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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano in vitro de la resina de Schinus molle L.
(molle) frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Materiales y
métodos: Cuantitativo, experimental; la poblacién estuvo conformada por resina
de Schinus molle L. Se realizé la prueba de solubilidad y tamizaje fitoquimico
preliminar. En el ensayo microbiolégico se utilizaron 10 placas Petri inoculadas con
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y el método empleado fue la difusion en
pozos. Se trabajé con concentraciones de resina al 75, 50 y 25%. Resultados: En
la prueba de solubilidad, la resina se disolvid en solventes polares, mientras que en
el tamizaje fitoquimico se identificaron taninos y lactonas a, B insaturadas como
principales metabolitos secundarios, finalmente en el ensayo microbiologico la
resina al 75% presentd una media de sus halos de inhibicion de 11,97 £ 0,021 mm,
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923. Las técnicas estadisticas
determinaron que existe diferencia significativa entre cada grupo experimental, a
pesar de que ninguno de estos fue superior al control positivo. Conclusion: La
resina de Schinus molle L. a la concentracion de 75% presenté efecto

antibacteriano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Palabras clave: Antibacteriano, plantas medicinales, Schinus molle,
Staphylococcus aureus (Descriptor: DeCS/MeSH).
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vitro antibacterial effect of Schinus molle L. (molle)
resin against Staphylococcus aureus ATCC 25923 strains. Materials and
methods: Quantitative, experimental; the population consisted of Schinus molle L.
resin. The solubility test and preliminary phytochemical screening were performed.
In the microbiological test, 10 Petri dishes inoculated with Staphylococcus aureus
ATCC 25923 were used and the method employed was diffusion in wells. Resin
concentrations of 75, 50 and 25% were used. Results: In the solubility test, the resin
was dissolved in polar solvents, while in the phytochemical screening, tannins and
a, B-unsaturated lactones were identified as the main secondary metabolites.
Finally, in the microbiological test, the 75% resin presented a mean of its inhibition
halos of 11.97 £ 0.021 mm, against Staphylococcus aureus ATCC 25923. Statistical
techniques determined that there is a significant difference between each
experimental group, although none of them was superior to the positive control.
Conclusion: Schinus molle L. resin at a concentration of 75% showed in vitro

antibacterial effect against Staphylococcus aureus ATCC 25923 strains.

Key words: Antibacterial, medicinal plants, Schinus molle, Staphylococcus aureus
(Descriptor: DeCS/MeSH).
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I. INTRODUCCION

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano, asi como la primera barrera
de defensa que evita la propagacion de enfermedades hacia el organismo y la
colonizacién de microorganismos causantes de infecciones'. Las afecciones a la
piel son causadas principalmente por microorganismos tales como bacterias, virus,
parasitos y hongos, pero también hay otros agentes etiolégicos como alergias,
algunos tipos de canceres, entre otros?.

En cuanto a las infecciones bacterianas el principal agente etiolégico es
Staphylococcus aureus, debido a que es el mas comun que ocasiona diferentes
patologias cutaneas sin importar la edad del paciente, asi como las condiciones
geograficas de las zonas afectadas®. Esta bacteria forma parte del microbiota de
nuestro cuerpo, colonizando lugares como la piel, las vias nasales, el sistema
digestivo y la garganta, pero bajo condiciones de inmunodepresion puede provocar
enfermedades, afectando principalmente a pacientes hospitalizados, diabéticos,
oncoldgicos, nifios, entre otros*.

Con respecto a su epidemiologia, esta se encuentra ampliamente distribuida a nivel
mundial, en China se estima que casi el 45 % de nifios presenta infecciones
cutaneas por esta bacteria®, mientras que en ltalia se hallé que esta procariota es
la principal grampositiva causante de infecciones a la piel y érganos blando®.

A nivel de Latinoamérica en Cuba afecta al 16,2 % de pacientes con VIH (virus de
inmunodeficiencia humana)’, mientras que en Ecuador su forma resistente a
meticilina es la principal causante de este tipo de infecciones®, asi como en
Argentina en donde se indicé que el 55 % de casos de debe a causa de los clones
meticilino resistente®. Finalmente, en Paraguay el 41 % de pacientes con
infecciones cutaneas se debe a causa de S. aureus sensible a meticilina y en mas
del 53 % se debe a su variante resistente a meticilina'®.

En Peru no se cuentan con suficientes reportes que evaluen la prevalencia de
infecciones por Staphylococcus aureus, pero un estudio realizado en el Callao
obtuvo que el 40 % de 276 pacientes con celulitis tenian como agente etiolégico a
esta procariota', por otro lado, un estudio detallé que las infecciones cutaneas por
esta bacteria son mas frecuentes en zonas de desastres o con bajo acceso a los

servicios basicos de saneamiento'2.



Su alta prevalencia global se debe a que en las ultimas décadas se ha realizado un
uso indiscriminado de antibiéticos antiestafilocdcicos ocasionando una escasez de
esquemas terapéuticos efectivos; a pesar que existen farmacos aprobados para su
tratamiento, la resistencia que presenta esta bacteria es muy acelerada y ademas
al presentar una amplia gama de factores de virulencia y evasion de la inmunidad
no existen vacunas que ayuden a combatirla, a todo esto se le agrega los diferentes
mecanismos de resistencia frente a clindamicina, vancomicina, entre otros'314.

En la medicina tradicional el uso de plantas medicinales se ha convertido en una
practica muy popular, ya que se estima que el 80% de la poblacién peruana conoce
el uso de la fitoterapia'®. Esto se debe a que las plantas presentan una amplia
variedad de fitoconstituyentes (metabolitos primarios y secundarios) con actividad
terapéutica, siendo las especies vegetales con propiedades antibacterianas, las

mas utilizadas'6:7,

Schinus molle L. pertenece a la familia Anarcadiaceae, siendo originaria de
Sudamérica y expandiéndose a otros territorios como Africa y Europa®®. Se le
conoce también como pimienta rosa, falsa pimienta y pimentero peruano'®; este es
un arbusto de 10 m de alto, produce una resina de color blanco, sus hojas tienen
distribucion alterna y sus frutos son esféricos con un diametro de 5 mm con un color
rosa oscuro?. En la medicina tradicional se utilizan las hojas, la corteza y la raiz
para el tratamiento de afecciones como reumatismo, dolor de muelas, problemas
menstruales, hipertensidn, ulceras gastricas, asi como para el tratamiento de
trastornos mentales?!. Por otro lado, se han estudiado sus actividades antioxidante,
antiinflamatoria, analgésica, antipaludica, antimicética y antibacteriana, esta ultima
es una de las mas estudiadas ya que se ha demostrado su efectividad utilizando
las hojas, corteza, flores y bayas'®. En cuanto a la resina, esta se emplea en la
medicina tradicional para el tratamiento de afecciones digestivas, estimulante del
apetito, antiemético, antirreumatico'®; por otra parte, existen pocos estudios que

validen sus propiedades antibacterianas.

