casos el uso de antibibticos
es mas de cuatro veces superior, en comparacion con su uso en medicina3. Estos
farmacos se utlizan para favorecer el desarrollo de animales para consumo
humano, asi como también asegurar que los productos obtenidos a partir de estos,
tengan una mayor produccion y, por ultimo, también son muy utilizados para

prevenir infecciones bacterianas en estos animales®®. Es asi como estos farmacos



ingresan a la cadena alimentaria, exponiéndonos a pequefias concentraciones de
antibiéticos desde temprana edad, las bacterias que sobreviven van formando
poblaciones resistentes que podrian ocasionar una infeccién de dificil tratamiento

en el tiempo®.

Un estudio en Peru por Carbajal y colaboradores, puso en evidencia la presencia
de cepas de Escherichia coli resistentes en pollos, un 91% de las cepas fue
resistente a la ampicilina y un 80% a las cefalosporinas, se realizé la prueba del
doble disco, con la cual se confirmd la presencia en un 63% de Betalactamasas de
Espectro Extendido (BLEE), estas cepas fueron obtenidas de las bolsas de
Fabricio, esta resistencia se debe a que el personal productor de este sector,
emplea como estimulador de crecimiento a los antibiéticos, manteniendo el transito
intestinal de los pollos libres de bacterias patégenas y asi no se afecte su

desarrollo®.

Ultimamente, las fuentes ambientales han tenido mayor atencion, considerandolos
como medios que favorecen la resistencia a antibiéticos, entre ellos se ha
identificado las aguas residuales de las plantas de produccién de farmacos, centros
hospitalarios, municipios y la agricultura, ya que liberan antibiéticos al medio

ambiente en sus efluentes?.

Sumado a todo lo mencionado, la falta de innovacion existente de la industria
farmacéutica, ha favorecido ain mas a la complejidad de esta problematica, ya que
el desarrollo de nuevos antibiéticos no es visto como algo atractivo para este sector.
Esto se debe en parte a las barreras regulatorias y burocréaticas ligadas con la
ejecucion de ensayos clinicos, también porque se han centrado en buscar farmacos
para el tratamiento de enfermedades cronicas, siendo el desarrollo de estos
medicamentos no tan costoso y su uso es por largos periodos de tiempo, en
comparacion con los antibidticos, lo que generaria un mayor consumo y en

consecuencia mayores ganancias®.

La capacidad de las bacterias de evadir la accion antibacteriana es inagotable, a

su vez la posibilidad de que surjan mutaciones 0 nuevos mecanismos de



transferencia de resistencia es cada vez mayor, los mecanismos mas conocidos
incluyen la inactivacion del antibiético por enzimas, entre estas tenemos las
betalactamasas, carbapenemasas, etc., otro mecanismo son las modificaciones
bacterianas que impiden la llegada del antibiético al punto diana y por ultimo la
alteraciéon por parte de la bacteria de su punto diana, impidiendo o dificultando la
accion del antibiotico”.

En la dltima década se ha evidenciado el aumento de la incidencia de infecciones
causadas por bacterias Gram negativas resistentes a multiples farmacos,
incluyendo enterobacterias MDR, Pseudomonas aeruginosa MDR y Acinetobacter
baumannii MDR. Estos microorganismos generalmente estan implicados en
infecciones graves, por lo que actualmente suponen un gran problema de salud

publica mundial®.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé en el 2017 su primera lista de
"patégenos prioritarios" resistentes a los antibioticos, donde se indican las 12
familias de bacterias mas peligrosas para la salud humana, se incluye en esta lista
las cepas de Pseudomonas aeruginosa y Enterobacterias con resistencia a
antibioticos carbapenémicos, ademas también productoras de BLEE para el caso
de las Enterobacterias. El objetivo de esta lista fue de guiar y promover la
investigacion y desarrollo de nuevos antibitticos, como parte de las actividades de
la OMS para combatir el creciente problema mundial de la resistencia a los

antimicrobianos®.

Debido a lo mencionado lineas arriba, se necesita una nueva fuente para la
obtencion de antibidticos. En respuesta a ello, las plantas son una buena alternativa

gue actualmente sigue siendo utilizada para la obtencién de nuevos farmacos.

Uno de los problemas mas comunes es que existen plantas medicinales que tienen
una actividad antimicrobiana conocida por la poblacién, sin embargo; no han sido
analizadas a fondo, para determinar cuales son sus beneficios, pasando muchas
veces desapercibidas'®!l, Se han realizado diversos estudios de plantas evaluando

la actividad antibacteriana frente a diversas cepas, encontrdndose compuestos



antimicrobianos, por ejemplo, el timol y el carvacrol son los componentes
antimicrobianos de mayor importancia presentes el aceite esencial del orégano,
estos compuestos desintegran la membrana externa de las bacterias Gram

negativas®?.

Otra investigacion evalué la actividad antioxidante y antimicrobiana de los extractos
metanolicos de diez especies de plantas del género Solanum, utilizando modelos
in vitro se determind la actividad antioxidante, el contenido de fenoles y flavonoides
totales. Los extractos de dos especies (S. mammosum y S. barbeyanum)
presentaron actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli*®. También se han
encontrado actividad antibacteriana en el género Asteraceae, siendo los principales
componentes de las hojas de Libanothamnus neriifolius, el B-felandreno, a-

felandreno, a-pineno y a-tujeno, los cuales presentan actividad antibacteriana'.

La especie vegetal Ficus citrifolia Mill. presenta varias actividades terapéuticas,
siendo utilizada en la cultura tradicional como hepatoprotectora, antiinflamatorio,
antibacteriano, desintoxicante de la sangre, entre otros, lo que le ha permitido que

tenga una relevancia vigente!®,

Esta problemética es propicia para demostrar la capacidad antibacteriana del
extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. hacia cepas de
Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, para ello

formulamos la siguiente pregunta:

- ¢ El extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40% y
60% presentara actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli
ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 90277

Asimismo, se generan las siguientes sub preguntas:

- ¢Qué tipo de metabolitos secundarios con actividad antibacteriana poseera

el extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill.?



- ¢A qué concentracion del extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus
citrifolia  Mill. presentara mayor efecto inhibitorio frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 90277

- ¢ Cual sera la susceptibilidad antibacteriana de las cepas de Escherichia coli
ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 frente al extracto
hidroalcohodlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40% y 60%

comparados con una Penicilina y un Macrélido?

El higuerdn pertenece a la familia Moraceae, género Ficus y especie citrifolia Mill.,
es un Arbol hemiepifitico, estrangulador o rupicola, de 4-20 metros?S.

Esta planta presenta una gran cantidad de especies distribuidas en diversos lugares
que presentan un clima tropical himedo, se presume la existencia de mas de 1000
especies en el mundo y mas de 150 especies s6lo en América del Surt’. En cuanto
a su habitat esta ampliamente distribuida en América del norte desde Florida en los
Estados Unidos, México llegando hasta las Guayanas en Centroamérica, y desde
Colombia hacia la zona norte de Argentina en América del sur, los lugares en que
frecuentemente se encuentran son los bosques de montafia secos de hasta 2200

a 2400 msnm de altitud y en las tierras bajas hUmedas®®*°.

Segun De Mendoza LR. la especie Ficus citrifolia Mill. se encuentra sobre
afloramiento rocoso o suelo arenoso y habita preferentemente al borde de los rios®.
En el Peru esta especie abunda en los bosques de la Amazonia, principalmente en

las regiones de Ucayali?*.

El nombre varia de acuerdo a su localizacion region o pais, por ejemplo, en Ecuador
se le denomina higuerdn, higuereta, matapalo. En Brasil es conocido con los
nombres de figueira y gameleira negra, mientras que, en Puerto Rico, esta especie
es conocida como jaguey blanco. Asi mismo, en la Florida (Estados Unidos) se le
denomina higuera de hojas cortas. En México tiene varios nombres como podemos
citar amate prieto, camichin, chalata, matapalo, tescalamill?2. En el Per( no existe

un nombre comun especifico para esta especie, sin embargo; el



género Ficus (Moraceae) esta asociado a nombres vulgares como 0jé, renaco,

matapalo y renaquillo?L.

Respecto a las formas y usos del género Ficus, Garcia KT y Noriega PF en el 2015,
en su estudio afirman que entre las aplicaciones medicinales de Ficus citrifolia Mill.,
se encuentra el uso del latex para curar heridas e infecciones, asimismo, la corteza
de esta especie vegetal es empleada como cicatrizante en algunos pueblos nativos

de Panamal®.

Los extractos vegetales, son un concentrado de sustancias, que incluyen principios
activos y sustancias inertes presentes en la totalidad de la planta o por una o mas
de sus partes (hojas, raiz, fruto, etc.), esto se obtiene producto del tratamiento con
solventes apropiados, como por ejemplo etanol, metanol, éter, agua, entre otros

solventes?3,

La capacidad o habilidad que presenta un compuesto para eliminar o inhibir el
aumento de una poblacién bacteriana, se define como actividad antimicrobiana,
este efecto o atributo es medible y se puede expresar cuantitativamente haciendo
pruebas in vitro, por ejemplo, los halos de inhibicién, se producen al enfrentar a un
determinado microorganismo frente a un compuesto en un medio de cultivo
adecuado, la capacidad inhibitoria es directamente proporcional al diametro del
halo, este método microbiol6gico es muy utilizado, ademas una vez determinado
un compuesto con actividad antimicrobiana debe hallarse la potencia en valores
cuantitativos y también realizar el comportamiento de dicho compuesto en el tiempo
(estudios de estabilidad), estos controles aseguraran la calidad del compuesto

hallado??.

El uso de partes de plantas para obtener beneficios terapéuticos es muy frecuente,
iniciando esto como una actividad costumbrista pero poco a poco han sido los
estudios cientificos que han respaldado sus efectos terapéuticos. Una de estas
aplicaciones terapéuticas de plantas, es su actividad antibacteriana. Los resultados
obtenidos de los diversos estudios realizado a plantas que tiene alta actividad

terapéutica servirian de apoyo médico-social a varias comunidades que carecen de



recursos, esto también deberia ser de interés para la industria farmacéutica,
utilizando los conocimientos obtenidos para su producciéon en mayor cantidad?®.

La emergencia de la resistencia bacteriana ha hecho que surja el interés en
encontrar nuevos farmacos con capacidad antibacteriana, como evidencia de ello
en los ultimos afos las publicaciones relacionadas con estudio de plantas u otras
fuentes naturales que presenten dicha actividad, ha aumento marcadamente,
centrando el estudio en la obtencion de moléculas bioactivas a partir de productos

naturales 24,

Para evaluar la capacidad antibacteriana, existen métodos bien definidos,
clasificados en tres grupos principales: Difusion en placa, dilucién y bioautografia,
también existe un cuarto método, conductimétrica, este detecta la presencia de
microorganismos por el cambio en la conductividad eléctrica o por la resistencia de
corriente eléctrica en un medio de cultivo. Generalmente se utiliza el método de
difusién para realizar el estudio de compuestos polares, este método puede ser en
papel o en pozo, y para el estudio de compuestos polares y no polares, el método

de dilucion?4.

El método de difusion en agar, tiene la ventaja de que los resultados obtenidos son
altamente reproducibles, este método es también conocido como Kirby-Bauer, ya
que fue descrito originalmente por Bauer et al., la difusién en disco o en pozo ha
sido estandarizado y en la actualidad es recomendado por el Subcomité de
Ensayos de Susceptibilidad de NCCLS de Estados Unidos. EI método se
fundamenta en establecer de forma cuantitativa el efecto de un conjunto de
compuestos, ensayados de forma individual, sobre diferentes bacterias que han
sido aisladas de procesos infecciosos, existe una relacion directamente
proporcional entre la concentracion del compuesto en estudio capaz de inhibir una
cepa bacteriana y el halo formado por la inhibicion de crecimiento en la superficie
del medio de cultivo adecuado, para ello se siembra previamente a la bacteria de
forma homogénea sobre el medio de cultivo contenido en una placa, después del
cual se colocan discos de papel filtro de 6 mm de diametro, o también haciendo un

pozo dentro del cual se colocara una cantidad conocida de un compuesto?*.



