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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto del etandlico
de las hojas de Melissa officinalis L. (toronijil) frente a la cepa de Pseudomonas

aeruginosa.

Métodos: El recurso vegetal se recolectd en el distrito de Andagua; el extracto
etandlico de las hojas de toronjil se realizé por el método de maceracion, el cual
sirvié para la identificacion de metabolitos secundarios y para la determinacion de
la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico a diferentes
concentraciones 20 %, 40 % y 60 %; se realizd a través del método de difusiéon
Kirby-Bauer; la cepa bacteriana utilizada fue Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853; se utilizé gentamicina 10 ug como control positivo.

Resultado: El extracto etandlico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronijil)
presentd halos de inhibicion de 7,7 mm; 16,8 mm y 19,5 mm a las concentraciones
del 20 %, 40 % y 60 % respectivamente.

Conclusiones: El extracto etandlico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronijil)
presentd actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de Pseudomonas

aeruginosa.

Palabras claves: Melissa officinalis L., extracto etandlico, Pseudomonas

aeruginosa, actividad antibacteriana.



ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antibacterial activity of the ethanolic extract of
the leaves of Melissa officinalis L. (lemon balm) against the Pseudomonas

aeruginosa strain.

Methods: The plant resource was collected in the Andagua district; the ethanolic
extract of the lemon balm leaves was made by the maceration method, which served
to identify secondary metabolites and to evaluate the in vitro antibacterial activity of
the ethanolic extract at different concentrations 20 %, 40 % and 60 %; it was carried
out through the Kirby-Bauer diffusion method; the bacterial strain used was
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; 10 ug gentamicin was used as a positive

control.

Result: The ethanolic extract of the leaves of Melissa officinalis L. (lemon balm)
showed inhibition halos of 7,7 mm; 16,8 mm and 19,5 mm at concentrations of 20
%, 40 % and 60 % respectively.

Conclusions: The ethanolic extract of the leaves of Melissa officinalis L. (lemon
balm) showed antibacterial activity in vitro against the Pseudomonas aeruginosa

strain.

Key words: Melissa officinalis L., ethanolic extract, Pseudomonas aeruginosa,

antibacterial activity.



I.  INTRODUCCION

En la actualidad la mayoria de las infecciones son causadas por bacterias; que se
transmiten de forma directa o indirecta con mayor facilidad ya sea dentro o fuera de

un Nosocomio.

Estas infecciones conllevan a enfermedades desde agudas a cronicas; todo ello
involucra gran dificultad en salud publica, aumentando el porcentaje de patologias
y muertes, alargando la estancia intrahospitalaria y el incremento mayor de costos

en salud!?.

Segun la organizacion mundial de salud (OMS); informé sobre casos de infecciéon
por Pseudomonas aeruginosa resistente a antibiéticos en pacientes que se
sometieron a intervenciones quirdrgicas; generalmente operaciones bariatricas; se
confirmaron 16 casos y 4 sospechosos. Se descubrié que no se desinfecté de forma
correcta el material reutilizable representando un riesgo o también fue por

transmision hematica de infecciones entre pacientes?.

Las infecciones en los nosocomios de paises desarrollados afectan el 5 al 10 % de
las personas y en paises subdesarrollados superan el 25 %. Por lo general el 30 %
de los pacientes afectados por infecciones son los de cuidados intensivos,
alcanzando una mortalidad de 44 %*.

Los patdgenos principales que desencadenan multiples infecciones son
Escherichia coli con 15,2 % y Pseudomonas aeruginosa con 11,2 %, las cuales son
causantes de distintas enfermedades: 26 % neumonias, 19 % infecciones por
cirugia, 17 % infecciones urinarias y 14 % bacteriemias, estas son las responsables
de prolongar la estancia hospitalaria y traen con ellas diversas complicaciones que

pueden ocasionar la muerte®.

Las infecciones en pacientes de Peru tienen una tasa de prevalencia de 2,82 %. En
la ciudad de Arequipa las infecciones alcanzan el 1,12 % de los pacientes®. Mas del
30 % del riesgo de infecciones intrahospitalarias son causadas por bacterias
gramnegativas. En un promedio de 13 % son causadas por Pseudomonas

aeruginosa y en un 22 % ocurren en las instalaciones de cuidados intensivos’.
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Hace tiempo que la medicina tradicional nace de la aplicacion de técnicas poco
ortodoxas, empiricas, populares o alternativas, que se difunden de generacion en
generacion, siendo las plantas, la principal fuente de sus preparados medicinales
para la precaucion y la mejoria de sus enfermedades en la poblacién®.

En la diversidad de flora, existen algunas plantas que poseen propiedades
terapéuticas que ayudan a contrarrestar las infecciones provocadas por diversas
cepas bacterianas, las que pueden ser aplicadas como una alternativa para el
complemento de asepsia, barrera de proteccion y prevencion de infecciones; de
esta manera también ayudan a evitar la propagacion y el crecimiento bacteriano en

multiples superficies® 0.

El toronijil es una especie vegetal con excelentes propiedades terapéuticas, que se
aplican para el tratamiento de enfermedades cerebrales a nivel central,
enfermedades cardiovasculares y respiratorias, diversos tipos de cancer, potenciar
la memoria, entre otras mas'*'2, Ademas, muchas farmacopeas herbolarias irani,
britanica y europea sefialan diversas propiedades farmacolégicas: neurolégicas,
antioxidantes, hipoglucemiantes, hipolipidémicos, antimicrobianos,
anticancerigenos, antidepresivos, ansioliticos, anticonceptivas, antiinflamatorias y
espasmoliticos. En las investigaciones fitoquimicas experimentales demostraron la

presencia de compuestos volatiles, triterpenos, acidos fendlicos y flavonoides!314,

La especie vegetal del toronjil corresponde a la familia de Lamiaceas, por lo general
crece sobre suelos ricos en materia organica de bosques, malezas y jardines?®. Por
lo general, se realizan infusiones de esta planta que es utilizado como tranquilizante

natural y con su aceite esencial se elaboran perfumes?®.

Segun investigaciones fitoquimicas de Melissa officinalis L. (toronjil) presenta
compuestos fendlicos (taninos, &cidos fendlicos y flavonoides) y terpenos
(triterpenos, monoterpenos y sesquiterpenos); los principales constituyentes
activos son los compuestos volatiles, triterpenos y acidos fendlicos; asi mismo el
aceite esencial y los compuestos fendlicos son los que le atribuyen las actividades

farmacolégicast’18.
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Los usos medicinales del toronjil que se conocen son: cicatrizante, estimulante,
hipnético, carminativo,  sudorifico,  digestivo, antidepresivo, antiviral,

reconstituyente, antibacteriano, espasmolitico, colerético, febrifugo®2°,

Los usos tradicionales de la especie vegetal que se conocen son:
> Como tranquilizante natural es tomada mediante una infusion?..

> Como antidoto lo aplican como emplastos contra la mordedura de perros

rabiosos, alacranes, entre otras?2.

> Para aliviar dolores géstricos de tipo codlico lo consumen realizando una

maceracion de las hojas en vino?2,

> Para purificar las llagas, se utilizan las hojas y son aplicadas con sal??.

