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RESUMEN

OBJETIVO: Evaluar si el efecto antibacteriano del extracto acuoso de la
semilla de Moringa oleifera (Moringaceae) “moringa” sobre cepa de
Staphylococcus aureus meticilino resistente es similar al efecto de la oxacilina
in vitro. MATERIAL Y METODOS: Estudio experimental. Doble ciego.
Preparaciéon del extracto acuoso de la semilla de Moringa oleifera en
concentraciones de 30 mg/ml, 60 mg/ml, 90 mg/ml, 120 mg/ml bajo las
denominaciones BIl, Bll, Blll y BIV respectivamente; fueron aplicadas sobre
placas inoculadas con Staphylococcus aureus meticilino resistente y como
control positivo y negativo se utilizé oxacilina y solucion fisioldgica (NaCl 0.9%)
respectivamente. Se realizd 12 repeticiones para cada concentracion a través
del método Kirby-Bauer y su clasificacion segun la Escala de Duraffourd que
determin6 el efecto inhibitorio. También se hallé la Concentracion minima
inhibitoria (CMI) correspondiendo al menor nivel de turbidez, fue medido a
través de un espectrofotometro. Estadisticamente se sometié a un analisis de
varianza (ANOVA) y prueba de DUNCAN ambas pruebas con nivel de
significancia p < 0.05. RESULTADOS: La medicion del nivel de turbidez para
hallar CMI dié como resultado 0.027, 0.040, 0.032, 0.024 y 0.024 para B, BlI,
Blll, BIV y oxacilina respectivamente. Los promedios de los halos de inhibicidon
para cada concentracién son: 17.42 mm para Bl; 20.17 mm, Bll; 21.00 mm,
Blll; 24.92 mm, BIV. Prueba ANOVA muestra diferencia altamente significativa
(p < 0.001) entre los tratamientos aplicados. CONCLUSIONES: El efecto
antibacteriano del extracto acuoso de la semilla de Moringa oleifera evaluado
con la formacion de halos de inhibicion fue positivo sobre SARM. Existe una
diferencia significativa (p <0.05) entre las concentraciones de los extractos y el
control positivo (Oxacilina). La concentracion minima inhibitoria le corresponde
a la concentracion de 120 mg/ml del extracto acuoso de la semilla de Moringa
oleifera y al control positivo con oxacilina, demostrando similar efecto inhibitorio
en el crecimiento de Staphylococcus aureus meticilino resistente.

Palabras Clave: Efecto antibacteriano; Moringa oleifera; extracto acuoso;

Staphylococcus aureus meticilino resistente.



ABSTRACT

OBJECTIVE: To assess whether the antibacterial effect of the aqueous extract
of Moringa oleifera (Moringaceae) "moringa" on a strain of resistant methicillin
Staphylococcus aureus is similar to the effect of oxacillin in vitro. MATERIAL
AND METHODS: Experimental study. Double-blind. Preparation of the aqueous
extract of Moringa oleifera seed in concentrations of 30 mg / ml, 60 mg / ml, 90
mg / ml, 120 mg / ml under the names BlI, Bll, Blll and BIV respectively; They
were applied on plates inoculated with resistant methicillin Staphylococcus
aureus and oxacillin and physiological solution (NaCl 0.9%) were used as
positive and negative control, respectively. 12 repetitions were performed for
each concentration through the Kirby-Bauer method and its classification
according to the Duraffourd Scale that determined the inhibitory effect. The
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) corresponding to the lowest level of
turbidity was also found, it was measured through a spectrophotometer.
Statistically, an analysis of variance (ANOVA) and DUNCAN test were carried
out on both tests with a significance level of p <0.05. RESULTS: The
measurement of the turbidity level to find MIC was as a result 0.027, 0.040,
0.032, 0.024 and 0.024 for BI, BIl, Blll, BIV and oxacillin respectively. The
averages of the inhibition halos for each concentration are: 17.42 mm for BI;
20.17 mm, Bll; 21.00 mm, BIll; 24.92 mm, BIV. ANOVA test shows highly
significant  difference (p <0.001) between the applied treatments.
CONCLUSIONS: The antibacterial effect of the aqueous extract of Moringa
oleifera seed evaluated with the formation of inhibition halos was positive on
MRSA. There is a significant difference (p <0.05) between the concentrations of
the extracts and the positive control (Oxacillin). The minimum inhibitory
concentration corresponds to the concentration of 120 mg / ml of the aqueous
extract of the Moringa oleifera seed and to the positive control with oxacillin,
demonstrating a similar inhibitory effect on the growth of resistant methicillin
Staphylococcus aureus.

Key Words: Antibacterial effect; Moringa oleifera; aqueous extract; Static

methicillin resistant Staphylococcus aureus.
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INTRODUCCION:

.1 MARCO TEORICO

Los datos actualizados acerca de las infecciones bacterianas y la resistencia
antibiotica son de caracteristicas alarmantes; ya que ambas se encuentran in
crescendo de manera conjunta, siendo hoy en dia una problematica global.
Secundario a esto, se asocia el aumento de la baja susceptibilidad a los
antibioticos y con ello la acentuacién de infecciones bacterianas "no tratables"”,
convirtiendo la busqueda de nuevas estrategias para combatir infecciones en
una urgencia. Si nos remontamos en la historia, el uso de antibiéticos inicio en
el descubrimiento de la penicilina en el afio 1928, desde entonces se expandio
su uso. Cuando hablamos de resistencia antibiética tenemos como ejemplo al
Staphylococcus aureus, quien desarrolld resistencia a la penicilina al poco
tiempo de su apariciéon, dicha resistencia se ha mostrado evasiva

progresivamente a las diferentes alternativas que se planteaban. (1) (2) (3) (4).

La resistencia a los antibidticos tiene como causa principal al uso
indiscriminado e irracional de estos farmacos. En la actualidad, el problema se
ha agudizado por la no inversion en el desarrollo de nuevos productos
farmacéuticos. El desarrollo de estos productos tienen un elevado costo debido
a que conlleva varios afnos concluir y realizar los ensayos clinicos

correspondientes. (1).



Se estima un valor de 2 millones de infecciones y 23 000 muertes en Estados
Unidos por afo, debido a los organismos resistentes a los antibiéticos (ORAS)
asi lo afirma los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC)

de EE.UU. (3) (4).

En 2015, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecié estrategias
globales para contener y combatir las infecciones resistentes a los antibidticos,
los cuales consisten en: Educar sobre la resistencia antimicrobiana, desarrollar
y utilizar pruebas para identificacion y caracterizacion de los microorganismos
resistentes, implementar la colaboracion internacional con objetivo de mejorar
la capacidad de prevencion; por lo tanto recibir mas apoyo para realizar
actualizaciones basada en investigacion basica y aplicada, siendo pilares para

el desarrollo de nuevos antibidticos vacunas y otras terapias. (1) (4).

El concepto de farmacorresistencia consiste en el proceso de cambios a
atravesar por los diferentes microorganismos hasta lograr que un medicamento

sea ineficiente sobre él. (1).

