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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo: determinar el efecto inhibitorio del extracto etanélico
de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
Metodologia: se realiz6 mediante el método de difusion en disco (Método de Kirby Bauer). El
extracto etanolico de las hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) se obtuvo mediante la técnica
de maceracion por 48 horas. Resultados: el analisis estadistico por medio de la prueba ANOVA
(Analisis de varianza) muestra un nivel de significacién de 0,000 (p < 0.05), por lo que se
concluye que, existe diferencia significativa entre los didmetros promedio de los halos de
inhibicién, revelados por el efecto inhibitorio del extracto etandlico de hojas de Salvia
officinalis (L) (Salvia) a diferentes concentraciones frente a las cepas estudiadas. El anélisis de
TUKEY reveld que las cepas de Staphylococcus aureus presenté mayor susceptibilidad (21
mm) frente al extracto etandlico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) al 100% a diferencia
de la bacteria Escherichia coli con menor susceptibilidad (11 mm).

El extracto etandlico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) al 100% mostré efecto
inhibitorio moderadamente activo e inactivo sobre las cepas de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli respectivamente.

Palabras claves: Efecto antibacteriano, extractos vegetales, bacterias patogenas, inhibicion del

crecimiento.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to determine the inhibitory effect of the ethanolic extract
of Salvia officinalis (L) (Salvia) leaves against Staphylococcus aureus and Escherichia coli.
Methodology: It was carried out using the disk diffusion method (Kirby Bauer Method). The
ethanolic extract of the leaves of Salvia officinalis (L) (Salvia) was obtained through the
maceration technique for 48 hours. Results: the statistical analysis using the ANOVA test
(Analysis of Variance) shows a significance level of 0.000 (p < 0.05), therefore it is concluded
that there is a significant difference between the average diameters of the inhibition zones
revealed. by the inhibitory effect of the ethanolic extract of Salvia officinalis (L) (Salvia) leaves
at different concentrations against the strains studied. The TUKEY analysis revealed that the
Staphylococcus aureus strains presented greater susceptibility (21 mm) to the 100% ethanolic
extract of Salvia officinalis (L) (Salvia) leaves, unlike the Escherichia coli bacteria with lower
susceptibility (11 mm). .

The 100% ethanolic extract of Salvia officinalis (L) (Salvia) leaves showed a moderately active
and inactive inhibitory effect on Staphylococcus aureus and Escherichia coli strains,
respectively.

Keywords: Antibacterial effect, plant extracts, pathogenic bacteria, growth inhibition.
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l. INTRODUCCION

En las ultimas décadas se estd revalorizando a la medicina natural, debido a que las plantas
presentan principios activos que son metabolitos secundarios propios de las plantas y que tienen
propiedades antibacterianas, antiinflamatorias, anticolinérgicas, antiflngicas, estimuladores del
sistema inmune entre otras propiedades’. Durante las Gltimas dos décadas se han publicado
numerosos reportes sobre la evaluacion cientifica de los procesos de utilizacién de la planta, asi
como la identificacion de principios activos y mecanismos de accion, lo que ha permitido
explicar muchos de los efectos beneficiosos previamente conocidos, optimizar su explotacién y
proponer nuevas aplicaciones’.

Hoy en dia, muchas cepas bacterianas son resistentes a la mayor parte o la totalidad de los
antibidticos que alguna vez fueron eficaces para combatirlas, debido a este sombrio panorama es
que se ha empezado a utilizar medicina alternativa con el fin de disminuir la resistencia
antimicrobiana® con propiedades antibacterianas como la Salvia la cual se fundamenta en la
presencia de triterpenos, fenoles, taninos, flavonoides, presentes en el extracto total de S.
officinalis y que bibliograficamente se sabe tienen efecto antibacteriano porque actGan en
diferentes puntos de la bacteria impidiendo su desarrollo y reproduccién®. Esta planta es
valorada por sus mdltiples aplicaciones, incluyendo sus propiedades antibacterianas,
antisépticas, antioxidantes y virostaticas.

Tomando en cuenta lo referido, el presente trabajo de investigacion esta dirigida a determinar el
efecto inhibitorio del extracto etandlico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli que confirman y explican las propiedades de la Salvia
officinalis (L) (Salvia).

