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RESUMEN

Objetivo: Valorar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico del
fruto de Solanum sessiliflorum (cocona) contra Staphylococcus aureus vy

Streptococcus pyogenes.

Métodos: Se realizo la extraccion mediante maceracion por 10 dias, luego se
realizaron las pruebas de solubilidad, tamizaje fitoquimico segun Olga Lock, asi
como la prueba de Kirby-bauer, a las concentraciones de 25 %, 50 % y 75 % frente

a vancomicina de 30 ug (control positivo) y etanol de 70° (control negativo).

Resultados: En la prueba de solubilidad, el extracto se disolvi6 en solventes
polares, mientras que en el tamizaje fitoquimico se identificaron alcaloides, taninos
y antocianinas como principales metabolitos secundarios y azucares como
metabolitos primarios, finalmente en el ensayo microbioldgico las concentraciones
al 25 % , 50 % y 75 % presentaron una media de sus halos de inhibicion de 6,80
mm + 0,02 mm; 7,94 mm = 0,002 mm y 8,44 mm = 0,004 mm, frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923, respectivamente, y de 9,27 mm = 0,01 mm,;
12,62 mm = 0,01 mm, 15,86 mm = 0,02 mm, en el caso de Streptococcus pyogenes
ATCC 19615. La estadistica descriptiva determino que existe diferencia significativa
entre cada grupo experimental, a pesar de que ninguno de estos fue superior al
control positivo.

Conclusiones: El extracto hidroalcohodlico del fruto de Solanum sessiliflorum
presenta efecto antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus vy

Streptococcus pyogenes.

Palabras claves: Solanum sessiliflorum, taninos, alcaloides, actividad

antibacteriana.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vitro antibacterial effect of the hydroalcoholic extract
of the fruit of Solanum sessiliflorum (cocona) against Staphylococcus aureus and

Streptococcus pyogenes.

Methods: Extraction was carried out by maceration for 10 days, then solubility tests,
phytochemical screening according to Olga Lock, as well as the Kirby-bauer test
were performed at concentrations of 25%, 50% and 75% against 30 ug vancomycin
(positive control) and 70° ethanol (negative control).

Results: In the solubility test, the extract was dissolved in polar solvents, while in
the phytochemical screening, alkaloids, tannins and anthocyanins were identified as
main secondary metabolites and sugars as primary metabolites, finally in the
microbiological assay the hydroalcoholic extracts at 25 % , 50 % and 75 %
presented an average of their inhibition halos of 6,80 mm £ 0,02 mm; 7,94 mm %
0.002 mm and 8,44 mm = 0,004 mm, against Staphylococcus aureus ATCC 25923,
respectively, and of 9,27 mm + 0,01 mm; 12,62 mm = 0,01 mm and 15,86 mm +
0,02 mm, in the case of Streptococcus pyogenes ATCC 19615. Descriptive statistics
determined that there is significant difference between each experimental group,

despite the fact that none of these was superior to the positive control.
Conclusions: The hydroalcoholic extract of Solanum sessiliflorum fruit shows in
vitro antibacterial effect against Staphylococcus aureus and Streptococcus

pyogenes.

Key words: Solanum sessiliflorum, tannins, alkaloids, antibacterial activity.



l.  INTRODUCCION

La piel es considerada como el 6rgano mas grande que tiene el ser humano,
sobre ella habita una microbiota saproéfita compuesta por diversos géneros de
bacterias?!, que son patégenos oportunistas y algunas de esas especies son
agentes etiologicos de una serie de enfermedades cutaneas como el impétigo,
forunculos, foliculitis, asi como la fascitis necrotizante, causada por la asociacion

entre Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes?34,

Una de las principales bacterias que produce infecciones topicas en los Estados
Unidos es Staphylococcus aureus®, responsable de provocar unas 22,000
muertes en ese pais y 25,000 en Europa anualmente®, por otro lado, la
prevalencia de esta bacteria supera el 25 % en paises como ltalia, Grecia, Chipre
y Malta’, mientras que, en China su incidencia es del 82,6 % en nifios
hospitalizados®, a su vez en Nueva Zelanda se reportan 108 casos por cada
100,000 habitantes de manera anual®. Este microorganismo afecta
principalmente a la poblacion mas joven como nifios entre los 2 a 5 afios de
edad!®1, asi como a pacientes inmunodeprimidos, oncolégicos y diabéticos??,
al igual que Streptococcus pyogenes, patbgeno causante de la erisipelal®; la
informacion sobre su epidemiologia en infecciones cutaneas, es limitada en
paises del medio oriente, pero a nivel mundial se estima que alrededor de 18,1
millones de personas presentan infecciones en la piel por esta bacterial4,
mientras que en Nueva Zelanda se registran por afio mas de 100 casos en

nifiosto.

En el Perd, no se cuenta con la informacion precisa sobre estas bacterias, pero
un estudio a nivel nacional, evidencié que ambos microorganismos son los mas
comunes en producir infecciones cutaneas!®, otra investigacion muestra que
Streptococcus pyogenes se manifestd en un 59 % sobre una poblacidén
estudiantil en Trujillo, mas que otras bacterias de su género’, por otra parte, un
estudio realizado en un centro de salud del Callao, confirmé que Staphylococcus

aureus fue el principal agente etiolégico de celulitis en un 40 % de pacientes?®.

La alta prevalencia global de ambas bacterias, tiene como principales causas

algunos habitos del paciente como la automedicacién y la baja adherencia del
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tratamiento antibiGtico, otro motivo es la falta de compromiso del personal de
salud, que no realiza una adecuada prescripcién y/o asesoramiento en el
tratamiento de estas infecciones®, lo que conlleva a que el microorganismo
desarrolle resistencia contra los antibiéticos, perjudicando la salud del paciente
y la economia del presupuesto publico que se gasta en salud?®, como en el caso
de Australia que genera un gasto de 185,1 millones de délares en el tratamiento

de este tipo de infecciones?'.

Entre las soluciones se establecen el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas, como vacunas o0 la aplicacibn de nuevos medicamentos
antibiéticos?223 e incluso la bisqueda de nuevas alternativas terapéuticas, como
el uso de plantas amazonicas, las cuales cuentan con un alto contenido de
constituyentes organicos con actividad antibacteriana y que ademas tienen la
aceptacion de las comunidades locales?*, como es el caso del fruto de Solanum

sessiliflorum (cocona).

La cocona (Solanum sessiliflorum), pertenece a la familia Solanaceae y se
distribuye por todo el continente americano, principalmente en la amazonia?®,
crece sobre suelos organicos y acidos?®. La pulpa del fruto presenta una amplia
variedad de constituyentes quimicos organicos?’. De manera tradicional se utiliza
contra las mordeduras de arafias y ademas presentan actividad antimicrobiana,

antioxidante e hipolipemiante?82°,

Staphylococcus aureus, es una bacteria grampositiva, con forma de cocos y se
organiza como un “racimo de uvas”, sus colonias son de color dorado y se puede
diferenciar de manera bioguimica, mediante la prueba de catalasa positiva®°,
esta bacteria habita principalmente en los érganos blandos del ser humano?®?, por
otro lado, es considerada como un patdégeno hospitalario por las diversas
infecciones que produce en pacientes internados®?, como las cutaneas, por
ejemplo, el impétigo y celulitis®3. Por la resistencia que presenta ante los

betalactamicos, como tratamiento se usan glucopéptidos o vancomicina3+3°,

Streptococcus pyogenes, es también una bacteria grampositiva, catalasa
negativa y se agrupa formando cadenas de cocos®®, dicho microorganismo
produce enfermedades a nivel respiratorio, sistémico y cutaneo, afectando a la
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poblacion pediatrica®’38; una de las infecciones cutdneas mas letales es la
fascitis necrotizante, que produce necrosis en la piel®®. Su tratamiento, en

primera linea, es el uso de antibiéticos betalactamicos?°.

Entre los antecedentes al desarrollo del trabajo de investigacion se dispone de

los siguientes:

Ramon J, et al (2020), evaluaron la actividad antioxidante y antimicrobiana de
los extractos metandlicos de las hojas de plantas del género Solanum, segun la
metodologia de ensayo de coloracion de radical y el método de difusion en agar
de Mora, los resultados para Solanum sessiliflorum, mostraron que tiene una alta
actividad antioxidante pero una deficiente actividad antibacteriana en

comparacion con las demas especies*..