Staphylococcus aureus, es un grampositivo con forma de “racimo de uvas”
perteneciente a la familia Staphylococcaceae, como principales caracteristicas
microbiolégicas es no movil, no formadora de espora, oxidasa negativa, catalasa
positiva, hemoliticas, ademas de ser anaerobio facultativo. Se caracteriza por

colonizar principalmente las fosas nasales de los seres humanos y animales, pero

2



también se le puede encontrar en el medio ambiente, como las fuentes de agua??.
Esta bacteria es agente etioldgico de diferentes infecciones cutaneas tales como
impétigo, foliculitis, paroniquia supurativa aguda, linfangitis, celulitis, fascitis
necrotizante, entre otras®. Actualmente, esta procariota presenta resistencia frente

a antibioticos como clindamicina, eritromicina, gentamicina y ciprofloxacino?3.
Los antecedentes internacionales son los estudios de:

Bekele y Yimam (2023), en Etiopia, evaluaron la capacidad antimicrobiana de
diferentes extractos de la corteza de Schinus molle L. contra microorganismos de
importancia clinica, para ello utilizaron la técnica de difusién en agar y ademas
realizaron tamizaje fitoquimico preliminar. Como resultados hallaron compuestos
fendlicos, saponinas y alcaloides, principalmente; en cuanto a la prueba de
susceptibilidad todos los extractos inhibieron el crecimiento de S. aureus.

Confirmando de esta manera esta actividad terapéutica?.

Umay (2022), en Turquia, analizé mediante técnicas instrumentales la composicion
fitoquimica del aceite esencial de las hojas y la resina de Schinus molle L. Como
resultados principales la resina tuvo un alto contenido de terpenoides, los cuales

podrian representar una fuente de moléculas terapeuticas?s.

Patocka y Diz de Almeida (2018), en Brasil, realizaron una busqueda bibliografica
sobre las propiedades terapéuticas del aceite esencial de hojas y la corteza de
Schinus terebinthifolius R. Entre sus principales hallazgos indicaron que la corteza
de presenta compuestos fendlicos, terpenoides y saponinas, a su vez los extractos
de corteza presentan un potente efecto antibacteriano frente a Staphylococcus
aureus. Concluyendo que inhibe de manera o6ptima el crecimiento de esta

bacteria?®.
Los antecedentes nacionales corresponden a los hallazgos de:

Viton et al. (2022) evaluaron la susceptibilidad bacterias grampositivas ante el
extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L., se utilizé la técnica de difusién
en discos y se emplearon 5 concentraciones del extracto. Como resultados
obtuvieron zonas de inhibicion entre 5.3 a 14.6 mm para Staphylococcus aureus.

Concluyendo que esta cepa es susceptible ante el extracto en estudio?”.



Alzamora (2021) analizé el efecto antibacteriano del extracto de hojas de Schinus
molle L., contra Streptococcus mutans, para ello empled el método de difusion en
disco. Como principal resultado obtuvo que los halos obtenidos estaban en el rango
de 15,42 + 0,370mm. Concluyendo que dicho extracto detiene el crecimiento

bacteriano in vitro?8.

Monge (2021) determinaron la propiedad antibacteriana de la resina de Schinus
molle L., contra Streptococcus mutans, mediante la técnica de difusién en discos.
En cuanto a sus resultados hallaron que la resina produjo halos de 19 mm.
Concluyendo asi su capacidad antibacteriana?9.

La justificacion tedrica se sostiene dada la importancia que tienen las plantas
medicinales en la actualidad, ya que ante el aumento en su uso se debe brindar
mayor conocimiento cientifico sobre su etnofarmacologia, composicion fitoquimica
y actividad antimicrobiana para que su consumo en la poblacién sea eficaz y libre

de efectos adversos??.

Desde la perspectiva practica, porque los resultados obtenidos a partir del vegetal
en estudio, pueden brindar un tratamiento alternativo contra infecciones cutaneas
causadas por Staphylococcus aureus, ya que esta bacteria representa un gran
peligro para la salud publica en el Peri3'. A su vez esta especie vegetal puede
ofrecer gran utilidad a la poblacion que asiste como alternativa natural y de facil
acceso para aquellas personas que no cuentan con los servicios primarios de salud
y que no pueden acceder a la antibioticoterapia adecuada. Por ultimo, para validar

los datos se realiz6 el analisis estadistico para justificar los resultados obtenidos.

El objetivo general es evaluar el efecto antibacteriano in vitro de la resina de

Schinus molles L. (molle) frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

La hipotesis general es la siguiente: la resina de Schinus molles L. frente a cepas

de Staphylococcus aureus ATCC 25923 presenta efecto antibacteriano in vitro.



Il. MATERIALES Y METODOS

I.1. Enfoque y diseio de la investigaciéon

El trabajo de investigacion tuvo un enfoque cuantitativo ya que se centro en
la medicion objetiva y la cuantificacion de variables; esto se realizé mediante
técnicas estadisticas para analizar los datos recopilados y obtener
conclusiones significativas32,

De disefio experimental, porque los investigadores manipularon las variables
propuestas, es por ello que se evalud la respuesta del estimulo del latex de
Schinus molle L., en cepas de Staphylococcus aureus in vitro®2.

Es una investigacion aplicada, porque resuelve determinados problemas
empleando teorias y principios reconocidos y aceptados. Asimismo, es util
para la investigacion basica. Es decir, tiene aplicacion en determinados
contextos reales, por ejemplo, utilidad en tratamientos alternativos en

infecciones bacterianas33.

II.2. Poblaciéon, muestra y muestreo
Poblacion del estudio: Resina de Schinus molle L., la cual se recolect6 en el
Fundo la Huaca Daris, distrito de Pacaran, provincia de Canete,
departamento de Lima.
Muestras del estudio: 100 mL de la resina de la corteza de Schinus molle L.,
mientras que la muestra microbiolégica estuvo conformada por las cepas

estandarizadas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Criterios de Inclusion:

Especie vegetal entero y libre de humedad

Cepas bacterianas libres de contaminacion

Criterios de Exclusion:

Especie vegetal con presencia de rotura y presencia de agua

Cepas bacterianas pertenecientes a otro tipo de codificacién



Tipo de muestreo: No probabilistico, porque solo se eligieron aquellas
unidades (especies vegetales de molle y cepas bacterianas) que cumplan
con los criterios elegidos por las investigadoras. Para ello se aplicaron los

criterios de inclusion y exclusion34,

I1.3. Variables de investigacion

Variable independiente: Resina de Schinus molle L.

- Definicion conceptual: La resina es un liquido blanquecino que libera la
corteza, principalmente de los arboles. Esta secrecion es expulsada como
un mecanismo de defensa contra insectos u organismos patégenos. La
resina presenta propiedades cosmeéticas, alimenticias, pero sobre todo
terapéuticas 7.

- Definicion operacional: Dilucion de las concentraciones a partir de las

resinas de Schinus molle.
Variable dependiente: Efecto antibacteriano in vitro

- Definicion conceptual: El efecto antibacteriano es la propiedad de una
sustancia quimica que genera lisis y/o inhibe la propagacién de
organismos procariotas, evitando su propagacion en un organismo Vivo.
Esta capacidad se puede medir en ensayos controlados de laboratorio
(in vitro)3s.

- Definicion operacional: Prueba de sensibilidad bacteriana detectada ante

la resina de la corteza de Schinus molle.

Il.4. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos

La técnica fue la observacion, la cual implica apuntar de manera minuciosa
los eventos producidos en un entorno natural o controlado. El propdsito fue
obtener informacién de manera objetiva y verificable acerca del evento en

estudio3®.

El instrumento fue la ficha de recoleccién de datos, la cual sirvio para obtener
informacion de un objetivo en especifico3436. Esta ficha se utilizo durante el
ensayo microbioldgico en la cual se registré la medicion de los halos de

inhibicion realizados con un vernier, con las diferentes concentraciones de la

6



resina de Schinus molle L. (Anexo A). Mientras que para las pruebas de
tamizaje fitoquimico preliminar y ensayo de solubilidad se aplicaron
diferentes formatos (Anexo A). Los instrumentos de laboratorio que se

emplearon fueron estufa, vortex, autoclave, centrifuga y balanza electronica.