Escherichia coli es una bacteria anaerobia facultativa y de forma bacilar, frente a
coloracion Gram, corresponde a la Gram negativa, pertenece al grupo
Enterobacteriaceae, tribu Escherichia. Esta bacteria se considera como parte de la
flora normal, ya que coloniza el intestino del ser humano en pocas horas después
del nacimiento, sin embargo; hay cepas que llegan a ser patdgenas, causando
diferentes cuadros clinicos, entre los mas comunes son diarrea e infecciones

urinarias?®.

Marcos y colaboradores identificaron en cepas aisladas de establecimientos de
salud, en la region de la sierra del Peru, con resistencia a los antibidticos, el 28,6 %

de cepas aisladas eran productoras de BLEE?’.

La multirresistencia en enterobacterias es relacionada con la presencia de
betalactamasas, sobre todo con las BLEE, las cefamicinasas (enzimas de clase C)
plasmidicas y las carbapenemasas?’?. Un estudio reciente de vigilancia, en 11
paises de América Latina, incluyendo Peru, evidenciéo elevadas tasas de
prevalencia total de Escherichia coli y de Klebsiella pneumoniae positivas para
BLEE, Gram negativos resistentes a carbapenemasas, Enterococos con resistencia
a vancomicina (ERV), y Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) con
presencia para Peru del 54%, 70%, 0%, 16%, y 79%, respectivamente?, en otro
reporte se observo la resistencia de Escherichia coli en heces de nifios saludables
en Bolivia y Peri mostrando la presencia de genes causantes de la actividad de las
BLEE, brindando informacion de un indicio temprano de la emergencia de BLEE en

estos paises?.

Pseudomonas aeruginosa es un patdégeno ubicuo, oportunista y bastante
persistente en el medio ambiente, su capacidad de sobrevivir a condiciones
ambientales adversas, asi como también los mecanismos de patogenicidad natural
gue posee, han hecho de esta bacteria el principal microorganismo relacionado con
las infecciones nosocomiales?®.Se estima que es causante del 10 al 15%
aproximadamente, de las infecciones intrahospitalarias a nivel mundial, se le
considera la quinta causa mas frecuente en las infecciones a nivel mundial, la

segunda causa de neumonia intrahospitalaria, la tercera causa de infecciones



urinarias, el cuarto de infecciones de sitio quirtrgico y el séptimo responsable de
sepsis; atacando principalmente a pacientes con el sistema inmune deprimidos, tal
es el caso de pacientes quemados o que presentan fibrosis quistica®®. P.
aeruginosa presenta una resistencia natural a la mayoria de las penicilinas, las
cefalosporinas de primera, segunda y muchas de las de tercera generacién (salvo
ceftazidima), las tetraciclinas, el cotrimoxazol y la rifampicina, esta elevada
resistencia facilita su capacidad devastadora. El reporte de cepas con
multirresistencia se ha relacionado con una mayor incidencia de bacteriemia
secundaria y muerte®. En el 2016 el reporte anual europeo indicé que al menos 33
% de todas las cepas aisladas de Pseudomonas aeruginosa presentan
minimamente una resistencia a un antibidtico antipseudomonas, por ejemplo, a
piperacilina / tazobactam, ceftazidima, un aminoglucésido, un carbapenem o a una

fluoroquinolonas®.

Entre los antecedentes del trabajo de investigacion se dispone de los siguientes:

Bravo A y colaboradores (2015), su estudio tuvo como objetivo determinar los
metabolitos secundarios y las clases de flavonoides que se encuentran en hojas de
Ficus benjamina L. Se realizaron diversos ensayos que incluia la marcha
fitoquimica, en la cual se pudo detectar la presencia de azUcares reductores,
cumarinas, flavonoides, fenoles, quinonas, saponinas, grupos funcionales (como
cetdnicos y aldehidos), y anillos aromaticos. Se realizé el proceso de extraccion y
se determind los tipos de flavonoides, empleando el método de cromatografia de
capa fina; se us6 como fase estacionaria una placa de aluminio con silicagel 60
F254 y como fase movil una mezcla de agua, metanol y acetonitrilo (4:1:5), se
identifico la presencia de flavanonas y flavonas sin 5-OH libre y flavonoles con un
3-OH libre y con/sin 5-OH libre®°,

Abarca E y colaboradores (2018), su estudio tuvo como objetivo evaluar la
capacidad antiulcerosa del extracto etandlico de las hojas de Ficus carica L. (higo)
en ratas. En un analisis fitoquimico preliminar mostré presencia de alcaloides,
flavonoides y grupos amina libre. Para evaluar la capacidad antiulcerosa, se obtuvo

un extracto etandlico a partir de las hojas de esta planta, obteniendo un 83,01 % de
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inhibicién a una concentracion de 800 mg/kg, frente a un 73,58% de inhibicion para
el patron (ranitidina), el estudio concluyé que extracto etandlico tiene actividad

antiulcerosa en ratas?!.

Ferndndez Flores J (2019), en su estudio titulado “Efecto cicatrizante del gel del
extracto hidroalcohdlico y fracciones (cloroformo, acetato de etilo y metanol) de
corteza de Ficus Citrifolia Mill. en ratones albinos”; mediante las reacciones de
coloracién y/o precipitacion se determind presencia de metabolitos secundarios
tales como: flavonoides, quinonas, alcaloides, taninos, triterpenos, lactonas a-3
insaturadas, taninos no hidrolizables, dobles enlaces carbono — carbono, ademas
de compuestos oxidables. El andlisis cromatografico determiné la presencia de
triterpenos, flavonoides, taninos, quinonas y alcaloides. El ensayo pre-clinico,
modelo de incision, demostrd efecto cicatrizante del gel de extracto hidroalcohdlico

y fracciones??.

Sprenger L y colaboradores (2017), en su estudio evaluaron el efecto
antibacteriano de los extractos de las hojas de Polygala spectabilis y Ficus carica.
En esta evaluacion se usaron las siguientes bacterias: Clostridium perfringens,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus; y se emple6
el método de diluciéon en caldo con concentraciones exponenciales (20 ug.mit a
2560 pg.mlt). El extracto de Ficus carica mostré una mejor eficacia contra todas
las bacterias estudiadas; obteniendo una concentracién bactericida minima (CBM)
para Clostridium perfringens de 1280 ug/mL, Escherichia coli de 2560 pg/mL,
Pseudomonas aeruginosa de 1280 pg/mL y Staphylococcus aureus de 320 pg/mL.
En cambio el extracto de Polygala spectabilis tuvo accion solamente contra
Staphylococcus aureus (CBM de 2560 ug / mL). Concluyendo que el extracto de

Ficus carica es una buena alternativa como antimicrobiano32.

Expésito Paret Ey colaboradores (2017), en su investigacion evaluaron la accion
antimicrobiana de los extractos hidroalcohdlicos obtenidos de las hojas y frutos de
Ficus carica L. Para ello determinaron la concentracion minima inhibitoria usando
la técnica de macrodilucion en caldo. Se usaron tres tipos de extractos puros (del

fruto verde, fruto maduro y de las hojas) en los cuales si se comprob6 crecimiento
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microbiano, sin embargo; cuando se prepard una dilucion 1:2 no hubo crecimiento
bacteriano en ninguna de las muestras. Luego en la dilucién 1:4 se demostré una
sensibilidad con los extractos de fruto verde y fruto maduro para cepas de P.
aeruginosa y E. coli. El extracto del fruto verde a la dilucion 1:4 inhibié el desarrollo
de Staphylococcus aureus, la dilucion 1:8 a Pseudomona aeruginosa y ambas
diluciones a Candida albicans. Por lo que se concluye que las partes estudiadas

presentan efectividad antimicrobiana en algunos de sus componentes®:,

Valdez L y colaboradores (2017), en su investigacion realizada en Ecuador,
reportan el uso popular de los frutos de higuera (Ficus citrifolia Mill.), aplicado en
forma de cataplasmas en abscesos dentales, favoreciendo la maduracion y

cicatrizacion de las heridas34.

El estudio es de gran relevancia ya que busca aportar mayor informacioén cientifica
sobre la especie Ficus citrifolia Mill. frente a la actividad antibacteriana, de lograr el
objetivo planteado se obtendra una fuente segura de medicamentos a partir de la

planta para curar enfermedades humanas.

Por esta razon, la presente investigacion tiene una justificacion teérica, ya que
permitira validar cientificamente el efecto antibacteriano y encontrar los tipos de
metabolitos secundarios responsables del efecto terapéutico presentes en la
especie vegetal Ficus citrifolia Mill. ademas, ayudara a dar un mejor uso de la
especie vegetal y fomentar el desarrollo de otras investigaciones; de igual manera,
la investigacidon tendra una justificacion social, ya que de comprobarse el efecto
antibacteriano seria mas accesible para los pueblos mas alejados y de menos
recursos, quienes la tendrian como una alternativa terapéutica frente a las

enfermedades.

El objetivo general del presente estudio sera evaluar la actividad antibacteriana del
extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40% y 60% frente

a cepas de Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Los objetivos secundarios seran:
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- Determinar los tipos de metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill.

- Determinar a qué concentracion del extracto hidroalcohdlico de corteza de
Ficus citrifolia Mill. presentara mayor efecto inhibitorio frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

- Evaluar la susceptibilidad antibacteriana de las cepas de Escherichia coli
ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 frente al extracto
hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40% y 60%

comparados con una Penicilina y un Macrdlido.

La hipotesis general del estudio sera la siguiente:
- El extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40% vy
60% presenta actividad antibacteriana frente a cepas Escherichia coli ATCC
8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Las hipoétesis secundarias seran las siguientes:

- El extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. posee
metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.

- El extracto hidroalcohdlico de la corteza de Ficus citrifolia Mill. posee efecto
inhibitorio a mayor concentracion frente a cepas Escherichia coli ATCC 8739
y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

- La susceptibilidad antibacteriana de las cepas de Escherichia coli ATCC
8739 y de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 frente al extracto
hidroalcohdlico de la corteza de Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40% y 60%
presenta mejor porcentaje de inhibicion en comparacién con una Penicilina

y un Macrdlido.

13



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1. Enfoque y disefio de la investigacion

Enfoque: Cuantitativo, porque se basa en tener una secuencia de procedimientos
los cuales pueden probarse y medirse®®. Ya que en la investigacion luego de seguir
una serie de procedimientos se podran cuantificar los datos obtenidos y determinar
la actividad antibacteriana que puede presentar el extracto hidroalcohdlico de
corteza de Ficus citrifolia Mill. frente a cepas de Escherichia coli ATCC 8739 y

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Experimental: Ya que se presenta mediante la manipulacion de una variable
independiente, en nuestro caso el extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus
citrifolia Mill., en condiciones rigurosamente controladas con el fin de describir el
modo o por qué causa se produce una situacién o acontecimiento particulars®,
estableciendo una posible causa efecto con la variable dependiente (actividad
antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027).

Transversal: Porque se obtiene informacién del objeto de estudio (poblacion o

muestra) una Unica vez en un momento dado?’.

Explicativo: Ya que se encarga de buscar el porqué de los hechos mediante la
relacion causa-efecto, en nuestro estudio se busca relacionar las diferentes
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. y la
actividad antibacteriana resultante frente a cepas de Escherichia coli ATCC 8739y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Los estudios explicativos pueden ocuparse

tanto de la determinacion de las causas, como de los efectos3®.
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2.2. Poblacion, muestra y muestreo

La poblacién vegetal son las plantas de Ficus citrifolia Mill. que seran recolectadas
de la localidad de Moyobamba Region San Martin, a unos 1500 msnm, en horas de
la tarde (13:00 horas).