La multirresistencia es causada por la capacidad de adquisicion de material
genético foraneo como genes de resistencia o mutacidon durante su replicacion
genomica en respuesta a los agente nocivos que atentan contra estos
microorganismos. En el estudio realizado por Maria Pérez et al hace resalte del

alto porcentaje de resistencia desarrollado por Staphylococcus aureus y
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Escherichia coli, responsables de una variedad de enfermedades por su alto

nivel de virulencia. (4) (5) (6) (7) (8).

Rocha et al en el 2015 realizan un estudio donde se expone la realidad en el
Peru, estudio donde se contrasta la epidemiologia de once paises de América.
Las estadisticas de la prevalencia en el Peru data los siguientes resultados:
Presencia de 54% de Escherichia coli y 70% Klebsiella pneumoniae
B-lactamasas positivo de expectro extendido; Enterococcus sp. resistentes a
vancomicina, 16%; y 79%, S. aureus meticilino resistente (SARM) (4). Segun
los resultados de la evaluacion de resistencia antibidtica se aprecia que
Staphylococcus aureus meticilino resistente es quien tiene un porcentaje
predominante sobre los demas microorganismos, razén por la cual es el

patdgeno de eleccidn para esta investigacion.

El Staphylococcus aureus es probablemente uno de los mas versatiles
microorganismos patoégenos, siendo patégena mas del 30% de su especie. Su
patogenia es dada por su capacidad invasora, permitiéndole colonizar, invadir y
evadir la respuesta del hospedero; otro mecanismo de desarrollar enfermedad
es mediante el uso de toxinas. Es capaz de prolongar su supervivencia
persistiendo en estado inactivo en diversos tejidos por largo periodo. También
posee una alta tasa de colonizacion en pacientes inmunocomprometidos.

(9)(10).
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Actualmente la adaptacidon gendmica generada a través de la transferencia
horizontal de informacion a partir de otras especies bacterianas; genera que
Staphylococcus aureus presente cumulos de genes de enterotoxinas,
exotoxinas o0 genes determinantes de resistencia antimicrobiana;
principalmente el gen identificado es el gen mec A, quien esta encargado de la
meticilino resistencia. Es importante el Staphylococcus aureus meticilino
resistente (SARM) por la capacidad de sus cepas extrahospitalarias de
provocar enfermedad en personas inmunocompetentes. Existen datos
documentados haciendo referencia que en la ultima década han existido brotes
epidémicos de infecciones extrahospitalarias causadas por SARM, ocurridos de
similar magnitud tanto en zonas rurales como urbanas. Los factores de riesgos
encontrados han sido condiciones insalubres, material contaminado, contacto
con personas infectadas y lesiones cutaneas. La mayor parte de las infecciones
por SARM extrahospitalarias son en piel y tejidos blandos. En Peru la

prevalencia de cepas SARM en pacientes hospitalizados es de 70%. (9)(10).

Por otro lado tenemos nuestra otra variable en estudio la Moringa oleifera; es
decir los productos de origen vegetal, quienes cuentan con una linea de tiempo
basada en su utilizacion con diferentes etapas segun la popularidad de sus
usos y propiedades. En la actualidad la interaccion de la medicina cientifica y
tradicional es una realidad. La aplicacion de la medicina complementaria y
alternativa ha incrementado en paises en vias de desarrollo como resultado de
estudios preclinicos y clinicos realizados por la OMS, quien proporciona una

base cientifica de la efectividad de muchas plantas utilizadas en la medicina
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popular para tratar infecciones u otras patologias, a la par se promociona

mayor investigacion en este tipo de trabajos. (2) (11) (12) (13).

La Fitoterapia es la ciencia responsable del estudio de productos de origen
vegetal para utilidad terapéutica y puede verse involucrada en la prevencion,
atenuacion o tal vez en la curacién de alguna patologia. Las drogas vegetales y
sus diferentes derivados son la base fundamental de los medicamentos
fitoterapéuticos. Tres conceptos basicos establecidos por la OMS son: a. Planta
medicinal es cualquier planta que contenga en sus partes sustancias utiles para
fines terapéuticos o precursores de la semisintesis quimico-farmacéutica, b.
Droga vegetal es parte de la planta medicinal utilizable en terapias, c. Principio

activo es sustancia con actividad farmacolodgica. (6) (11).

En este estudio se eligio la planta de especie Moringa oleifera popularmente
llamado “moringa” o “arbol milagroso” por sus multiples usos y propiedades
debido a su alta variedad de fitoquimicos presentes en cada una de sus partes.
Moringa oleifera es una de las trece especies identificadas de la familia
Moringaceae, género Moringa, de origen en la zona de los Himalayas, nativa
de la India. En la actualidad tiene una amplia distribucién en América, Africa,
Europa, Oceania y Asia, demostrando su gran capacidad de adaptacién por su
crecimiento en regiones tropicales, subtropicales y semiaridas del mundo. Se

caracteriza por sus hojas pinnadas y su vaina larga y lefiosa que al madurar se
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abre en tres valvas, donde se contienen las semillas con sus caracteristicas

tres alas. (14) (15) (16) (17) (18).

Los beneficios de la Moringa oleifera en la salud reportados son su uso en
alimentacion animal y humana por su valor nutritivo, es decir alto contenido de
vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales; también se menciona actividad
antimicrobiana, prevencion de cancer, actividad antioxidante, actividad
antiinflamatoria, actividad hipoglucemiante y antihipertensiva. (5) (15) (18) (19).

En este trabajo nos enfocaremos en su actividad antimicrobiana.

Velasquez-Zavala et al identificd los principales fitoquimicos en la diversas
partes de la planta, algunos son: Taninos, saponinas, polifenoles, glucésidos
fendlicos, esteroles, acidos grasos, alcaloides; entre los metabolitos
minoritarios: pterigospermina o bencil isotiocianato, glucosinolatos, dipéptidos
(acetato de aurantiamida). Dichos fitoquimicos son responsables de las

propiedades anteriormente mencionadas. (18).

En este estudio se trabaja con la semilla de Moringa oleifera por ser la parte de
la planta con mayor cantidad de compuestos con actividad antibacteriana; entre
ellos tenemos el isotiocianato de bencilo, seguido de taninos, polifenoles
(quercetina, flavonoides), glucésido fendlico (niazirina) y (-)-Catequina. Su
actividad bacteriostatica es debida a la inhibicibn de enzimas esenciales,

accién que provoca dano en la membrana por ende pérdida de su integridad. El
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principal responsable de este funcionamiento es el isotiocianato de bencilo, el
cual mostré actividad bactericida contra algunas cepas patdégenas donde se
incluyen Staphylococcus aureus, Streptococcus sp. y Legionella sp. resistente

a antibidticos. (5) (15) (16) (18) (19).

Los beneficios de este arbol pueden aprovecharse en la presentacion de planta
fresca, seca o a través de la obtencién de extractos por ejemplo extracto de
tipo acuoso, etandlico o utilizando éter; pueden obtenerse de cualquier parte
de la planta. La actividad biologica de los extractos se ve potenciada gracias al
sinergismo existente entre los fitoquimicos presentes. (20) (21) (22) (23) (24)

(25) (26) (27).