El presente trabajo consta de 8 capitulos, el capitulo | refiere la introduccion y contiene los
siguientes aspectos: Descripcion de la realidad problematica, antecedentes de la investigacion,
justificacion de la investigacion, objetivos del presente estudio. El capitulo Il refiere la
metodologia considerada en el presente estudio. El capitulo 111 refiere los resultados obtenidos
en el presente estudio. El capitulo IV refiere la discusion que contiene sus andlisis
correspondientes. El capitulo V refiere la conclusion. El capitulo VI refiere la recomendacion.

El capitulo VII refiere la bibliografia y el capitulo V111 refiere los anexos.
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1.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION
1.1.1 Antecedentes nacionales

Pita O, Tapia J. (2016). Determinacion de la actividad antibacteriana in vitro del
aceite esencial extraido de las hojas de Salvia officinalis L. “salvia” frente a las cepas
de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. El presente
estudio tuvo como objetivo determinar la actividad antibacteriana in vitro del aceite
esencial extraido de las hojas de Salvia officinalis L. “Salvia”’empleando el método
de Kirby—Bauer cuyos resultados revelaron que el aceite esencial solo tuvo actividad
antibacteriana sobre Staphylococcus aureus alcanzando los siguientes halos de
inhibicién al 50% de 10 mm y al 100% de 14 mm de diametro, concluyendo que el
aceite esencial de Salvia officinalis L. “salvia”, tiene actividad antibacteriana in vitro
frente a Staphylococcus aureus”.
Espinoza V. (2018). Efecto Antibacteriano del Extracto Etandlico de Salvia
Officinalis “Salvia” sobre Staphylococcus Aureus ATCC25923 comparado con
Oxacilina. El objetivo de estudio fue evaluar el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de la hoja de Salvia officinalis “salvia™ sobre cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 comparado con oxacilina a 1ug. mediante el método Kirby-
Bauer (discos de difusion). Se obtuvo como resultado halos de inhibicion en todas
las diluciones y a partir de la dilucién al 75% muestra un halo de inhibicién de 13.69
mm y al 100% con 15.62 mm. Se concluy6 que el extracto etandlico de la hoja de
Salvia officinalis presentd efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923 pero inferior que la oxacilina, pudiendo utilizarse como un medicamento
coadyuvante en el tratamiento de enfermedades generadas por S. aureus®
Cruz A. (2018). Efecto antibacteriano in vitro del extracto alcohdlico de Salvia
officinalis (salvia) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. La presente
investigacion evalud el efecto antibacteriano in vitro del extracto alcohdlico de
Salvia officinalis (Salvia) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Para la
evaluacion del efecto antibacteriano se aplicaron el método de difusion en disco y de
microdilucidn. Los resultados indican que la CMI fue 800 pg/mL, mientras que la
CMB fue 700 pg/mL.. El efecto antibacteriano demostrado se fundamenta en la
presencia de triterpenos, fenoles, taninos, flavonoides, presentes en el extracto total
de S. officinalis y que bibliograficamente se sabe tienen efecto antibacteriano porque
acttan en diferentes puntos de la bacteria impidiendo su desarrollo y reproduccion.
Se concluy6 que el extracto alcoholico de Salvia officinalis (Salvia) presenta efecto
antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 y dicho efecto es
estadisticamente significativo respecto al control positivo Gluconato de clorhexidina
al 0.12%".
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Moreno M. (2020). Efecto antibacteriano in vitro de extractos etanolicos de orégano,
tomillo y salvia sobre cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa con resistencia multiple. El presente estudio tuvo como
objetivo determinar el efecto antibacteriano In Vitro de los extractos etandlicos de
Oryganum vulgare, Salvia officinalis y Thymus vulgaris a concentraciones de 100,
200, 300 y 400 mg/ml frente a tres cepas de Staphylococcus aureus, (SA 01, SA02 y
SA 03 )Escherichia coli (EC 01, EC 02 y EC 03) y Pseudomonas aeruginosa (PA
01, PA 02 y PA 03). La prueba de susceptibilidad se realiz6 por el método de
difusién en agar (Método de Kirby — Bauer ). Los resultados demostraron que el
extracto de Salvia officinalis, tuvo mejor efecto inhibitorio sobre cepas de S. aureus
gue con cepas de E, coli y Ps. aeruginosa, con halos de inhibicion de 20.88, 11.33 y
12.99 mm respectivamente. CIM de Salvia officinalis para S. aureus estuvo en 50
mg/ml, para E. coli y Ps. aeruginosa fueron 80 mg/ml. Se determiné que ninguno de
los tres extractos etandlicos tuvieron efecto bactericida sobre las cepas en estudio.
Se concluyd que el extracto etandlico de Salvia officinalis presentd actividad
antibacteriana frente a las cepas estudiadas, siendo Staphylococcus aureus la especie
mas susceptible, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa resultaron ser menos

susceptible®.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

Problema principal

¢ Tendra efecto inhibitorio el extracto etanolico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia)

frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli?