Figura 1. Melissa officinalis L. (toronjil)

Entre los antecedentes al desarrollo del trabajo de investigacidon se dispusieron de

los siguientes:

Echavarria A, et al (2016), evaluo la capacidad antioxidante y metabolitos
secundarios de extractos de dieciséis plantas medicinales. En los resultados se
preciso gran cantidad de polifenoles y flavonoides en el extracto hidroalcohdlico y
consideraron que los metabolitos secundarios poseen gran poder antioxidante?3.

Vélez R, et al (2018), mencionaron acerca de las sustancias quimicas, efecto

antimicrobiano y letalidad del toronjil y la hierba luisa. En los resultados se

13



determind que el extracto metandlico y el aceite esencial de ambas especies
presentaron flavonoides, polifenoles, esteroides, taninos, glucdsidos y alcaloides;
asi como también la ausencia de terpenos en el aceite esencial. Se determiné que
el toronijil fue méas sensible frente a Escherichia coli inhibiendo a 40 mg/mL. Mientras
gue la hierba luisa fue mas sensible frente a Pseudomonas aeruginosa y

Staphylococcus aureus con una inhibiciéon de 20 mg/mL?4.

Angulo D, et al (2019), realizaron un perfil de las formulaciones magistrales topicas
elaboradas con el extracto hidroalcohdlico de las hojas secas de Melissa officinalis
L. (toronijil) mediante el método Het - Cam. Se evidencio en la prueba de solubilidad
que el extracto hidroalcohdlico fue soluble en metanol y etanol. Por otro lado, en las
marchas fitoquimicas analizadas observaron la presencia muy abundante de

flavonoides?.

Azuero A, et al. (2016), precisaron acerca de los metabolitos secundarios y la
actividad antibacteriana de doce plantas: toronjil, cilantro, altamisa, borraja,
moringa, diente de ledén, achochilla, guaviduca, ajenjo, mastrante, cedrén y
hierbaluisa. El extracto metandlico de toronjil presentd una mayor sensibilidad para
Escherichia coli dando un halo de inhibicibn de 9,4 mm vy las bacterias
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus no presentaron una
sensibilidad bacteriana dando un halo de inhibicion de 6,3 mm y 6,5 mm

respectivamente?®.

Lema A. (2018), evalu6 la actividad antibacteriana in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) en Proteus spp. se
aprecié que pH del extracto hidroalcohdlico de toronjil fue de 5,5 y también se
observé una alta evidencia de chalconas y auronas seguido de alcaloides y
flavonoides. Ademas, el extracto hidroalcohdlico de toronjil presentdé una
sensibilidad intermedia contra Proteus spp. Se recopil6 este estudio para valorar la

calidad de la droga vegetal?’.

Moreno M. (2020), determinaron el efecto antibacteriano in vitro de extractos
etandlicos de orégano, tomillo y salvia sobre cepas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa con resistencia mdultiple. Los
resultados obtenidos en su trabajo relacionado con los halos de inhibiciéon frente a

Pseudomonas aeruginosa fueron: Salvia officinalis (salvia) con 12,99 mm, Thymus
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vulgaris (tomillo) con 11,11 mm y Origanum vulgare (orégano) con 9,77 mm; donde
se aprecia que la salvia posee mejor efecto antibacteriano. Sin embargo, la cepa
mas susceptible fue Staphylococcus aureus en comparacion a Escherichia coli y

Pseudomonas aeruginosa®.

La justificacion de este estudio es que en la actualidad los casos con mayor
incidencia a infecciones intrahospitalaria se estan incrementado, lo que conlleva a
un consumo exorbitante de farmacos antibacterianos ocasionando una resistencia
bacteriana?®3°. Por tal motivo se investiga recursos naturales con propiedades
farmacoldgicas frente a microorganismos oportunistas, resultando ser una opcién
con informacién validada de manera cientifica que disminuya significativamente a
microorganismos farmacorresistentes; lo que beneficiaria a toda la poblacién dando

a conocer sobre la importancia, la utilidad y el empleo terapéutico de las plantas®°.

El objetivo general del estudio fue determinar la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) frente a la cepa de

Pseudomonas aeruginosa.

La hipotesis general del estudio fue:

> El extracto etanolico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) presenta
actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de Pseudomonas

aeruginosa.
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2.1

2.2

ll. MATERIALES Y METODOS

ENFOQUE Y DISENO DE LA INVESTIGACION

> Enfoque: Cuantitativos’.

> Experimental: Porque se manipulé la variable independiente®?.

» Correlacional: Porgue se determind si las dos variables estuvieron
relacionadas®:.

> Explicativo: Se buscé interpretar porque ocurre un fenémeno®3,

» Prospectivo: Porque se recolecté datos después de iniciada la
investigacion34,

» Transversal: Porque la variable independiente fue medida en un solo

momento34.
POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

La poblacién botanica fue conformada por la especie vegetal de Melissa
officinalis L. (toronjil) provenientes del distrito de Andagua, provincia de
Castilla y departamento de Arequipa; ubicada a una altura de 3585 m.s.n.m.;
de donde se obtuvo una muestra de ocho kilogramos de las hojas frescas de
la especie vegetal en mencion. La poblacion microbiolégica estuvo
conformada por la especie de Pseudomonas aeruginosa, de la que se obtuvo
la cepa ATCC 27853 como muestra.

El muestreo fue no probabilistico, considerando las hojas en buen estado,
no deterioradas, frescas y libres de microorganismos®.

Para la recoleccion de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) se utilizaron
guantes desechables, mascarilla quirargica y gorro desechable; luego fueron
depositadas en bolsas de papel Kraft para ser almacenadas en una caja de
tecnopor. Se llevd el recurso natural al Herbarium Aregvipense (HUSA) de
la Universidad Nacional de San Agustin, ubicado en la ciudad de Arequipa,

donde se realiz6 su identificacion taxonomica. (VER ANEXO C)

La caja de tecnopor fue llevada al Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Alas Peruanas de Arequipa, se seleccionaron las hojas frescas

de la especie con caracteristicas homogéneas, libres de dafio fisico y sin

16



2.3

231

2.3.2

contaminacion microbioldgica; para la limpieza del material vegetal se realizé
un enjuague con agua destilada, luego se procedié a llevar a un horno a
40°C por 5 dias y se realiz6 la molienda de las hojas desecadas mediante el

uso de un morteroe.

Para el proceso de extraccion etandlica, se empled la técnica de maceracion;
utilizando un envase ambar con tapa rosca estéril, donde se agrego los dos
kilogramos de las hojas pulverizadas mas 4 litros de alcohol etilico al 96 %;
se realiz6 el macerado por 10 dias y cada 12 horas se realiz6 agitacion con

la finalidad de homogenizar la muestra3-?’,

Luego se procedio al filtrado con papel Whatman N° 40; el filtrado se recibio
tres fuentes de vidrio para luego trasladarlo al horno a 40 °C, se mantuvo en
el horno hasta alcanzar peso constante, de esta forma se obtuvo el extracto

seco de la planta denominado también melcocha®.