Montagner G, et al (2020), verificaron la actividad antioxidante y antitumoral del
extracto hidroalcohdlico del fruto de Solanum sessiliflorum, y ademas
identificaron la mayor cantidad de metabolitos presentes, mediante
cromatografia liquida de alta eficacia. Como resultado hallaron la presencia de
polifenoles, alcaloides, flavonoides, taninos, asi como acido galico, beta caroteno

y acido cafeico*?.

Montero A. (2018), realizé una busqueda bibliografica con el objetivo de conocer
los compuestos funcionales presentes en diversos frutos amazonicos, como
Solanum sessiliflorum, mediante la busqueda en revistas con 10 afios de
antigliedad, hallé que las semillas y la pulpa de este fruto contienen alto

contenido de metabolitos primarios*3.

Coaquira S y Quispe R (2020), evaluaron la actividad antibacteriana de los
extractos etandlicos de tres marcas de tocosh (Solanum tuberosum) frente a
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 mediante la técnica de Kirby
Bauer; en sus resultados hallaron que la marca 1 tuvo mayor efecto que las

marcas 2 y 3 frente a dicha cepa bacteriana®.

Garcia J, et al. (2020), determinaron los efectos antioxidante y antibacteriano de
Solanum radicans L.F. (huallpachaqui), ademas de la presencia de metabolitos

secundarios segun la técnica de Olga Lock. En cuanto a los resultados
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microbiolégicos, el extracto vegetal mostré actividad frente a Staphylococcus
aureus, y se hallo la presencia de flavonoides, compuestos fendlicos, alcaloides,

triterpenos, etc.*.

Lopez Y. (2017), evalud el efecto antibacteriano del extracto acuoso de Solanum
tuberosum (papa fermentada) frente a Staphylococcus aureus, en comparacion
con vancomicina y oxacilina; hallando que la cepa bacteriana es sumamente
sensible a las concentraciones de 50 % y 100 % del extracto acuoso comparado

con los controles positivos utilizados?.

La justificacién de la investigacion esta basada en el aporte del conocimiento
etnobotanico y etnofarmacolégico de uno de los usos terapéuticos tradicionales
gue la poblacién le otorga al fruto de procedencia amazoénica Solanum
sessiliflorum (cocona), ya que se brindara una nueva gama de moléculas
provenientes de una fuente natural, con efecto antibacteriano frente a las
especies bacterianas de interés para el estudio, que presentan una alta
prevalencia mundial en infecciones cutaneas y que ademas han ido adquiriendo
resistencia contra los antibidticos, por lo tanto postulamos a Solanum
sessiliflorum (cocona) como una fuente de moléculas con accion terapéutica,
siguiendo una de las recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud?*’,
gue proyecta que para el afio 2050 la resistencia bacteriana afectara gravemente
a la poblacion e incluso ocupara uno de los primeros lugares de mortalidad en el
mundo; mientras que la justificacion practica brindaréd una alternativa terapéutica,
natural, econémica y de facil acceso para aquel sector de la poblacién que no

tiene un alcance a un tratamiento antibiético adecuado.

Y en cuanto a la justificacion metodoldgica, las técnicas que se usaran durante
los ensayos fitoquimicos y microbiolégicos, garantizaran que los resultados que

se obtengan en la investigacion sean confiables, precisos y seguros.

El objetivo general del estudio fue valorar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto hidroalcohdlico del fruto de Solanum sessiliflorum (cocona) contra cepas

de Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes.

La hipotesis general del estudio fue:
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El extracto hidroalcohdlico in vitro del fruto de Solanum sessiliflorum (cocona)
tiene efecto antibacteriano contra cepas de Staphylococcus aureus vy

Streptococcus pyogenes.
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ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 ENFOQUE Y DISENO DE LA INVESTIGACION

Enfoque: Cuantitativo, porque los resultados se presentaron mediante
mediciones numéricas, con la finalidad de verificar el comportamiento de las
variables?*®: 65,

Experimental: debido a que se manipularon las variables?.

Explicativo: porque se conocio como influyo la variable independiente sobre la
variable dependiente?®.

Correlacional: porque se evalud la relacion entre las variables ante una
determinada poblacion?®.

Transversal: porque la informacién fue recolectada en un momento preciso del

estudio?®.
2.2 POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

La poblacion recolectada del fruto de Solanum sessiliflorum (cocona) fue de 6
Kg y se llevd a cabo en el distrito de Kimbiri, provincia de La Convencion en el
departamento de Cusco en el valle del Rio Apurimac, con coordenadas
geograficas UTM: E 0633905 N 8606725 y a 742 m.s.n.m. La recoleccién se
efectud vistiendo la indumentaria correcta como guantes, gorro y cubrebocas,
luego los frutos recolectados fueron guardados en una caja de tecnopor que
permitié la conservacion de estos para ser transportados a Lima. El muestreo

realizado fue aleatorizado en la zona de recoleccion.
La identificacion taxondmica fue realizada por un biélogo - botanico particular.

Los frutos se acondicionaron en una caja de tecnopor y se trasladé al
laboratorio Biologico y Analisis Clinico Santa Rosa de Pachacamac E.I.R.L.,
donde se realiz6 una seleccion de los frutos, separando aquellos que
presentaban signos de contaminacion, descomposiciéon o hayan sufrido golpes
durante el traslado. Luego se procedio a lavar los frutos con flujo constante de
agua potable a temperatura ambiente con la finalidad de retirar los vestigios de
tierra u otras impurezas, posteriormente se realizé la desinfeccion de estos

utilizando una soluciéon de hipoclorito de sodio a 10 ppm por 15 minutos,
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terminado este tiempo se realizd un enjuague con agua destilada, acto seguido
se les quité la cascara para cortar en rodajas la pulpa®. Los pesos fueron los

siguientes:

= Peso fruta limpia y desinfectada sin pelar: 4794 g

= Peso pulpa del fruto cortado en rodajas: 1583,6 g

Las rodajas de fruta se colocaron sobre placas petri y luego fueron insertadas
en una estufa con aire recirculante a una temperatura de 40°C por 48 horas®.
Luego del secado en la estufa, se procedi6 a realizar la trituracion mecanica del
fruto seco utilizando un mortero y pilon, con la finalidad de reducir el tamafio de
particulas y aumentar el nUmero de las mismas, para hacer mas eficiente el
proceso de extraccion al incrementar la superficie de contacto.
Obteniendo un peso 173,2 gramos de frutos secos de Solanum sessiliflorum

(cocona).

La extraccion se realiz6 en el laboratorio Bioldgico y Analisis Clinico Santa Rosa
de Pachacamac E.I.R.L., mediante la técnica de maceracion, utilizando el fruto
seco triturado junto con 250 mL de etanol de 70° como disolvente, este proceso
se llevé a cabo en un frasco ambar, durante 10 dias y ademas se realizo
agitaciobn mecanica cada 12 horas. Luego de este tiempo se realizo la filtracion
empleando papel filtro Whatman N° 1 junto con un embudo de vidrio;
obteniendo una cantidad de 210 mL de liquido filtrado. Finalmente, para
evaporar el disolvente, el liquido se sometié nuevamente a secado en la estufa
de aire recirculante a una temperatura de 40°C hasta sequedad*®. Luego de 48

horas, se obtuvo una muestra de 53,62 g de extracto seco.

En cuanto a la unidad de analisis utilizamos cepas de Streptococcus pyogenes
ATCC 19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 liofilizadas.

2.3 VARIABLES DE INVESTIGACION

Variable independiente: Extracto hidroalcohdlico del fruto de Solanum
sessiliflorum (cocona).

Definicidn _conceptual: Mezcla concentrada que contiene los constituyentes

guimicos organicos de la planta.
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Definicidn _operacional: La maceracion permite aislar diferentes sustancias

guimicas presentes en la planta con el uso de un disolvente.
Variable dependiente: Efecto antibacteriano frente a cepas de Staphylococcus
aureus y Streptococcus pyogenes.

Definicion _conceptual: Capacidad que tiene una sustancia para inhibir el

crecimiento bacteriano

Definicién operacional: El efecto antibacteriano se mide mediante la

susceptibilidad o resistencia que presenta la bacteria ante una determinada
sustancia.
2.4. TECNICAS E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica utilizada en el estudio fue la observacion, y el instrumento de
recoleccion de datos fue el uso de fichas en las que se recepcionaron los
resultados de la prueba de solubilidad, tamizaje fitoquimico y del ensayo
microbioldgico por cada bacteria utilizada.