En el Peru la introduccion de este arbol ha sido exitosa; pero actualmente sélo
se aprovecha sus propiedades nutricionales para tratar reducir la desnutricidn
infantil, la produccién de papel, purificador del agua, aceite de uso humano y/o

biodiésel. (28).

Considero que la incorporacion y promocion de la Medicina Complementaria y
Alternativa, aplicada de manera adecuada con las investigaciones necesarias,
nos brindara diversas alternativas o tratamientos adyuvantes, los cuales
ayudaran a combatir en gran medida con los problemas de resistencia
antibidtica en el Peru; por ende se debe promover estudios de investigacion

para tener una mayor base de datos.
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1.2

PROBLEMA

¢ Tiene el extracto acuoso de la semilla de la Moringa oleifera (Moringaceae)
similar efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus meticilino

resistente comparado con oxacilina in vitro?

HIPOTESIS

Ho: EIl extracto acuoso de la semilla de Moringa oleifera (Moringaceae) no

tiene similar efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus meticilino

resistente comparado con oxacilina in vitro.

Ha: El extracto acuoso de la semilla de Moringa oleifera (Moringaceae) tiene

similar efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus meticilino

resistente comparado con oxacilina in vitro.
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1.4

OBJETIVOS

A. GENERAL:

Evaluar si el efecto antibacteriano del extracto acuoso de la semilla de
Moringa oleifera (Moringaceae) sobre Staphylococcus aureus meticilino

resistente es similar comparado con oxacilina in vitro.

B. ESPECIFICOS:

1. Determinar el efecto antibacteriano del extracto acuoso de la
semilla de Moringa oleifera (Moringaceae) sobre Staphylococcus aureus

meticilino resistente in vitro.

2. Demostrar la concentracién minima inhibitoria comparando cuatro
concentraciones del extracto acuoso de la semilla de Moringa oleifera

(Moringaceae) sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente.

3. Comparar el efecto antibacteriano del extracto acuoso de la

semilla de Moringa oleifera (Moringaceae) sobre Staphylococcus aureus

meticilino resistente con oxacilina in vitro.

17



MATERIAL Y METODO

2.1 Diseno de estudio

Experimental in vitro. Doble ciego.

2.2 Poblacién

2.2.1 Poblacioén universo

Staphylococcus aureus meticilino resistente (SARM).

2.2.2 Poblacién estudio
Conjunto de placas de Petri inoculadas con Staphylococcus aureus

meticilino resistente.

2.3 Muestra y muestreo

2.3.1 Unidad de analisis
Placa de Petri con medio de cultivo Agar Muller Hinton inoculado con
Staphylococcus aureus meticilino resistente mas extracto acuoso de la

semilla de Moringa oleifera.

2.3.2 Unidad de muestreo
Halo de inhibicion en placa de Petri formado por Staphylococcus aureus

meticilino resistente con extracto acuoso de la semilla de Moringa oleifera.

18



2.4 Tamaino muestral

Se utilizé formula estadistica que ayuddé hallar el nUmero de repeticiones

necesarias para tener validez experimental. (29) (30) (31).

=
[

N= (Zan Z5)" 28
[3’;13{3}

Donde:

N: Numero de repeticiones a realizar en investigaciones

Z,: 1.96 que es un coeficiente de confianza del 95% o para un a = 0,05
Z,: 0.84 que es un coeficiente en la distribucion normal para una
potencia de prueba del 80% o para un 3 = 0,20.

S =0.8 (x; - x,); valor dado por no haber estudios similares previos.

Reemplazando:

N= (1.96+0.84)? 2(0.64) = 12 repeticiones

Entonces la muestra estuvo conformada por 12 repeticiones por cada
concentracion del extracto acuoso de la semilla de Moringa oleifera
elaborado; a la vez se tuvo un control positivo y negativo, con oxacilina y

suero salino fisiolégico (NacL 0.9%) respectivamente.
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2.5 Definicion operacional de variables

VARIABLE TIPO DE |ESCALA |iNDICES DEFINICION OPERACIONAL
VARIABLE

Variable
Independiente | Cualitativa Nominal Calcular las | Solucion extraida de la semilla de
Extracto acuoso concentraciones | Moringa oleifera mediante disolvente
de la semilla de 30 mg/ml (3%) acuoso, se prepard0 en cuatro
Moringa oleifera 60 mg/ml (6%) concentraciones diferentes.

90 mg/ml (9%)

120 mg/ml (12%)
Variable Escala de Duraffourd
dependiente e Nula (-) : Diametro inferior a 8

mm.

Efecto Cuantitativa | De Razén | Promedio de halo e Sensible (+) : Diametro entre 8
antibacteriano in de inhibicion a 14 mm
vitro sobre e Muy sensible (++): Diametro
Staphylococcus entre 14 y 20 mm
aureus e Sumamente sensible (+++):
meticilino Diametro superior a 20 mm.
resistente

Concentracion Menor nivel de turbidez medido

Cuantitativa | De Razon | minima inhibitoria

(CMI)

mediante un espectrofotometro.
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2.6 Definicién conceptual de variables :

a. Efecto antibacteriano in vitro
Capacidad de inhibir la produccion o causar la muerte de un agente

bacteriano en condiciones experimentales.(26)

b. Extracto acuoso
Preparacidon en agua que contiene el principio activo de una planta o parte

de una planta.

C. Extracto acuoso de la semilla de la Moringa oleifera
Preparacién en agua destilada de la semilla de Moringa oleifera contiene
los principios activos. En cuatro concentraciones 30 mg/ml, 60 mg/ml, 90

mg/mly 120 mg/ml, es decir al 3%, 6%, 9% y 12% respectivamente.

d. Halo de Inhibiciéon

Zona alrededor del disco donde una sustancia antibacteriana es capaz de
impedir el crecimiento de la bacteria al cabo de 18 a 24 horas de
incubacion. Se midieron los diametros de estos halos segun la Escala de

Duraffourd.

e. Escala de Duraffourd
Escala utilizada para determinar el efecto inhibitorio in vitro segun el

diametro del halo de inhibicion.
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2.7 Métodos, técnicas y procedimientos:

1) Se solicitd aprobacion del proyecto de tesis a cargo del Comité de
Investigacion de la Escuela Profesional de Medicina Humana y del Comité

de Bioética de la Universidad Privada Antenor Orrego.

2) Se realizd6 la recoleccion, identificacion y determinacion

taxondmica:

° Se recolecto la especie en huerto familiar ubicado Mz E Lote 15 - Las

Lomas sector Il distrito de Huanchaco, provincia de Trujillo, region La Libertad,

Peru (Altitud 21 mts, 8°05°22.6”S 79°06'51.9”"W) Fecha: 26 Septiembre 2018.

° Se realizé la identificacidn y determinacion taxondémica de la
especie de la planta, Moringa oleifera (Moringaceae), en el Herbarium

Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Truijillo.