I1.5. Plan metodolégico para la recoleccion de datos
[1.5.1. Recoleccion de la muestra vegetal

La recoleccion de la resina de Schinus molle L., se realizé in situ, en
el Fundo la Huaca Daris, distrito de Pacaran, provincia de Canete,
departamento de Lima. Para ello se trabajé en un area de 100m? y se
eligieron aquellos ejemplares segun los criterios previamente
establecidos. La recoleccién se llevé a cabo con los implementos de
seguridad adecuados, como botas, guantes y lentes de proteccion,
ademas se contd con el apoyo de un agricultor local. Las muestras
obtenidas se acondicionaron debidamente hasta su traslado a la
ciudad de Lima.

La resina de molle se obtuvo haciendo cortes verticales en forma de
“V” con una profundidad entre 2 a 5 cm en la corteza hasta observar
halos color rosado, luego la resina se almacend en un frasco ambar

estéril, el cual se almaceno a temperatura de refrigeracion3?-38,

El reconocimiento taxondmico de la especie vegetal se realiz en el
herbario del museo de historia natural de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (UNMSM), mientras que los ensayos
respectivos se llevaron a cabo en el laboratorio biolégico y analisis

clinico Santa Rosa E.|.R.L.

Se tomaron 5 g de la resina de molle, disolviéndola en 5 mL de agua
destilada y luego se llevé a centrifugar a 3000 rpm (revoluciones por
minuto) por 10 minutos, al finalizar este procedimiento se obtuvo una
muestra bifasica compuesta por un sobrenadante y un sedimento. En
los ensayos de solubilidad y tamizaje fitoquimico se trabajé con el

sobrenadante?®.



[1.5.2. Prueba de solubilidad

Para este analisis se utilizd 0,5 mL de la resina en cada uno de los
tubos de ensayo, posteriormente se agregd 1 mL de cada solvente
utilizado, luego se agitdé cada tubo en un equipo vortex, hasta observar
la afinidad de la resina por cada solvente en estudio®®.

11.5.3. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico preliminar se realizé segun la técnica Olga
Lock39. Para ello se empled 1 mL de extracto etanélico de resina junto
con un 1 mL de los siguientes reactivos: Borntrager (antraquinonas),
tricloruro férrico (compuestos fendlicos), Liebermann - Burchard
triterpenoides y esteroides), Dragendorff, Wagner y Mayer
alcaloides), Baljet (lactonas insaturadas), gelatina y gelatina — sal

(
(
(taninos), hidréxido de sodio al 10% (antocianinas), Shinoda
(flavonoides), Benedict y Fehling (hidrato de carbono) y espuma
(

saponinas)*.

[1.5.4. Analisis Microbiol6égico

Se utilizé la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 para este
ensayo. La reactivaciéon se llevé a cabo segun las indicaciones del
proveedor. En este proceso el material liofilizado se hidraté con ayuda
del Kwik-stik del producto. Posterior a esto, se tomo6 una muestra con
un hisopo estéril y se realiz6 el sembrado bajo la técnica de estrias
multiples en placas con agar nutritivo. Luego, las placas se incubaron
por 24 horas a 37°C#. La estandarizacion del inéculo se realizd
comparando con el estandar 0,5 de McFarland, para lo cual se utilizd
cloruro de sodio al 0,9% hasta obtener una suspension equivalente a
1,5 x 108 UFC/mL. Al finalizar este proceso se procedio a realizar la

siembra de las cepas en placas con agar Mueller Hinton*!.

Se prepararon concentraciones al 25, 50 y 75% de la resina de molle.
Para la preparacion de las concentraciones de tomo 7 g de resina y

se diluyé en 7 mL de agua destilada. Esta preparacién represento el
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100 % y a partir de aqui se realizaron las demas diluciones. Para ello
se empled la siguiente formula??:
CixVi=Cz2x V2

Para la prueba de susceptibilidad se aplico la técnica de difusion en
pozo-Kirby Bauer modificado, para lo cual se realizaron pozos de un
diametro de 6 mm en cada una de las placas, en cada uno de estos
se agregd 50 uL de cada sustancia experimental, a excepcion del
control positivo que venia preparado bajo la forma comercial de disco.
Se utilizaron un total de 10 placas Petri*?. Las sustancias

experimentales fueron:

Muestra de resina de corteza de molle al 25%.
Muestra de la resina de corteza de molle al 50%.
Muestra de la resina de corteza de molle al 75%.

Discos de ciprofloxacino 5 ug (control positivo)

M A

Agua destilada (control negativo)

Las placas se colocaron en la estufa a 37°C durante 24 horas. Los
diametros de inhibicion formados se midieron con ayuda de un vernier
y el promedio de estos se analizd con la escala de Duraffourd vy el

porcentaje de zona de inhibicion4%:42,

I1.6. Procesamiento del analisis estadistico
Los datos se registraron en una base de datos en Microsoft Excel 2016 para
Windows, por otro lado, el procesamiento estadistico se llevo a cabo en el
programa estadistico Statistical Package for Social Sciences (SPSS) version
27. El nivel de significancia fue de (p<0,05) y 95% de confiabilidad. Las
técnicas aplicadas fueron ANOVA de una via, para evaluar si existe
significancia estadistica y el HSD (Honestly-significant-difference) de Tukey,

para realizar comparaciones multiples.

I.7. Aspectos éticos
Para el desarrollo de la investigacion, no se emplearon seres humanos ni
animales para la experimentacion, lo que elimina cualquier posible conflicto

de interés ético. Ademas, se siguieron todos los protocolos de seguridad



bioldgica en el laboratorio con el objetivo de prevenir accidentes que puedan
poner en riesgo tanto la seguridad de las investigadoras como la integridad
de los procedimientos. El uso adecuado de las técnicas y las medidas
preventivas contribuyé a la obtenciéon de un estudio de mayor calidad y

veracidad cientifica.
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lll. RESULTADOS

Tabla 1: Prueba de solubilidad

Tubo Solventes Resina de S. molle L.
1 Acetato de etilo (+)
2 Butanol (+)
3 Etanol de 96° (++)
4 Etanol de 70° ()
5 Metanol (++)
6 Agua destilada (+++)

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

soluble

En la Tabla 1, se logra observar que en el tubo 1, el acetato de etilo es poco soluble
cuando se combina con la resina de S. molle; en el tubo 2 es similar al anterior, en
esta situacion con el solvente butanol. Entre tanto, en el tubo 3 el solvente etanol
es medianamente soluble; en el tubo 4 el etanol de 70° es insoluble; en el tubo 5 el
metanol es medianamente soluble y es muy soluble el agua al asociarse con resina

de S. molle.
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Tabla 2: Analisis fitoquimico preliminar

Metabolitos Ensayos Resultado
Antraquinonas Borntrager ‘)
Compuestos fendlicos FeCls (+4)
Liebermann
Triterpenos y Esteroides (-)
Burchard
Alcaloides Dragendorff
(++)
Alcaloides Wagner (+4)
Alcaloides Mayer ‘)
Lactonas a, B insaturadas Baljet
(+++)
Taninos Gelatina
(+++)
Taninos Gelatina-sal
(+)
Antocianinas NaOH 10 % (+)
Azucares Reductores Benedict +)
Azucares Reductores Fehling +)
Saponinas Espuma
P p (+)
Flavonoides Shinoda
(+)