La muestra vegetal esta constituida por 1 kg de corteza de Ficus citrifolia Mill.

Se consideran como criterios de exclusion a aquellas plantas que estén dafadas
y/o maltratadas; se considera como criterio de inclusion a aquellas plantas que
estan en Optimas condiciones teniendo como base su morfologia y caracteres

organolépticos.

La poblacion microbiolégica, son los microorganismos bacterianos de cepas de
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Las muestras microbiologicas son las cepas estandarizadas de Escherichia coli
ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Se consideran como criterios de exclusion aquellos cultivos de Escherichia coli
ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 que hayan sido contaminadas

con cualquier microorganismo.

El muestreo se realizara de manera aleatoria considerando los criterios de

exclusion e inclusién antes mencionados.

2.3. Variables de investigacion

Variable independiente: Extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill.

Definicién _conceptual: Producto obtenido luego de la maceracién de las partes

vegetales en alcohol al 70% por un periodo de tiempo, en este caso 10 dias, pasado
este tiempo se lleva a una estufa a 40°C para su concentracion, hasta que se
elimine el solvente, guardandolo en un envase de vidrio color ambar para su

adecuada conservacion y almacenamiento.
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Definicién operacional: Concentracion del extracto hidroalcohdlico de corteza de

Ficus citrifolia Mill.

Variable dependiente: Actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli
ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Definicion conceptual: Capacidad de una sustancia para inhibir el crecimiento y

propagacion de las bacterias en estudio

Definicion operacional: Sensibilidad bacteriana frente al extracto hidroalcohélico de

la corteza de Ficus citrifolia Mill. obtenida por medicion del diametro de los halos de

inhibicion.

2.4. Técnica e instrumentos de recoleccion de datos

Se usaran fichas de registro en donde se colocaran los datos obtenidos en la fase

de determinacion de actividad Microbioldgica, prueba de solubilidad y marcha

fitoquimica.

2.5. Procedimiento para recolecciéon de datos

A. Procedimiento pararecoleccion del extracto vegetal

- Recoleccion de la Muestra vegetal

La planta de corteza de Ficus citrifolia Mill. sera recolectada de la localidad de

Moyobamba, Regién San Martin, a unos 1500 msnm, en horas de la tarde (13:00

horas). Tomandose en cuenta los criterios de inclusion y exclusion mencionados.
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- Identificacion de la muestra vegetal

La muestra vegetal utilizada en la investigacion fue identificada en el Museo de

Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

-  Obtencioén del extracto

Una vez que la muestra en estudio este identificada, seleccionada y seca, se
procedio a triturar la muestra, con ayuda de un mortero, luego de ello se coloco
en un frasco &mbar con el solvente alcohol al 70%, durante 10 dias.

Para concentrar el extracto se procedio a filtrar, luego la solucién obtenida se
colocé en otro recipiente y se llevo a la estufa a 40°C.

A partir de esta muestra de prepar6 concentraciones al 20 %, 40 % y 60 % del
extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. y fueron conservadas
en frascos de color &mbar estériles para su posterior uso en el Laboratorio de
fitoquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Maria

Auxiliadora.

B. Prueba de solubilidad

Una vez obtenido el extracto de aspecto pastoso, se realizd la prueba de
solubilidad, colocando 1 mL de cada solvente en un tubo de ensayo (cada
solvente en un tubo), con una pequefia cantidad de muestra, se observo

visualmente si era soluble. Se probaron con los siguientes solventes:

- Tubo 1. Cloroformo

- Tubo 2. Eter de petréleo
- Tubo 3. Etanol

- Tubo 4. Metanol

- Tubo 5. Agua destilada

- Tubo 6. n-Hexano
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C. Marcha fitoquimica

Se trabaj6 con los siguientes reactivos:

Reaccion con Dragendorff, se colocan en un tubo de ensayo 10 gotas de
la muestra (solucidn extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia
Mill.) se adicionan 5 gotas de HCl al 10% y por ultimo 3 gotas de Dragendorff.
Si se observa un precipitado color naranja la reaccion es positiva para

Alcaloides.

Reaccion con Antrona, se colocan en un tubo de ensayo 10 gotas de la
muestra (solucion extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill.)
y se afiade 3 gotas de reactivo de Antrona por las paredes del tubo de
ensayo. La reaccidbn serd positiva para azlUcares si se observa una

coloracion azul-verdosas®.

Reaccion con Fehling, se colocan en un tubo de ensayo 10 gotas de la
muestra (solucién extracto hidroalcohélico de corteza de Ficus citrifolia Mill.)
y se adiciona 3 gotas del reactivo Fehling A y Fehling B respectivamente; se
calienta a bafio Maria. Si la coloracion resultante es de color Rojo Amarillo

indicara la presencia de azucares reductores.

Reaccion de Tricloruro Férrico, se colocan en un tubo de ensayo 10 gotas
de la muestra (solucién extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia
Mill.) y 3 gotas de tricloruro férrico. Una coloracion verde azul indicara la

presencia de taninos no hidrolizables.

Reaccion de Gelatina, se colocan en un tubo de ensayo 10 gotas del
extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. y 3 gotas de
Gelatina, dando un precipitado denso de color blanco ante la presencia de

taninos.
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- Reaccién con Shinoda, en 1 mL del extracto hidroalcohdlico se agregd
limaduras de magnesio y se afiadié 3 gotas de HCI concentrado. Un color
rosa o rojo indica presencia de flavonoides.

El magnesio metalico al ser oxidado por el HCI concentrado da Hz (eliminado
en forma de gas); el MgClz, forma complejos con los flavonoides dando

coloraciones caracteristicas3®.

- Reaccién con Rosenheim, se colocan en un tubo de ensayo 10 gotas del
extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. y 3 gotas de
reactivo Rosenheim. Se formar& una coloracion roja oscura ante la presencia

de antocianinas.

- Reaccién de Ninhidrina, se colocan en un tubo de ensayo 10 gotas de
extracto hidroalcohélico de la corteza de Ficus citrifolia Mill. y 3 gotas de
Ninhidrina, se calienta por 5 a 10 minutos, si se torna color violaceo indicara

la presencia de aminoacidos libres.

- Reaccidon con Molish, en 1 mL del extracto hidroalcohdlico se le afadi6 1
mL de solucién del reactivo A (a-naftol + etanol al 5%) con 2 gotas de H2SO4

concentrado. La formacién de anillo violeta indica presencia de azlicares®®.

D. Enfrentamiento microbiolégico

Para la siguiente investigacion se emplearon 60 placas Petri con medio de
cultivo agar Mueller Hinton (para su preparacion se cumplieron todas las
recomendaciones indicadas por el fabricante); luego fueron sembradas con
las cepas de Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, se incub6 a temperatura de 37 °C por 48 horas para ser verificados y
medidos con un vernier. Se registraron los resultados obtenidos y discutidos
con los antecedentes con las concentraciones de nuestra investigacion del

extracto hidroalcoholico de corteza de Ficus citrifolia Mill.
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Tabla 1. Enfrentamiento Microbiolégico

Grupo | Sembrado bacteriano | Tratamiento Recoleccion de datos
) con Escherichia coli y >4 horas 148 horas
Pseudomonas
aeruginosa
Grupo v - ° °
1
Grupo v Extracto hidroalcohdlico | e °
2 de corteza de Ficus
citrifolia Mill. 20%
Grupo v Extracto hidroalcohdlico | e °
3 de corteza de Ficus
citrifolia Mill. 40%
Grupo v Extracto hidroalcohdlico | e °
4 de corteza de Ficus
citrifolia Mill. 60%
Grupo v Control una Penicilina ° °
5 Amoxicilina 25 ug.
Grupo v Control un Macrélido ° °
6 Azitromicina 15 ug.

a) Enelgrupo 1 no se administré ningun tipo de farmaco y sera nuestro blanco
(se correra en cada placa estudiada).

b) Las cepas de Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa seran sembradas
en las placas del grupo 1 hasta el grupo 6.

c) En los grupos 2,3,4 se colocaran discos del extracto hidroalcoholico de la
corteza de Ficus citrifolia Mill. en diferentes concentraciones en este caso al
20%, 40% y 60%.
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d) El Grupo 5y 6 se usaran los controles positivos elegidos, en este caso

Amoxicilina y Azitromicina (antibiéticos)

e) La lectura de los halos se realizara a las 24 y 48 horas para su posterior

discusion.

Para medir la actividad antimicrobiana se usara el método de disco difusion y la

técnica llamada siembra en superficie.

Obtencién de los microorganismos

Se obtuvieron en el centro IBACLIN MEDICA, las cepas usadas en la
investigacion son estandar de Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 de la Marca MICROBIOLOGICS, las cuales han sido

solo disefiadas para realizar estudios in vitro.

Preparacion del medio de cultivo Mueller-Hinton

El agar Mueller-Hinton se prepara con agua destilada siguiendo las
indicaciones dadas por el fabricante.

En la temperatura indicada, verter aproximadamente 15 a 20 mL de medio de
cultivo dentro de las placas Petri estériles del laboratorio Biologix dando un
fondo uniforme de 4 mm de espesor aproximadamente, las placas tienen un
diametro de 100 mm. Se deja enfriar el medio de cultivo a temperatura
ambiente, manteniéndola sobre una superficie nivelada. Considerar el pH de
del medio de cultivo de agar Mueller-Hinton entre 7,2 - 7,4.

Realizar los controles de esterilidad del medio de cultivo Mueller-Hinton,
incubando una o dos placas de cada lote autoclavado a 30°C — 35°C por 24
horas 0 mas. Se considera importante si presenta crecimiento en estas placas,

anotar los resultados y descartarlas®®.

Discos de sensibilidad
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Los discos fueron preparados con papel filtro Watman N°10 de 6 mm de
diametro para luego ser esterilizados. Posteriormente se procedid a
impregnarlos con las concentraciones al 20, 40 y 60 % del extracto
hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. respectivamente.

Los discos impregnados con el extracto se colocaron sobre la superficie del
agar con la ayuda de una pinza estéril, esta nos permite ejercer una presion
suave sobre cada disco, lo que nos permite asegurar un contacto completo
con la superficie del agar. La distancia entre disco y disco debe de ser 25 mm
uno del otro como minimo. Una vez que los discos tuvieron contacto con la
superficie del agar ya no pueden ser removidos ya que estos difunden

rapidamente en la superficie®.

Preparacion del in6culo

Se prepara teniendo como patron al tubo N° 0,5 de la escala de Mc Farland.
Se toca con un asa de siembra la superficie de cada colonia de Escherichia
coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y se transfiere a un
tubo de ensayo que contiene de 3.5 a 5 mL de caldo Nutritivo.

Ajustar la turbidez de cada inéculo respectivo con caldo nutritivo teniendo en
cuenta el patrén de la escala de Mc. Farland (tubo N° 0.5), esto se realiza
comparando visualmente ambas suspensiones. Para una adecuada
preparacién se debe tener una luz adecuada y los tubos deben de ser
observados contra un fondo blanco con lineas negras como contraste.

La suspension preparada contendra aproximadamente 1 a 2 x 108 UFC/mL®°.

Sembrado de las cepas de Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027.

Se realiz6 mediante el método de Kirby-Bauer. (Método disco-placa-cultivo).
Este procedimiento se realizara para el sembrado de ambas cepas en
estudio. En un tiempo no mayor a 15 minutos luego de haber obtenido el

in6culo descrito lineas arriba proceder a coger la muestra con ayuda de un
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hisopo estéril; sumergir y rotar ejerciendo presion sobre las pareces del tubo
para quitar el exceso de muestra que tengamos en el hisopo.

Sembrar estriando con el hisopo en tres direcciones, una opuesta del otro,
para asegurar que el indculo de distribuya uniformemente.

Secar las placas sembradas a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos
para que se absorba cualquier exceso de humedad superficial y proceder

luego a la colocacion de los discos®°.