En cuanto a la unidad de andlisis se utilizé la cepa de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 que fue adquirida de la empresa GenlLab del Peru
S.A.C. (VER ANEXO B)

VARIABLES DE INVESTIGACION

En el siguiente estudio se presentd como variable principal nuevas
oportunidades de tratamiento, es una variable cuantitativa y su escala de

medicidn es transversal.

Variable independiente: Extracto etandlico de las hojas de Melissa
officinalis L. (toronijil).

» Definicion conceptual: Producto obtenido mediante métodos o técnicas

de extraccién con alcohol etilico al 96 % por maceracion®.

» Definicién operacional: El solvente en relacion con la planta medicinal

arrastrarq metabolitos secundarios solubles por maceracion y eliminacion
del solvente mediante su secado en el horno; serd utilizado en la
elaboracién de las soluciones a diferentes concentraciones®.

Variable dependiente: Actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de

Pseudomonas aeruginosa.

17



2.4

2.5

251

» Definicién conceptual: Conjunto de compuestos que eliminan o reducen

el crecimiento microbiano“°.

> Definicibn _operacional: La actividad antibacteriana realizada por el

Método Kirby-Bauer es un procedimiento que sirve para enfrentar un
disco embebido de extractos de plantas con una cepa bacteriana y asi

determinar su sensibilidad bacteriana“.

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica que se utilizo fue la observacion y el instrumento para la
recoleccion de datos fue anotado en fichas de registro de los resultados de
tamizaje fitoquimico, la prueba de solubilidad y el ensayo microbiol6gico*42,

PROCESO DE RECOLECCION DE DATOS

El procedimiento para la recoleccién de datos fue basado en el tipo de
observacion no participativa, realizando el seguimiento a los siguientes

procesos:
Anélisis previo del extracto etandlico

El andlisis previo se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Alas Peruanas en Arequipa. Se realizaron las siguientes

pruebas:

a) Indice afrosimétrico: En un tubo de ensayo se coloco 1 g de extracto
seco con 7 mL de agua destilada y se agit6é por un lapso de 2 minutos
y se observo si hay formacion de espuma esto es debido a la

presencia de saponinas®.

b) Determinacién de pH a 25°C: En un tubo de ensayo se hizo una
dilucién con 0,5 g de extracto seco y 6 mL de etanol al 96 %; se agitd
hasta conseguir una mezcla homogénea y se procedié a medir el pH
utilizando potenciémetro** marca Thermo Scientific Orion 3 Star

Benchtop pH meter.

c) Pruebade solubilidad: se colocé en distintos tubos 0,1 g del extracto

seco y se adicionaron 2 mL de solventes de diferente polaridad?®,

18



25.2

2.5.3

b)

como: agua estéril, glicerina, metanol, alcohol etilico al 96 % y

cloroformo.
Marcha fitoquimica

Segun la metodologia de Olga Lock, se identific6 los metabolitos
secundarios de forma cualitativa, los cuales se evidenciaron de acuerdo a
las reacciones quimicas tanto por coloracion o precipitacion*®4’; las técnicas

quimicas utilizadas son las siguientes:

Ensayo de Shinoda (flavonoides), prueba del reactivo de cloruro férrico
(compuestos fendlicos), prueba del reactivo gelatina — sal (taninos), ensayo
de Mayer (alcaloides), la reaccidén de Borntrager (antraquinonas), ensayo de
Lieberman - Burchard (esteroides y triterpenoides), prueba de espuma
(saponinas), prueba de Legal y Baljet (sesquiterpenlactonas)*6:47.48,

Actividad antibacteriana método Kirby-Bauer o antibiograma

Se realizd en los laboratorios de Microbiologia de la Universidad Alas
Peruanas en Arequipa por el método de difusion en agar (Kirby-Bauer) con
este método permitié la determinacion de la actividad antibacteriana in vitro
del extracto etandlico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) frente a

la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
Preparacién de los extractos a ensayar

Se procedié a colocar en fiolas de 25 mL; 5 g, 10 g y 15 g del extracto seco,
luego se completd con alcohol etilico al 96 % c.s.p. 25 mL de esta forma

obtuvimos concentraciones de 20 %, 40 %y 60 %*°.
Activacién de la cepa de Pseudomonas aeruginosa

La reactivacion de la cepa liofilizada de Pseudomonas aeruginosa se activo
segun el manual del fabricante. (VER ANEXO B)
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c)

d)

f)

Preparacién del in6culo

Se hizo una diseminacién de la cepa de Pseudomonas aeruginosa en agar
tripticasa de soya, se hizo incubar por un lapso de 18 horas a 37 °C de
temperatura para conseguir cultivos jévenes; en un tubo estéril de vidrio se
preparo la solucion bacteriana con cloruro de sodio al 0,9 %, ajustando a la
turbidez del tubo de 0,5 de Mc Farland®°.

Preparacién de los medios de cultivo

El medio de cultivo que se utilizé fue el agar Tripticasa de Soya y Mueller
Hinton; se siguid las instrucciones del fabricante para su respectiva
preparacion; utilizando placas Petri de 90 mm de diametro®:. (VER ANEXO
B)

Inoculacién de las placas

Con un hisopo estéril se introdujo a la suspensién bacteriana para hacer
varias rotaciones y se presioné firmemente por la superficie de las paredes
para la eliminacién del in6culo sobrante; con el hisopo embebido de la
suspension necesaria, se procedié al sembrado realizando estrias en tres
sentidos sobre la superficie de la placa del agar de Mueller Hinton; se dej6
la placa inoculada a temperatura del ambiente durante 15 minutos con el fin

gue se elimine el exceso de la humedad>1:5354,
Grupos a ensayar

La preparacion de discos de sensibilidad se utilizé un perforador
convencional para obtener los discos de papel Whatman N° 3, con un
didmetro de 6 mm y fueron esterilizados a 121 °C por un lapso de 30 minutos;
estos discos se sumergieron en cuatro tubos de ensayo con tapas
herméticas completamente cerradas; luego se adiciona a cada tubo: los
extractos al 20 %, 40 % y 60 % y alcohol etilico al 96 % para empapar los
discos durante 24 horas y cada cierto tiempo se realizé agitaciones por dos
minutos®®. Segun el método de Kirby-Bauer®°7; se considero a los discos de
gentamicina 10 pg y los discos embebidos con el extracto de toronjil al 20 %,
40 %, 60 % y con alcohol etilico al 96 %%,
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Luego se procedié a colocarlos sobre la superficie del medio inoculado
previamente con la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853%,

» Grupo |: Discos embebidos con alcohol etilico al 96 %.

» Grupo Il: Discos embebidos con extracto etandlico de las hojas de
toronijil al 20 %.

» Grupo lll: Discos embebidos con extracto etandlico de las hojas de
toronijil al 40 %.

» Grupo IV: Discos embebidos con extracto etandlico de las hojas de
toronjil al 60 %.

» Grupo V: Discos embebidos con gentamicina 10 ug.