2.5. PROCESO DE RECOLECCION DE DATOS
2.5.1 Andlisis del extracto hidroalcohdlico

El analisis se realizé en el laboratorio Biolégico y Analisis Clinico Santa
Rosa de Pachacamac, E.I.R.L. Se realizaron las siguientes pruebas:

a) Indice afrosimétrico: Se coloco 0,5 g de extracto seco en un tubo de
ensayo y se agregd 2 mL de etanol de 70° y se procedié con la
agitacion.

b) Determinacién de pH a 25°C: En un tubo de ensayo se agreg6 2,5 g
del extracto seco de cocona junto con 10 mL de etanol de 70° y se
procedio a medir el pH utilizando un potenciometro.

c) Prueba de Solubilidad.

Se utiliz6 0,5 g del extracto seco y se le agregd a cada uno de los 8
tubos de prueba, para luego agregar 2 mL de cada uno de los
siguientes solventes:

» Tubo N° 01: Eter de petréleo

= Tubo N° 02: Diclorometano

= Tubo N° 03: Cloroformo

17



= Tubo N° 04: Butanol

= Tubo N° 05: Etanol de 70°

= Tubo N° 06: Metanol

= Tubo N° 07: Agua destilada
= Tubo N° 08: Dimetilsulfoxido

2.5.2 Prueba de tamizaje fitogquimico.
En este ensayo se utilizd 0,5 g del extracto seco y se colocé en 14
tubos de ensayo, para luego disolverlo en etanol de 70°, segun el
método de Olga Lock®. Los reactivos que se utilizaron fueron los
siguientes:

Tabla 1: Ensayo de tamizaje fitoquimico

TUBO ENSAYOS METABOLITO
N° 1 Borntrager Antraquinonas
N° 2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos
N° 3 Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides
N° 4 Dragendorff Alcaloides
N° 5 Mayer Alcaloides
N° 6 Wagner Alcaloides
N° 7 Baljet Lactonas a, B-insaturadas
N° 8 Gelatina Taninos
N°9 Gelatina-sal Taninos
N° 10 NaOH 10% Antocianinas
N° 11 Shinoda Flavonoides
N° 12 Benedict Azlcares reductores
N° 13 Fehling Ay B AzUcares reductores
N° 14 Ninhidrina Aminoécidos libres

Fuente: Elaboracién propia

2.5.3 Ensayo Microbiolégico.
El ensayo se realizd en el laboratorio Biolégico y Andlisis Clinico
Santa Rosa de Pachacamac E.I.R.L. utilizando el método de Kirby-

Bauer®!. Los pasos que se realizaron fueron los siguientes:

a) Preparacion de los extractos a ensayar

18



b)

Los extractos de la pulpa del fruto de Solanum sessiliflorum se
prepararon comenzando con el extracto de mayor
concentracion, calculando en 20 mL, de esta manera se peso
15 g de extracto seco colocandolo en una fiola, y enrasando
con etanol de 70° hasta los 20 mL, para obtener la
concentracion al 75 % y a partir de aqui utilizando la siguiente
férmula se prepararon las demas concentraciones:
CixVi=Cz2xV2
Para preparar el extracto al 50 % en concentracion:
50% x15mL=75% x V2
V2 =10 mL
Donde el V2, fueron los mililitros que se tuvieron que extraer
del extracto al 75 %, enrasando con etanol de 70° hasta los
15 mL.
Para el extracto al 25 % en concentracion:
25 % x 10 mL =50 % x V2
V2=5mL
Donde el V2, fueron los mililitros que se tuvieron que extraer
del extracto al 50 %, enrasando con etanol de 70° hasta los
10 mL.
Activacion de las cepas a ensayar.

La activacion de los inéculos se preparo utilizando el Kwik-stik
microbiologics®, que contenia a las cepas de Streptococcus
pyogenes ATCC 19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923
liofilizadas. El procedimiento se realizO de la siguiente
manera®2 3,
= El Kwik-stik contenia en la parte superior una ampolla con
liquido hidratante, el cual fue liberado al apretar una sola
vez la mencionada ampolla que se encuentra en la tapa.
Luego de realizar esta operacion el Kwik-stik se mantuvo
en posicidn vertical para facilitar el flujo del liquido por el
mango hasta la parte inferior de la unidad que contiene el

granulo.
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= Seguido, se presiond la parte inferior de la unidad para
lograr una suspension homogénea.

= Posteriormente se procedid a saturar el hisopo, que
contiene el producto, con el material hidratado y se
transfirid a una placa con agar sangre para Streptococcus
pyogenes y agar nutritivo para Staphylococcus aureus, los

cuales fueron incubados a 37 °C. durante 24 horas.
c) Preparacion del inoculo.

Luego del procedimiento de activacion, se realizd6 una
suspension directa, utilizando solucion salina (cloruro de sodio
0,9 %), de las colonias obtenidas a partir de las placas
incubadas previamente. La turbidez resultante fue ajustada
comparandola de manera visual con la turbidez del estandar
0,5 de Mc. Farland.

d) Preparacion de los medios de cultivo.
El agar Mueller Hinton se preparé a partir de la base
deshidratada y ademas siguiendo las indicaciones
proporcionadas por el fabricante, de la siguiente manera:
= Se pes6 6,08 g del agar y se adicion6 160 mL de agua
destilada, posteriormente se procedid a calentar con
agitacion constante hasta lograr la disolucion total del
medio de cultivo, por dltimo, se esterilizo empleando el
autoclave, sometiendo al medio de cultivo a 15 libras de
presién y a una temperatura de 121°C durante 15 minutos.
= Una vez finalizado el proceso de esterilizacion se dejo
enfriar hasta que el medio de cultivo alcanzé una
temperatura entre 45°C — 50°C y se distribuyd en placas
petri estériles de 90 x 15 mm.
El agar Mueller Hinton enriquecido con sangre de carnero al 5
%, se preparo de la siguiente manera:
= Se peso 6,08 g de la base deshidratada y se adicioné 160
mL de agua destilada, a continuacién, se procedi6 a
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calentar con agitacion frecuente hasta lograr la disolucién
total del medio de cultivo, por udltimo, se esteriliz6 en
autoclave sometiéndolo a 15 libras de presion y a una
temperatura de 121°C durante 15 minutos.

= Una vez terminado el proceso anterior se dejo enfriar hasta
que el medio de cultivo alcanzd una temperatura entre
45°C — 50°C y se agregd 5 % de sangre bovina estéril al
medio fundido y estéril.

= Luego que se adiciono la sangre se homogeneiz6 el medio
de cultivo y se distribuyd en placas petri estériles de 90 x
15 mm.

e) Inoculacion de las placas

Luego de 15 minutos de realizar el ajuste de la turbidez se llevo
a cabo el sembrado de las cepas en agar Mueller Hinton para
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y en agar Mueller Hinton
enriquecido con sangre de carnero al 5 % para Streptococcus
pyogenes ATCC 19615. El sembrado se realizd sumergiendo
un hisopo estéril sobre las suspensiones obtenidas y
presionandolo sobre las paredes del tubo para remover el
exceso del indculo; seguido se procedio a realizar el sembrado
sobre las superficies secas de los agares ya mencionados,
realizando estrias en tres diferentes direcciones y girando la
placa a 60°, con la finalidad de obtener una distribucion

uniforme.

Los discos de difusion se prepararon a partir de papel filtro
Whatman N° 1 previamente esterilizados y cortados hasta
obtener un diametro de 6 mm. Cada disco fue embebido con
10 uL de las concentraciones y controles a utilizar y se
colocaron sobre la superficie del medio de cultivo con ayuda
de pinza esterilizada. La distribuciéon de las sustancias fue de

la siguiente manera:

= Grupo I: Discos embebidos con etanol de 70 °.
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= Grupo Il: Discos embebidos con extracto del fruto de la
cocona al 25 %.

= Grupo lll: Discos embebidos con extracto del fruto de la
cocona al 50 %.

= Grupo IV: Discos embebidos con extracto del fruto de la
cocona al 75 %.

= Grupo V: Discos de vancomicina de 30 ug.
f) Interpretacion de los resultados.

La incubacion de las placas se realiz6 de manera invertida
durante 24 horas y a una temperatura de 37°C y en
condiciones de anaerobiosis para Streptococcus pyogenes®*,
posteriormente a este tiempo se procedido a medir los halos
utilizando un vernier para poder emplear estos valores en la

escala de Duraffourd®® y el porcentaje de eficacia.

2.6. METODOS DE ANALISIS ESTADISTICOS
Los resultados se sometieron a analisis estadisticos utilizando el paquete
informatico Microsoft Excel version 2016, para realizar las pruebas de
ANOVA, test de Tukey y test de Dunett®®. Por otra parte, también se usé el
programa estadistico SPSS (Statistical Package for the Social Science) en

su version estable 26,0.