-  Medicién de halos de Inhibicién

Se recomienda colocar las placas contra una superficie oscura bajo luz
reflejada. En la medicion de los discos se incluira el diametro del mismo (6
mm), y se realizara con la ayuda de un vernier, sin remover la tapa de la
placa. Tener en cuenta que una medicion de 6 mm es indicadora de que no

existe inhibicion.

Para la lectura de los halos sélo se debe tomar en cuenta el area que no
muestra un crecimiento visible que puede ser detectado visualmente con
facilidad, no se debe de incluir algun velo de crecimiento o colonias muy
pequefias que no son detectadas facilmente. No obstante, las colonias que
presenten mayor tamafio dentro de la zona clara deberan ser subcultivadas
e identificadas. En ocasiones algunas cepas de Proteus spp. pueden
presentar un velo de invasion o el llamado “swarming” dentro de las zonas
de inhibiciébn de algunos antibiéticos. En estos casos no deben de ser

considerados al momento de medir los halos de inhibicion3°.

2.6. Métodos de andlisis estadistico

Los datos obtenidos en esta investigacion seran evaluados utilizando el
programa estadistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) en la
version gue se tenga disponible, en la cual se evaluaran los datos estadisticos

como la mediay el promedio de los datos obtenidos en cada grupo de estudio.
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Ademas, se empleara ANOVA (ANalysis Of VAriance) que nos ayudara en la

contrastacion de la hipotesis.

. RESULTADOS

3.1. Pruebade solubilidad

Tabla 2. Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohélico de corteza de Ficus

citrifolia Mill.

Solventes Resultado

Cloroformo -

Eter de petroleo -

Etanol +
Metanol ++
Agua destilada +++
n-hexano -
Elaboracién propia Leyenda:

= No soluble o insoluble (-)
=  Poco soluble (+)
= Mediana o moderadamente soluble (++)

= Completamente soluble (+++)

En la tabla 2, se muestra la Prueba de solubilidad del extracto hidroalcoholico de la
corteza de Ficus citrifolia Mill.,, para lo cual se utilizaron varios solventes con
diferente polaridad. El resultado de mayor solubilidad (+++) corresponde al solvente
universal que es el agua destilada (solvente polar), seguido del metanol (++) con
mediana solubilidad y por ultimo al etanol, donde se obtuvo que es poco soluble (+)

e insoluble para cloroformo, n-hexano y éter de petréleo.
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3.2. Marcha fitoquimica

Tabla 3. Screening fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus

citrifolia Mill.
Metabolitos Reactivo de Reaccion
: o o Resultado
Secundarios Identificacion Positiva
Precipitado
Mayer +
blanco lechoso
Precipitado
Wagner ] +
marron
Precipitado
Dragendorff _ +++
anaranjado
Alcaloides Scheibler - -
Sonneschein - -
Reineckato - -
Shinoda Coloracion rojiza +
Cloruro férrico - -
Compuestos
Fenolicos'y Gelatina al 1% - -
Flavonoides
Bortranger - -
Aminoacidos o
Ninhidrina - -
Cumarinas Hidréxido de Sodio
al 1%
Antraquinonas Reaccion de
Bortranger
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Metabolitos Reactivo de Reaccion
: : o o Resultado
Primarios Identificacion Positiva
o . Coloracion rojo +
Glacidos Fehling Ay B _
ladrillo
. Coloracioén azul +
Almidon Lugol _
Intensa
Cetonas 2,4 DNPH - -
Fuente: Elaboracion propia
Leyenda:
. (-) La coloracién o precipitado no se evidencia
= (+) La coloracién o precipitado se evidencia poco
] (++) La coloracién o precipitado se evidencia moderadamente
] (+++) La coloracidn o precipitado se evidencia notablemente

En la tabla 3, se muestran los resultados de la Marcha fitoquimica del extracto

hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill.,, la determinacion se realiz6

mediante pruebas cualitativas de coloracion y precipitacién, dependiendo de los

grupos quimicos presentes en la muestra vegetal, con la finalidad de identificar los

metabolitos primarios y secundarios con actividad antibacteriana frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Se evidencia la presencia de metabolitos secundarios tales como alcaloides, los

cuales fueron identificados mediante los reactivos Dragendorff (+++) evidencia

notable y la reaccion ante los reactivos Mayer y Wagner (+) poca evidencia; seguida

de otros metabolitos como los flavonoides (+). Para la identificacion de metabolitos

primarios se utilizaron los reactivos de Fehling Ay B, obteniendo (+) poca evidencia,

asi mismo el reactivo Lugol para la identificacion de almidon (+).
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3.3. Determinacién de la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohélico

de corteza de Ficus citrifolia Mill. frente a cepas de Escherichia coli ATCC
8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Para la determinacion del efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de

corteza de Ficus citrifolia Mill. frente a cepas de interés clinicos, se usaron

concentraciones del extracto al 20%, 40% y 60%, controles positivos como

Amoxicilina y Azitromicina, ademas de usar solucion hidroalcohdlica como blanco.

Tabla 4. Resultados promedio de las mediciones de los halos de inhibicion (mm)
del extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill.

Cep.a N° | Blanco |Con.20% | Con.40% | Con.60% | Amoxicilina | Azitromicina

bacteriana

1 6.06 7.40 10.53 14.98 18.35 19.97

. 2 6.08 7.53 10.70 15.08 18.38 19.48

E ng;\;cc 3| 605 7.73 10.58 15.08 18.84 19.78

4 6.10 7.78 10.68 14.95 18.83 20.00

5 6.11 7.48 10.63 14.95 18.37 19.53

1 6.03 6.75 8.18 10.73 11.25 17.02

P. geruginosa 2 6.08 7.13 8.63 10.48 11.09 16.82

ATCC 9027 3 6.03 6.88 8.68 10.63 11.83 16.83

4 6.08 6.86 8.28 10.68 11.44 17.09

5 6.05 7.08 8.23 10.43 11.95 17.07

Controles positivos: Amoxicilina y Azitromicina
Fuente: Elaboracion propia

Se compardé los resultados de los halos de inhibicién obtenidos, segun la escala de

Duraffourd y Lapraz.

Escala interpretativa Duraffourd y Lapraz (1983)

(-) Nula: Diametro (< 8 mm)

(+) Sensible bajo: Diametro (9 - 14 mm)

(++) Muy sensible: Diametro (15 - 19 mm)

(+++) Sumamente sensible: Didmetro (> 20 mm)
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En la Tabla 4 y Figura 1 se observan los resultados promedio de los halos de
inhibicién (mm) de los dos dias en que se realizé el ensayo, el halo representa el
efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill.
frente a cepas de Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC

9027. Para la medicién se utilizé un vernier.

Halos de inhibicion del extracto hidroalcohélico extraido de la corteza de Ficus citrifolia Mill.

B P. acruginosa
BME. coli

20,00

15,00

10,00

Media (mm)

5,00

0,00

Blanco Concentracion Concentracion Concentracion  Amaoxicilina Azitromizina
20% 40% £0%

V1

Fuente: Elaboracidon propia

Figura N°1. Efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus
citrifolia Mill.

Segun la escala interpretativa en mencién, la cepa de Escherichia coli ATCC 8739,
tanto para el blanco como a la concentracion del 20%, se muestran valores menores
a 8 mm, es decir no hay actividad antibacteriana (nula), a una concentracion del
40% la cepa presenta una sensibilidad baja, con 10 mm aproximadamente. La
concentracion del 60 %, es muy sensible, aunque los valores obtenidos se
encuentran en el limite inferior. Para los controles positivos, amoxicilina y
azitromicina, la cepa es muy sensible, con valores aproximados de 18 mmy 19 mm

respectivamente.
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Con respecto a la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tanto para el
blanco como para la concentracion del 20% y 40% se muestran valores menores a
8 mm, no hay actividad antibacteriana (nula), aunque la concentracion del 40% se
encuentran en el limite de la escala interpretativa Duraffourd y Lapraz. La
concentracion del 60 % presenta una sensibilidad baja, teniendo 10 mm
aproximadamente, como didmetros de los halos. Para los controles positivos, en el
caso amoxicilina esta cepa presenta sensibilidad baja, y para azitromicina la cepa

es muy sensible, con valores aproximados de 11 mm y 17 mm respectivamente.

3.4 Contrastacion de hipoétesis

Para contrastar las hipotesis de investigacion (H1), se utilizaron pruebas
estadisticas paramétricas, donde se procesaron los resultados segun las hipotesis
planteadas por el investigador. Para poder desarrollar el experimento in vitro se
evaluo la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus
citrifolia Mill. frente a cepas Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 en diferentes grupos de estudio, realizados a
concentraciones al 20%, 40% y 60%, ademas de ello se utilizaron controles de
calidad para evaluar el desempefio del trabajo, como control positivo Amoxicilina y
Azitromicina, cada uno de ellos con 5 repeticiones por grupo, los resultados fueron

interpretados segun la escala estandarizada de Duraffourd y Lapraz.

4.2.1 Contrastacién de hipotesis general

HO: El extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40% y 60%
no posee actividad antibacteriana frente a cepas Escherichia coli ATCC 8739 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

H1: El extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40% y 60%
posee actividad antibacteriana frente a cepas Escherichia coli ATCC 8739 y

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.
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Para poder definir la hipotesis, se realiza los andlisis estadisticos de los halos
obtenidos por la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de corteza de
Ficus citrifolia Mill., los resultados se muestran en la Tabla 5, donde se considera
la media, desviacion estandar, error estandar, limites de confianza y valores minimo
y maximo para cada grupo de estudio con cada cepa bacteriana, se observa que
todos los resultados obtenidos se encuentran dentro de los limites de confianza.
Se evalla la media de los diametros de los halos de inhibicion obtenidos frente la

escala de sensibilidad de Duraffourd y Lapraz.

Para la cepa de Escherichia coli ATCC 8739, el blanco no presenta actividad
antibacteriana, con una media de 6.08 + 0.02541 mm, el cual corresponde al
diametro del disco (6.00 mm), en la concentracion al 20% del extracto
hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. se obtuvo una sensibilidad nula
con una media de 7.58 £ 0.16240 mm, al 40% una sensibilidad baja con una media
de 10.62 + 0.07159 mm y al 60% muy sensible con una media de 15.01 + 0.06471
mm, aunque este ultimo valor esta en el limite inferior de la escala de comparacion.
La cepa Escherichia coli ATCC 8739 dio como resultado muy sensible frente a los
controles de Amoxicilina y Azitromicina (18.55 + 0.25958 mmy 19.75 + 0.24073 mm

respectivamente), estando cerca del limite superior.

Tabla 5. Estadisticos descriptivos de la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcoholico de corteza de Ficus citrifolia Mill. frente a cepas de E. coli ATCC
8739 y P. aeruginosa ATCC 9027.

Descriptivos
95% de intervalo de

confianza para la

media Minimo  Maximo
Desviacion Error Limite Limite
N Media estandar  estandar inferior superior

E. coli Blanco 5 6,0800 ,02541 ,01137 6,0484 6,1116 6,05 6,11
Concentracion 20% 5 7,5800 ,16240 ,07263 7,3783 7,7817 7,40 7,78
Concentracion 40% 5 10,6200 ,07159 ,03202 10,5311 10,7089 10,53 10,70
Concentracion 60% 5 15,0050 ,06471 ,02894 14,9247 15,0853 14,95 15,08

Amoxicilina 5 18,5533 ,25958 ,11609 18,2310 18,8756 18,35 18,84

Azitromicina 5 19,7500 ,24073 ,10766 19,4511 20,0489 19,48 20,00

Total 30 12,9314 5,30859 ,96921 10,9491 14,9136 6,05 20,00
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P. Blanco 5 6,0500 ,02500 ,01118 6,0190 6,0810 6,03 6,07
aeruginosa Concentracion 20% 5 6,9360 ,15805 ,07068 6,7398 7,1322 6,75 7,13
Concentracion 40% 5 8,3950 ,23611 ,10559 8,1018 8,6882 8,18 8,68
Concentracion 60% 5 10,5850 ,12942 ,05788 10,4243 10,7457 10,43 10,73
Amoxicilina 5 11,5117 ,36745 ,16433 11,0554 11,9679 11,09 11,95
Azitromicina 5 16,9650 , 13076 ,05848 16,8026 17,1274 16,82 17,09
Total 30 10,0738 3,68765 ,67327 8,6968 11,4508 6,03 17,09

Fuente: Elaboracion propia

Se observa que para la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, el blanco
no tiene actividad antibacteriana, con una media de 6.05 = 0.02500 mm, el cual
corresponde al didmetro del disco (6.00 mm). Considerando la escala de
Duraffourd, se observé que las concentraciones del extracto hidroalcohdlico de
corteza de Ficus citrifolia Mill. al 20% y al 40 % obtuvieron una sensibilidad nula con
una media de 6.94 + 0.15805 mm y 8,40 = 0.23611 mm respectivamente, y al 60%
una sensibilidad baja (10.59 + 0.12942 mm), también presenta una sensibilidad baja
para el control de Amoxicilina (11.51 £ 0.36745 mm) y la cepa es muy sensible para
el control de Azitromicina (16.97 £ 0.13076 mm).