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

En la Tabla 2, el tamizaje fitoquimico preliminar cualitativo indica que la resina de
molle presentd una abundante presencia de taninos y lactonas a,  insaturadas,

ademas de una mediana presencia de alcaloides y compuestos fendlicos.
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Tabla 3: Ensayo microbiolégico de sensibilidad

Microorganismo Diametros de inhibicién en mm
Resina
Resina de
Resina de S. de S. Ciprofloxacino Agua
S. molle
molle. al 75% | molle al de 5 ug destilada
al 25%
50%
11,97 10,72 8,86 30,16 6
11,98 10,70 8,97 29,83 6
12,06 10,68 8,95 30,05 6
Staphylococcus
aureus ATCC 11,87 10,69 8,87 29,93 6
25923 12,01 10,70 8,90 29,84 6
11,95 10,66 8,94 29,96 6
11,97 10,73 8,86 30,13 6
11,89 10,68 8,88 30,07 6
12,10 10,67 8,92 29,85 6
11,99 10,71 8,85 29,89 6
Promedio 11,97 10,69 8,9 29,97 6

En la Tabla 3, se muestran los resultados del ensayo microbioldgico por cada
grupo experimental utilizado. En la resina de S. molle al 75% el grado
promedio fue de 11,97%; al 50% estuvo representado por el 10,69% vy al
25% el promedio fue 8,9% en comparacion al antibiético ciprofloxacino
(29,97%). En adicion, se observo que el porcentaje mayor (75%) presenta
efecto inhibitorio en cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, este es

inferior al obtenido por el antibacteriano.
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Figura 1: Diagrama de barras de los resultados del ensayo microbiologico

En la figura 1 se puede apreciar que el control positivo (ciprofloxacino)
obtuvo una media de 29,97 mm, mientras que las concentraciones al 75%,
50% y 25% tuvieron valores de 11, 97 mm, 10, 69 mm y 8,9 mm, en el orden

respectivo.

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

De acuerdo a estos valores, la muestra de resina al 75% presenté una

sensibilidad baja frente a las cepas de S. aureus ATCC 25923.

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

5 de ug) como el 100%. Los resultados se plantearon en la siguiente tabla:
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Tabla 4: Porcentaje de zona de inhibicion

Resina de S. molle L.

- Muestra al Muestra al Muestra al | Ciprofloxacino de Agua
Grupos utilizados .
75% 50% 25% 5 ug destilada
Porcentaje de
o 40% 36% 30% 100% 20%
eficacia

La tabla 4, indica que solo la muestra de resina a una concentracion del 75%
presentd una inhibicién igual al 40% segun el porcentaje de zona de

inhibicion.

Tabla 5: Estadistica descriptiva de los grupos experimentales

N Rango Minimo Maximo Suma Media Error Desv.

estadistico | estadistico | estadistico | estadistico | estadistico | estadistica | estandar | Estandar
Muestra al 75 % 10 0,23 11,87 12,10 119,79 11,979 0,021 0,069
Muestra al 50 % 10 0,07 10,66 10,73 106,94 10,694 0,007 0,022
Muestra al 20 % 10 0,12 8,85 8,97 89,00 8,90 0,001 0,042
Ciprofloxacino 10 0,33 29,83 30,16 299,71 29,971 0,039 0,123
Agua destilada 10 0,00 6,00 6,00 60, 00 6,000 0,000 0,000

Fuente: Programa estadistico SPSS version 27

La tabla 5 indica 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 estadistica
de las medidas de los halos de inhibicién que se produjeron por muestra, asi como

el error estandar.
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Contrastacion de hipoétesis general

H nua = La resina de Schinus molle L. (molle) no presenta efecto
antibacteriano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923.

H atematva = La resina de Schinus molle L. (molle) presenta efecto
antibacteriano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923.

Se realizaron analisis estadisticos descriptivos para comprobar la hipotesis
planteada. Los resultados obtenidos se encontraron dentro de los intervalos
de confianza establecidos, lo que respalda la hipotesis formulada. Ademas,
se evaluo la medida de los diametros de los halos de inhibicion a través de

la escala Duraffourd y el porcentaje de zona de inhibicion.

Decision: Se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alternativa:
La resina de Schinus molle L. (molle) presenta efecto antibacteriano in vitro
frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Contrastacién de hipotesis especificas
Hipotesis especifica 1:
H nua = La resina de Schinus molle L. (molle) no presenta metabolitos

primarios y secundarios.

H aitemativa = La resina de Schinus molle L. (molle) si presenta metabolitos

primarios y secundarios.

Decision: Se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipétesis alternativa:
La resina de Schinus molle L. (molle) La resina de Schinus molle L. (molle)

si presenta metabolitos primarios y secundarios.
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Hipotesis especifica 2:

H nua = La resina de Schinus molle L. (molle) no presenta efecto
antibacteriano in vitro a las concentraciones de 75 %, 50 % y 25 %, frente a

cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

H atematva = La resina de Schinus molle L. (molle) si tiene efecto
antibacteriano in vitro a las concentraciones de 75 %, 50 % y 25 %, frente a
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

La evaluacién de la hipdtesis especifica 2, se realizo a través de la técnica
de analisis de varianza de un factor (ANOVA One Way), que permitié
comparar las medias de diferentes grupos de estudio. Estos grupos
incluyeron concentraciones de la resina al 75 %, 50 % y 25 %, asi como un
control positivo (ciprofloxacino) y un control negativo (agua destilada). El
segundo método utilizado fue la prueba HSD (Honestly-significant-
difference) de Tukey, que facilitd la comparacion entre los diferentes

tratamientos y determinar cual de ellos fue el mas efectivo.

Tabla 6: ANOVA de un factor del ensayo microbioldgico

Suma de

cuadrados o] Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 3588,905 4 897,226 200851,581 0,000
Dentro de grupos 0,201 45 0,004
Total 3589,106 49

Fuente: Programa estadistico SPSS version 27

La tabla 6 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 hipotesis 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.
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Tabla 7: HSD de Tukey de los grupos experimentales

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(1) Grupo (J) Grupo medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior Limite superior
Ciprofloxacino 5ug Agua 23,97100° ,02989 0,000 23,8861 24,0559
25% 21,07100 ,02989 0,000 20,9861 21,1559
50 % 19,27700° ,02989 0,000 19,1921 19,3619
75 % 17,99200° ,02989 0,000 17,9071 18,0769
Agua Ciprofloxacino 5ug -23,97100° ,02989 0,000 -24,0559 -23,8861
25 % -2,90000 ,02989 0,000 -2,9849 -2,8151
50 % -4,69400" ,02989 0,000 -4,7789 -4,6091
75 % -5,97900 ,02989 0,000 -6,0639 -5,8941
25 % Ciprofloxacino 5ug -21,07100° ,02989 0,000 -21,1559 -20,9861
Agua 2,90000 ,02989 0,000 2,8151 2,9849
50 % -1,79400 ,02989 0,000 -1,8789 -1,7091
75 % -3,07900° ,02989 0,000 -3,1639 -2,9941
50 % Ciprofloxacino 5ug -19,27700° ,02989 0,000 -19,3619 -19,1921
Agua 4,69400 ,02989 0,000 4,6091 4,7789
25 % 1,79400 ,02989 0,000 1,7091 1,8789
75 % -1,28500" ,02989 0,000 -1,3699 -1,2001
75 % Ciprofloxacino 5ug -17,99200° ,02989 0,000 -18,0769 -17,9071
Agua 5,97900 ,02989 0,000 5,8941 6,0639
25% 3,07900" ,02989 0,000 2,9941 3,1639
50 % 1,28500° ,02989 0,000 1,2001 1,3699

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Programa estadistico SPSS version 27
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En la tabla 7, se presenta el Test HSD de Tukey, el cual indica la comparacion de
las medias de las muestras, a través del rango de diferencia de medias, ademas
indica una significacién 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.