3) Obtencién de la muestra:

Se recolectaron las semillas dentro de sus vainas lefiosas maduras, se

salvaguardaron en una caja de cartdn. Luego de extraerlas de sus vainas,

se pesaron y se obtuvo 770 gramos de semillas de M. oleifera fresca.
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4) Preparacion de la muestra

a. Seleccion: ElI material vegetal recolectado fue transportado al
laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad Nacional de Trujillo, donde se seleccionaron las
semillas que estaban en buenas condiciones y se eliminaron aquellas
semillas que presentaban ataques de hongos. Restando 750 g para el

trabajo.

b. Lavado: Se procedié a lavar el material vegetal con agua
destilada, seguido de una desinfeccion, utilizando hipoclorito de sodio al
0.5%. Posteriormente, se realiz6 un enjuague con agua destilada

estéril, esto es para retirar los residuos de hipoclorito.

C. Secado: Luego de ser lavadas las semillas fueron colocadas en
papel Kraft, y se las llevd a la estufa de circulacion de aire a 40 °C
durante 48 horas para su respectivo secado. El peso seco obtenido fue

726 gramos.

d. Molienda y Tamizaje: Se procedié a moler las semillas desecadas
con molino hasta obtener polvo grueso y luego se paso a través de tamiz
de # 20 para homogeneizar el tamano de particulas. Muestra obtenida

luego del tamizaje fue de 337 gramos.
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5) Método de preparacion del extracto acuoso:

La preparacion del extracto acuoso de la semilla de Moringa oleifera se
realizd por el método de extraccion directa por reflujo, el cual consiste en
un circuito cerrado continuo. Hicimos uso de sus dos sistemas necesarios;
el sistema de calentamiento logrado a través de una hornilla eléctrica
portatil y el sistema de refrigerado aplicado por un circuito de agua
continuo; estos sistemas fueron puestos en contacto con el balon de vidrio
utilizado que contenia la mezcla para extraccion. Para la preparacion de
la mezcla se pesod solo 100 g de los 337 gramos de semillas en polvo, el
resto de la muestra se reservd; luego colocadas dentro de un balén de
vidrio de 2 litros de capacidad. Donde afadimos 500 ml de agua
destilada. Se mezclé adecuadamente, posteriormente se llevo a reflujo
por 2 horas. Transcurrido el tiempo, se procedié a filtrar el extracto

utilizando la filtracién al vacio con papel de filtro Whatman N° 1.

A continuacion se llevo el extracto obtenido a un rotavapor para lograr
concentrar la muestra, se obtuvo un extracto blando. Este resultado fue
llevado a secar a la estufa de circulacién de aire a 40 °C hasta obtener el
extracto seco. A partir del extracto seco se prepard las concentraciones
de 30 mg/ml, 60 mg/ml, 90 mg/ml y 120 mg/ml disueltos en agua
destilada; es decir a la concentracién porcentual de 3%, 6%, 9% y 12%

respectivamente. Todos los extractos concentrados fueron esterilizados
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mediante filtracion utilizando membranas de nitrocelulosa con un tamano

de poro de 0.45 ym (Millipore).

Finalmente, las cuatro concentraciones del extracto acuoso de la semilla
de Moringa oleifera fueron almacenados en frascos de vidrio de color
ambar esterilizados previamente en autoclave y puestos en refrigeracion

(4-8°C) hasta su posterior utilizacién.

6) Obtencién del patégeno:
Staphylococcus aureus meticilino resistente fue brindado por el cepario de

Microbiologia en la Universidad Nacional de Truijillo.

7) Preparacién del inoculo:
La bacteria se diluyo en solucion salina hasta llegar a la obtencién de una

concentracion semejante al tubo 0.5 de la Escala de MacFarland.

8) Obtencién del control positivo y control negativo:

° Para control positivo se utilizé el antibiético oxacilina, se obtuvo a
través de su compra en una farmacia local al azar. En la presentacion
de un frasco de vidrio conteniendo polvo para solucion inyectable, en la
concentracion de 1 gramo (g) del laboratorio Vitalis. La oxacilina fue
diluida en 5 ml de solucion fisiolégica (NaCl 0.9%) para su posterior

utilizaciéon. Entonces la concentracion total obtenida fue 1 g/5 ml,
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expresado porcentualmente es una concentracion al 20% equivalente a
200 mg/ml, de esta concentraciéon se utilizé 50 microlitros (uL) volumen
elegido para la aplicacién en las placas de Petri y 1.6 mililitros (ml) en el

tubo de ensayo.

° Para control negativo se utilizd solucién salina o suero fisiolégico
(NaCl 0.9%), brindada por el laboratorio de Microbiologia de la

Universidad Nacional de Trujillo.

9) Evaluacion del efecto antibacteriano:

a. El Staphylococcus aureus meticilino resistente (SARM) se sometid
al método de discos de Kirby y Bauer con diferentes concentraciones del
extracto acuoso de Moringa oleifera de 30 mg/ml, 60 mg/ml, 90 mg/ml,
120 mg/ml o en su equivalente porcentual de 3%, 6%, 9% y 12%
respectivamente. Comparado con un control positivo con oxacilina de

200 mg/ml 0 20% y el control negativo con solucién salina al 0.09%.

b. El Agar Muller Hinton se prepard 24 horas de su utilizacién y fue
colocado durante este periodo en la incubadora para verificar el no
crecimiento de otras bacterias. Posterior a su verificacion se realizé 3
hoyos en cada placa de Petri con un sacabocado esterilizado, este
meétodo se repitid en 4 placas para cada concentracion; es decir se

obtuvieron 12 repeticiones por cada concentracion y para el control
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positivo y negativo se realizé 1 hoyo para cada uno en su respectiva
placa de Petri. Todo esto se hizo a una distancia de 15 cm del mechero

encendido, al igual que el trabajo siguiente.

C. Se impregnd un hisopo estéril con la cepa preparada, luego se
procedié al sembrado en las placas Petri preparadas con sus hoyos. Se
realizaron tres barridos por toda la superficie del Agar, para obtener una
siembra uniforme. Las placas inoculadas con nuestra bacteria en
estudio, con sus respectivas tapas, son colocadas en posicion inversa y
llevadas a la estufa, para una incubacion de veinte minutos a 37°C,

antes de la aplicacion del extracto correspondiente.

d. Aplicacion del método Doble ciego:

° La selecciéon de las placas de Petri para cada aplicacion fue al
azar. Se vertié 50 microlitros (uL) de las concentraciones de 30 mg/ml,
60 mg/ml, 90 mg/ml, 120 mg/ml o en su equivalente porcentual de 3%,
6%, 9% y 12% respectivamente, del extracto acuoso de la semilla de
Moringa oleifera y también 50 uL de la concentracién de oxacilina 200
mg/ml es decir al 20% y solucion salina al 0.9%, utilizando una
micropipeta con puntas esterilizadas en el autoclave en las 24 horas
previas. Las placas de Petri fueron rotuladas con las denominaciones
“Bl, BIl, Blll, BIV” y los grupos control con su respectiva denominacion.

Posteriormente las placas se invirtieron de posicion y se incubaron en un
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horno fabricante Precision modelo Thelco 6 a una temperatura de 37° C
durante 24 horas. Este procedimiento fue realizado por personal técnico
del area de Microbiologia, ajeno al trabajo, para asegurar el método

doble ciego.