Ambas cepas presentan actividad antibacteriana, con diferentes grados de
sensibilidad, al 60% la cepa de Escherichia coli ATCC 8739 es muy sensible y al
60 % presenta una sensibilidad baja para Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula (HO) y se acepta la hip6tesis alterna (H1).

Conclusion: El extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. al 60%
posee actividad antibacteriana frente a cepas Escherichia coli ATCC 8739 y

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

4.2.2 Contrastacion de hipotesis especifica
- Hipotesis especifica 1:

HO: El extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. no posee

metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.
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H1: El extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. posee metabolitos

secundarios con actividad antibacteriana.

Para contrastar esta hipoétesis, se realizo la prueba de la Marcha Fitoquimica por el
Método de Olga Lock, la determinacion se realizd6 mediante pruebas cualitativas de
coloracién y precipitacion, dependiendo los grupos quimicos presentes en la
muestra vegetal, se identific6 los metabolitos secundarios con actividad
antibacteriana, en Tabla N° 3, se evidencia el cambio notable de color que
corresponde a los alcaloides segun el reactivo Dragendorff (+++), seguida de otros

metabolitos como los flavonoides (+).

La presencia de estos metabolitos secundarios estaria relacionada con la actividad
antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill.

Por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula (HO) y se acepta la hipotesis alterna (H1).

Conclusion: El extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. posee

metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.

- Hipdtesis especifica 2:

HO: El extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. no posee efecto
inhibitorio a mayor concentracion frente a cepas de Escherichia coli ATCC 8739 y

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

H1: El extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. posee efecto
inhibitorio a mayor concentracion frente a cepas de Escherichia coli ATCC 8739 y

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Para poder elegir la prueba estadistica a realizar debemos verificar el cumplimiento

de los supuestos: prueba de normalidad y prueba de homogeneidad de varianzas.

La prueba de normalidad nos indica que los halos de inhibicion obtenidos presentan
una distribucion normal, en este caso se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk, debido a

que la muestra es menor a 30 unidades, en la Tabla 6, se muestra que el p-
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valor(sig) donde resulta ser mayor a 0.05 para todos los grupos de estudio, por lo
tanto, los resultados presentan distribucion normal. La prueba de homogeneidad de
varianzas nos ayuda a determinar si las varianzas de cada tratamiento aplicado son
iguales o diferentes estadisticamente, depende de ello para determinar el tipo de
prueba estadistica inferencial a ser aplicado. Para ello se emplea el estadistico de
Levene, en la Tabla 7 observamos que p-valor (sig) es mayor a 0.05, por lo tanto,
se concluye que las varianzas de los tratamientos aplicados son homogéneas, por
consiguiente; al cumplir con los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianza aplicaremos pruebas paramétricas, en este caso la prueba de ANOVA,
que nos permitird determinar si existe diferencia significativa entre los grupos de
estudio y la prueba de Tukey con la que elegiremos el mejor tratamiento, si resultara

significativo por la prueba de ANOVA.

Tabla 6. Prueba de Normalidad de los halos de inhibicion del extracto
hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. frente a cepas de E. coli ATCC
8739 y P. aeruginosa ATCC 9027.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
V1 Estadistico Gl Sig. Estadistico gl Sig.
P. Blanco ,241 5 ,200" ,821 5 ,119
aeruginosa Concentracion 20% ,250 5 ,200" ,915 5 ,497
Concentracion 40% ,294 5 ,181 ,825 5 127
Concentracion 60% 221 5 ,200" ,915 5 ,501
Amoxicilina ,203 5 ,200" ,931 5 ,606
Azitromicina ,254 5 ,200" ,836 5 ,154
E. coli Blanco ,203 5 ,200" ,923 5 ,549
Concentracion 20% ,233 5 ,200" ,908 5 ,458
Concentracion 40% , 179 5 ,200" ,962 5 ,823
Concentracion 60% ,279 5 ,200" ,766 5 ,041
Amoxicilina ,354 5 ,040 , 716 5 ,014
Azitromicina ,225 5 ,200" ,874 5 ,281

*, Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 7. Prueba de Homogeneidad de varianzas del extracto hidroalcoholico de
corteza de Ficus citrifolia Mill. E. coli ATCC 8739 y P. aeruginosa ATCC 9027

Pruebas de homogeneidad de varianzas

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
P. aeruginosa 2,514 5 24 ,058
E. coli 1,913 5 24 ,130

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 8. Prueba de ANOVA de los halos obtenidos frente a la cepa de E. coli
ATCC 8739y P. aeruginosa ATCC 9027

ANOVA
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
E. coli Entre grupos 816,605 5 163,321  6061,398 ,000
Dentro de grupos ,647 24 ,027
Total 817,252 29
P. aeruginosa Entre grupos 393,363 5 78,673 1886,458 ,000
Dentro de grupos 1,001 24 ,042
Total 394,364 29

Fuente: Elaboracion propia

La prueba ANOVA nos permite verificar si existen diferencias significativas entre
los tratamientos aplicados comparando la medida de cada uno de ellos. Al observar
el resultado p < 0.05 (sig), en la Tabla 8, tanto para la cepa de Escherichia coli
ATCC 9027 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, se afirma que existe
diferencias significativas entre los tratamientos aplicados, para determinar qué
medidas son estadisticamente diferentes se debe aplicar pruebas POST HOC, en
este caso se aplicara la prueba de Tukey.

34



Tabla 9. Comparaciones multiples de los halos de inhibicién de E. coli ATCC

8739 y P. aeruginosa ATCC 9027 — Prueba de HSD TUKEY.

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza

Diferencia al 95%

Variable de medias Error Limite Limite
dependiente (H V1 (J)vi (I-J) estandar Sig. inferior superior
E. coli HSD Blanco Concentraciéon 20%  -1,50000 ,10382 ,000 -1,8210 -1,1790
Tukey Concentracion 40%  -4,54000" ,10382 ,000 -4,8610 -4,2190
Concentracién 60%  -8,92500" ,10382 ,000 -9,2460 -8,6040
Amoxicilina -12,47333" ,10382 ,000 -12,7943  -12,1523
Azitromicina -13,67000°  ,10382 ,000 -13,9910 -13,3490

Concentracion Blanco 1,50000" ,10382 ,000 1,1790 1,8210

20% Concentracion 40%  -3,04000° ,10382 ,000 -3,3610 -2,7190
Concentracion 60%  -7,42500" ,10382 ,000 -7,7460 -7,1040
Amoxicilina -10,97333"  ,10382 ,000 -11,2943  -10,6523
Azitromicina -12,17000°  ,10382 ,000 -12,4910 -11,8490

Concentracién Blanco 4,54000" ,10382 ,000 4,2190 4,8610

40% Concentracion 20%  3,04000° ,10382 ,000 2,7190 3,3610
Concentracion 60%  -4,38500" ,10382 ,000 -4,7060 -4,0640

Amoxicilina -7,93333" ,10382 ,000 -8,2543 -7,6123

Azitromicina -9,13000" ,10382 ,000 -9,4510 -8,8090

Concentracién Blanco 8,92500" ,10382 ,000 8,6040 9,2460

60% Concentraciéon 20%  7,42500° ,10382 ,000 7,1040 7,7460
Concentracion 40%  4,38500" ,10382 ,000 4,0640 4,7060

Amoxicilina -3,54833" ,10382 ,000 -3,8693 -3,2273

Azitromicina -4,74500" ,10382 ,000 -5,0660 -4,4240

Amoxicilina Blanco 12,47333" ,10382 ,000 12,1523 12,7943
Concentracion 20%  10,97333" ,10382 ,000 10,6523 11,2943

Concentracién 40%  7,93333" ,10382 ,000 7,6123 8,2543

Concentracion 60%  3,54833" ,10382 ,000 3,2273 3,8693

Azitromicina -1,19667" ,10382 ,000 -1,5177 -,8757

Azitromicina Blanco 13,67000" ,10382 ,000 13,3490 13,9910
Concentracion 20% 12,17000° ,10382 ,000 11,8490 12,4910

Concentracién 40%  9,13000" ,10382 ,000 8,8090 9,4510

Concentracion 60%  4,74500° ,10382 ,000 4,4240 5,0660

Amoxicilina 1,19667" ,10382 ,000 ,8757 1,5177

DMS Blanco Concentracion 20%  -1,50000" ,10382 ,000 -1,7143 -1,2857
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Concentracién
20%

Concentracién
40%

Concentracién

60%
Amoxicilina
Azitromicina
P. HSD Blanco
aerugino  Tukey
sa

Concentracion
20%

Concentracion 40%
Concentracion 60%
Amoxicilina
Azitromicina
Blanco
Concentracion 40%
Concentracion 60%
Amoxicilina
Azitromicina
Blanco
Concentracion 20%
Concentracion 60%
Amoxicilina
Azitromicina
Blanco
Concentracion 20%
Concentracion 40%
Amoxicilina
Azitromicina
Blanco
Concentracion 20%
Concentracion 40%
Concentracion 60%
Azitromicina
Blanco
Concentracion 20%
Concentracion 40%
Concentracion 60%
Amoxicilina
Concentracion 20%
Concentracion 40%
Concentracion 60%
Amoxicilina
Azitromicina
Blanco
Concentracion 40%
Concentracion 60%
Amoxicilina
Azitromicina

Blanco

-4,54000" ,10382
-8,92500" ,10382
-12,47333" ,10382
-13,67000" ,10382
1,50000" ,10382
-3,04000" ,10382
-7,42500" ,10382
-10,97333" ,10382
-12,17000" ,10382
4,54000" ,10382
3,04000° ,10382
-4,38500" ,10382
-7,93333" ,10382
-9,13000" ,10382
8,92500" ,10382
7,42500 ,10382
4,38500" ,10382
-3,54833" ,10382
-4,74500 ,10382
12,47333" ,10382
10,97333" ,10382
7,93333" ,10382
3,54833" ,10382
-1,19667" ,10382
13,67000° ,10382
12,17000° ,10382
9,13000 ,10382
4,74500" ,10382
1,19667" ,10382
-,88600" ,12916
-2,34500" ,12916
-4,53500" ,12916
-5,46167" , 12916
-10,91500" , 12916
,88600" , 12916
-1,45900" ,12916
-3,64900" ,12916
-4,57567" ,12916
-10,02900" , 12916
2,34500" , 12916

,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000

-4,7543
-9,1393
-12,6876
-13,8843
1,2857
-3,2543
-7,6393
-11,1876
-12,3843
4,3257
2,8257
-4,5993
-8,1476
-9,3443
8,7107
7,2107
4,1707
-3,7626
-4,9593
12,2591
10,7591
7,7191
3,3341
-1,4109
13,4557
11,9557
8,9157
4,5307
,9824
-1,2853
-2,7443
-4,9343
-5,8610
-11,3143
4867
-1,8583
-4,0483
-4,9750
-10,4283
1,9457