Seguidamente se invirtieron las placas inoculadas y fueron colocadas a la
incubadora a 37 °C de temperatura por 24 horas. Cada ensayo se efectud
por triplicado®°.

g) Interpretacion de los resultados

La lectura de los halos de inhibicién se efectud con la ayuda de un vernier
donde se procedi6 a medir los didmetros que se formaron sobre las
superficies del medio de cultivo y los resultados obtenidos fueron

promediados y se consideraron en milimetros como unidad de medida®%6*,

Los resultados de los porcentajes de inhibicion bacteriana se calcularon a

traves la siguiente formula:

% INHIBICION = (DM - DCN) /(DCP-DCN) *100

DM: Diametro de la muestra
DCN: Didmetro del control negativo

DCP: Diametro del control positivo
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2.6

2.7

METODOS DE ANALISIS ESTADISTICOS

Luego de la obtencion de resultados de los analisis mencionados en la
investigacion, se hicieron las evaluaciones mediante estadistica descriptiva
utilizando el paquete informéatico Microsoft Excel version 2016 para realizar
pruebas de andlisis de varianza (ANOVA) y test de Tukey®?.

ASPECTOS ETICOS

En la presente investigacion se utilizé una cepa bacteriana y muchos medios
de cultivo; donde se cumplieron las normativas éticas de buenas practicas
de laboratorio y de bioseguridad tanto dentro como fuera de los ambientes
donde se realizd los experimentos y ensayos de ética; establecida en la

Declaracion de Helsinki®3.
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[ll. RESULTADOS

3.1 Delas pruebas de andlisis del extracto etandlico

Tabla 1. Determinacion del indice afrosimétrico

indice afrosimétrico Resultados

Prueba de la espuma (Saponinas) ++

Donde: Abundante (+++) Moderado (++) Leve (+) Ausencia (-)
En la tabla 1, se puede apreciar el resultado del indice afrosimétrico, donde se

evidencia una moderada presencia de espuma (saponinas).

Tabla 2. Determinacién de pH del extracto etanélico desecado de las hojas
de Melissa officinalis L. (toronjil)

Temperatura (°C) Resultado
Determinacion del pH
25 6,44
Dénde: Acido: < 7 Neutro: = 7 Basico: > 7

En la tabla 2, se puede observar que el extracto etanélico desecado de las hojas
de Melissa officinalis L. (toronijil), presenté un pH de 6,44; lo que quiere decir que el
extracto es de naturaleza &cida.

Tabla 3. Solubilidades del extracto etanélico desecado de las hojas de
Melissa officinalis L. (toronjil)

SOLVENTES RESULTADOS
Agua estéril +
Glicerina +
Metanol ++
Alcohol etilico al 96 % +++
Cloroformo -

Donde: Insoluble (-) Poco soluble (+) Soluble (++) Muy soluble (+++)
En la tabla 3, se puede apreciar que el extracto etandlico desecado de las hojas
de Melissa officinalis L. (toronjil), presentdé una alta solubilidad en el solvente de
alcohol etilico al 96 %, seguido del metanol.
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3.2 Delamarcha fitoquimica

Tabla 4. Marcha fitoquimica del extracto etandlico desecado de las hojas de

Melissa officinalis L. (toronjil)

Ao ENSAYO REACCION
Compuestos fendlicos Reactivo Tricloruro férrico 5 % +++
Taninos Reactivo Gelatina 1 % +
Flavonoides Reactivo Shinoda +++
Esteroides y triterpenoides Reactivo Lieberman Burchard +
Sesquiterpenlactonas Reactivo Baljet -
Alcaloides Reactivo Mayer +++
Antraquinonas Reactivo Borntrager -
Saponinas Prueba de la espuma ++

Donde: Abundante (+++) Moderado (++) Leve (+) Ausencia (-)

En la tabla 4, se puede apreciar que en el extracto etandlico de las hojas de toronjil,

se detectdé abundantes compuestos fendlicos, flavonoides y alcaloides moderada

presencia de saponinas, leve presencia de taninos, esteroides y triterpenoides,

ausencia de sesquiterpenlactonas y antraquinonas.
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3.3 Delaactividad antibacteriana método Kirby-Bauer o antibiograma

Tabla 5. Resultados de andlisis in vitro por el método Kirby-Bauer

CEPA

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Halos de inhibicion (mm)

Concentracién del extracto
etanélico (%) N
1 2 3 X

60 19,1 20,0 | 19,5 19,5

40 16,8 17,0 | 16,7 16,8

20 6,5 9,1 7,5 7,7

Alcohol etilico al 96 % 6,0 6,0 6,0 6,0
Gentamicina 10 pg 25,5 253 | 254 25,4

En la tabla 4, se puede apreciar los didmetros de halos de inhibicion con las

concentraciones de 20 %, 40 % y 60 % del extracto etandlico de las hojas del

toronjil, del alcohol al 96 % como control negativo y de la gentamicina como control

positivo.
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Tabla 6. Escala Duraffourd del extracto etandlico in vitro de las hojas de

Melissa officinalis L. (toronijil) frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa

Escala Duraffourd del extracto etandlico*
GRUPOS

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Alcohol etilico al 96 % -

60 % +

40 % ++

20 % -
Gentamicina 10 pg +++

* De la media del halo de inhibicién de 03 discos por grupo (triplicado)
Donde la sensibilidad es: Alta (+++) Media (++) Baja (+) Nula(-)

En la tabla 6, se puede apreciar que el extracto etandlico de las hojas de toronjil,
presentd una sensibilidad alta con gentamicina 10 ug, una sensibilidad media a las
concentraciones del 40 %y del 60 % y una sensibilidad nula a la concentracion del
20 % y con el alcohol etilico al 96 % frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853; se utilizé como control positivo a gentamicina 10 ug y control negativo
al alcohol etilico al 96 %
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Tabla 7. Porcentaje de inhibicion del extracto etandlico de las hojas de
Melissa officinalis L. (toronjil) frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Porcentajes de la actividad antibacteriana*
GRUPOS
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Alcohol etilico al 96 % 0,0 %
60 % 69,6 %

40 % 55,7 %

20 % 9,0 %
Gentamicina 10 pg 100,0 %

* De la media del halo de inhibicién de 03 discos por grupo (triplicado)

Donde: Buena actividad: > 76 % Moderadamente activo: 51 - 35 %
Poco activo: 40 - 50 % Inactivo: < 40 %

En la tabla 7, se puede apreciar los porcentajes de la actividad antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de las hojas de toronjil; se detecté una moderada
actividad al 40 % y 60 % del extracto con un 69,6 % y 55,7 % y fue inactivo al 20 %
del extracto con un 9,0 % frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853; se utiliz6 como control positivo a gentamicina 10 ug y control negativo al
alcohol etilico al 96 %.
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Tabla 8. Cuadro descriptivo de las medias - medida de los halos de inhibicién

para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

DESCRIPTION Alpha 0,05
Group Count | Sum | Mean | Variance | SS | Std Err | Lower | Upper
ALCOHOL 0,3611 | 5,1952 | 6,8047
. 3 18 6 0 0,00
ETILICO 96 % 7094 6101 3899
19,53 | 0,203333 0,3611 | 18,728 | 20,338
60 % 3 58,6 0,41
33333 333 7094 5943 0723
16,83 | 0,023333 0,3611 | 16,028 | 17,638
40 % 3 50,5 0,05
33333 333 7094 5943 0723
0,3611 | 6,8952 | 8,5047
20 % 3 231 | 7,7 1,72 3,44
7094 6101 3899
GENTAMICINA 0,3611 | 24,595 | 26,204
3 76,2 | 254 0,01 0,02
10 p/mL 7094 261 739

En la tabla 8, se puede apreciar de forma general los grupos utilizados durante el

ensayo de sensibilidad bacteriana frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa, el

namero de placas utilizadas para cada ensayo y la media aritmética de los

didmetros de los halos de inhibicién.
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Tabla 9. Andlisis de varianza para la cepa de Pseudomonas aeruginosa

ANOVA
Sources | SS |df MS F P value | Eta-sq | RMSSE | Omega Sq
Between | 798, 510,406 0,9951 (13,0435 | 0,9926922
4 1199,739 0,00
Groups | 956 3032 2582 974 9
3,91
Within 0,39133
3333 (10
Groups 333
33

Ho: El extracto etandlico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronijil) no presenta

actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa.