Decisidon: Se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa: La
resina de Schinus molle L. (molle) si tiene efecto antibacteriano in vitro a las
concentraciones de 75 %, 50 % y 25 %, frente a cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

Hipotesis especifica 3:

H nuia = La resina de Schinus molle L. (molle) a la concentracion del 75 % no
presenta un efecto antibacteriano significativamente mayor comparado con
ciprofloxacino de 5 ug frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923.

H aitemativa = La resina de Schinus molle L. (molle) a la concentracion del 75
% si tiene un efecto antibacteriano significativamente mayor comparado con
ciprofloxacino de 5 ug frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923.

La concentracion al 75 % de la resina de Schinus molle L. presentd halos de
inhibicion inferiores en comparacion con ciprofloxacino. Esto deja en
evidencia que el control positivo usado como referencia presenta un mayor
didmetro de inhibicion frente al grupo de experimentacién con mayor

concentracion.
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Tabla 8: Prueba de subconjuntos de Tukey

HSD Tukey’2

Subconjunto para alfa = 0.05
Grupo N 1 2 3 4 5
Agua 10 6,0000
25 % 10 8,9000
50 % 10 10,6940
75 % 10 11,9790
Ciprofloxacino 5ug 10 29,9710
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: Programa estadistico SPSS versién 27

En la tabla de 8 se aprecia que todos los grupos experimentales presentan valores
diferentes significativamente entre si. Tambien se puede observar que la
concentracion de la resina tiene una relacion directamente proporcional en cuanto
a la formacion de halos asi como mayor inhibicion antibacteriana. Finalmente, el

control positivo (ciprofloxacino) presentd un mayor halo de inhibicién con 29,97 mm.

Decision: No se rechaza la hipotesis nula la cual indica que la resina de Schinus
molle L. (molle) a la concentracion del 75 % no presenta un efecto antibacteriano
significativamente mayor comparado con ciprofloxacino de 5 ug frente a cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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IV. DISCUSION

IV.1. Discusion de resultados

Durante el ensayo de solubilidad la resina de Schinus molle L. (molle) demostré ser
soluble en solventes polares como el agua, esto se puede deber a que la resina
interactua con esta sustancia formando enlaces puentes de hidrégeno o de tipo ion-
dipolo. Este resultado es semejante con el obtenido por Caceres F (2018)*3, quien
determind la solubilidad de una muestra Schinus molle L., en agua y alcohol etilico,
evidenciando una alta solubilidad en agua. De manera similar, en el estudio
realizado por Manrique V y Pariona L (2022)%°, se llevd a cabo un ensayo de
solubilidad utilizando solventes polares y no polares, en este trabajo las muestras
de molle presentaron una solubilidad media en etanol al 70% y 90% pero una mayor

solubilidad en agua.

Por otro lado, es importante conocer la solubilidad de la resina de Schinus molle L.,
ya que esta informacion podria proporcionar informacion cientifica para la posterior
preparacion de una forma farmacéutica adecuada que pueda administrarse de
manera segura y efectiva en pacientes con infecciones causadas por
Staphylococcus aureus. De esta manera se estaria ofreciendo una nueva estrategia
terapéutica que ayude en el control de las infecciones bacterianas y que ademas
mejore la calidad de vida de la poblacion que padece de alguna infeccion

estafilocdcica.

En el ensayo microbioldgico se observd que la resina de Schinus molle L., a una
concentracion del 75% obtuvo un promedio de halos de inhibiciéon de 11, 97 mm,
seguido de la concentracion al 50% con un valor de 10, 69 mm frente a las cepas
de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Estos resultados son similares con los
obtenidos por Bekele T y Yiman B (2023)?*; con rangos entre los 9 a 10 mm de
diametro y Viton L, et al. (2022)%’, quienes tuvieron valores entre 5 a 14 mm frente
a cepas de S. aureus. Por otro lado, los resultados de esta investigacion no se
relacionan con lo hallado por Monge C, et al. (2021)?°, ya que en su estudio obtuvo
halos con diametros de 19 mm frente a cepas de Streptococcus mutans. Las
diferencias entre este ultimo estudio y lo hallado en esta investigacion se basan, en
que el estudio de Monge C, et al. (2021)?°, utilizaron la resina de molle entera sin
diluirla ni haber realizado un pretratamiento. Durante este ensayo se aplico la
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técnica de difusion en pozos debido a que es una técnica ideal y de primera eleccion
para evaluar la capacidad antibacteriana de productos naturales, tal como lo
sugiere Hossain M y et al. (2022)*. Una de las posibles razones que explica el
efecto antibacteriano de la resina de Schinus molle L. se puede deber a |la presencia
de taninos. Diversos autores indican que estas sustancias tienen la capacidad de
unirse a proteinas bacterianas mediante enlaces de hidrogeno e interacciones
hidrofobas, lo que afecta el metabolismo de estos microorganismos*®4647, Los
taninos presentan un amplio espectro de actividad especialmente frente a bacterias
grampositivas como Staphylococcus aureus, incluso se han postulado una serie de
posibles mecanismos de accién contra esta bacteria, algunos de ellos indican que
los taninos alteran ciertos procesos fisiologicos ya que pueden atravesar la pared
celular bacteriana hasta la membrana interna interfiriendo con el metabolismo
procariota e inhiben la absorciéon de nutrientes como azucares y aminoacidos por

parte de la bacteria*®.

De acuerdo a Vozza et al. (2024)*, las variedades de cannabis y su contenido en
resinas y fitocannabinoides fueron eficaces en distinto grado contra las bacterias
Gram (+) y Gram (-), es decir, la asociacion de otros compuestos presentes en los
extractos de cannabis esta involucrados en su accidon contra los patogenos. Esto
también se puede extrapolar a la actividad antimicrobiana y refuerza la idea de
utilizar extractos completos en lugar de cannabinoides purificados para lograr los
mejores resultados. En esta direccion, la evidencia reciente indica que las resinas
de cannabis presentan una actividad antibacteriana selectiva, dependiendo de su

composicion quimica.

En los ultimos anos, el estudio de las propiedades antibacterianas de las resinas
ha tenido una gran importancia en el ambito cientifico debido a su amplia
quimiodiversidad de compuestos activos que representan una prometedora fuente
de compuestos contra bacterias multirresistentes. En este aspecto Khanal et al.
(2022)*°, evaluo que la resina de Beilschmiedia roxburghiana N., inhibié el
crecimiento de bacterias patdgenas tales como Staphylococcus aureus. De
acuerdo con los autores, estos indican que la extraccion de los metabolitos
secundarios con actividad antibacteriana requiere de los solventes adecuados para
su posterior aislamiento, de esta manera se podrian realizar bioensayos de

fitoconstituyentes importantes, para evaluar la farmacologia, seguridad vy
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efectividad de estas y finalmente desarrollar un nuevo producto terapéutico.
Asimismo, Ramos et al. (2022)%°, han indicado que se debe plantear la relacién
sinérgica que tienen los metabolitos secundarios entre si, presentes en la corteza

de diferentes especies vegetales.