2.7. ASPECTOS ETICOS
En la presente investigacion se siguid uno de los codigos de ética que fue
dictado durante el Tribunal Internacional de Nuremberg, que plantea que
todo experimento o ensayo a realizar debe ser beneficioso para la
comunidad. Por otra parte, los ensayos realizados son métodos validados
permitiéndonos que los resultados sean lo mas exactos posibles y no se

originen malas interpretaciones®’.
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[ll. RESULTADOS

3.1 indice afrosimétrico, determinacién de pH y prueba de solubilidad.

Tabla 2: Ensayo de indice afrosimétrico

indice afrosimétrico Metabolito Resultado

Prueba de espuma Saponinas +

(-): Ausencia; (+): Minima; (++): Mediana (+++): Abundante presencia
Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 2, se aprecia el resultado del indice afrosimétrico, en el cual el

resultado fue minimo para la muestra.

Tabla 3: Ensayo para la determinacion de pH

Temperatura Resultado
Determinacion de pH

25°C 3,3

Fuente: Elaboracion propia
En la tabla 3, se brinda el resultado del ensayo de determinacion de pH, a
temperatura ambiente de 25° C, obteniendo un resultado de 3,3, es decir la
muestra es de naturaleza acida.

Tabla 4: Resultados de la prueba de solubilidad

TUBO SOLVENTES RESULTADOS
Ne 1 Eter de petréleo -
N° 2 Diclorometano -
N° 3 Cloroformo -
N° 4 Butanol -
N° 5 Etanol de 70° +++
N° 6 Metanol ++
N° 7 Agua destilada +
N° 8 Dimetilsulféxido +++

(-): Insoluble; (+): Poco soluble; (++): Medianamente soluble; (+++): Muy soluble

Fuente: Elaboracién propia
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En la tabla 4, se aprecia los resultados obtenidos durante la prueba de

solubilidad, en la cual el extracto hidroalcohdlico de Solanum sessiliflorum,

demuestra una mayor afinidad hacia los solventes de naturaleza polar a

diferencia de los no polares.

3.2 Marcha fitoquimica.

En la marcha fitoquimica, realizada segun el método propuesto por Olga

Lock, se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 5: Resultados de la marcha fitoquimica

TUBO ENSAYOS METABOLITOS RESULTADOS
Metabolitos secundarios
N° 1 Borntrager Antraquinonas -
N° 2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos +
N° 3 Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides +
N° 4 Dragendorff Alcaloides +++
N° 5 Mayer Alcaloides +++
N° 6 Wagner Alcaloides +++
N° 7 Baljet Lactonas a,B-insaturadas +
N° 8 Gelatina Taninos +++
N° 9 Gelatina-sal Taninos +++
N° 10 NaOH 10 % Antocianinas +++
N° 11 Shinoda Flavonoides -
Metabolitos primarios

N° 12 Benedict Azucares reductores +++
N° 13 Fehling Ay B Azlcares reductores +++
N° 14 Ninhidrina Aminoacidos libres +

(-): Ausencia; (+): Minima; (++): Mediana (+++): Abundante presencia

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla 5, se evidencia que, durante la marcha fitoquimica realizada, el

extracto hidroalcohélico de Solanum sessiliflorum (cocona), tiene una

prevalencia 6ptima de metabolitos primarios tal como azlcares reductores,

y también de metabolitos secundarios tales como alcaloides, taninos y

antocianinas.

3.3 Ensayo Microbiolégico.
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En la siguiente tabla se aprecian los resultados obtenidos durante la prueba

de difusion en agar de Kirby Bauer.

Tabla 6: Resultados del ensayo microbiologico de sensibilidad

Microorganismo

Diametros de inhibicién en mm

Vancomicina Etanol
75 % 50 % 25 %
de 30 ug 70°
Staphylococcus 8,44 7,94 6,73 21,27 6
aureus ATCC 8,44 7,94 6,73 21,29 6
25923 8,45 7,94 6,79 21,28 6
8,43 7,93 6,84 21,28 6
8,45 7,93 6,83 21,11 6
Promedio 8,44 7,94 6,80 21,25 6
Microorganismo Diametros de inhibicion en mm
Vancomicina Etanol
75 % 50 % 25 %
de 30 ug 70°
Streptococcus 15,88 12,60 9,27 26,64 6
pyogenes ATCC 15,89 12,63 9,23 26,82 6
19615
15,93 12,59 9,29 26,64 6
15,81 12,65 9,26 26,61 6
15,80 12,62 9,29 26,63 6
Promedio 15,86 12,62 9,27 26,67 6

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 6, se muestran los resultados del ensayo microbiolégico por cada

muestra utilizada en cada una de las cepas del estudio.

Segun la escala de Duraffourd, los valores para evaluar la sensibilidad o

resistencia son los siguientes:

= Nula (-): para un diametro inferior a 8 mm.

= Sensibilidad baja (+): para un diametro entre 9 a 14 mm.

= Sensibilidad Media (++): para un diametro entre 14 y 20 mm.

25




= Sensibilidad alta (+++): para un diametro superior a 20 mm.

De acuerdo a estos valores, solo el extracto al 75 % del fruto de Solanum
sessiliflorum (cocona) seria efectivo contra la cepa de Streptococcus
pyogenes ATCC 19615.

Segun el porcentaje de eficacia, se realizaron los siguientes calculos,
teniendo en cuenta el valor promedio del control positivo (vancomicina de 30

de ug) como el 100 %. Los resultados se plantearon en la siguiente tabla:

Tabla 7: Resultados del porcentaje de eficacia

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Grupos Extracto | Extracto al | Extracto al Vancomicina Etanol
utilizados al 75 % 50 % 25 % de 30 ug. 70°
Porcentaje de
o 39 % 37 % 31 % 100 % 28 %
eficacia
Streptococcus pyogenes ATCC 19615
Grupos Extracto | Extracto al | Extractoal | Vancomicina Etanol
utilizados al 75 % 50 % 25 % de 30 ug. 70°

Porcentaje de
o 59 % 47 % 35% 100 % 22 %
eficacia

Fuente: Elaboracion propia.

Por los resultados obtenidos se puede apreciar que los extractos utilizados
contra la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 no presentaron una
inhibicion mayor al 50 %, sin embargo, en el caso de la cepa Streptococcus
pyogenes ATCC 19615, solo el extracto a la concentracion al 75 % presenta
una inhibicién mayor al 50 %.

3.4 Analisis Estadistico.

Tabla 8: Cuadro descriptivo de las medias - medida de los halos de inhibicion para
Staphylococcus aureus ATCC 25923

. Desviacion Error 95% del intervalo de o o
N Media 3 3 . . Minimo Maximo
estandar estandar confianza para la media
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Limite Limite

inferior superior
Extractoal 25% | 5 6,7960 0,04336 0,01939 6,7422 6,8498 6,73 6,84
Vancomicina de
30 ug

5 21,2460 0,07635 0,03415 21,1512 21,3408 21,11 21,29

(control
positivo)
Extractoal 50% | 5 7,9360 0,00548 0,00245 7,9292 7,9428 7,93 7,94
Etanol de 70°
(control 5 6,0000 0,00000 0,00000 6,0000 6,0000 6,00 6,00
negativo)
Extractoal 75% | 5 8,4420 0,00837 0,00374 8,4316 8,4524 8,43 8,45
Total 25 | 10,0840 5,76261 1,15252 7,7053 12,4627 6,00 21,29

Fuente: Programa estadistico SPSS version 26
La tabla 8 muestra de manera general, los grupos utilizados durante el ensayo de
susceptibilidad microbiolégica contra las cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923, el numero de placas utilizados para cada uno de ellas y la media aritmética

de las medidas de los halos de inhibicidon que se produjeron por muestra.

Tabla 9: Analisis de varianza para las cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923

Media
Suma de cuadrados Gl . F Sig.
cuadrética
Entre grupos 796, 952 4 199,238 127553,067 0,000
Dentro de grupos 0,031 20 0,002
Total 796, 983 24

Fuente: Programa estadistico SPSS version 26

H nuia = EI Extracto hidroalcohdlico del fruto de Solanum sessiliflorum (cocona) no
presenta efecto antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923.

H atemativa = EI Extracto hidroalcohdlico del fruto de Solanum sessiliflorum (cocona)
si presenta efecto antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923.