-4,3257
-8,7107
-12,2591
-13,4557
1,7143
-2,8257
-7,2107
-10,7591
-11,9557
4,7543
3,2543
-4,1707
-7,7191
-8,9157
9,1393
7,6393
4,5993
-3,3341
-4,5307
12,6876
11,1876
8,1476
3,7626
-,9824
13,8843
12,3843
9,3443
4,9593
1,4109
-,4867
-1,9457
-4,1357
-5,0623
-10,5157
1,2853
-1,0597
-3,2497
-4,1763
-9,6297
2,7443
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40%
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60%

Amoxicilina

Azitromicina
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Concentracién
20%

Concentracién
40%

Concentracion
60%

Amoxicilina

Concentracion 20%
Concentracion 60%
Amoxicilina
Azitromicina
Blanco
Concentracion 20%
Concentracion 40%
Amoxicilina
Azitromicina
Blanco
Concentracion 20%
Concentracion 40%
Concentracion 60%
Azitromicina
Blanco
Concentracion 20%
Concentracion 40%
Concentracion 60%
Amoxicilina
Concentracion 20%
Concentracion 40%
Concentracion 60%
Amoxicilina
Azitromicina
Blanco
Concentracion 40%
Concentracion 60%
Amoxicilina
Azitromicina
Blanco
Concentracion 20%
Concentracion 60%
Amoxicilina
Azitromicina
Blanco
Concentracion 20%
Concentracion 40%
Amoxicilina
Azitromicina

Blanco

1,45900"
-2,19000"
-3,11667"
-8,57000"
4,53500"
3,64900"
2,19000"
-,92667"
-6,38000"
5,46167"
4,57567"
3,11667"
,92667"
-5,45333"
10,91500
10,02900"
8,57000"
6,38000"
5,45333"
-,88600"
-2,34500"
-4,53500"
-5,46167"

-10,91500"

,88600°
-1,45900"
-3,64900"
-4,57567"

-10,02900"

2,34500"
1,45900"
-2,19000"
-3,11667"
-8,57000"
4,53500"
3,64900°
2,19000°
-,92667"
-6,38000"
5,46167"

, 12916
, 12916
,12916
,12916
,12916
, 12916
, 12916
, 12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
,12916
, 12916
, 12916
, 12916
,12916
,12916
,12916
, 12916
, 12916

,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000

1,0597
-2,5893
-3,5160
-8,9693
4,1357
3,2497
1,7907
-1,3260
-6,7793
5,0623
4,1763
2,7173
5273
-5,8527
10,5157
9,6297
8,1707
5,9807
5,0540
-1,1526
-2,6116
-4,8016
-5,7282
-11,1816
6194
-1,7256
-3,9156
-4,8422
-10,2956
2,0784
1,1924
-2,4566
-3,3832
-8,8366
4,2684
3,3824
1,9234
-1,1932
-6,6466
5,1951

1,8583
-1,7907
-2,7173
-8,1707
4,9343
4,0483
2,5893
-,5273
-5,9807
5,8610
4,9750
3,5160
1,3260
-5,0540
11,3143
10,4283
8,9693
6,7793
5,8527
-,6194
-2,0784
-4,2684
-5,1951
-10,6484
1,1526
-1,1924
-3,3824
-4,3091
-9,7624
2,6116
1,7256
-1,9234
-2,8501
-8,3034
4,8016
3,9156
2,4566
-,6601
-6,1134
5,7282
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Concentracién 20%  4,57567" , 12916 ,000 4,3091 4,8422

Concentracion 40%  3,11667" , 12916 ,000 2,8501 3,3832

Concentracion 60% ,92667" ,12916 ,000 ,6601 1,1932

Azitromicina -5,45333" ,12916 ,000 -5,7199 -5,1868

Azitromicina Blanco 10,91500° ,12916 ,000 10,6484 11,1816
Concentracion 20%  10,02900" , 12916 ,000 9,7624 10,2956

Concentracion 40%  8,57000" , 12916 ,000 8,3034 8,8366

Concentracion 60%  6,38000" , 12916 ,000 6,1134 6,6466

Amoxicilina 5,45333" ,12916 ,000 5,1868 5,7199

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Fuente: Elaboracién propia

La prueba de Tukey es una prueba estadistica que nos permite realizar
comparaciones multiples y ademas determina que medias son estadisticamente
homogéneas. En la Tabla 9, se observa que existen diferencias significativas entre
los grupos de estudio, dado que; en todos los casos se observa que el valor de Sig
es < 0.05. Por ello se debe aplicar la prueba de subconjuntos de Tukey para

identificar las diferencias antes mencionadas.

Tabla 10. Prueba de subconjuntos de Tukey para E. coli ATCC 8739

E. coli
Subconjunto para alfa = 0.05
V1 N 1 2 3 4 5 6
HSD Tukey? Blanco 5 6,0800
Concentracion 20% 5 7,5800
Concentracion 40% 5 10,6200
Concentracion 60% 5 15,0050
Amoxicilina 5 18,5533
Azitromicina 5 19,7500
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 5,000.

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 11. Prueba de subconjuntos de Tukey para P. aeruginosa ATCC 9027

P. aeruginosa

Subconjunto para alfa = 0.05

V1 1 2 3 4 5 6

HSD Tukey? Blanco 6,0500

Concentracion 20% 6,9360
Concentracion 40% 8,3950
Concentracion 60% 10,5850

Amoxicilina 11,5117

o oo oo ;e |2

Azitromicina 16,9650

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 5,000.

Fuente: Elaboracién propia

En las tablas 10 y 11, podemos observar que todas las medias de los tratamientos
aplicados son distintas, ademas a mayor concentracion del extracto se observa una
mayor inhibicién, halos méas grandes (se observa en forma de escalera), en ambos
casos el extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. al 60 % frente a
cepas de Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
tiene mayor diametro, dando como resultados halos de 15,00 mm (muy sensible)
en el caso de E. coli ATCC 8739 y 10.59 mm (sensibilidad baja) para el caso de P.
aeruginosa ATCC 9027, esto también se visualiza en la Figura 1. Por lo tanto, se

acepta la hipétesis alterna (H1) y se rechaza la hipétesis nula (HO).

Conclusion: El extracto hidroalcoholico de corteza de Ficus citrifolia Mill. al 60%
posee efecto inhibitorio frente a cepas de Escherichia coli ATCC 8739 vy

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

- Hipotesis especifica 3
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HO: La susceptibilidad antibacteriana de las cepas de Escherichia coli ATCC 8739
y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 frente al extracto hidroalcohdlico de
corteza de Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40% y 60% no presenta mayor inhibicion

comparada con una penicilina (amoxicilina) y un macrolido (azitromicina).

H1: La susceptibilidad antibacteriana de las cepas Escherichia coli ATCC 8739 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 frente al extracto hidroalcohdlico de corteza
de Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40% y 60% presenta mayor inhibicion comparada

con una penicilina (amoxicilina) y un macroélido (azitromicina).

En la Tablas 10 y 11, se evidencia tanto para las cepas de Escherichia coli ATCC
8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, que las medias de los didmetros a
diferentes concentraciones son inferiores a los obtenidos por los controles positivos
Amoxicilina y Azitromicina, ello indica que los antibiéticos utilizados como controles
positivos tienen mayor didmetro de inhibicion. Por lo tanto, se acepta la Hipotesis

nula (HO) y se rechaza la Hipétesis alterna (H1).

Conclusion: La susceptibilidad antibacteriana de las cepas de Escherichia coli
ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 frente al extracto
hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40% y 60% no presenta
mayor inhibicibn comparada con una penicilina (amoxicilina) y un macrolido

(azitromicina).

40



IV. DISCUSION

4.1Discusion de resultados

Debido al incremento de la resistencia bacteriana y la necesidad de buscar nuevas
alternativas terapéuticas que nos ayuden al tratamiento de las infecciones
causadas por bacterias, se ha convertido en un desafio continuo la busqueda de
nuevos compuestos bioactivos con actividad terapéutica que se encuentren
presentes en las plantas. Por consiguiente, la presente investigacion tiene por
objetivo principal determinar la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico
de corteza de Ficus citrifolia Mill. frente a cepas de Escherichia coli ATCC 8739 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 para ello se concentré el extracto al 20 %,
40 % y al 60 %.

En referencia a la primera hipétesis especifica, el tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcohdlico de corteza Ficus citrifolia Mill. demostré la presencia de metabolitos
secundarios como alcaloides y flavonoides, lo cual coincide con lo reportado por
Nwankwo |. y Ukaegbu-Obi K. (2014) en su estudio del extracto etandlico de la raiz
de Ficus asperifolia en el cual encontré presencia de flavonoides y alcaloides;
ademas mencionan que las plantas que contienen algunos de los siguientes
metabolitos secundarios como taninos, terpenoides, alcaloides y polifenoles

tienden por lo general a tener actividad antimicrobiana“.

En otro estudio realizado por Raisagar A. y colaboradores (2019) encontraron en la
corteza de Ficus religiosa y Ficus benghalensis, presencia de taninos, saponinas,
flavonoides, terpenoides y fenoles, sin embargo, no se detectd la presencia de
alcaloides como en el caso de Ficus Citrifolia Mill. Ademas, consideran que los
flavonoides vy triterpenoides serian los responsables de la actividad
antibacteriana®. Esta diferencia en el hallazgo de metabolitos secundarios podria
deberse a que las plantas eran originarias de la India, y el habitat es un factor

importante para obtener presencia de metabolitos secundarios.
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Chandra S. y Saklani S. (2017) aislaron de las hojas de Ficus palmata un tipo de
flavonoide, la catequina, la cual mostré actividad antimicrobiana frente a Bacillus
cereus, Salmonella entericatyphim, Staphyloccus aureus, Staphyloccus epidermidis

y Streptococcus pyogenes*2.

Otra investigacion realizada por Balbuena Escalona V. (2012) donde evaluo el
efecto antimicrobiano, obtuvo un resultado positivo al enfrentar flavonoides
obtenidos de extractos de hojas de Tamarindus indica Lin. con cepas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa; ademas
menciona que los flavonoides podrian ser responsables del efecto de inhibicion de
crecimiento bacteriano induciendo a la ruptura de su ADN en un sitio determinado;
por bloqueo del complejo aminoacil transferasa, por intercalacion entre bases de
DNA alterando la sintesis de acido nucleico o por la formacion de dimeros de
timina,*3 con lo que se podria atribuir el efecto antibacteriano hallado en el extracto

hidroalcohodlico de Ficus Citrifolia Mill. a este metabolito secundario.

Aparecida F. (2011) estudié la actividad antibacteriana de los siguientes flavonoides
(fisetina, 3-hidroxiflavona, 5-hidroxiflavona, 7-hidroxiflavona, quercetina, flavona,
kaempferol, luteolina, crisina e galangina) frente a dos microorganismos
Staphylococcus aureus (Gram positiva) y Escherichia coli (Gram negativa)
obteniendo una mayor sensibilidad en la cepa Gram positiva**. En nuestra
evaluacion la sensibilidad para cepas Gram negativas fue baja, siendo la mas alta

con la concentracion al 60% para Escherichia coli.

Por su parte Sprenger L. y colaboradores (2017) en su estudio del extracto
hidroalcohdlico de hojas Ficus Carica E. encontraron actividad antibacteriana frente
a Clostridium perfringens, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa Yy
Staphylococcus aureus. También menciona que la actividad antibacteriana puede
basarse en el contenido de metabolitos secundarios tales como flavonoides; los
cuales oxidan elementos de la pared celular, principalmente peptidoglicanos,
formando poros, comprometiendo la integridad de la pared y volviendo a las

bacterias susceptibles a agentes externos. La degradacion de las bacterias Gram
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positivas es menor en comparacion con las bacterias Gram negativas debido a la
estructura mas compleja y al mayor contenido de lipidos de la pared celular, lo que
puede hacer que los patégenos sean mas resistentes a agentes externos®?, ello

explicaria los resultados obtenidos.