Problemas especificos

1. ¢El efecto inhibitorio del extracto etandlico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) y
del ciprofloxacino frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli muestran
diferencias significativas?

2. ¢Cudl es el porcentaje de inhibicion relativa del extracto etandlico de hojas de Salvia

officinalis (L) (Salvia) frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli?

1.3 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION
Las enfermedades infecciosas son un problema mundial que afecta a la salud pablica, su
persistencia es cada vez més frecuente debido a la resistencia que presentan los
microorganismos a los antibiéticos comerciales®. Por otro lado los compuestos derivados
de plantas medicinales son de mucho interés, puesto que han constituido desde siempre la
principal fuente de agentes terapéuticos para la humanidad y generadores de sustancias con

actividad biologica, con formulas cada vez mas eficaces y menos toxicas para el
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tratamiento de diferentes afecciones que los producidos en la industria’. Por lo tanto, los
compuestos derivados de plantas medicinales son de mucho interés, en el estudio de
extractos vegetales con poder antimicrobiano.

1.4 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.4.1 Objetivo general
Determinar el efecto inhibitorio del extracto etandlico de hojas de Salvia officinalis
(L) (Salvia) frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
1.4.2 Objetivos especificos
e Comparar el efecto inhibitorio del extracto etandlico de hojas de Salvia
officinalis (L) (Salvia) y del ciprofloxacino frente a la cepa de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli.
e Determinar el porcentaje de inhibicion relativa del extracto etandlico de hojas de
Salvia officinalis (L) (Salvia) frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

1.5 MARCO TEORICO
1.5.1 Salvia officinalis L. (Salvia):

Fig. 1. Salvia officinalis (L)®
1.5.2 Clasificacion taxonémica

Segun Sistema de Clasificacion de Arthur Cronquist, (1988).
Reino: Plantae
Division: Magnoliopsida

12
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Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Salvia
Especie: Salvia officinalis (L)
N.V. “salvia” (anexo 2)

1.5.3 Descripcién boténica
Planta subarbustiva y vivaz, siempre verde, de 30 a 70 centimetros de altura. El tallo
es semilefioso en la base, y se vuelve herbaceo y velloso a medida que asciende.
Hojas opuestas por pares, enteras, oblongas, pecioladas, lanosas, de color verde
grisaceo, con bordes finamente dentados. Las flores se agrupan en espigas terminales
formadas por verticilos, cada uno de ellos con de tres a seis flores de color azul
violaceo. Florece de junio a septiembre ®.

1.5.4 Nombre comun
Salvia

1.5.5 Composicién quimica
El tamizaje fitoquimico en plantas frescas y secas evidencié la presencia de
compuestos antraquinénicos, aminas, fenoles y taninos, esteroides y triterpenos,
saponinas. aztcares reductores, flavonoides y leucoantocianinas’.

1.5.6 Extracto vegetales
Un extracto se define como una mezcla compleja, con multitud de compuestos
quimicos, que se obtienen a través de procesos fisicos y/o microbiolégicos a partir de
una fuente natural y que se pueden utilizar en cualquier campo de la tecnologia. Un
extracto vegetal es un producto que posee un conjunto de compuestos con actividad
farmacoldgica, que contiene principios activos dentro de una matriz, posiblemente
con o sin actividad terapéutica.
La obtencidn de extractos se realiza utilizando plantas completas o partes especificas
de ellas (Flores, hojas, cortezas, raices, etc.) conseguidos a partir de especimenes
seleccionados, mediante técnicas especializadas de extraccion y concentracion,
utilizando diversos solventes de acuerdo a las caracteristicas de la materia prima,
componentes y a sus posibles usos. Cuando el material vegetal se pone en contacto
con el solvente se inicia un proceso opuesto al del secado, es decir, se reconstituye el
estado original de la célula. EI proceso extractivo empieza cuando el solvente
penetra en la célula, logrando sacar el aire contenido en el citoplasma.
Antimicrobiano de origen vegetal
La mayoria de compuestos con actividad antimicrobiana encontrados en las especies