La realizacion de esta investigacion tiene un destacado aporte en el campo de la
salud publica y el tratamiento de infecciones ocasionadas por bacterias de
importancia clinica. El explorar el efecto antibacteriano de la resina de Schinus
molle L., nos brinda un nuevo camino que nos permitira comprender y mejorar el
abordaje terapéutico que se debe tener para el tratamiento de infecciones
producidas por Staphylococcus aureus, una bacteria que es reconocida como una
causa comun de infecciones en la comunidad y en entornos hospitalarios. El estudio
tambien busca, a largo plazo, la posibilidad de establecer un nuevo régimen
farmacoloégico en el cual se incluya a los productos naturales, lo que podria llevar a
la reduccidn en la prevalencia de infecciones bacterianas, beneficiando

principalmente a los pacientes y al sistema de salud publica del pais.

En el tamizaje fitoquimico preliminar cualitativo, la resina de Schinus molle L., tuvo
una abundante presencia de Lactonas a, B insaturadas y taninos, ademas de una
mediana presencia de compuestos fendlicos y alcaloides. Estos hallazgos se
relacionan parcialmente con los resultados de Bekele Ty Yiman B (2023)?*, quienes
no solo hallaron los fitoconstituyentes previamente mencionados, sino que tambien
hallaron presencia de terpenos y antraquinonas. Por otro lado, autores como Umay
A (2022)%5, indican que la resina Schinus molle L., presenta un alto contenido de
compuestos sesquiterpénicos y terpénicos; al igual que lo detallado en el estudio
de Patocka J y de Almeida J (2018)%5. La posible explicacion sobre esta diferencia
en el contenido de metabolitos secundarios en la resina de Schinus molle L., se
puede deber a la procedencia de cada muestra utilizada por los investigadores
citados, ya que las condiciones geograficas, tales como temperatura, presion,
humedad, pH del suelo, etc. Pueden afectar la produccion de compuestos quimicos
organicos y por consiguiente sus propiedades terapéuticas. Otra dfiferencia es el
uso técnicas instrumentales por parte de otros autores, las cuales son mas

sensibles y precisas a comparacion que las pruebas cualitativas.
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Identificar el contenido de los metabolitos primarios y secundarios de la resina de
Schinus molle L., nos permite conocer y posteriormente cuantificar los compuestos
responsables de su actividad antibacteriana. Esto presenta una gran importancia
cientifica porque puede servir en un futuro como base en el desarrollo de
medicamentos a base de plantas, ya que conocer la composicién quimica de la
planta permite garantizar su calidad, eficacia y seguridad. Ademas, el estudio de
los metabolitos secundarios también puede ayudar a comprender los mecanismos
de accidn de las plantas medicinales y a identificar nuevas moléculas con potencial
terapéutico. Esto contribuye a la investigacion y desarrollo de nuevos tratamientos

infecciones bacterianas, mejorando asi la calidad de vida de los pacientes.

A pesar que las concentraciones de la resina de Schinus molle L. (75 %, 50 % y 25
%) no superaron al control positivo (ciprofloxacino), la resina de molle se puede
postular como una alternativa terapéutica complementaria ya que de esta manera
se minimiza el uso descontrolado de antibiéticos convencionales; por otro lado, al
ser una alternativa natural y de facil acceso, esto puede beneficiar a personas que
no cuenten con el suficiente ingreso econdmico para acceder a los servicios
primarios de salud, asi como a medicamentos de calidad. Finalmente, la resina de
Schinus molle L. puede presentar avances significativos para reducir la incidencia

de casos de infecciones ocasionadas por bacterias resistentes a los antibioticos.

Las pruebas estadisticas nos indican que los promedios de los halos de inhibicion
van aumentando a la vez se incrementa la concentracion de la muestra de resina
de molle, en la prueba de ANOVA de un factor, el valor de p fue de 0,00 lo que
indica que existe diferencia significativa entre cada uno de los grupos
experimentales. Mientras que en el test HSD de Tukey se aprecio que entre grupos
existe diferencia significativa, siendo el control positivo superior a comparacion de

los demas grupos experimentales.

Durante la busqueda bibliografica (periodo de consulta de enero a mayo del 2024)
no se encontrd6 suficiente informacion cientifica sobre las propiedades
farmacoldgicos y perfiles fitoquimicos de la resina de Schinus molle L. Pareciera
que esta es una de las primeras investigaciones, realizadas en Peru, que evalua la
actividad in vitro de la resina de molle frente a Staphylococcus aureus. Sin embargo,

el estudio no estuvo acompafnado de pruebas instrumentales que no permitieran
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conocer la estructura de los metabolitos reconocidos en la prueba preliminar, por
otra parte, tampoco se realizaron ensayos toxicolégicos lo cuales nos hubiera
permitido verificar, refutar y/o justificar con mayor base cientifica el uso de la droga
vegetal de referencia. Por ultimo, es necesario seguir investigando acerca de las
propiedades bioldgicas de dicha especie medicinal a través de pruebas clinicas de
eficacia que determinen si la resina presenta una respuesta positiva por encima del

umbral minimo con antibacteriano.
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IV.2. Conclusiones

La resina de Schinus molle L. presentd efecto antibacteriano in vitro frente a

cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

En la prueba de tamizaje fitoquimico preliminar cualitativo la resina de Schinus
molle L. tuvo abundante presencia de taninos y lactonas a, (8 insaturadas, asi

como mediana presencia de compuestos fendlicos y alcaloides.

La resina de Schinus molle L. a la concentracién de 75% tuvo mayor efecto
antibacteriano frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 en
comparaciéon de las concentraciones al 50 y 25%. Esto se pudo deber a que la
concentracion al 75% pudiera presentar una mayor cantidad de metabolitos

secundarios con propiedades antibacterianas.

La resina de Schinus molle L. a la concentracion de 75% no presentdé mayor
efecto antibacteriano en comparacion con el control positivo (Ciprofloxacino 5
Mg) frente cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Esta diferencia
marcada en el efecto se debe a un probable antagonismo entre los metabolitos

secundarios presentes en la resina de molle.
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IV.3. Recomendaciones

Realizar estudios cuantitativos con métodos instrumentales que permitan elucidar
la estructura quimica de los metabolitos secundarios presentes en la resina de
Schinus molle L. (molle), con el objetivo de obtener una molécula con actividad
antibacteriana y que pueda producirse bajo una forma farmacéutica segura y de

calidad que beneficie a la poblacion en general

Se recomienda realizar estudios en donde se investigue los posibles mecanismos
de accion antibacteriano de la resina de Schinus molle L. Estos estudios deben
incluir pruebas bioquimicas, moleculares y bioquimicas con la finalidad de
proporcionar informacién veridica y con un adecuado respaldo cientifico para el

desarrollo de una nueva alternativa terapéutica contra infecciones bacterianas.

Se sugiere seguir con las investigaciones del efecto antibacteriano de la resina de
Schinus molle L., frente a diversas cepas grampositivas como gramnegativas,
ademas de otros microorganismos tales como hongos o virus, ya que esto

expandira el conocimiento sobre los efectos bioldgicos de este producto natural.
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ANEXOS

ANEXO A. Instrumentos de recoleccion de datos

ENSAYO MICROBIOLOGICO in vitro

Investigador (es):
Muestra:

Fecha:

Microorganismo

Diametros de inhibicion en mm

Staphylococcus
aureus ATCC
25923

Resina de
molle al
75%

Resina
de molle
al 50%

Resina
de molle
al 25%

Ciprofloxacino

de 5 ug

Agua
destilada

Promedio

Fuente: Elaboracién propia
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TAMIZAJE FITOQUIMICO PRELIMINAR DE LA RESINA DE Schinus molle L.