H1: El extracto etandlico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) presenta

actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa.

En la tabla 9, se puede apreciar el andlisis de varianza (ANOVA), donde P valor

sali6 0,00 entre los grupos, resultando ser menor que el nivel de significancia (p <

0,05), esto indica que existen diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos; por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula, corroborando que el extracto

etandlico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) presenta actividad

antibacteriana in vitro frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa.
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Tabla 10. Prueba de Tukey para comparaciones de subgrupos

TUKEY HSD/KRAMER alpha 0,05
group mean n ss df g-crit
ALCOHOL ETILICO 96 % 6 3 0
60 % 19,5333333 3 0,40666667
40 % 16,8333333 3 0,04666667
20 % 77 3 3,44
GENTAMICINA 10 wmL 25.4 3 0,02
15 3,91333333 10 4,654
Q TEST
group 1 group 2 mean Setr(: g-stat | lower | upper [p-value mfr?tn' Cohend
ALCOHOL 60 0 1353 | 0,361 | 37,47 | 11,85 | 15214 | . o |1,6808 | 21,6337
ETILICO 96 % 0 33333 | 17094 | 07154 | 24438 | 2229 ’ 8953 276
ALCOHOL 20 % 10,83 | 0,361 | 29,99 | 9,152 | 12,514 | ., | 16808 | 17,3176
ETILICO 96 % 0 33333 | 17094 | 50308 | 4438 | 2229 ' 8953 391
ALCOHOL 00 o6 17 | 0361|4706 | 0019 | 33808 | . |16808]|271753
ETILICO 96 % 0 0117004 | 91253 | 11047 | 8953 ' 8953 722
ALCOHOL | GENTAMICINA | o, | 0361 | 53,71 | 17,71 | 21,080 | . |16808 | 31,0118
ETILICO 96 % 10 wmL [ 17094 | 41783 | 91105 | 8895 ' 8953 953
0,361 | 7,475 | 1,019 | 4,3808 1,6808 | 4,31608
60 % 40 % 27 117094 | 6846 | 11047 | 8953 | 990 | gos3 | ‘852
11,83 | 0,361 | 32,76 | 10,15 | 13,514 1,6808 | 18,9161
60 % 20% 33333 | 17004 | 38029 | 24438 | 2220 | @00 [ "g9s3 | 904
60 % GENTAMICINA | 5,866 | 0,361 | 16,24 | 4,185 | 7,5475 | . | 16808 | 9,37816
10 pmL 66667 | 17094 | 34628 | 77713 | 562 ' 8953 765
9,133 | 0,361 | 25,28 | 7,452 | 10,814 1,6808 | 14,6001
40 % 20 % 33333 | 17004 | 81183 | 4438 | 2220 | 999 | s9s3 | o019
20 % GENTAMICINA | 8,566 | 0,361 | 23,71 | 6,885 | 10247 | . | 1,6808 | 13,6942
0 10 wmL 66667 | 17094 | 91474 | 77713 | 5562 : 8953 562
20 % GENTAMICINA | | | 0,361 | 49,00 | 16,01 | 19,380 | ) | 16808 | 28,2043
10 wmL 17094 | 72657 | 91105 | 8895 8953 581

En la tabla 10, se puede apreciar el analisis de las comparaciones multiples entre
los grupos mediante la prueba del HSD de Tukey se confirmé diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (p < 0,05); con excepcion del
alcohol etilico al 96 % y el extracto etandlico al 20 % (p = 0,05).
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4.1

I\V. DISCUSION

Discusion de resultados

Al realizar la determinacion del indice afrosimétrico se observé una
moderada presencia de espuma lo cual indica que el extracto etandlico de
toronjil presenta saponinas en comparacion con el trabajo realizado por

Echevarria A, et al. (2016) en el cual no se observo presencia de saponinas.

El pH encontrado en el extracto etandlico del toronjil fue de naturaleza acida
con un valor de 6,44; el cual corrobora con el pH hallado en el extracto
acuoso trabajado por Zambrano A. (2015)%*. Sin embargo, Lema A. (2018)
el pH que encontrod fue 5,5 en el extracto hidroalcohdlico.

Mientras que en las pruebas de solubilidad resulté ser muy soluble en alcohol
etilico al 96 %, en comparacion con el trabajo de investigacion realizado por
Angulo D, et al. (2019) el cual presenté en sus resultados ser sélo soluble en
etanol en el extracto hidroalcohdlico.

A patrtir de los resultados obtenidos de la marcha fitoquimica se demuestra
que el extracto etanolico de Melissa officinalis L. (toronjil) presenta
abundantes compuestos fendlicos, flavonoides y alcaloides, moderada
presencia de saponinas, leve presencia de taninos, esteroides vy
triterpenoides, ausencia de sesquiterpenlactonas y antraquinonas, nuestro
resultado nos permite corroboran con lo trabajado por Buendia J. (2015)°,
quién precisoé la existencia de abundantes compuestos fendlicos; también
existe una relacién de los resultados hallados en este estudio con Lema A.
(2018), donde determind la presencia de alcaloides, saponinas, compuestos
fendlicos y flavonoides. Asimismo es muy importante mencionar los estudios
investigativos que fueron realizados por Vélez R, et al. (2018); quienes
precisaron los mismos compuestos quimicos encontrados en este estudio
con la diferencia que utilizaron el extracto metandlico y el aceite esencial;
ademas en el trabajo realizado por Abdellatif F, et al. (2014)% utilizaron el
aceite esencial del toronjil donde precisaron compuestos quimicos similares
a lo encontrado en este trabajo pero con gran existencia de geranial, neral y

citronelal. Algunos de los resultados hallados por otros autores difieren con
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este trabajo debido a diferentes factores como lo mencionado en el estudio
de Sanchez E. (2010)%" quien sefiala que las hojas de toronjil que serian
recolectados en el mes de abril y al ser secadas por cualquier método
tendrian muy buena calidad.