La tabla 9 muestra el Analisis de Varianza (ANOVA), donde se aprecia
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principalmente el valor P o valor de significacién, y siendo alfa = 0,05, cuando el
valor p es mayor al valor alfa, la hipétesis es nula, indicando que no hay diferencia
significativa entre las medias; cuando el valor p es menor al valor alfa, la hipoétesis
es alternativa, indicando que si existe diferencia significativa entre las medias, por
lo tanto, al ser el valor de significacion (0,00) menor al valor alfa (0,05), la hipbtesis
es alternativa, corroborando la hipé6tesis “El Extracto hidroalcohélico del fruto de
Solanum sessiliflorum (cocona) si presenta efecto antibacteriano sobre cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923”, que nos indica a su vez que existe diferencia

significativa entre las medias de los grupos de muestras.

Graficos de medias

25,00

20,00

15,00

10,00

Media de Medida del halo de inhibicion

5,00

T T T T T
Extracto al 25%  Vancomicina de 30 Extracto al S0% Etanol al 70% Extracto al 75%
ug (Corttral posttive) (Control negativo)

Concentracion de muestra

Figura 1. Medias de las medidas de los halos de inhibicion con

Staphylococcus aureus

Tabla 10: Tukey - Comparacion de las medias entre grupos de los halos de

inhibicion con Staphylococcus aureus ATCC 25923

95% de intervalo de

B Diferencia Error ) confianza
Concentracion de la muestra de medias . Sig. — -
(-J) estandar Limite Limite
inferior superior

Vancomicina de 30

ug. (control positivo) -14,45000 0,02500 0,000 -14,5248 -14,3752

Extracto al 25 % Extracto al 50 % -1,14000 0,02500 0,000 -1,2148 -1,0652
Xtracto a (4

Etanol de 70° (control

: 0,079600 0,02500 | 0,000 0,7212 0,8708
negativo)
Extracto al 75 % -1,64600 0,02500 | 0,000 -1,7208 1,5712
Extracto al 25 % 14,45000 0,02500 | 0,000 14,3752 14,5248
Vancomicina de 30 Extracto al 50 % 13,31000 0,02500 | 0,000 13,2352 13,3848

ug. (control positivo)

Etanol de 70° (control

negativo) 15,24600 0,02500 0,000 15,1712 15,3208
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Extracto al 75 % 12,80400 | 0,02500 | 0,000 | 12,7292 | 12,8788
Extracto al 25 % 1,14000 | 0,02500 | 0,000 1,0652 1,2148
Vancomicina de 30 -13,31000 | 0,02500 | 0,000 | -13,3848 | -13,2362
ug. (control positivo)
Extracto al 50 %
Etanol de 70° (control 1,93600 | 0,02500 | 0,000 1,8612 2,0108
negativo)
Extracto al 75 % -0,50600 | 0,02500 | 0,000 -0,5808 -0,4312
Extracto al 25 % -0,79600 | 0,02500 | 0,000 -0,8708 -0,7212
Vancomicina de 30
Etanol de 70° e Goontrol aosiive) -15,24600 | 0,02500 | 0,000 | -153208 | -15,1712
(control negativo)
Extracto al 50 % -1,03600 | 0,02500 | 0,000 -2,0108 41,8612
Extracto al 75 % -2,44200 | 0,02500 | 0,000 -2,5168 -2,3672
Extracto al 25 % 1,64600 | 0,02500 | 0,000 1,5712 1,7208
Vancomicina de 30 ug
(control posiive) -12,80400 | 0,02500 | 0,000 | -12,8788 | -12,7292
Extracto al 75 %
Extracto al 50 % 050600 | 0,02500 | 0,000 04312 0,5808
Etanol de 70° (control 244200 | 0,02500 | 0,000 23672 2,5168
negativo)

Fuente: Programa estadistico SPSS version 26

En la tabla 10, se presenta el Test de Tukey, el cual muestra la comparacion de las

medias de las muestras, a través del rango de diferencia de medias, ademas indica

una significacion o valor p en todas las comparaciones de medias de 0,000 lo que

nos vuelve a indicar que hay diferencia significativa entre las medias, ninguna se

asemeja a otra.

Tabla 11: Prueba de Dunnett, comparaciones multiples con la Vancomicina 30 ug

(Control positivo) - Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923

95% de intervalo de

Concentracion Concentracion de la gg(:zzf;z Error si confianza
de la muestra (1) muestra (J) (-J) estandar 9- Limite Limite
inferior superior
Extracto al 25 % E/C?)?]‘ifo’r;fgs‘ﬁisg)% ug -14,45000 | 0,02500 0,000 14,5163 | -14,3837
Extracto al 50 % E/C?)?]‘ifo’r;fgs‘ﬁisg)% ug -13,31000 | 0,02500 0,000 13,3763 | -13,2437
Etanol de Vancomicina de 30 u
70°(control (control positivo) 9 -15,24600 | 0,02500 0,000 15,3123 | -15,1797
negativo)
Extracto al 75 % Eﬁi?ﬁfoﬂfégﬁisgfo ug -12,80400 | 0,02500 0,000 12,8703 | -12,7377

Fuente: Programa estadistico SPSS version 26




Enlatabla 11 se aprecia la diferencia entre las medias de cada una de las muestras
utilizadas contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, comparados con el control
positivo (vancomicina de 30 ug), y ademas nos muestra que este control positivo
es significativamente mayor a cada uno de los grupos utilizados durante el ensayo
microbiolégico, inclusive con la media del extracto al 75 %, ya que el valor p significa
gue es menor a 0,05.

Tabla 12: Cuadro Descriptivo de las medias — Medida del halo de Inhibicién frente
a las cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615

95% del intervalo de
confianza para la
Desviacién Error )
N Media 3 ) media Minimo Méaximo
estandar estandar _ _
Limite Limite
inferior superior
Extractoal25% | 5 9,2680 0,02490 0,01114 9,2371 9,2989 9,23 9,29
Vancomicina de
30 ug
5 26,6680 0,08585 0,03839 26,5614 26,7746 26,61 26,82
(control
positivo)
Extractoal 50% | 5 12,6180 0,02387 0,01068 12,5884 12,6476 12,59 12,65
Etanol al 70 %
(control 5 6,0000 0,00000 0,00000 6,0000 6,0000 6,00 6,00
negativo)
Extractoal 75% | 5 15,8620 0,05541 0,02478 15,7932 15,9308 15,80 15,93
Total 25 | 14,0832 7,24888 1,44978 11,0910 17,0754 6,00 26,82

Fuente: Programa estadistico SPSS version 26
La tabla 12 presenta de manera general, los grupos utilizados durante el ensayo de
susceptibilidad microbioldgica contra las cepas de Streptococcus pyogenes ATCC
19615, el numero de placas utilizados para cada uno de ellas y la media aritmética

de las medidas de los halos de inhibicion que se produjeron por muestra.

Tabla 13: Andlisis de Varianza para las cepas de Streptococcus pyogenes ATCC
19615

Suma de Media .
gl - F Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 1261,062 4 315,266 135539,770 0,000
Dentro de grupos 0,047 20 0,002
Total 1261,109 24

Fuente: Programa estadistico SPSS version 26
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H nula = El Extracto hidroalcoholico del fruto de Solanum sessiliflorum (cocona) no
presenta efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus pyogenes ATCC
19615.

H atemativa = El Extracto hidroalcohdlico del fruto de Solanum sessiliflorum (cocona)
si presenta efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus pyogenes ATCC
19615.

La tabla 13 muestra el Analisis de Varianza (ANOVA), donde se aprecia
principalmente el valor P o valor de significacion, y siendo alfa = 0,05, cuando el
valor p es mayor al valor alfa, la hipétesis es nula, indicando que no hay diferencia
significativa entre las medias; cuando el valor p es menor al valor alfa, la hipétesis
es alternativa, indicando que si existe diferencia significativa entre las medias, por
lo tanto, al ser el valor de significacion (0,00) menor al valor alfa (0,05), la hipétesis
es alternativa, corroborando la hipétesis “El Extracto hidroalcohélico del fruto de
Solanum sessiliflorum (cocona) si presenta efecto antibacteriano sobre cepas de
Streptococcus pyogenes ATCC 196157, que nos indica a su vez que existe
diferencia significativa entre las medias de los grupos de muestras.