Metabolitos Ensayos Resultado
Antraquinonas Borntrager
Compuestos fendlicos FeCls
Triterpenos y Esteroides Hebermann

Burchard
Alcaloides Dragendorff
Alcaloides Wagner
Alcaloides Mayer
Lactonas a, (3 insaturadas Baljet
Taninos Gelatina
Taninos Gelatina-sal
Antocianinas NaOH 10%
Azucares Reductores Benedict
Azucares Reductores Fehling
Saponinas Espuma
Flavonoides Shinoda

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

Fuente: Elaboracion propia
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PRUEBA DE SOLUBILIDAD DE LA RESINA DE Schinus molle L.

TUuBO SOLVENTES Resina de S. molle L.
N°1 Acetato de etilo

N° 2 Butanol

N° 3 Etanol de 96°

N° 4 Etanol de 70°

N° 5 Metanol

N° 6 Agua destilada

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

Fuente: Elaboracién propia.
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ANEXO B. Operacionalizacion de las variables

Variables Dimensiones Indicadores Escalla. gie Valor
medicion

. . , ) (-) Ausente
Varlablle mdepenc_ilente. . - Prueba fitoquimica . (+) Minima
La resina de Schinus molle | Fitoquimica . Ordinal :
L. (molle) preliminar (++) Mediana .

' (+++) Abundante presencia

Variable dependiente: <8 mm: nulo
Efecto antibacteriano in Medicion de zonas de Raz6n 8 — 14 mm: Sensible

vitro frente Staphylococcus
aureus ATCC 25923

Microbiolégico

inhibicién (mm)

14 — 20 mm: Muy sensible
>20 mm: Sumamente sensible
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ANEXO C. Informe de resultados de laboratorio

' Santa Rosa:i.

LABORATORIO BIOLOGICO ¥ ANALISIS CLINICO

“aho del Bicentenario, de |a consolidacion de nuestra Independencia, y de la conmemoracion

de las heroicas batallas de Junin y Ayacucho™

Informe de Resultados

Solicitado por: Famos Parthuaman, Evelyn

Famos Parthuaman . Y asmin
Muestra: schinus molles 1. (molle)
Fecha de ensayo:  20-05-2024

Diametros de inhibicion en mm
Microorganismo

75% 50% 25% ciprofloxacino Agua

1197 10.72 3.86 30.16 ]

1158 10.70 3.97 2983 1]

12106 10.68 B8.95 30.05 1]

Staphylococcus | 1187 | 1069 8.87 25.93 5

aureus 1201 10.70 2.90 29 84 ]

ATCC 255823 1185 10.66 254 2996 1]

1197 10.73 B.86 30.13 1]

1189 10.68 B.88 30.07 [

12.10 10.67 8.92 29 85 ]

1199 10.71 B.85 2989 5]

*Tamafio de pozo: 6mm, por lo que al reportarse 6 mm es indicativo que no
existe formacidn hale de inhibicién
*Concentracién del inoculo: 1.5 x 10° UFC/mL

o X e

// YW

’l'_l'ﬁ‘. T.M. Walter A. 5iri' Rodriguez
CTMP. 10808



ANEXO D. Certificado taxonémico

— UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS dee
/ﬁf’ {Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)

A MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio del Bicentenario, de la consolidacion de nuestra Independencia, ¥ de la conmemoracion de las heroicas
batallas de Junin v Ayacucho™

CONSTANCIA N° 021-USM-MHN-2024

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

La mmestra vegetal (fértil) recibida de Evelym Ramos Parihuaman y Yasmin Ramos
Parihuaman, egresadas de la Universidad Maria Auxiliadora ha sido estudiada y clasificada
como: Schinus molle L. y tiene la signiente posicion taxonomica, segin el Sistema de
Clasificacion APG IV (2016).
ORDEN : Sapindales Juss. ex Bercht. & J. Presl
FAMILIA : Anacardiaceae B. Br.
GENERO : Schinus L
ESPECIE : Schinus molle L.

Nombre volgar: “Molle™

Procedencia: Fundo la Huaca Dans, Distrito de Pacaran, Provincia Cafiete, Departamento
Lima Pera

Determinado por: MSc. Hamilton Beltran Santiago

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

conveniente.
Lima, 15 de marzo de 2{}24
]Sﬁ‘éﬂﬂﬂﬂi Alban Castillo
. JEFA DEL HERBARID SAN MARCOS (USM)
Aw. Arenales 1256, Jesns Maria, Lima Peri Celular: +51 947 245 652 e-muil: herbarionsmyFummsm edu pe
Codizn postal Lima 15072 Lunes a Viernes 8:00 - 15:45 hitps-/fmusechn ummsm edn peterbario hml
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ANEXO E. Certificado de analisis de la cepa ATCC

Cerfificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

SEECIFICATIONS: BELEASE INFORMATION:
Product Mame: Staphylococcus aureus subsp. aureus Quality Control Technologist: Jackie L Mackedanz
Catalog Mumber: 0360 Release Date: 2022/08/15

Lot Number: 380-571**

Reference Number: ATCC® 25823™*
Passage from Reference: 3

{7) Mean Assay Value (MAV): 4 9E+03 CFU per pellst
Expiration Date: 2024/07/31

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Medium to large, convex, entire edge, both white and pale white colonies, smooth, SBAP
opaque, beta hemoalytic

Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.

A F,
- f

k'r LWU-;#--L- o otmen
Amanda Kuperus

Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGMATURE

*"Disclaimer: The last digit{s) of the lot number appearing on the product labe! and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed
on this certificate is the actual base lot number.

®

IACC IIEEI'I'EDI

TESTING CERT M2655.01

(1) These fests are accredited to ISOAEC 17025,

ATCC L " ("} The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of
Deiative J ATCC. Microbiologics, Inc. is Beensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures.

®

(accrepiTen)

R U HIOFIEER
ER ]

(T) The Mean Assay Value (MAV) stated above may deviate from the end-user's MAW based on variables imherent to each laboratory
emirenment, such as methods, media type, equipment, pipettes, and individual technician technigue.

2 2012 Microbiclogies, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC. 286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

amn
(<

Meaning of Score Values

Range | Interpretation | Symbols Color
2.00-3.00 (+++) Green
70159 G vetow
0.00 — 1.69 (-) Red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category

Interpretation

(A)

High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match
is (1) a highconfidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a
low-confidence identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3)
a non-identification.

(B)

Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high-
or low-confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence
identification in which 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.
Run Creation Date/Time: 2022-08-11T11:50:06 462 JLM
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
E12 (+++) (A) 360-571 Staphylococcus aureus

Comments:

n/a
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e
S,
2 "

Microbiologics

Statistical Analysis Certificate

Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Reference # ATCC® 25923 ™*

Catalog # 0360

Lot #: 360-571™

Expiration Date: 2024/07/31

(7) Mean Assay Value (MAV): 4 9E+03 CFU per pellet
Standard Deviation: 1.2E+03

Coefficient of Variation: 24%

99% Confidence Interval of 4 0E+03 to 5.8E+03 CFU

95% Confidence Interval of 4 3E+03 to 5. 6E+03 CFU

Method used to determine Mean Assay Value: Spiral Plate Method
Medium Employed: TSA
Incubation Time and Temp: 24 hrs at 34-38 degrees C

1
(‘L\"W‘—ﬂ_n_i._ ,/&,a.em-
Amanda Kuperus

Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

[T} The Mean Assay Value (MAV) stated above may deviate from the end-user's MAV based on wariables inherent to each laboratory environment, such as
methods, media type, equipment, pipettes, and individual technician technique.

The la=t digi(s) of e kot number appearing on the product kabel and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this certficate ks the actual base lat
numiber. The information Included In this Stafistical Analysls Cerificate |5 siricily based on the product's lot number. A praduct ot number may be assigned to multiple packaging
comMguratians. A5 3 resull, this certifizate only Bsts the kot number and does not Include: 3 product cescrption.