Los resultados hallados en este trabajo se determinaron segun la escala de
Duraffourd donde el extracto etandlico de las hojas de toronjil a las
concentraciones del 40 % y 60 % demostraron una sensibilidad media con
un halo de inhibicién de 16,8 mmy 19,5 mm respectivamente; mientras que
la concentracion del 20 % y el alcohol etilico al 96 % se evidenciaron una
sensibilidad nula con un halo de 7,7 mm y 6,0 mm respectivamente y la
gentamicina 10 ug se verificd una sensibilidad alta con un halo de inhibicién
de 25,4 mm frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853;
nuestro resultado corrobora con lo trabajado por Armas H, et al. (2015)58
quienes sefalan que el extracto hexanico de toronijil de la solucion de 20
mg/mL y 40 mg/mL mostraron una sensibilidad media con halos inhibitorios
de 17 mm y 15 mm respectivamente, pero difiere con otros trabajos debido
a la concentracion del extracto y diferentes solventes utilizados asi como los
resultados hallados por Armas H, et al. (2015) y Vélez R, et al. (2018),
quienes utilizaron el extracto metandlico en las mismas soluciones
demostraron una sensibilidad baja con halos de inhibicion de 12 mm vy 13
mm respectivamente; mientras que lo trabajado por Azuero A, et al. (2016)
quienes demostraron que el extracto metanolico dio una sensibilidad nula
con un halo de inhibicion de 6,3 mm y por otra parte el Abdellatif F, et al.
(2014) utilizaron el aceite esencial presentando una sensibilidad media con
un halo de inhibicién de 19 mm. En su mayoria los estudios mencionados
utilizaron como control positivo al ciprofloxacino dando una sensibilidad alta

frente a la cepa estudiada.

Los halos de inhibicion a la concentracion al 40% y 60 % fueron de 16,8 y
19,5 mm respectivamente, siendo mucho menor al control positivo
gentamicina 10 ug esto debido al sinergismo que existe entre sus
metabolitos secundarios que concuerda con los estudios planteados por los
autores mencionados con anterioridad corroborando la existencia de una

actividad antibacteriana frente a la cepa estudiada.
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4.2 Conclusiones

Los estudios realizados en el presente trabajo nos permiten llegar a las

siguientes conclusiones:

Se detectd en el extracto etandlico de las hojas de Melissa officinalis
L. (toronjil) la presencia de abundantes alcaloides, flavonoides y los
compuestos fendlicos los que serian responsables del sinergismo
entre ellos que atribuyen una actividad antibacteriana a la especie

vegetal.

El extracto etandlico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil)
presentd actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 utilizando el método de Kirby-
Bauer, se evidencié una sensibilidad media en las concentraciones
de 40 % y 60 % y sensibilidad nula a la concentracion de 20 % segun

la escala de Duraffourd.

El extracto etandlico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronijil) a la
concentracion de 60 % presenté una menor actividad antibacteriana
in vitro que la gentamicina 10 ug frente a la cepa de Pseudomonas

aeruginosa.

Concluimos que el extracto etandlico de las hojas de Melissa
officinalis L. (toronjil) presenté actividad antibacteriana in vitro frente

a la cepa de Pseudomonas aeruginosa.
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4.3

Recomendaciones

- Realizar investigaciones de citotoxicidad in vivo de los extractos para

promover su uso.
- Complementar investigaciones con otras cepas bacterianas.

- Realizar estudios comparativos de la actividad antibacteriana
utilizando diferentes partes del recurso vegetal y segun su zona

geografica.
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Anexo A. Operacionalizacion de las variables

de Pseudomonas
aeruginosa.

de plantas con una
cepa bacteriana y asi
determinar su
sensibilidad
bacteriana.

Sensibilidad nula: <8 mm

0

TIPO DE DEFINICION OPERACION N°
VARIABLES VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES | ITEMS VALOR FINAL CRITERIOS
++++
Abundante
El solvente en relacion
con la planta medicinal +++
arrastrard metabolitos Moderado
VARIABLE Producto obtenido | secundarios solubles Presencia de Rango de
INDEPENDIENTE mediante métodos o | por maceracion y Tamizaje metabolitos 5 ++ presencia o
técnicas de | eliminacién del fitoquimico secundarios Leve ausencia
el extracto etandlico Cualitativo y extraccion con | solvente mediante su
de las hojas de transversal alcohol etilico al 96 | secado en el horno; +
Melissa officinalis L. % por maceracion sera utilizado en la Leve
(toronijil) elaboracion de las
soluciones a -
diferentes Ausencia
concentraciones
Diluciones del Concentraciones 60 %
extracto especificas 3 40 % Porcentaje
etandlico 20 %
La actividad Sensibilidad alta: > 20 mm
antibacteriana (+++)
VARIABLE Conjunto de | realizada por el
DEPENDIENTES compuestos que | Método Kirby-Bauer 3 Sensibilidad media: 14 - 20 mm
eliminan o reducen | es un procedimiento (++)
Actividad Cuantitativo y el crecimiento | que sirve para Inhibicién del Halo de Evidencia de
antibacteriana in Transversal microbiano. enfrentar un disco crecimiento inhibicion (mm) Sensibilidad baja: 8 - 14 mm inhibicion del
vitro frente a la cepa embebido de extractos bacteriano (+) crecimiento
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Anexo B. Instrumentos de recoleccion de datos
De las pruebas de los anélisis del extracto

Determinacién del indice afrosimétrico

indice afrosimétrico Resultados

Prueba de la espuma (Saponinas)

Donde: Abundante (+++) Moderado (++) Leve (+) Ausencia (-)

Determinacion de pH del extracto etanolico desecado de las hojas de
Melissa officinalis L. (toronjil)

Temperatura (°C) Resultado
Determinacion del pH

25

D6nde: Acido: < 7 Neutro: = 7 Basico: > 7

Solubilidades del extracto etandlico desecado de las hojas de Melissa
officinalis L. (toronjil)

SOLVENTES RESULTADOS

Agua estéril

Glicerina

Metanol

Alcohol etilico al 96 %

Cloroformo

Donde: Insoluble (-) Poco soluble (+) Soluble (++) Muy soluble (+++)
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De la marcha fitoquimica del extracto etanélico

CONSTITUYENTES QUIMICOS

ENSAYO

REACCION

Compuestos fendlicos

Reactivo Tricloruro férrico 5 %

Taninos

Reactivo Gelatina 1 %

Flavonoides

Reactivo Shinoda

Esteroides y triterpenoides

Reactivo Lieberman Burchard

Sesquiterpenlactonas

Reactivo Baljet

Alcaloides

Reactivo Mayer

Antraquinonas

Reactivo Borntrager

Saponinas

Prueba de la espuma

Donde: Abundante (+++)

Moderado (++) Leve (+) Ausencia (-)
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De la actividad antibacteriana del extracto etandlico

CEPA

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Concentracion del extracto
etandlico (%)

Halos de inhibicion (mm)

N

60

40

20

Alcohol etilico al 96 %

Gentamicina 10 pg

Donde:
X: Media de los halos de inhibicién

N: Numero de repeticiones
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Pardmetros de la Escala de Duraffourd

SENSIBILIDAD
BACTERIANA

MEDIDA DEL HALO DE INHIBICION (mm)

- +

++

+++

Sensibilidad nula

<8 mm

Sensibilidad baja

9-14 mm

Sensibilidad media

14 - 20 mm

Sensibilidad alta

> 20 mm

Donde la sensibilidad es: Alta (+++) Media (++)

Baja (+)

Nula (-)
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Porcentaje de inhibiciéon del extracto etandlico