Tabla 14: Tukey - Comparacion de las medias entre grupos de los halos de
inhibicidn con Streptococcus pyogenes ATCC 19615

. . 95% de intervalo de
Diferencia

. ) Error . confianza
Concentracion de la muestra de medias snd Sig. — —
(-J) estandar 'lel'te L|m|t_e
inferior superior

Vancomicinade 30ug | 17 49000 | 0,03050 | 0,000 -17.4913 | -17,3087

(control positivo)

Extracto al 50 % -3,35000 0,03050 0,000 -3,4413 -3,2587

Extracto al 25 %

Etanol de 70° (control

negativo) 3,26800 0,03050 0,000 3,1767 3,3593

Extracto al 75 % -6,59400 0,03050 0,000 -6,6853 -6,5027

Extracto al 25 % 17,40000 0,03050 0,000 17,3087 17,4913

Extracto al 50 % 14,05000 0,03050 0,000 13,9587 14,1413

Vancomicina de 30
ug (control positivo) | Etanol de 70° (control

20,66800 0,03050 0,000 20,5767 20,7593

negativo)
Extracto al 75 % 10,80600 0,03050 0,000 10,7147 10,8973
Extracto al 25 % 3,35000 0,03050 0,000 3,2587 3,4413

Vancomicina de 30 ug

a -14,05000 | 003050 | 0,000 | -14,1413 | -13,9587
(control positivo)

Extracto al 50 %
Etanol de 70° (control 6,61800 | 0,03050 | 0,000 6,5267 6,7093
negativo)
Extracto al 75 % -3,24400 | 003050 | 0,000 | -3,3353 -3,1527
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Extracto al 25 % -3,26800 0,03050 0,000 -3,3593 -3,1767
Vancomicina de 30 ug
Etanol al 70 % (control positivo) -20,66800 0,03050 0,000 -20,7593 -20,5767
(control negativo)
Extracto al 50 % -6,61800 0,03050 0,000 -6,7093 -6,5267
Extracto al 75 % -9,86200 0,03050 0,000 -9,9533 -9,7707
Extracto al 25 % 6,59400 0,03050 0,000 6,5027 6,6853
Vancomicina de 30 ug
(control positivo) -10,80600 0,03050 0,000 -10,8973 -10,7147
Extracto al 75 %
Extracto al 50 % 3,24400 0,03050 0,000 3,1527 3,3353
Etanol de 70° (control | g 86500 | 0,03050 | 0000 | 9,707 9,9533
negativo)

Fuente: Programa estadistico SPSS version 26

En la tabla 14, se presenta el Test de Tukey, el cual indica la comparacion de las

medias de las muestras, a través del rango de Diferencia de medias, ademas indica

una significacion o valor p en todas las comparaciones de medias de 0,000 lo que

nos vuelve a indicar que hay diferencia significativa entre las medias, ninguna se

asemeja a la otra.

Graficos de medias
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Figura 2. Medias de las medidas de los halos de inhibicion con
Streptococcus pyogenes

Tabla 15: Prueba de Dunnett, comparaciones multiples con la Vancomicina 30 ug
(Control positivo) - Cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Concentracién
de la muestra (l)

Concentracién de la
muestra (J)

Diferencia
de medias

(-9)

Error
estandar

Sig.

95% de intervalo de

confianza
Limite Limite
inferior superior
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Vancomicina de 30 ug

xtracto al (0] it -1/, ’ y i N -1/,
E 125% | o oative) 17,40000 | 0,03050 0,000 17,4809 17,3191
Extracto al 50 % E/C?)?]‘ifo’r;)cggﬁisgfo ug -14,05000 | 0,03050 0,000 14,1309 | -13,9691
Etanol de 70° Vancomicina de 30 u
(control (control positivo) 9 -20,66800 | 0,03050 0,000 20,7489 | -20,5871
negativo)
Extracto al 75 % | Yancomicina de 30 ug -10,80600 | 0,03050 | 0,000 -10,8869 | -10,7251

(control positivo)

Fuente: Programa estadistico SPSS version 26

En la tabla 15 se aprecia la diferencia entre las medias de cada una de las muestras

utilizadas contra Streptococcus pyogenes ATCC 19615, comparados con el control

positivo (vancomicina de 30 ug), y ademas nos muestra que este control positivo

es significativamente mayor a cada uno de los grupos utilizados durante el ensayo

microbiolégico, siendo el valor p o significacion menor a 0,05. Sin embargo, la

diferencia de las medias del extracto al 75 % y el control positivo es menor, aunque

de igual manera la vancomicina 30 ug sigue siendo mayor a la media del extracto

a mayor concentracion.
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IV. DISCUSION

4.1 Discusién de resultados

En el presente trabajo de investigacion la muestra de la pulpa de la cocona,
obtuvo un pH 3,3 resultado que nos indica que es de naturaleza acida,
equiparable al resultado de Aguirre 1, et al (2017)8, que indica el pH 3,39 como
caracteristica de la pulpa de la cocona.

En la prueba de solubilidad, la muestra del fruto del Solanum sessiliflorum fue
soluble en solventes de naturaleza polar como metanol, etanol de 70° y
dimetilsulféxido, resultados muy similares a los de Torres K (2019)%°, en su
investigacion uso el fruto de Solanum melongena L.(berenjena), que fue soluble
con metanol, etanol y agua. Esta comparacion se hace a nivel de género
(Solanum), debido a que no se hallé literatura de los ultimos 5 afios para la
especie en estudio.

Para el ensayo de tamizaje fitoquimico, el extracto hidroalcohdlico presentd una
reaccion positiva ante los reactivos de Benedict, asi como Fehling A 'y B
indicando la presencia de azUcares reductores; por otro lado, también reacciono
de manera satisfactoria con los reactivos de Mayer, Wagner y Dragendorff para
alcaloides; gelatina y gelatina sal para taninos y con el reactivo de hidroxido de
sodio al 10 % para antocianinas. Estos resultados son muy semejantes a los
obtenidos por Arapa A, et al (2015)%2, quienes detectaron la presencia de
taninos, compuestos fendlicos y alcaloides en la pulpa de Solanum sessiliflorum,
segun el método empleado por Olga Lock; otro estudio con resultados
semejantes fue el reportado por Montagner G, et al (2020)#?, mediante la técnica
de HPLC (Cromatografia liquida de alta eficacia), hallaron un alto contenido de
compuestos fendlicos y flavonoides, tales como quercetina, acido galico, acido
cafeico, etc.; esta diferencia podria deberse a las condiciones geogréficas
anicas que presenta cada zona de recoleccion y cultivo en las diversas regiones
donde habita Solanum sessiliflorum, provocando alteraciones el contenido de
metabolitos primarios y secundarios de esta especie.

El ensayo microbioldgico, consistié en evaluar la susceptibilidad bacteriana de
ambas cepas, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes
ATCC 19615, mediante la técnica de difusion en agar por Kirby Bauer y de

realizar una medicidon de esta utilizando la escala de Duraffourd. Los extractos
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utilizados contra las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 presentaron
una sensibilidad nula, este primer resultado es similar a lo detallado por Ramon
J, et al (2020)*1, con el extracto metandlico de hojas de Solanum sessiliflorum,
el cual no presento actividad antibacteriana contra dicha cepa, asi como contra
otras especies gramnegativas como Escherichia coli, etc. A pesar de la similitud
en resultados se utilizé un disolvente, asi como una droga vegetal diferentes.
Sin embargo otros estudios como el realizado por Palomino K (2014)¢,
demostré que el extracto hidroalcohdlico del fruto de Solanum sessiliflorum
presenta actividad antibacteriana contra la especie Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (SARM) en sinergismo con vancomicina, asi como los
resultados hallados por Pardo M (2010)%4, aunque en esta investigacion solo se
utilizé la cepa de Helicobacter pylori, la droga vegetal utilizada fue la misma que
se utilizo en este estudio, dejando en evidencia un efecto antibacteriano superior
ante los antibiéticos como vancomicina 5 mg, trimetropina 2,5 mg, cefsulodina
2,5 mg y anfotericina B 2,5 mg, probablemente el extracto hidroalcohdlico pueda
tener mejor efecto contra bacterias gramnegativas a comparacion de las
grampositivas, debido a la morfologia de cada bacteria, el mecanismo de accién
e incluso al sinergismo que esta pueda realizar junto con otras sustancias como
es el caso de los antibioticos glucopéptidos. Otras investigaciones, esta vez a
nivel de género, indican que algunas especies, como Solanum tuberosum (papa
fermentada) presentan una efectiva actividad antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus, como se reporto en el estudio de Coaquira S y Quispe
R (2020)%, en el que dicha especie vegetal demostré inhibir el crecimiento
bacteriano a partir de concentraciones del 12.5 %.