° Lectura de resultados: Se realiz6 a las 24 horas posteriores.
Utilizando una regla graduada sobre el reverso de la placa, anotando los
datos bajo las denominacién “Bl, Bll, Blll, BIV”; se midi6 cada diametro
de los halos de inhibicion utilizando la unidad de medida “milimetro”
(mm). Datos obtenidos fueron comparados y clasificados basandose en
la escala de Duraffourd. Este procedimiento especificamente fue
realizado por mi persona por motivos de desconocimiento del significado

de cada denominacion asignada.

10) Se hall6 la concentracion minima inhibitoria (CMI):

° Se prepard cinco tubos de ensayo para el microorganismo. Cuatro
tubos uno por cada una de las concentraciones experimentales de 30
mg/ml, 60 mg/ml, 90 mg/ml, 120 mg/ml y el quinto tubo para el control
positivo con oxacilina 200 mg/ml; en cada uno de los tubos se les anadié
el volumen de 1.6 mL de todas las concentraciones mencionadas; luego
se realizé la inoculacion de 0.4 mL de la bacteria diluida en
concentraciones semejantes al tubo 0.5 de la escala de Mcfarland. Se

obtuvieron 2 mL por cada preparacion, luego fueron incubados en estufa
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a 37°C durante 24 horas. Todos los tubos fueron rotulados por personal
técnico del area de Microbiologia, quien se encargd del rotulado de las

placas de Petri.

° Lectura de resultados: Hicimos uso del espectrofotometro para
cuantificar el nivel de turbidez, a través midiendo la absorbancia. La CMI
es la muestra con menor nivel turbidez. Esta medicion se realizé en el
laboratorio de la Facultad de Industrias Alimentarias de la Universidad
Privada Antenor Orrego, el cual fue supervisado por personal técnico

encargado de dicha area.

11) Estadistica:

Los resultados fueron entregados al estadistico bajo las denominacion
asignadas, no se le hizo mencion el significado de cada denominacion,
para mantener el doble ciego y evitar un conflicto de interés; por ende las
tablas y graficos entregados por él mantienen las denominaciones

utilizadas durante el trabajo.
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2.8 Plan de analisis de datos

Los datos obtenidos en la lectura de resultados fueron ordenados en Excel
2013, los cuales fueron analizados con el programa SPSS version 22. Para
determinar el efecto antibacteriano se utilizaron los diametros de los halos de
inhibicion a través de promedios correspondientes de cada concentracion del
extracto acuoso de la semilla de Moringa oleifera y hallando sus medidas de
dispersion, entonces se determind su comparacion mediante la prueba
ANOVA de un disefio completamente al azar (aleatorio); posteriormente se
hizo una prueba de comparaciones multiples donde utilizamos la prueba
DUNCAN, ambas pruebas con un nivel de significancia de p <0,05. La CMI
se analiz6 mediante la tabla de datos correspondientes y conclusiones de

acuerdo ellos.

2.9 Aspectos éticos

El proyecto de investigacion fue presentado para evaluacién, consejos y
aprobacion por comité de Investigacidon y el comité de Bioética de la
Facultad de Medicina de la UPAO.

Se reviso la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial,
cumpliendo sus codigos, no comprometiendo ni poniendo en riesgo la vida

de personas y el medio ambiente.(32).
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. RESULTADOS

Se realizaron 12 repeticiones por cada diferente concentracion de 30 mg/ml, 60
mg/ml, 90 mg/ml, 120 mg/ml; por ende 12 medidas de halos de inhibicién para
cada concentracién de extracto acuoso de semilla de Moringa oleifera. Cada
concentracion recibié una denominacion para poder asegurar el doble ciego y

evitar conflictos de interés las cuales fueron Bl, Bll, Blll y BIV.

A la lectura de los halos de inhibicion de las placas inoculadas posterior a 24
horas de incubacion, se obtuvo como promedios los valores de 17.42 mm para
Bl ; 20.17 mm, Bll; 21.00 mm, Blll; 24.92 mm, BIV y el valor unico de 35.00 mm
para el control positivo con oxacilina; para el control negativo con suero
fisiolégico al 0.9% se obtuvo 0.0 mm del halo de inhibicion, por lo que no se

aprecia en las tablas estadisticas.

Los resultados obtenidos fueron sometidos a un analisis estadistico de varianza
del cual se obtuvieron las siguientes tablas adjuntas, donde podemos

interpretar:

En la Tabla N°1 se observan los promedios de los halos de inhibicion de las
diferentes concentraciones del extracto acuoso de la semilla de Moringa
oleifera sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente, siendo el mayor
promedio el valor de 35.00 mm correspondiente al control positivo con

oxacilina, seguido del promedio de 24.92 mm correspondiente a la
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concentracion denominada “B IV”, es decir la concentracion de 120 mg/ml del

extracto utilizado.

También se aprecian todos los promedios de los halos de inhibicidn, los cuales
se encuentran dentro de los rangos de sensibilidad segun la Escala de
Duraffourd, donde Bl y B Il por sus valores 17.42 mm y 20.17 mm
respectivamente, se encuentran en el rango de “Muy sensible (++): Didmetro
14 y 20 mm”. Las concentraciones de Blll y BIV obtuvieron 21.00 mm y 24.92
mm respectivamente, las cuales se encuentran dentro del rango “Sumamente

sensible (+++): Diametro superior a 20 mm”.

Tabla N°1: Descripcidon del efecto antibacteriano del extracto acuoso de la
semilla de Moringa oleifera sobre Staphylococcus aureus meticilino

resistente comparado con oxacilina in vitro

Grupos de . Promedi Desv.
Investigacion ; o] Est.
BI 12 17.42 1.16
BII 12 20.17 1.85
Bl 12 21.00 1.86
BIV 12 24.92 0.79
Oxacilina 1 35.00 0.00
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Grafico N°1: Promedios de los halos de inhibicion de los grupos de

investigaciéon

35,00 bl
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25,00 o
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Promedio de Diametro de Halo de Inhibicién (mm)

15,00

Bl Bl Bl BIV Oxacilina

Grupos de Investigacion

Enla Tabla N°2 segun el analisis de varianza (ANOVA) muestra la existencia
de una diferencia altamente significativa (p < 0.001) entre los promedios de los
halos de inhibicién de los diferentes “tratamientos” o concentraciones del

extracto acuoso de la semilla de Moringa oleifera aplicados.
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Tabla N°2: Analisis de Varianza para determinar el efecto antibacteriano
del extracto acuoso de la semilla de Moringa oleifera sobre

Staphylococcus aureus meticilino resistente comparado con oxacilina in

vitro
FV SC Gl CM Fo P
Tratamientos 2261.100 4 565.275 318.873 0.000
Error 97.500 55 1.773
Total 2358.600 59

En la Tabla N°3 segun la prueba de Duncan observamos que hay un diferencia
significativa (p <0.05) entre cada una de las diferentes concentraciones
aplicadas, a excepcion de las concentracién denominadas Bll y Blll dénde no

hay diferencia estadistica significativa (p > 0.05).