Porcentajes de la actividad

antibacteriana*
GRUPOS

Pseudomonas aeruginosa

Concentracion del extracto ATCC 27853
etandlico (%)

Alcohol etilico al 96 %

20

40

60

Gentamicina 10 pg

* De la media del halo de inhibicién de 03 discos por grupo (triplicado)

Donde: Buena actividad: > 76 % Moderadamente activo: 51 - 35 %

Poco activo: 40 - 50 % Inactivo: < 40 %
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Identificacion taxondmica de Melissa officinalis L. (toronjil)

»MUE

@

TWO®

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) Ot vgs”

A
-~

CONSTANCIA 26- 2017-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra fresca de planta completa traida al laboratorio por la Srta: CELIA JUANA
LOPEZ CASQUINA con DNI Nro. 45064325 para el analisis botanico corresponde a la especie
Melissa officinalis L. “toronjil” de la Familia Lamiaceae obtenida de la localidad de Andagua.
Dicha muestra fue obtenida de cultivo en chacras y jardines en la provincia de Castilla.
Departamento de Arequipa. Para la Tesis titulada: “DETERMINACION DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO IN VITRO DE LAS HOJAS DE TORONIJIL FRENTE A CEPAS DE Pseudomonas
aeruginosa ATCC- 27853. para obtener el titulo profesional de Quimico Farmacéutico de la
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Alas Peruanas.

Los resultados de dicha identificacion y tipificacion corresponde a:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES

FAMILIA: LAMIACEAE
GENERO: Melissa

ESPECIE: Melissa officinalis L.

Se expide la presente constancia a solicitud de la interesada para los fines que se estime
conveniente.

Arequipa 29 de Noviembre del 2017

ot
Mwariﬁo Herrera

DIRECTOR
Herbarium Areqvipense (HUSA)

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 984248674
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA — PERU
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Certificado de analisis de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

@) Microbiologics:

Certificate of Analysis: L

nce Upon Relsase

Specifications Expiration Date: 2019/4/30
Microorganism Name: Pseudomonas asruginosa Release Information:

Catalog Number: 0353 Quality Control Technologist: Christine Condon
Lot Number: 353-286 Release Date: 2017/5/15

Reference Number: ATCC®E 27853 ™*

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Performance

Macroscopic F&atum Medium:
megag? ggny)lyg_.e sma gn gm‘;gudlar to iregular shaped, gray with silver SBAP
Microscopic Features: Method:
Straight or slightly curved gram negative rod Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See altached ID System results document, (1) Oxidase (Kovacs): positive

(1) Motility B Medium: positive
(1) Gentamicin (10 meg - Disk Susceptibility): 16 - 21
mm

QLZVMm‘—%#-%

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

Desclaimern Tre ast Aigits | of the of surmiser apnearning on the profuct label and paching alip are menely & packaging event number, Tha fol number displayed on thiz cartilicale is the actual bese kol
Tiumbar.

:d-mhf Vitsk®: !!H'uugh M\ﬂ?‘,lzﬂﬂ‘ﬂnll uses many conventional tests, the unique environiment of the gard, combined with the short incubation jperiod, may produce fesu e that differ
Ctained by oiher

1. Refer to the onciosed product Insert for instructions, intended use and hazardinafety Information,

Individual prod ane toar culture

"l Thz ATCE Licensad Denvative Emitiem, the ATCC Licenied Derivative wore mark and the ATCC :.au:lng marks are \rademarks of ATCE
ATCC Licensed rohiologees, Inc. is leensed o ue iese rsdamarks snd lo sl profucts derived from ATCTS cuftures,
\ Derivative )

(11 Thess texls ate scoradiiad ta [SOFEC 17005 2005

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

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

Meaning of Score Values

’7 Range interpr_etgtion- Symbols Color
2.00-3.00 (+++) green
0.00- 1.69 (--). red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category : Interpretation

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

Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is high- or low-
(B) confidence identification. The second-best march is (1) a high- or low-confidence identification in
which the genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

(C) [N’o consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Sample Name: Pseudomonas aeruginosa
Sample Description: 0363
Sample ID: 353-286
Sample Creation Date/Time:  2017-05-10T13:27:18.252 CC
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
a6 353-286 Pseudomonas aeruginosa
(H+) (A)
Comments:

N/A




Activacién de la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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Preparacion del medio de cultivo del agar Mueller Hinton

Britania’

[REF] BO413784 80413792 [REF] 82313731

Mueller Hinton Agar

uso
Medio de aldtvo recomendado universalmente para la realzacién
de la prucba de sensibiidad a los antmicrobanos.

FUNDAMENTO

Medio de cultivo nuintivo no selectvo que promueve o desarro-
llo microbiano. Por su compasicidn, ha sido recomendado por o
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) antiguamente
llamado Natonal Commtice for Cinical Laboratory Standards
(NCCLS), para ser utlzado en forma rutinana en la reakzacién del
antiiograma en medio sélida, debido a que presenta buena repro-
ducbildad lote a lote en las prucbas de sensibdidad, su contenido
en rhitidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciciina es bajo,
la mayoria de los patégenos microbiancs crece satisfacionamente
y una gran canbdad de datos adioonales que han sido evaluados y
avaladas usando este medio de autva

Cuando se suplementa con sangre de camero al 59, permite rea-
lzar las pruebas de sersibildad a los antimicroblancs en especies
de estrepiococos. También, con o agregado de sangre puede ubl-
zarse para el cultvo y aslamiento de microorganismos nutncional-
mente cogenies.

CONTENIDO Y COMPOSICION
Cédigo B0413784: 6 frascos x SO ml.
Cédigo B0413792: 12 frascos x 100 ml
Cédigo B2313731: envase x 10 placas.

FORMULA
INFUSION DE CARNE 300g
PEPTONA ACOADECASEINA 1759
ALMDON 59
ACAR 1509
ASUA PURIAICADA 1000 mi
pHFNAL: T3 201

Nota: la infusidn de carne es equvalente a 3 g de pava.

INSTRUCCIONES

Medio de cultivo listo para usar en frascos.

Colocar kos frascos cerradas en bafo maria y llevar a ebullicoén para
fundir el medio de cutvo sdlido contenido en los mismas.

Una vez que se ha fundido o medio de cultivo, retrar cuidadosa-
mente los frascos del bafio marfa y dejar enfnar.

Cuando alcanzan femperatura 45-50 °C, abririos y distnbuir en pla-
cas de Petri esténles en volumén apropiado para que o espesor
sea de 4 men sobre una superfioe horizontal (25 a 30 mi en placas
de 9 om de didmetro).

Preparacién de Mueller Minton Sangre Agar: agregar 5-10 % de
sangre ovina desfibinada esténl (REF Britasheep) al medo este-
ritzado, funddo y enfriado a 45-50 *C. Homogenezar y distnbur en
placas de Petn esténles.

Medio de audtvo color dmbar claro.
En caso de ser suplementado con sangre ovina: color rojo cereza.

ALMACENAMIENTO
Medio de cultvo Isto para usar en frascos a 10-35°C
Medio de autvo Isto para usar en placas a 2-8 °C

PROCEDIMIENTO

Previo al uso, diminar la humedad que pudiera existr en la
superfice del medio de cultivo, ya sea mediante secado a
35-37 °C o bajo fijo laminar durante 10 - 30 minutos.