Por otro lado, a pesar que los resultados ante Streptococcus pyogenes ATCC
19615, no fueron superiores en comparacion al control positivo (vancomicina 30
ug), esta bacteria demostro tener sensibilidad baja y media, con el extracto a la
concentracion de 50 % y 75 %, respectivamente y a pesar de que la escala de
Duraffourd indica que si presenta efecto al igual que el porcentaje de eficacia,
el estudio estadistico nos indica que sigue habiendo diferencia significativa con
el control positivo, resultados indiscutibles por el momento ya que no se ha
hallado literatura en la cual evalten el efecto de Solanum sessiliflorum contra
esta bacteria. Sin embargo, segun estudios de Arakkaveettil F, et al (2020)%°

concluyen que los taninos son biomoléculas alternativas potenciales a los
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antibidticos convencionales, debido a su mecanismo como quelante de hierro,
supresor de la sintesis de pared celular y dafio a la membrana celular, en una
bacteria; segun los resultados en el tamizaje fitoquimico la muestra es alta en
contenido de este metabolito, por lo que el efecto antibacteriano ante la cepa de
Streptococcus pyogenes puede deberse a esta caracteristica del extracto del
fruto de la cocona, esta hip6tesis es también respaldada por el estudio realizado
por Vilchez H y Cervantes L (2021)%! pero a su vez agregan, que el sinergismo
entre estos metabolitos junto con otros antibioticos pueden ser 6ptimos frente a
infecciones estafilococicas y estreptocdécicas. Finalmente, el estudio de Kaunda
J, et al (2019)? indica que los alcaloides aislados de diversas especies del
género Solanum, entre ellas Solanum sessiliflorum, han demostrado tener
actividad antibacteriana contra especies gramnegativas como Escherichia coli,
dicho resultado brinda la posibilidad que este tipo de metabolito secundario

participe en el efecto antibacteriano de la especie en estudio.

4.2Conclusiones

1) El extracto hidroalcohdlico del fruto de Solanum sessiliflorum (cocona)
presenta efecto antibacteriano in vitro, solo frente a las cepas de
Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

2) Se detecté en el extracto hidroalcohdlico de la pulpa de la cocona la
presencia de alcaloides, taninos, antocianinas y azlcares reductores.

3) La concentracion del extracto hidroalcohdlico de la pulpa del fruto de
Solanum sessiliflorum (cocona) con mayor halo de inhibicion, fue el
extracto al 75 %, que frente a las cepas de Streptococcus pyogenes
ATCC 19615 obtuvo un halo de 15,86 + 0,02 mm de didmetro.

4) A pesar de que el extracto hidroalcohdlico del fruto de la cocona al 75 %
haya tenido la mayor medida del halo de inhibicion frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 8,44 + 0,004 mm y Streptococcus
pyogenes ATCC 19615 15,86 + 0,02 mm, estas fueron inferiores en
comparacion al control positivo vancomicina 30 ug con 21,25 + 0,03 mm

y 26,67 = 0,04 mm, respectivamente.
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4 3Recomendaciones

- Es necesario seguir investigando sobre las propiedades antibacterianas de
la pulpa del fruto de Solanum sessiliflorum (cocona), frente a otras cepas

bacterianas que tengan un mayor indice de producir infecciones cutaneas.

- Se requiere someter esta droga vegetal frente a otros tipos de

microorganismo topicos.

- Realizar otras investigaciones donde se pueda trabajar con mayores

concentraciones del extracto del fruto de la cocona.
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ANEXOS
ANEXO A. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

DEFINICIO ] CRIT
VARIABLES TIPO DE N DEFINICION DIMENSION | INDICADORE N° VALOR ERIO
VARIABLE | CONCEPTU OPERACIONAL ES S ITEM FINAL S
AL
+++ Rango
Identificacion Abundant | de
de e prese
VARIABLE constituyentes ++ ncia o
INDEPENDIENTE Mezcla La maceracion Fitoquimica quimicos 5 Mediana | ausen
El extracto concentrada permite aislar organicos. + cia
hidroalcohélico Cualitativo que diferentes Reacciones Minima
del fruto de contiene los sustancias quimicas de -
Solanum constituyent quimicas coloracion, Ausencia
sessiliflorum es quimicos presentes en la precipitacion y
(cocona). organicos planta con el uso pruebas de
de la planta de un disolvente. solubilidad.
Evide
Medicion del Crecimien | ncia
Microbiol6gi diametro de 2 to o sin de
VARIABLE El efecto co inhibicion crecimient | inhibic
DEPENDIENTE Capacidad antibacteriano se (halos de o. ion de
Efecto que tiene mide mediante la inhibicién) crecim
antibacteriano Cuantitativo una susceptibilidad o iento
frente a cepas de sustancia resistencia que
Staphylococcus para inhibir presenta la
aureus y el bacteria ante una
Streptococcus crecimiento determinada
pyogenes bacteriano. sustancia.

Fuente: Elaboracién propia
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ANEXO B. INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS.
Tabla A: Prueba de solubilidad del del extracto hidroalcohodlico del fruto de Solanum

sessiliflorum (cocona) frente a cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus

pyogenes”

TP SOLVENTES RESULTADOS

Ne 1 Eter de petroleo

N° 2 Diclorometano

N° 3 Cloroformo

N° 4 Butanol

N° 5 Etanol de 70°

N° 6 Metanol

N° 7 Agua destilada

N° 8 Dimetilsulféxido

Fuente: Elaboracién propia

Leyenda:
Insoluble: (-)

Poco soluble: (+)
Medianamente soluble: (++)

Muy soluble: (+++)
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Tabla B: Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohdlico del fruto de Solanum

sessiliflorum (cocona) frente a cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus

pyogenes”
TUBO ENSAYOS METABOLITOS RESULTADOS
Metabolitos secundarios
N° 1 Borntrager Antraquinonas
N° 2 Cloruro férrico Compuestos fenolicos
N° 3 Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides
N° 4 Dragendorff Alcaloides
N° 5 Mayer Alcaloides
N° 6 Wagner Alcaloides
N° 7 Baljet Lactonas a,B-insaturadas
N° 8 Gelatina Taninos
N°9 Gelatina-sal Taninos
N° 10 NaOH 10 % Antocianinas
N° 11 Shinoda Flavonoides
Metabolitos primarios
N° 12 Benedict Azucares reductores
N° 13 Fehling Ay B AzUcares reductores
N° 14 Ninhidrina Aminoacidos libres
Fuente: Elaboracion propia
Leyenda:

Ausencia: (-)
Minima: (+)

Mediana (++)

Abundante presencia (+++)
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Tabla C: de recoleccion de datos de la actividad antibacteriana del extracto

hidroalcoholico del fruto de Solanum sessiliflorum (cocona) frente a cepas de

Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes”

Microorganism . o
Didmetros de inhibicion en mm

0
Vancomicin
75 % 50 % 25 % Etanol 70°
ade 30 ug
Staphylococcus
aureus ATCC
25923
Promedio

Microorganism . o
Didmetros de inhibicion en mm

o)
Vancomicin
75 % 50 % 25 % Etanol 70°
ade 30 ug
Streptococcus
pyogenes ATCC
19615
Promedio

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO C. CLASIFICACION TAXONOMICA.

JOSE. RICARDO CANFOS [E LA CRUZ yﬂ

CONSLLTOR BOTANICO
C. B. P. X® 379
Tel: 017512863 RPN 963689079
Email: jocamdeigmail.com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ BIOLOGO COLEGIADO- N 11% - INSCRITO CON B1. N 34 EN EL REGESTRO DE
PROFESIONALES QUE REALIZAN CERTIFICACION DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES Y PRODUC-
TOS DE FLORA < RESOLUCION DIRECTORAL N* 031120030 MINAGRE-DGSFS-DOES FS,

CERTIFICA:

Que, Alvia Saldarriaga, Christhian Alexander y Olortegui Quispe, Antonella Rosario, Ba-
chilleres, egresados de la Universidad Marfa Auxilisdora, Facultad de Ciencias de la Salud. Fs-
cuela Professonal de Farmacia y Bioquimica, con fines de investigacidn han solicitado la identi-
ficacion y certificacion botanica de una planta procedente del valle del Rio Apurimac, con cooe-
denadas geogrificas UTM. ED633905; N8606T25N, altitud 742 msam. distrito de Kimbiri, pro-
vincia de La Coavencidn, departamento de Cusco, donde es conocida con ¢l nombee vulgar de
“cocona™, la muestra ha sido cstudiada ¢ identificadss como: Solanum sessiliflorum Dunal.
Scgan la base de Tropicos que sigue la clasificacion de Jos grupos de filogenia de las angiosper-
mas (APG), sistema moderno de clasificacion de las angiospermas publicado en 1998 por
¢l Grupo para la Filogenia de las Angiospermas, revisado por APG 1L (2003), APG 111 (2009) y
APG 1V (2016), comparado con el Sistema Integrado de Clasificacidn de las Angiospermas de
Arthur Cronquist. et. al (1981). ocupa las siguientes categorias taxondmicas.