También se puede analizar que la denominacién “BIV” y la oxacilina a pesar de
encontrarse ambas en la categoria de sumamente sensible (>20.00 mm)

segun la Escala de Duraffourd, mantienen una diferencia significativa (p <0.05).
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Tabla N°3: Prueba de DUNCAN

GRuUPOS DE NI GRUPOS PARA ALFA = 0.05

INVESTIGACION

G1 G2 G3 G4
BI 12 17.42
Bl 12 20.17
Bl 12 21.00
BIV 12 24.92
OXACILINA 1 35.00

En la Tabla N°4 se muestran los datos obtenidos de la lectura correspondiente
de los tubos, se midié la absorbancia con la ayuda del espectrofotometro para
cuantificar el nivel de turbidez haciendo contraste con un control positivo, agua
destilada con nivel de turbidez 0.000; considerandose como concentracion
minima inhibitoria a la muestra con menor turbidez. En la tabla se observa que
“BIV” coincidié con el mismo nivel de turbidez con nuestro control positivo. En

figura 2 se expresa en numeros enteros por factibilidad del grafico (x 10  3).
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Tabla N°4: Concentracion minima inhibitoria: Nivel de turbidez

EXTRACTO ACUOSO NIVEL DE TURBIDEZ
Bl 0.027
Bl 0.040
Bl 0.032
BIV 0.024
CONTROL (+): OXACILINA 0.024

Grafico N° 2: Concentraciéon minima inhibitoria: Nivel de turbidez (x 10 ~ 3)

CONCENTRACION MINIMA . BLoozr
INHIBITORIA
45 e BII: 0.040
40
= e BII:0.032
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IV. DISCUSION

El aumento de la multirresistencia antibiética genera una gran problematica en
nuestro entorno. Este incremento en su mayoria es debido a falencias en el uso
dado por parte de la poblacién, ésta carencia educativa nos sobreexpone y
esta provocando que nos veamos superados por las capacidades de defensa,
adaptacién y por ende supervivencia de los microorganismos patogenos,
volviendo ineficaces a nuestros farmacos actuales. (1)(2)(3). Lo expuesto nos
da razones y la obligacién de enfatizar al maximo el desarrollo de mayores
investigaciones en busca de alternativas para tratar de combatir, contrarrestar y
controlar esta multirresistencia. Es de suma importancia educar y aplicar las

estrategias dadas por la OMS. (4).

La medicina complementaria y alternativa abarca la fitoterapia, quien se
encarga del estudio de las propiedades y aplicabilidad de plantas medicinales
al servicio de la salud; siendo una alternativa considerable por la informacion

existente que confirma sus actividades farmacoldgicas. (2)(11)(12)(13).

Nuestro estudio utilizé a la especie Moringa oleifera como planta para tratar de
representar a la efectividad de la fitoterapia; la eleccidn se basd por su
creciente popularidad, la indagacion y exposicion de las exquisitas propiedades
que contiene. Adicionalmente de sus propiedades, la Moringa oleifera es

considerada una planta ecoldgica gracias a su disponibilidad eficaz en temas
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socio-ambientales. Es una planta muy versatil, partiendo en la utilidad de cada
una de sus partes hasta su capacidad de adaptacion a diferentes terrenos y

climas, incluso sobrevivir a épocas de sequia. (14)(15)(16)(17).

Diversas investigaciones sefalan las propiedades de la semilla de Moringa
oleifera que fueron identificados a través de estudios experimentales donde
utilizaban diversos tipos de extractos, entre ellos: Extracto acuoso, etandlico y/o
éter; los cuales pueden ser obtenidos de cualquier parte de la planta, como:

Flor, semilla, hoja, raiz o su corteza. (22)(23)(24)(25)(26).

Nos enfocamos en resaltar la propiedad antimicrobiana de la especie en
estudio. Se puede componer por: a. Actividad antibacteriana brindada por la
presencia de isotiocianato de bencilo, taninos, saponinas, compuestos
fendlicos, b. Actividad antiviral dada por isocianato y niaziminina, c. Actividad
inhibitoria del crecimiento de larvas, Anopheles gambides y Aedes aegypti,

debido a la presencia de B- aminina, B-sitosterol. (5)(10)(15)(16)(18)

Gustavo Viera et al obtuvieron como resultado, del enfrentamiento del extracto
acuoso de semilla de Moringa oleifera en la concentracion de 30 g/150 ml
(20%) contra S. aureus, 25.00 mm como mayor valor promedio de halos de
inhibicion; en la muestra que se utilizaron mayor volumen de aplicacién. Este

trabajo se baso6 en la comparacion de los diferentes volumenes aplicados en

38



las placas de Petri.(14) Segun sus resultados cuan mayor volumen se utilizo,

mayor fue el diametro de inhibicion.

Maria Pérez et al compararon el efecto inhibitorio del extracto acuoso de la hoja
contra la semilla de Moringa oleifera, utilizando como concentracion 50 mg/ml,
para ambas variables, sobre S. aureus; hallandose como promedios de los
halos a los valores entre 3 y 5 mm, asegurando la existencia de efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de esta bacteria. Este estudio demuestra que

las semillas tiene mayor efecto antibacteriano que la hoja de Moringa oleifera.

Peixoto JRO et al utilizaron la concentracion de 20 mg/180 ml (11%) y
compararon la aplicacion de diferentes volumenes: 100, 200, 300 y 400 uL.
Donde su mayor promedio de halo de inhibicion fue 25.4 mm, correspondiente
de las placas de Petri a las que se le habia aplicado mayor cantidad de

microlitros (400 ulL); incluso logré obtener un halo maximo de 38.0 mm.

Kiran Singh et al utilizaron el extracto acuoso de las hojas de Moringa oleifera,
en las concentraciones de 30 mg/ml, 60 mg/ml, 90 mg/ml, 120 mg/ml contra S.
aureus; donde el promedio de sus halos de inhibiciéon fueron 3.67 mm, 4.33
mm, 6.67 mm, 7.00 mm respectivamente; como control positivo utilizaron
cotrimoxazol donde se obtuvo 6.00 mm de diametro. Demostrando la

capacidad inhibitoria superior del extracto acuoso de las hojas de Moringa
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oleifera frente un antibidtico tradicional como cotrimoxazol.

Las concentraciones de nuestro estudio fueron 30 mg/ml, 60 mg/ml, 90 mg/ml,
120 mg/ml; es decir 3%, 6%, 9%, 12% respectivamente. La eleccion de las
concentraciones fue basada en trabajo de investigacion de Kiran Singh et al

que demostro efectividad antibacteriana con estos valores.

Donde nuestras menores concentraciones 30 mg/mly 60 mg/ml (3% y 6%) del
extracto acuoso de la semilla de Moringa oleifera obtuvieron 17.42 mmy 20.17
mm respectivamente, ubicandose segun la Escala de Duraffourd en la
clasificacion de Muy sensible (++) y las concentraciones de 90 mg/ml y 120
mg/ml, Sumamente sensible (+++). El control positivo con 200 mg/ml oxacilina,
es decir al 20%, se encuentra en la misma ubicacion de “Sumamente sensible”
por su halo de inhibicion de 35.00 mm; se puede afirmar que existe similar
efecto antibacteriano entre la concentracion del extracto acuoso al 12% y el
control con oxacilina al 20% por encontrarse en la misma clasificacion segun la
Escala de Duraffourd. Sin embargo, estadisticamente existe diferencia

significativa (p < 0.05) entre estas muestras.