vegetales son identificados como metabolitos secundarios.
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Los compuestos utilizados como antimicrobianos atacan varios sitios dentro de las
células microbianas y dependiendo de las concentraciones utilizadas en los
alimentos, pueden causar la inhibicion o inactivacion de los microorganismos.
Los sitios de accion de los agentes antimicrobianos en la célula microbiana, incluye
la membrana celular, pared celular, enzimas metabdlicas, sintesis de proteinas todos
ellos estratégicos para la supervivencia de ciertos microorganismos.
Modo de accion
La actividad antimicrobiana de los extractos vegetales se basa en el deterioro de
varios sistemas enzimaticos, incluidos los involucrados en la produccién de energia
y en la sintesis de componentes estructurales. Una vez que el compuesto activo cruza
la membrana celular, puede interactuar con las enzimas y con las proteinas causando
un flujo contrario de protones a través de ella, afectando asi la actividad celular.
1.5.7 Efecto inhibitorio
Los antimicrobianos constituyen la base fundamental del tratamiento de las
enfermedades infecciosas, uno de los problemas més frecuentes y causante de la
morbi-mortalidad en cualquier especialidad médica.
Los antimicrobianos son sustancias quimicas que inhiben el crecimiento o destruyen
a los microorganismos invasores del cuerpo humano o animal, produciendo ninguna
0 muy baja toxicidad sobre estos. Pueden ser naturales, sintéticas o semisintéticas.
Prueba de efectividad inhibitoria
Para probar la eficacia de los antimicrobianos liquidos existen multiples técnicas de
laboratorio, las cuales son un estudio de la sensibilidad “in vitro” de un
microorganismo patogeno frente a las sustancias antimicrobianas. Entre los métodos
mas importantes estd el de difusion, habitualmente cualitativos que tomando en
cuenta el halo de inhibicién que aparece alrededor del disco, los microorganismos se
clasifican como sensibles (S), intermedios (I) o resistentes (R), segun sea la eficacia
obtenida por el agente antimicrobiano frente al microorganismo.
El halo de inhibicion es la zona alrededor de un disco en un antibiograma en el que
no se produce crecimiento microbiano en una placa de agar inoculada con el
microorganismo. Es una medida de la potencia de la muestra frente al
microorganismo™.
1.5.8 Cepas utilizadas en el ensayo de inhibicion bacteriana

Staphylococcus aureus

Es una especie cuyo héabitat natural son las fosas nasales, la mucosa nasofaringea,
transmitiéndose a través de contacto directo, por medio de fomites o por via
aerdgena, ademés de ello se transmite por ingestion de alimentos contaminados.

Presentan una gran variedad de factores de virulencia relacionados con su estructura
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celular (Peptidoglicano, &cidos teicoicos, proteina A, capsula, glicocdlix; etc) y con
la produccién de enzimas y toxinas (Hialuronidasa, leucocidinas, toxinas alfa, beta,
gamma y delta; exfoliatina, toxina del sindrome del shock toxico, enterotoxinas) que
contribuyen no solo a desarrollar infecciones pidgenas localizadas, sino también
infecciones sistémicas, toxemias e intoxicaciones alimenticias.
Escherichia coli
Forma parte de la flora normal intestinal, coexistiendo bacterias comensales y
variantes enteropatdgenas. Presentan tres antigenos importantes como el antigeno
somaético (Ag. 0), el antigeno flagelar (Ag. H) y el antigeno capsular (Ag.K). Su
patogenicidad radica en sus factores de virulencia como su endotoxina, la presencia
de fimbrias (adhesinas) y produccién de toxinas. Su transmision es por la via fecal —
mano — boca. Se le asocia con infecciones del tracto urinario, gastroenteritis,
septicemias, infecciones de heridas post-operatorias e infecciones nosocomiales’.
1.5.9 Antimicrobiano