Siembra

Hsopado en superfice.

Bl indculo microbiano dependerd ded grupo microbiano o microor-
ganismo en estudio.

INCUBACION
La atmdsiera, el Sempo y temperatura de incubacdén dependerdn
del grupo microbano o microorgansmo en estudia
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Preparacién del medio de cultivo del agar Tripticasa de Soya

Britania”

[EEF) wosr024 [BEF] ma3r0am

Tripteina Soya Agar

uso

Mecio hand pa propiafion gerenskes, tworecs of Jesamalo y
rabereanio 36 e grn Viredad 38 MECTOOIGATIIION SeNIDOR, §
woswrchics SnOlatves y ercion

A e’ s S Erert 2o T LAY JArTYie ol CWOTIeT e TRCD
GeaTmos wogenies v ' chea vesloacon de reacciones de he
mCiam

Su trmda cunpie con e reguerrierioa de la Arrorumsodn de
Farracopesn Ercpea. Japoness y 3o ©a Extadon Ursdos de Nor
wandecs (EF P y USP respectosrents)

FUNDAMENTO

Ex of medio de cltvo, b trptein v I paplons de soys aporten
Ao fCos en pépiidon, arencaccion Mres, teees poncas
PATESCcas TInerses ¢ viaTetas La pegtorm de oy aderTas o8
Suerte de hedraion de CMROro Qe extivelan of CecITecto de &
wersos macoorgasaros. £ doreo de sade matters o badenos
CRrCS y o agar et ol agete schdtcatie

Fusde s o como Sase & ' s uplements con nu
Terfea o O WEITIOTEAANCA, Ogrrdias o T30 errQUec3e o
wbac v 3a mOmdc N YO

B agregado de 510 % mrge ovra desfbrrods sadiel (REF
Setasheep) provueve of deswroic de bacterte e peties en
e reguerrertos sutscorales y B adeceads chasrancion de s
reaconms de e S

£ agregado de eatecto de evaders e concestacion 08 % feo
o ol Ccecmienic de mapacies de Listera

Ex un medo adecindo pars Osthew y maniener cepas de Asormo
Y MITertarad ol porontine de COnuo de IO, AT FLaTieter
g 3o siguros Vbsce (secepts W cholersel

CONTENIDO Y COMPOSICION
Cadgo BO410084: 6 fraacos » S0 mt
Cadgo B7310731: ervane x 10 placas

FORMULA
TR 104
FOTON (K WO, LDy
GORUR0 (6 w000 gy
s 1oy

=)

Moo de Culred 310 pars usar e frascos

Colccw s foacos caradon e tafo moris § ke & ebulicdn pas
Lunde o mado de OO S corferads en s maTos.

Una war gue me ha hndhdo of medio de culthe, refrw Cokdadons
marte lon foacos el Bato Terts y dear e

Canndo scanmn terparatirs 4550 'C. abwrios y datrbesr agrow
routwrerts 15 mien pacaa de Mty entirfas

Sxoacacin de Ao Sacge sgregw 510 % de sargre cwna des
forrads avicd (REF Brtanteep) 8 medio eterfando, ferckdo y
ertmdo a 4550 'C Homogeneuw y datrbtasr e pacas de Fut
earben

Placas katas pars usar.

CARACTERISTICAS DEL PROOUCTO
Madc de oftvo ok arhia chwo
£ cano de s mpementado Con MANGre Cwre Cokr SO0 CeReI.

NNACENAMEENTO
Mado de Oftvo Into pars s on cos: » 1035 C
Mado de 0o Into pars e en piacas: » 2.8 'C

PROCEZDIMIENTO

Mewo & wso slrenar b huredad Gue puders amats e s
BpeHoe de Tede de AP, e s Tedarie oo &
353TC o tap e larna duarts 10+ 30 menston

Sierrien
Por roodscdn drects del materal en astuda, sobee
1gertom de Tedc e OAto
Incsbacon
£ serpa, a terrgersten, v i striafers de natsmodn, dependenin
Gol TETTCIGNINTO Qu® 8 QIS MO N
En gerersl e recormends
Eaciezas de Sl Sacmusmis en sescbions, & 3537 € duete
18224 horsa

o atrin
forn con 5 % de OO, » 3537 °C duwte 2448 torm

INTERPRETACON DE LOS RESLLTADOS

Otiservar las carncieristions de las colonma

Pars o mado de Cstwo confersendd sangre, chaerew b rescco-
rea e Semian
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Anexo C. evidencias fotograficas del trabajo de campo

Figura 2. Recoleccion de la planta de Melissa officinalis L. (toronijil) del distrito de Andagua, provincia de
Castilla y departamento de Arequipa.

Figura 3. Hojas frescas de Melissa officinalis L. (toronjil).

56



Figura 4. Hojas secas y pulverizadas de Melissa officinalis L. (toronjil).

Figura 5. Filtracion del extracto de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil).
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Figura 6. Eliminacién del solvente para obtener la melcocha del toronijil.

Figura 7. Obtencion de la melcocha.
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Figura 8. Ensayo para deteccion de flavonoides.

Figura 9. Ensayo para deteccién de acidos fendlicos.
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Figura 10. Ensayo para deteccion de alcaloides.

Figura 11. Ensayo para deteccion de taninos.
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Figura 12. Preparacion de la escala 0,5 de Mc Farland.

Figura 13. Cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

61



Figura 14. Activacion de la cepa Pseudomonas aeruginosa.

Figura 15. Preparacion de medios de cultivos.
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Figura 16. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en agar Mac Conkey.

Figura 17. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en agar de tripticasa soya.
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Figura 18. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en agar de cetrimide.

Figura 19. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en agar de sangre.
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Figura 20. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en agar de count plate.

Figura 21. Preparacion y esterilizacion de los discos de papel Whatman.
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Figura 22. Preparacion de los discos de sensibilidad con las concentraciones al 20 %, 40 % y 60 % del extracto etandlico
de las hojas de Melissa officinalis L. (toronijil).

Figura 23. Preparacion de la solucion microbiana de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ajustando a la escala de 0,5
de Mc Farland.
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Figura 24. Inoculacién de los discos embebidos con alcohol etilico al 96 %, con gentamicina 10 ug y a una concentracion
de 20 % del extracto etandlico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) en el medio cultivo previamente inoculado con
la cepa de Pseudomonas aeruginosa.

Figura 25. Inoculacién de los discos embebidos a una concentracion de 40 % y 60 % del extracto etandlico de las hojas de
Melissa officinalis L. (toronjil) en el medio cultivo previamente inoculado con la cepa de Pseudomonas aeruginosa.

67



Figura 26. Halos de inhibicién del extracto etandlico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronijil) del control positivo,
control negativo y la concentracion al 20 % frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa.

Figura 27. Halos de inhibicién del extracto etandlico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronijil) del control positivo,
control negativo y la concentracion al 40 % frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 28. Halos de inhibicién del extracto etandlico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronijil) del control positivo,
control negativo y la concentracion al 60 % frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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