En referencia a la segunda hipétesis especifica se obtuvieron los siguientes
resultados; tanto para el caso de la cepa de Escherichia coli ATCC 8739 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. El blanco no presenta actividad
antibacteriana, con un diametro 6.08 + 0.02541 mm y 6.05 £+ 0.02500 mm
respectivamente, el cual corresponde al diametro del disco (6.00 mm). Frente a
cepas de E. coli ATCC 8739 el extracto hidroalcohélico de corteza de Ficus citrifolia
Mill. al 20 %, obtuvo una sensibilidad nula con una media de 7.58 + 0.16240 mm,
al 40% una sensibilidad baja con una media de 10.62 + 0.07159 mm y al 60% muy
sensible con una media de 15.01 £ 0.06471 mm, aunque este valor esta en el limite
inferior de la escala de comparacion. Frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 se obtuvo una sensibilidad nula a concentraciones del 20% y 40 % con
una media de 6.94 £ 0.15805 mm y 8.40 + 0.23611 mm respectivamente, y al 60%
una sensibilidad baja (10.59 = 0.12942 mm).

Estos resultados se alinean a lo descrito por Nwankwo |. y Ukaegbu-Obi K. (2014)
donde mencionan que probablemente las bacterias Gram negativas muestran una
mayor resistencia a extractos de plantas, que las bacterias Gram positivas. Esto
puede darse por la diferencia en la estructura de la pared celular de las Gram
positivas y Gram negativas, ya que las bacterias Gram negativas tienen una
membrana exterior que se compone de lipopolisacaridos de alta densidad que sirve

como barrera para muchas sustancias ambientales, incluidos los antibiéticos*©.

En la tercera hipotesis especifica podemos mencionar que la cepa Escherichia coli
ATCC 8739 dio como resultado muy sensible frente a los controles de Amoxicilina
y Azitromicina (18.55 + 0.25958 mm y 19.75 + 0.24073 mm respectivamente),

estando cerca del limite superior.
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Para el caso de las cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 se presenta
una sensibilidad baja para el control de Amoxicilina (11.51 = 0.36745 mm) y muy

sensible para el control de Azitromicina (16.97 £ 0.13076 mm).

Cabe mencionar que en el control negativo (solucion hidroalcohdlica) no se
encontrd ningun halo de inhibicidén lo que nos valida que el efecto antibacteriano
encontrado del extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill se debe

100% a propiedades de la planta y no al vehiculo con el que se maceré.

Se ha validado que estos antibiéticos presentan una mejor inhibicibn comparada
con las diferentes concentraciones estudiadas, lo cual se asemeja con lo obtenido
por Nwankwo |. (2014) en su estudio sobre la deteccion preliminar de fitoquimicos
y actividad antibacteriana de dos plantas medicinales nigerianas (Ficus asperifolia
y Terminalis catappa), donde obtuvo una mejor inhibicion para el antibiotico
Gentamicina que uso en su estudio, comparado con el extracto de raices de F.
asperifolia frente a cepas de E. coli, S. aureus y P. mirabilis. Otro dato importante a
mencionar de este autor es que los resultados de inhibicién obtenido para la P.
aeruginosa demostraron actividad antimicrobiana moderada para extracto de T.
catappa contra P. aeruginosa (quien menciona que se ha planteado un gran
problema en el tratamiento de las infecciones causadas por ella como resultado de
su resistencia a la mayoria de los antibiéticos). Lo cual se asemeja a nuestros datos

obtenidos referente a esta bacteria®°.
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4.2Conclusiones

Los metabolitos encontrados en el extracto hidroalcohdlico de corteza de
Ficus citrifolia Mill. fueron alcaloides y flavonoides, estos serian los
responsables de la actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia
coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

La concentracion en la cual el extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus
citrifolia Mill. presenta mayor efecto antibacteriano es al 60%, tanto para la
cepa de Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027.

Los antibioticos Amoxicilina (penicilina) y Azitromicina (macrolido) presentan
mayor actividad antibacteriana comparada con todas las concentraciones de
extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill. (20%, 40% y 60%),
tanto para cepas de Escherichia coli ATCC 8739 como cepas de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

4.3Recomendaciones

Debido a su presencia de flavonoides cuya propiedad es antioxidante puede
ser de importancia y apoyo para la aplicacion y/o estudios posteriores para
la formulacion de productos antioxidantes o productos con fines de

industrializacion o innovacion tecnoldégica.

Se sugiere continuar con investigaciones a fin de consolidar mejores
resultados, ya que seria importante encontrar puntos que ajusten
concentraciones en forma de dosis, efectuando pruebas a mayores

concentraciones y hallando la concentracién minima inhibitoria.
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ANEXO A: Operacionalizacion de las variables.

Variables

Tipo de
Variables

Definicién Conceptual

Definicién Operacional

Dimensiones

Indicadores

Independiente:

Extracto
hidroalcohdlico
de corteza de
Ficus citrifolia
Mill.

Cuantitativa-

Cualitativo

Producto obtenido luego de la
maceracion de las partes
vegetales en alcohol al 70% por
un periodo de tiempo, en este
caso 10 dias, pasado este
tiempo se lleva a una estufa a
40°C para su concentracion
hasta que se elimine el
solvente, guardandolo en un
envase de vidrio color ambar
para su adecuada conservacion

y almacenamiento.

Concentracion del extracto
hidroalcohoélico de corteza de

Ficus citrifolia Mill.

Efecto

Fitoquimico

20%, 40% y
60%

Presencia de
grupos de
metabolitos

secundarios.

Dependiente:

Actividad

antibacteriana

Cuantitativo

Capacidad de una sustancia

para inhibir el crecimiento y

Sensibilidad bacteriana frente
al extracto hidroalcohdlico de

la corteza de Ficus citrifolia

Microbioldgico

Medicion de
los halos de

inhibicion
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frente a cepas
de Escherichia
coli ATCC
8739y
Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 9027.

propagacion de las bacterias en
estudio.

Mill. obtenida por medicion del
diametro de los halos de

inhibicion.

(mm).
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ANEXO B: Tabla de resultados

Efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de Ficus citrifolia Mill. frente a E. coli

N° Blanco Con.20% | Controll | Control 2 Blanco Con.40% | Control1l | Control 2 | Blanco | Con.60% | Control1l | Control 2
1 6.15 7.35 19.10 20.00 6.10 10.50 16.50 19.75 6.10 14.95 18.20 20.30
2 6.10 7.45 18.40 19.75 6.15 10.75 17.10 19.90 6.00 15.05 17.50 19.45
DIA1 3 6.10 7.70 17.85 19.65 6.10 11.00 18.25 18.40 6.10 15.05 18.45 20.40
4 6.10 7.80 17.80 19.50 6.10 10.60 18.70 21.00 6.10 14.90 19.10 20.80
5 6.15 7.40 17.85 20.10 6.15 10.80 17.90 21.00 6.15 15.00 18.40 19.30
6 6.00 7.45 18.00 19.85 6.00 10.55 19.60 19.90 6.00 15.00 18.70 20.00
7 6.10 7.60 18.55 19.75 6.10 10.65 19.25 19.45 6.05 15.10 19.45 18.60
DIA 2 8 6.00 7.75 19.55 19.55 6.00 10.15 19.40 20.45 6.00 15.10 19.55 20.20
9 6.10 7.75 19.00 18.90 6.05 10.75 19.90 20.50 6.15 15.00 18.50 19.30
10 6.10 7.55 18.45 18.95 6.10 10.45 18.50 18.40 6.00 14.90 19.10 19.40
Efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de Ficus citrifolia Mill. frente a P. aeruginosa
N° | Blanco Con. 20 % | Controll | Control 2 Blanco Con.40 % | Control1l | Control 2 Blanco Con. 60 % | Controll | Control 2
1 6.05 6.85 10.20 16.50 6.10 8.20 10.00 17.90 6.10 10.90 11.90 17.60
2 6.05 7.15 11.30 17.25 6.00 8.90 11.15 16.40 6.10 10.35 10.50 16.45
DIA1 | 3 6.05 6.90 12.10 16.40 6.10 8.10 11.90 16.45 6.15 11.15 11.25 17.20
4 6.10 6.50 12.60 17.70 6.05 8.25 11.85 17.70 6.10 10.20 11.30 17.70
5 6.10 7.05 12.25 16.55 6.10 7.50 12.10 17.30 6.10 10.40 11.70 16.60
6 6.00 6.65 11.35 16.85 6.00 8.15 12.05 16.20 6.05 10.55 12.00 17.05
7 6.10 7.10 11.10 17.20 6.10 8.35 11.10 16.30 6.10 10.60 11.40 17.30
DIA2 | 8 6.00 6.85 12.20 17.90 6.00 9.25 11.85 16.85 6.00 10.10 11.65 16.20
9 6.05 7.21 11.30 16.45 6.10 8.30 11.50 16.55 6.05 11.15 10.10 16.45
10 6.00 7.10 11.90 17.05 6.05 8.95 12.25 18.00 6.00 10.45 11.50 16.90
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ANEXO C. INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

TABLA 1: Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de corteza de

Ficus citrifolia Mill.

Solventes Resultado

Cloroformo -

Eter de petroleo -

Etanol +
Metanol ++
Agua destilada +++
n-hexano -

Fuente: Elaboracion propia.

Leyenda:

*= No soluble o insoluble (-)
= Poco soluble (+)
» Mediana o moderadamente soluble (++)

= Completamente soluble (+++)

57



TABLA 2: Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohodlico de corteza de Ficus

citrifolia Mill.

Metabolitos
Secundarios

Reactivo De
Identificacion

Resultado

Comentario

Mayer
Wagner
Dragendorff
Scheibler
Alcaloides Sonneschein
Reineckato
Shinoda
Cloruro férrico
Compuestos
Fendlicos y Gelatina al 1%
Flavonoides
Bortranger
Aminoacidos
Ninhidrina

Camarinas

Hidréxido de Sodio

al 1%

Antraguinonas

Reaccioén de

Bortranger
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Metabolitos

Reactivo de Resultado |Comentario

Primarios Identificacion
Glucidos Fehling Ay B
Almidon Lugol
Cetonas 2,4 DNPH

Fuente: Elaboracion propia

Leyenda:

(-) La coloracién o precipitado no se evidencia

» (+) La coloracion o precipitado se evidencia poco

» (++) La coloracion o precipitado se evidencia
moderadamente

= (+++) La coloracion o precipitado se evidencia

notablemente
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TABLA 3: Resultados promedio de las mediciones de los halos de inhibicion

(mm) del extracto hidroalcohdlico de corteza de Ficus citrifolia Mill.

Cepa
bacteriana

Con.
20 %

Z
o

Blanco

Con. 40
%

Con. 60
%

Amoxicilina

Azitromicina

E. coli
ATCC 8739

P.
aeruginosa
ATCC 9027

G| WINIFRPIOTAWIN|[EF

Fuente: Elaboracion propia.