& 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue Narth Salnd Cloud, MN 56302
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ANEXO F. Certificado de analisis del agar Mueller-Hinton

@ Pazelof 3

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Delvery/Customer mformation
Diate Printed
PRODUCT CM0337B 2023.06.30
MUELLER HINTON AGAR 00z Delivery Mo
LOT NHUMBER 3581362 Customer
Custormer Order Mumber
EXPIRY DATE 2028.06.05
DATE OF
MAMNUFACTURE 2023.06.07
Physical Characteristics Result: Specification
Appearance Strawr powder Straw powder
Colowr on reconstifution Straw 2-3 Straw 2-3
pH (25°C) 73 72-74
Claniy Clear Clear

Mcrobiclogical Performance

Amtibiotic susceptibility teztz are performed in accordance with, and meet the scceptance Hmitz of, the current ISOVTS 16752,
Performance is assessed using EUCAST methodology.

Staphylococens aurens ATCCEISS23 WDCAIOD034
Incubation at 35 = 1°C for 16-20 hours in ambient air

Lone Size Limnits
() (mm)

Erythronnyein E15 9 22-30
Tetracyclme TEID 27 4-30
Crprofloxacin CIP3 26 22-30
Ameosaeillm-clavulanate AMC3I0 34 28- 36
Ampicillin-sulbactam SANMI0 35 9. 37
Linezolid LZDI30 25 25- 32
Cefoatin FOX30 i) 23-29
Gentapiem CH10 26 19. 27
Pamcillin P10 35 26- 37
Staphylacocens aurens ATCCEINILS WDCAINN131

Incubation at 35 = 1°C for 16-20 hours in ambient air

Panicillin P1 15 12- 18
Cefooatin FOX30 28 4-30
Crprofloxacin CIP3 n 21-17
Erythronnyan E15 25 13-
Gentapiem CH10 n 19. 25
Linezolid LZDI10 2 21-7
Tetracyclne TE30 26 13- 31

Q
Tested by the Quality Control Laboratory

OXO0ID LINOTED
Wade Foad, Basingztoke, Hamp:hire RG24 SPW. England
oxsidia thermofizher.com www.oxoid.com FOA Reeg . 0110008
Cafificais Mo Fll #0148

45




PRODUCT CAO33TB

CERTIFICATE OF ANALYSIS

MUELLER HINTON AGAR. 50ig

LOT HUMBER 3681362

Page 2of 3

Staphylococens anrens ATCCOE43300 WDCAIDNZ11
Incubation at 35 = 1°C for 24 hours in ambient air

Ceforntin FOXE0

Staphylococens anrens NCTCLI493 WDCAIDOI12
Incubation at 35 = 1°C for 24 hours in ambient air
Cefoatin FOX30

Escherichia coli ATCCE22022 WDCADDO12
Incubation at 35 = 1°C for 16-20 hours in ambient air
Ampicillin AMP10

Chloramphenicol C30

Gentamicm CH10
Tnmethoprim-sulfamethoxazole SHT25
Amemacillm-clavulanzte AMC30
Crprofloxacim CIF3

Sulfisoxazole SF300

Tetracyclne TE3D

Cefotaame CTHS

Tigecyelme TGCLS

Escherichia coli ATCCEIZILS
Incubation at 35 = 1°C for 16-20 hours in ambient air
Amoxicilln-clavulanate AMC30

Pseudomonas aeruginosa ATCCEITIEY WDCMDO2E
Incubation at 35 = 1°C for 16-20 hours in ambient air
Gentammem CH10

Imipenern IPR10

Artreonzam AT

Crprofloxacim CIF3

Tobranmyein TOB10

Ceftzzidome CAZI0

Piperacillin-tazobactam TZP36

Enterococens faecalis ATCCEIILE6 WDCNDMOZ10
Incubation at 35 = 1°C for 16-20 hours in ambient air
Trmethoprim-sulfamethoxazole SHT25

Enterococens faecalis ATCCEINILI WDCNDMOST
Incubation at 35 = 1°C for 16-20 hours in ambient air
Ampreillin AMP2

Imipenern IPR10

Linezolid LZD10

Mitrofirantom F100

Zone Size
{num)
11

20

0

19
n
M
25
3
M
25

15

BiEE=

Limits
{mm)
=21

14- 20

15- 22
21-17
19- 26
B3-xw
18- 24
30- 40
15- 23
18- 25
25-31
-7

17- 22

16- 21
20- 28
3-1
25- 33
19- 25
11-17
3-1

20-

15- 21
2430
19- 25
18- 24

Q
Tested by the Quality Control Laboratory

OXOID LINOTED

Wade Road, Basingztoke, Hamp:hire RG24 SPW. England
oxeidi thermofizher.com www.oxoid.com

Canfoaie Mo Fid 60014

FO& Riag b 8010008
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CERTIFICATE OF ANALYSIS

FRODUCT CAI033TB

MUELLER HINTON AGAR silg
LOT HUMBER 3681362
Trnmethoprim W5 30 4- 32
Tnmethoprim-sulfamethoxazols SXT25 31 26- 34
Vancomyem VAS 13 10- 16

Smreptococens prewmoniae ATCCEL9619
Enriched with %% v/v horse blood and 20me T -NAD
Incubation at 35 = 1°C for 18-20 hours in 5% CO2

Zone Size Limits
{1nm) (mm)
Vaneconmyem VAS 21 =23
Haemophilus influenzae ATCCE49247
Enriched with %% v/v horse blood and 20me T -NAD
Incubation at 35 = 1°C for 18-20 hours in 5% CO2
Arpieallin AMPZ 10 6- 12
Haemophilus influenzee ATCCE497T66
Enriched with %% v/v horse blood and 20me T -NAD
Incubation at 35 = 1°C for 18-20 hours in 5% CO2
Cefimime CFMS 31 \. 35

Control Mediom- Mueller-Hinton Agar
Refer to product specification for full detals.

The mformaztion given 15 believed to be comrect, all results reported inthi= certificate relate only to the product and
lot stated m this certificate of analv=is. However, both the infoomation and the product are offered wathout warranty
for any application other than that specified in the cwrrent Chooad Marmal. This certificate shall not be reproduced
except in full without wiitten approval of the Chuality Control Laboratory, Cotd Linuted Basmgstoke.

The results reported were obtained at the tme of releasze.

Lot Accepted 2023.06.16

ey

Cuusa Cmm

Director Quality, EMEA

ATCC 15 a rezistered trade mark of the Amencan Tvpe Cultwe Collection.
MNCTC and Mational Collection of Type Cultures are registered trade marks of the Health Protection Agency.

Q
Tezted by the Quality Control Laboratory

OXO0ID LINOTED
Wade Eoad, Basingstoke, Hamp:hire RG24 SPW, England
oxoidithermofizher.com www.oxoid.com FOA R . 090008
Caificais Mo Fll &304
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ANEXO G. Evidencias fotograficas
Prueba de Solubilidad

Figura 2: Aplicacion de los solventes a la resina de Sch/nus molle L.

Prueba de Tamizaje preliminar

v < |

Figufa 3:Eﬁsayo de tamizaje fifoqtjimico cualitativo
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Ensayo microbioldgico

Figura 4: Estandarizacion de la cepa ATCC

Figura 5: Siembra de las cepas en placas con agar
Mueller Hinton.

Figura 6: Aplicacién de las sustancias
experimentales en los pozos del agar.
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