Categorias | Sistema APG-2016 Sistema de Cronguist 1981

Reino Plantac Plantac
Divisién | Angiospermae - Magnoliophyta o
Clase Fquisctopsida Magnoliopsida

Subclase | Magnoliidac Asteridac

Orden Solanales FiTi Solanales o
Familia | Solanaceac Malvaceac ) N
Género Solanum _| Solamum )
Especie Solanum sessilifiorum Dunal Solanum sessiliflorum Dunal |

Nombre vulgar: “cocona™

Sc¢ expide la presente certificacion para los fines de investigacion cientifica

@%‘ﬁém‘

8:0L0G0O
CB.r. 7o

Lima, 11 de mayo del 2021

JR. SANCHEZ SILVA N* 154 piso 8. Urb, Sante Luzwils, Lima 97
FEmail poricampaseynhos,or; fvamdes pmail com
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ANEXO D. CERTIFICADO DE LABORATORIO.

FLABORATORIO BMOLOGK O Y ANALINES €W

Solkitado por - Aia Saldarriaga, Christhian Alexander
Olortegul Quspe, Antonella Rosario

“Ado ded Bicentenano del Peru: 200 afios de hdependence”

Informe de Resultados

Muestra - Extracto de pulpa de cocona
Cantidad - 5g
Fecha de ensayo: 29-05-2021
Diémetros de inhibicion en mm
Microorganismo
75% 50% 25% T—— | e
30u9
8.44 794 673 21.27 6
- 8.44 794 679 21.29 6
AONYOC0O0CUS dURUS
ATCE 24808 8.45 794 679 21.28 6
843 7.93 684 21.28 6
8.45 7.93 6.83 21.11 6
Didmetros de inhibicidn en mm
Microorgonismo
75% 50% 25% - Etonol 70°
30uvg
15.88 12.60 9.27 26.64 6
15.89 12.63 9.23 2682 6
Streplococcus pyogenes
ATCC 19625 15.93 12.59 9.29 26.64 6
15.81 12.65 9.26 26.61 6
15.80 1262 9.29 26.63 6

*Tomafo de discos: 6mm, por b que of reportarse 6mm es indicotivo Que no extste formoacidn halo de

Y=

Ak T.M. Wolter A. Siri Rodriguez

inhibicion.

CTMP. 10808

Jr. Comercio N* 597 Pachacdmec Teolf. 2311053 Col. 931708196 993446913
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ANEXO E. CERTIFICADO DE SANGRE DE CORDERO.

[f Y Certificado de Analisis

Fecha de Emisién
00

N

Codigo Producto: SC001
Descripcidn: Sangre de Carnero, Estéril.

Lote: BO1282
Fecha de Coleccion: 20/05/2021
Fecha de Vencimiento: 20/06/2021

El producto fue colectado empleando técnica aséptica y se comprobd 1a esterilidad por cultivo

en medio nutritivo.

AREZELRL  www.drerperucom~ email: correo@arezpenu.com

TeMfono: 994534088
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ANEXO F. CERTIFICADO DE ANALISIS DE Staphylococcus aureus ATCC

25923.

“-._.
M g 1t
Cantificate of L

Date: 2021/08/30
Information:

Control Technologist: Christine Condon
Release Date: 20100008

Performance
Macroscopic Features: : ! _ Medium:
mnmmm.mmmmmmw
Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci occurring singly. in pairs and iniregular clusters Geam Stain (1)

1D System: MALDI-TOF (1)

See attached 1D System results dooument

Other Features/ Challenges: Results

(1) Catalase (3% Hydrogen Percxade): positive

(1) Coaguiase (rabbit plasma - tube): positive

(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk) negative

(1) Ampicillin (10 meg - Disk Susceptibility): 27 - 35mm
(1) Penicillin (10 units - Disk Susceptibidity): 28 - 37 mm
(1) Oxacillin (1 mog - Disk Susceptibility): 18 - 24 mm

%/éﬂ""

Amands Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

recunte Dy other meth

Produoe resuits that giffer from

& Refer to e

“Discamer: The st GORS) Of he 1ot AumSer 35500 00 1he DrOdUCt DSE! 308 DACKING SID 316 MOTSl & DIXKATNG everd aumber The lot number dupiayed on this
COrBCate s he Sty Dase Of Number

Note for VItehT: AMROUQN the VIekD Pane! utes many cOAVNtIoNs! tests, the Unigue enviroament of the 0ard. SOMBINEd With the (RO INOUDIBOA Derod, may

Incert for ute ang

ATCC Licensed )
O watove

TESTING CERT #2655.01

(") The ATCC Licensed Dervatve Emtiem e ATCC Licensed Dervaive word mark and e ATCC catalog marks are rademanks
of ATCC Merodioioges, Inc s Icensed 10 use Mese rademarks and 10 1ol prodacts derved fom ATCCE cutres

(1) These tests are accrediied to ISONEC 170252008

® 2012 Microbiclogics, inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 58303 Page 10f1

DOC 286
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ANEXO G. CERTIFICADO DE ANALISIS DE Streptococcus pyogenes ATCC

19615.

Centficate of Analysis Lycphikzed Microcrganism Specification and Performance Upon Release

%ﬂn Streptococcus pyogenes (group A)

wwmt
Reference Number: ATCC® 10815™
: Pure

Purity:
Passage from Reference: 3

Exphbonow 202107730
se Information:

MWYWMLBW
Release Date: 201008722

Performance
Macroscopic Features: Medium:
mm::ma.w JC T gy
WW: Method:
Gram positive cocci Gram Stain (1)
1D System: MALDI-TOF (1)

Other Features/ Challenges: Results

See attached 1D System results cocument

(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide)
negativeBacaitracin differential Sensttive

Lot Ape

Amands Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

™3y Produce recyits that 3ier from recote

Dy other

4 Reter to the it ncert for

Discaimer: The st Sgtis) of T ot Nember J000aNY 0N e Product el and DACkiAgG D e Martly @ DACKAgINg everd Aumber The ©f number duglayed on s
cenficate s the actudl Dase \of number

Note for VItehT: ARROUGh the VIeAT Danel GLet Mmany COAVERtIONN! tecte, the UAIQUE eaviroament Of the 08rd, SOMBINGS with the tACrt Incatation pericd,

BEIERE SR AT LAL FROOWC IR
RLLLUE L AL e L

ATCC Ucensed |
—=)

(7] These tests a%e accradied to BOMC 17028

TESTING CERT #2655.01

(") The ATCC Licensed Dervatve Enbiom, the ATCC Licensod Dervatve word mank and ihe ATCC cataiog marks are
rademans of ATCC Merobwiogis. nd s Icensed 1 use Ihese Fademans and 10 5ol roducts dorved fom ATCOR cutures

© 2012 Microbiclogics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 58303 Page 10of1

DOC 288
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ANEXO H. CERTIFICADO DE ANALISIS DEL AGAR MUELLER HINTON.

"
MINMIEDIA Cortified : 150 99012008, IS0 13485-2012 and WHO GMP
HiMedia Laboratories Private Limited
23, Vidhant Industrial Estate, LBS. Marg, Mumbai - 400086
Webmae www hamodialabe com. Famal oo humodialabe com
_ Certificate of Analysis, Quality and Conformity
Material Code : M173 Material Name Lot No @ ooooazaes”
Vet Hmton Agar
Report No.. 540000779434 Expiry Date : Dec-2022
P -
SN e PiT -
- -
a_Fl- re—
AS 2907 men N
R o —
T— X - - -
2 F. -
s SMeam -
: e
. F
S 1230 b —
COT 25wy . 24-12 N
®. 3 1 F -
p I - - .
4 -
-
L IS mem pil -
Coflanidios CAZ J0meg _ e
T - =
F -
o -
> —
- 2028 men m
A‘L’A
I."i- .J-_-
[ —
s 1319 men -
PAGE - 2
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ANEXO |. EVIDENCIA FOTOGRAFICA DEL DESARROLLO DE LA
INVESTIGACION.

Recoleccion y acondicionado de la droga vegetal.
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Ensayo de Solubilidad
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Ensayo Microbiolégico

Sembrado de las cepas ATCC de Staphylococcus aureus y
Streptococcus pyogenes

Acondicionamiento de las placas con el extracto hidroalcohdlico a
concentraciones de 25 %, 50 % y 75 % frente al control positivo
vancomicina 30 ug con las cepas ATCC de Staphylococcus aureus
y Streptococcus pyogenes
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Medicion de los halos de inhibicion para las cepas ATCC de
Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes
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