A la vez podemos afirmar que estadisticamente existe una diferencia altamente
significativa (p < 0.001) entre todos los tratamientos y/o concentraciones que
hemos aplicado en el estudio, confirmandose la existencia del efecto

antibacteriano; pero sobre todo se comprueba que la semilla de Moringa
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oleifera tiene efecto antibacteriano sobre una bacteria con farmacorresistencia

como lo es S. aureus meticilino resistente.

Como concentracién minima inhibitoria (CMI) se considera a la muestra con el
menor nivel de turbidez. La concentracién al 12% del extracto acuoso de
semilla de Moringa oleifera y el control positivo con oxacilina al 20% obtuvieron
0.024 de absorbancia. Sabiendo tedricamente que a mayor absorbancia existe
mayor nivel de turbidez; el resultado obtenido de 0.024 fue el menor valor de
nuestro estudio, considerando a la concentracién de extracto acuoso al 12%
(120 mg/ml) y a la oxacilina al 20% (200 mg/ml) como CMI. Se podria afirmar
que cierta concentracion del extracto acuoso de semilla de Moringa oleifera

tendria similar efecto inhibitorio que la oxacilina.

Cuantificando las concentraciones utilizadas es evidente que no se ha utilizado
las maximas concentraciones en los extractos de Moringa oleifera, incluso
menores al 50%. A pesar de lo mencionado el extracto acuoso ha tenido un
efecto antibacteriano notorio, confirmando lo mencionado en los antecedentes,
pero ahora siendo evaluado frente a una bacteria con meticilino resistencia;
siendo objetivo de estudios posteriores para lograr su aplicabilidad. Se ha
observado en las investigaciones que nos anteceden que ante un mayor
volumen aplicado mayor efecto inhibitorio; se podria interpretar usando como
ejemplo a nuestra realidad terapéutica como recibir un volumen adecuado para

que haya una dosis efectiva.
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A la comparacion de los diversos estudios se logra identificar la variedad de
factores que pueden influir en la obtencién de resultados efectivos como la
concentracion mg/ml, porque se ha observado que a mayor concentracion
(mg/ml) mayor el diametro del halo de inhibiciéon. Adicionalmente existen otros
factores influyentes como los diferentes de métodos de extraccién, tipo de
bacteria, volumen de aplicacion, temperatura de incubacién y tiempo de
incubacion. Variables que podrian controlarse y lograr establecer cierto
protocolo logrando avanzar en este tipo de investigaciones y una posterior

aplicacion del espécimen de interés.

La Moringa oleifera sembrada en nuestra region ha tenido buen efecto
antibacteriano ante una cepa con resistencia antibiotica. Su aplicacion seria

una alternativa de bajo costo y ecologica para nuestro medio.
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CONCLUSIONES

. Se determina sobre el extracto acuoso de la semilla de Moringa oleifera,
que a mayor concentracion mayor efecto antibacteriano sobre

Staphylococcus aureus meticilino resistente in vitro

. La concentracién minima inhibitoria corresponde a la concentracion de
120 mg/ml del extracto acuoso de semilla de Moringa oleifera y al control

positivo, oxacilina.

. Al comparar el efecto antibacteriano de la oxacilina y de la
concentracion 120 mg/ml del extracto acuoso de semilla de Moringa
oleifera sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente in vitro,
ambas variables son clasificadas segun la Escala de Duraffourd, en la
categoria de “Sumamente sensible (+++)’. Sin embargo

estadisticamente existe diferencia significativa (p < 0.05) entre ellas.
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VL.

RECOMENDACIONES

A. Poner a disposicion este trabajo de investigacion para futuras
investigaciones como la realizacion de ensayos clinicos, necesarios para

evaluar aplicabilidad de la especie Moringa oleifera.

B. Evaluar el efecto antibacteriano del extracto acuoso de semilla de
Moringa oleifera en mayores concentraciones y hallar la Concentracién
minima bactericida (CMB) y/o en combinacién antibidtica evaluando la

presencia de sinergismo.

C. Promover mas estudios experimentales para la creacion de una base
de datos y ser pioneros en la creacion de alternativas terapéuticas con base

cientifica.

D. Realizar el estudio de la marcha fitoquimica del extracto acuoso de la

semilla de Moringa oleifera.

VII. LIMITACIONES:

e No se pudo realizar el estudio de la marcha fitoquimica del extracto

acuoso de la semilla de Moringa oleifera.
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|IX. ANEXOS



ANEXO 1:
Solicitud de permiso del coordinador del Laboratorio de Investigacion
Multidisciplinaria de la Facultad de medicina de la Universidad Privada Antenor

Orrego

SOLICITO PERMISO PARA USO
LABORATORIO DE INVESTIGACION
MULTIDISCIPLINARIA

DR. GONZALES CABEZA, JOSE
Coordinador del Laboratorio de Investigacion Multidisciplinaria de la Universidad
Privada Antenor Orrego

Yo, DANELLI ALCANTARA NORIEGA, identificado con DNI: 71914238; alumna de
la Escuela de Medicina Humana de la Universidad Privada Antenor Orrego, con el
debido respeto me presento y expongo:

Que a fin de aplicar mi proyecto de tesis titulada: “EFECTO ANTIBACTERIANO
DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA SEMILLA DE Moringa oleifera
(MORINGACEAE) “MORINGA” SOBRE  Staphylococcus aureus
METICILINO RESISTENTE COMPARADO CON OXACILINA IN VITRO” se
me otorgue el permiso para el uso adecuado del laboratorio de Investigacion
Multidisciplinaria de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad Privada
Antenor Orrego; por contar con el debido equipamiento y la infraestructura
conveniente para la ejecucion del proyecto mencionado anteriormente.

Por lo expuesto es justicia que espero alcanzar.

Trujillo, 05 de Enero del 2020

Dr. Gonzales Cabeza, José Danelli Alcantara Noriega

Coordinador del Area de Laboratorios de Investigacién
Estudiante de Medicina
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ANEXO 2:
Solicitud de permiso de la coordinadora del drea de microbiologia de la Facultad de
medicina de la Universidad Nacional de Trujillo

SOLICITO PERMISO PARA
USO DEL LABORATORIO
DE MICROBIOLOGIA

Dra.

ELVA MANUELA MEJIA DELGADO

Coordinadora del Area de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Trujillo

Yo,DANELLI CRISTINA ALCANTARA NORIEGA, identificado con DNI: 71914238;
alumno de la Escuela de Medicina Humana de la Universidad Privada Antenor
Orrego, con el debido respeto me presento y expongo:

Que a fin de aplicar mi proyecto de tesis titulada: “EFECTO ANTIBACTERIANO
DEL EXTRACTO ACUOSO DE LA SEMILLA DE Moringa oleifera
(MORINGACEAE) “MORINGA” SOBRE Staphylococcus aureus METICILINO
RESISTENTE COMPARADO CON OXACILINA IN VITRO” se me otorgue el
permiso para el uso adecuado del laboratorio de microbiologia de la Facultad de
Medicina Humana de la Universidad Nacional de Truijillo; por contar con el debido
equipamiento y la infraestructura conveniente para la ejecucion del proyecto
mencionado anteriormente.