LEYENDA: Escala interpretativa Duraffourd y Lapraz (1983)

(-) Nula: Didametro (< 8 mm)

(+) Sensible bajo: Diametro (8 - 14 mm)

(++) Medio (muy sensible): Diametro (14 - 20 mm)

(+++) Sumamente sensible: Diametro (> 20 mm)

- Blanco: B

- Controles positivos:

o Control 1 (C1): Amoxicilina

o Control 2 (C2): Azitromicina
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ANEXO E: Certificados de Placas Petri

BIOL@GIX

GROUP LIMITED

Certificate of Conformity

This is to eartify that,

Biologix Is the manufacturer of the fellowiag preduct:

66-1501 Petri dishes 90 x ISmm Petri Dish with vented [id,

Sterile, S00picces/case

1) Our guality System has been found to conform to the Quality System

Standard ISO - 9001:2008

2) The products listed below are FO sterilized. The products are sterile if

package ntegrity is not compramised,

66-1501 Petrd  dishes 90 x B3mm Petri Dbsh  with vented [id,

Sterile S0picces/case

Lo#  JI0YT74Z1550

Certfication Dare :20!7-5-6

Authorized Signaruee

Tel: 186-531-67202668 Faox:+86.321 67802768 www.BiologixGroup.com
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ANEXO F: Certificado de Escherichia coli ATCC 8739

O M|cr0b|0|og|cs'

Certificate of Analysis: L ilized and Performance Upon Release

m:lmmhm Mame: Escherichia col

Catalog Mumbser: 0433 Quality Control Technologist: Kieshia L Negen
Lot Numbser: 433-898"" Release Date: 20192/21
Reference Number: ATCCS §73g™
Purity: Pure
Passage from Referenca: 2
Performance
Macroscoplc Features: Medium:
Medium to large, grey, mucoid, conves SBAP
Microscopic Features: Method:
(Gram negative straight rod. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1) Other Features! Challenges: Resuits
See sttached ID System results document. (1) Onicdase (Kovacs): negative

Beta-ghscuronidase (E_ coli Broth wiMUG): positive

ql""—‘f‘i"/‘t{ﬁ”""

Amanda Kuperus
Cuality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

"Disclaimer. The las 5} of tht bof nmESr appearing on the product labsl and pecking Sip ane mensly & Packaging svent rumber. The kot numbeT dispiayed on his
m.:nmﬁumbﬁ " " -

Pt YR A U 040 SN A, e U rnan o A S W S0 s pric, may

4 Rufar io the enclosed prodisct insart for instnections, inkemded =e and hazard/saloty information.

Individual products ane iraceabla to a ecognized culture collection.

MEFERESNTE SHATERTAL PRI EN
CEAT #FEYNAT

{"} Tha ATCC Licersad Devivabve Emblem, he ATCC Licerssd Derivalve word mark and e ATCC uﬂlu#m
ATCC Licensed " Wum‘ccucmnbguu B licensad 1o uSe hese Tademanis and o seil products denved Tcie
\ Dcrum)

{1} These e ane aoonediied o ISOIEC 1TSS 305,

TESTING CERT ®2655.01

183012 Microbiologics, inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue Morth Saint Cloud, MN 56303 Page 1af 1 DOC 386
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results B%R

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols | Color
2.00-3.00 (++) green
1.70-1.99 Low-confidence identification (+) yellow
0.00-1.69 (-) red

Meaning of Consistency Categories (A -C)

Category Interpretation
High consistency: The best match is a lngh-confidence identification. The second-best match s (1) a
(A) high-confidence identification m which the species is identical to the best match, (2) a low-confidence
dentification m which the species or genus 1s identical to the best match. or (3) a non-identification.
Low consistency: The requurements for high consistency are not met. The best match s a high- or low-
(B) confidence identification. The second-best match 1s (1) a high- or low-confidence identification i
which the genus is identical to the best match or (2) a non-identification.
(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Sample Name: Escherichia coli
Sample Description: 0483
Sample ID: 483-898

Sample Creation Date/Time:  2019-02-19T12:06:20.576kin
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library, Listeria

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
H3 2
(++4) (A) s finci o
Comments:

closely related to Shigella / Escherichia fergusonii and not definitely distinguishable at the moment
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ANEXO G: Certificado de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

-'-..“.:3
Microbiologics®

Reference Number: ATCC® 9027™*
Purity: Pure
Passage from Reference: 2

Performance
lmooeopl:Fm Medium:
Ilat <:ﬂ:|.|larhcolrgg;.lemsnmI %wmmwmem A second SBAP
IiaueoplcFuuu Method:
Straight or slightly curved gram negative rod. Gram Stain (1)
1D System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached 1D System results document. (1) Oxidase (Kovacs): positive

Motility (Wet Mount): positive

mw positive (blue-green color

Growth at 42 C: positive

Gt

Quslity Controi Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

"Dmmmmnduuwmmmmwmmupmmammmmuwwmm
ceraficate is T actual base lot rumber

DRodiEe R DL, Mo DUBRENSS 2SR AT O SH o Uniaee STvamant of fha Cand, combinad wiih the short incubation pariod, may

4 Rafer to the P insert for use and
are 0 2 recog cufture
REFERENCE MATERIAL PRODUCES
CERT #28Y3 02
o) mm:cum-aommwm nﬂCCwamnnmwnnmcﬂogm“
ATCC Licensed \' mﬁsdm ese rademarks and 10 seil products derved fom ATCCE
\ Oervative )

{1) These tests are accredied to ISONEC 170252005

TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1of 1 DOC 286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
200-3.00 Raad green
1.70-1.88 i yedow
0.00-1.89 - red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category

Interpretation

W | o I s e = iy, el s SR IR 2 0

the species or genus is identical to the best match, or (3) &

B Low consl The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or
(B} SLEMCy: req i ¥ s ot g

low-confidence
In which genus s identical o the

gt I zeonpigg ot « (1o o
() Mo conslstency: The requirements for high or low consistency are nat met
Run Creation Date/Time: H20-07-08T13:28:55. 213 KG
Appiied MSP Library(ies) BOAL, Mycobactera Library (bead method), Filamentous Fungi Libeary, Listenia
Sample Name Sample ID DrganiSm (best match) Score Value
Ad (+++) (A) 484-1263 Pseudomaonas sensginasa
Comments:
nia
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ANEXO H: Evidencias fotogréficas del trabajo de campo.

PRUEBA DE SOLUBILIDAD

Figura 3. Resultados de la Prueba de Solubilidad.
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TAMIZAJE FITOQUIMICO

Figura 6. Preparacion de tubos de ensayo para el Tamizaje Fitoquimico.
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Figura 8. Resultados del Tamizaje Fitoquimico (parte I)
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Figura 9. Resultados del Tamizaje Fitoquimico (parte I1).

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Figura 11. Placas de Agar Mueller Hinton.
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Figura 12. Discos de Sensibilidad de los Controles Positivos.

Figura 14. Concentracion del extracto hidroalcoholico de corteza de Ficus citrifolia
Mill. al 20%, 40% y 60%.
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Figura 15. Siembra de las cepas de Escherichia coli ATCC 8739 con un hisopo
estéril en las placas de Agar Mueller Hinton.

Figura 16. Cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 con un hisopo estéril
en las placas de Agar Mueller Hinton.
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Figura 17. Incubacion de las placas a 37 °C por el periodo de 24 y 48 hrs.

MEDICION DE HALOS INHIBICION

Figura 18. Medicion de los halos de inhibicion obtenidos.
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HALOS DE INHIBICION

AMOXICILINA

/

AMOXICILINA

mxy;

AZITROMICINA |55
4 . |

60% . »

Figura 19. Halos de inhibicién obtenidos del extracto hidroalcohdlico de corteza
de Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40% y 60% (respectivamente) frente a cepas
Escherichia coli ATCC 8739.

\ o

AMOXICILINA

AZITROMICINA

BLANCO

3 -
| BLANCO &,‘

W |
¥

£/

Figura 20. Halos de Inhibicién obtenidos del extracto hidroalcohdlico de corteza
de Ficus citrifolia Mill. al 20%, 60% y 40% (respectivamente) frente a cepas de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.
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ANEXO |. MATRIZ DE CONSISTENCIA: ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
CORTEZA DE Ficus citrifolia Mill. FRENTE A CEPAS DE Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC

9027

PROBLEMA GENERAL OBJETIVOS GENERAL HIPOTESIS GENERAL OPERACIONALIZACION DE VARIABLES METODOLOGIA
) . Evaluar la actividad . . Vi
SEl extracto hidroalcohdlico de ibacteri del ract El extracto hidroalcohdlico de | INDEPENDIE | DIMENSION | INDICADORES
antibacteriana e extracto AN
corteza de Ficus citrifolia Mill. al hidroalcohdli d . d corteza de Ficus citrifolia Mill. al b |. TIPO DE INVESTIGACION:
idroalcohdlico de corteza de . B
20%, 40% y 60% presentard | o 20%, 40% y 60% presenta actividad ENFOQUE: Cuantitativo.
o ) ) Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40% ] )
actividad antibacteriana frente a antibacteriana frente a cepas | Extracto
o ) y 60% frente a cepas de o . Il. DISENO DE LA
cepas de Escherichia coli ATCC o ) Escherichia coli ATCC 8739 vy | hidroalcohdli Presencia de '
8739 y Pseudomonas aeruginosa Pseud ) ATCC Pseudomonas aeruginosa ATCC | code grupos de :
seudomonas aeruginosa Fitoquimic i i i
ATCC 90272 9027. corteza de q metabolitos Estudio de tipo Experimental,
9027. , 0 . Transversal y Explicativo.
Ficus secundarios.
PROBLEMAS ESPECIFICOS OBJETIVOS ESPECIFICOS HIPOTESIS ESPECIFICAS citrifolia Mill.

— . . . Ill. POBLACION Y MUESTRA DE
-¢Qué tipo de metabolitos | Determinar los tipos de LA INVESTIGACION:
secundarios con actividad | metabolitos secundarios | “E! extracto hidroalcohdlico  de Poblacia al P.I s de Fi

: TR -Poblacién vegetal: Plantas de Ficus
antibacteriana poseera el extracto | presentes en el extracto | Corteza de Ficus citrifolia Mill. posee V2 itolia Mill 9
) . . citrifolia Mill.
hidroalcohdlico de corteza de | hidroalcohdlico de corteza de metabolitos secundarios con | DEPENDIEN | DIMENSION | INDICADORES
actividad antibacteriana. TE -Muestra vegetal: 1 kg de corteza de

Ficus citrifolia Mill.?

Ficus citrifolia Mill.

Ficus citrifolia Mill.
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- ¢A qué concentracion del
extracto hidroalcohdlico de corteza
de Ficus citrifolia Mill. presentara
mayor efecto inhibitorio frente a
cepas de Escherichia coli ATCC
8739 y Pseudomonas aeruginosa

ATCC 90277

- ¢Cudl serd la susceptibilidad
antibacteriana de las cepas de
Escherichia coli ATCC 8739 vy
Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027
hidroalcohdlico de corteza de
Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40% y
60%

frente al extracto

comparados con una

Penicilina y un Macrdlido?

-Determinar a qué concentracién
del extracto hidroalcohdlico de
corteza de Ficus citrifolia Mill.
presentara mayor efecto
inhibitorio frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 8739 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC

9027.

-Evaluar la  susceptibilidad
antibacteriana de las cepas de
Escherichia coli ATCC 8739 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027
hidroalcohdlico de corteza de
Ficus citrifolia Mill. al 20%, 40%

y 60% comparados con una

frente al extracto

Penicilina y un Macrdélido.

-El extracto hidroalcohdlico de la
corteza de Ficus citrifolia Mill. posee
efecto inhibitorio a mayor
concentracion frente a cepas
Escherichia coli ATCC 8739y
Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027.

-La susceptibilidad antibacteriana
de las cepas de Escherichia coli
ATCC 8739 y de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 frente al
extracto hidroalcohdlico de la
corteza de Ficus citrifolia Mill. al
20%, 40% y 60% presenta mejor
porcentaje de inhibicion en
comparacion con una Penicilina y

un Macrélido.

Actividad
antibacteria
na frente a

cepas de
Escherichia
coli ATCC

8739y
Pseudomon
as
aeruginosa
ATCC 9027.

Microbiolo

gico.

Medicion de
los halos de
inhibicion

(mm).

-Poblacién microbiolégica:
microorganismos bacterianos de
cepas de Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa.
-Muestra microbioldgica: las cepas
estandarizadas de Escherichia coli
ATCC 8739 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027.

IV. TECNICA DE PROCESAMIENTO
DE RESULTADOS:

Tabla y graficos analizados por el
programa estadistico (SPSS) en la

version que se tenga disponible
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