Por lo expuesto es justicia que espero alcanzar.

Trujillo, 10 de Enero del 2020

Dra. ELVA M. MEJIA DELGADO DANELLI ALCANTARA NORIEGA
Coordinadora del Area de microbiologia Estudiante de Medicina Humana
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ANEXO 3:

FICHA N°01 DE RECOLECCION DE DATOS

ZONA DE INHIBICION (mm)

Extracto acuoso de semilla de Moringa

Oxacilina

Solucion salina

N° oleifera (mg/ml) . (Control
(Control positivo) negativo)
BI:30 | BIL:60 | BIIL: 90 | BIV: 120 g
1 15 19 20 26
2 18 19 20 25
3 17 19 17 25
4 17 22 22 26
5 16 22 21 25
6 17 21 22 26
7 19 22 22 24
8 17 22 23 24
9 18 18 23 24
10 19 19 23 24
11 18 22 20 25
12 18 17 19 25 35.00 mm 0 mm
Promedi
0 17.42 20.17 21.00 24.92 35.00 mm 0 mm
(mm)

Fuente: International Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, vol 6, Issue 9, 2014

Escala de Duraffourd:

1) Diametro de inhibicion: Nula (-): Diametro inferior a 8 mm.

2) Sensibilidad limite (sensible +): Diametro 8 a 14 mm.

3) Medio (muy sensible ++): Diametro entre 14 y 20 mm.

4) Sumamente sensible (+++): Diametro superior a 20 mm.
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ANEXO 4: FICHA N°02 DE RECOLECCION DE DATOS

Concentracion minima inhibitoria

Extracto acuoso de semilla de Moringa Oxacili Solucion salina
N° oleifera (mg/ml) xacl m? ] (Control
(Control positivo) negativo)
BI:30 | BIL:60 | BIIL:90 | BIV:120 £
1 0.027 0.040 0.032 0.024 0.024

Fuente: International Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, vol 6, Issue 9, 2014

Concentracion Minima Inhibitoria:

¢ Muestra con menor valor de turbidez.
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ANEXO 5:

FOTOS DE RECOLECCION DE MATERIAL DE MUESTRA, METODO DE
OBTENCION DEL EXTRACTO ACUOSO DE SEMILLAS DE Moringa oleifera

Figura N°3: Huerto familiar, Las Lomas II, distrito Huanchaco
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Figura N°4: Vainas maduras de Moringa oleifera

Figura N°5: Vainas maduras y semillas de Moringa oleifera
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Figura N°6: Identificacion taxondomica en el Herbarium Truxillense (HUT)

Figura N°7 y 8: Identificacion taxonémica de Moringa oleifera por Herbarium
Truxillense (Dos muestras)
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Figura N°9: Tarjeta de identificacion Taxonomica de Herbarium Truxillense
(HUT)

Figura N°10: Semillas de Moringa oleifera previo secado en estufa
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Figura N°13: Semillas de Moringa oleifera posterior ha secado de 48h a 40°C
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Figura N°12: Medicion de peso seco de semillas de Moringa oleifera
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Figura N°13 y 14: Autor de estudio moliendo semillas de Moringa oleifera, en el
laboratorio de Farmacognosia de la Universidad Nacional de Trujillo
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Figura N°15: Muestra de semillas de Moringa oleifera en polvo previa tamizaje

o LasBRET
Figura N°16 y N°17: Muestra en proceso de tamizado y total de la muestra
tamizada
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Figura N°18 y N°19: Equipo de reflujo con muestra de las semillas de Moringa
oleifera

Figura N°20: Muestra obtenida luego de método de extraccion de Reflujo por dos
horas
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Figura N°21 y N°22: Equipo de filtracion al vacio y muestra por método de reflujo

Figura N°23: Aplicacion de filtracion al vacio
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Figura N°24: Extracto acuoso de semillas de Moringa oleifera

Figura N°25: Equipo de rotavapor
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ANEXO 6: FOTOS DE EVALUACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO
POR METODO DE KIRBY-BAUER Y LECTURA CON
ESPECTROFOTOMETRO PARA HALLAR CMI

Figura N°26: Extractos acuosos de semillas de Moringa oleifera en sus cuatro
concentraciones

Figura N°27: Placas de Petri con Agar Muller- Hinton rotuladas con sus
denominaciones
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Figura N°28: Placas de Petri con Agar Muller-Hinton controles

Figura N°29: Bacteria Staphylococcus aureus meticilino resistente diluida en
solucion salina, para conseguir concentracion semejante al tubo 0.5 de la Escala de
MacFarland
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Figura N°30: Realizacion de hoyos con sacabocado esterilizado en autoclave.

X L ‘ ::i
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Figura N°30: Sembrado de Staphylococcus aureus meticilino resistente, a través de
un hisopo estéril
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Figura N°31: Aplicacion de 50 uL del extracto acuoso de la semilla de M. oleifera
con la ayuda de una micropipeta estandarizada
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Figura N°31: Preparacion de los tubos de ensayos para hallar CMI
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Figura N°32: Presentacion de oxacilina utilizada
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Figura N°33: Tubos de ensayos rotulados, previa incubacion
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Figura N°35: Tubos de ensayo posterior incubacion de 24 horas a 37°C y se
aprecia en la esquina derecha el tubo de ensayo control positivo con oxacilina
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ANEXO 7:
LECTURA DE RESULTADOS POSTERIOR A INCUBACION POR 24 HORAS
A LA TEMPERATURA DE 37°C

Figura N°36: Foto de una de las placas de Petri con sus halos de inhibicion
obtenidos de la aplicacion de la concentracion 30 mg/ml “BI”

Figura N°37 y N°38: Fotos de algunas placas de Petri obtenidas de la aplicacion de
la concentracion 60 mg/ml “BII”
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Figura N°39 y N°40: Fotos de algunas placas de Petri obtenidas de la aplicacion de
la concentracion 90 mg/ml “BIII”

Figura N°41 y N°42: Fotos de algunas placas de Petri obtenidas de la aplicacion de
la concentracion 120 mg/ml “BIV”
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Figura N°43: Fotos placa de Petri obtenidas de la aplicacion de 50 uL de suero
fisiologica 0.9% “control negativo”

Figura N°44: Fotos de placa de Petri obtenida de la aplicacion de 50 uL de
oxacilina a 200 mg/ml“control positivo”
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Figura N°45: Espectrofotometro y tubos de ensayos con muestras obtenidas luego
de la incubacion de 24 horas. Previa lectura de nivel de turbidez para determinar
CMI.
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Figura N°46: Resultado obtenido tras lectura del tubo de ensayo correspondiente a
la concentracion 120 mg/ml “BIV”
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Figura N°47: Lectura de resultados con regla graduada utilizando la medida de
milimetros “mm”
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