Ciprofloxacino

El Ciprofloxacino es un antibidtico que pertenece al grupo de las fluorquinolonas. Se
utiliza para tratar infecciones causadas por bacterias. Actia matando a las bacterias
por inhibicién de su reproduccion; controlando su infeccion. Es eficaz frente a
muchas bacterias e incluso es efectivo frente a bacterias que tienden a desarrollar
resistencias frente a otros antibi6ticos. El Patron estandar del didmetro, de los halos
de inhibicion para la cepa de Staphylococcus aureus por el ciprofloxacino (5ug),
elaborado por el CLSI (Instituto de Estandares de Laboratorio Clinico), considera la
siguiente clasificacion: Sensibles (S): mayor o igual a 21 mm. intermedios (1):16-

20mm.o resistentes (R): menor o igual a 15mm™.

1.6 MARCO CONCEPTUAL
Antimicrobiano: Molécula natural (producida por un organismo vivo, hongo o bacteria),
sintética o semisintética, capaz de inducir la muerte o la detencién del crecimiento de
bacterias, virus u hongos™.
Actividad antibacteriana.- Capacidad de destruir o0 matar a las bacterias e impedir su
proliferacion y su accion patogena®.
Cepa bacteriana: Es un conjunto de bacterias con caracteristicas bioldgicas iguales, es
decir, microorganismos de la misma especie **.
Extracto vegetal
Es un conjunto de compuestos obtenidos por la extraccion de un solvente de una planta.
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Halo de inhibicion: Es la zona alrededor de un disco (contiene un antimicrobiano) en el
gue no se produce crecimiento bacteriano en una placa con medio de cultivo con el
germen®.

Método de difusion: ElI método se basa en la relacion entre la concentracion de la
sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicién de crecimiento
en la superficie de una placa Petri con un medio de cultivo adecuado y sembrado
homogéneamente con la bacteria a ensayar™.

PIR: Porcentaje de inhibicion relativa basado en la comparacion entre la actividad del

extracto acuoso y el control positivo (antibidtico empleado).

16
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1. ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1 DISENO DE INVESTIGACION

2.1.1 Tipo de Investigacion
Transversal
Se estudid las variables en un momento determinado.
Explicativo
Se explicd hechos que se produjeron en determinadas condiciones durante el estudio.

2.1.2 Nivel de Investigacion
Basico
Se especificd de manera detallada el estudio realizado y sus conclusiones.

2.1.3 Disefio de Investigacion
Experimental
Se controlé deliberadamente las variables para delimitar relaciones entre ellas. Se
recopilé datos para comparar las mediciones de comportamiento de un grupo
experimental, con las mediciones de un grupo control. La parte experimental se basé
en el "Manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por
el método de disco difusion”.

2.2 HIPOTESIS

Hipotesis General

El extracto etandlico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) presenta efecto inhibitorio

frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Hipotesis especificas

1. El efecto inhibitorio del extracto etanélico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) y
del ciprofloxacino sobre la cepa de Staphylococcus aureus y Escherichia coli no
muestran diferencias significativas.

2. El porcentaje de inhibicion relativa del extracto etandlico de hojas de Salvia
officinalis (L) (Salvia) sobre la cepa de Staphylococcus aureus y Escherichia coli estan

en relacion directa a su concentracion.

2.3 VARIABLES
e Variable independiente: Extracto etandlico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia)
e Variable dependiente: Efecto inhibitorio frente a Staphylococcus aureus vy

Escherichia coli.
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2.4 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variables independientes Dimension Indicadores

e Extracto etandlico de hojas de | mg/mL Peso del extracto

Salvia officinalis (L) (Salvia) Analisis macroscépico

Variables dependientes

Efecto inhibitorio | S. aureus mm de diametro Halos de inhibicion
E. coli decrecimiento

% de inhibicidn relativa

Crecimiento en Grado de turbidez (Tubo
medio de cultivo | N° 4 y 5 de Mc.Farland)

2.5 POBLACION Y MUESTRA
e Poblacion vegetal:
Cultivos de Salvia officinalis (L) (Salvia)
Comunidad bacteriana:
Staphylococcus aureus
Escherichia coli
e Muestra:

Hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia)

2.6 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Materiales de laboratorio:

e Autoclave

¢ Incubadora 36°C

e Campana bacterioldgica de flujo laminar
e Refrigerador 4°C

e Baguetas

e Probeta

o Gradilla para tubos de ensayo

e TermOmetro

e Asade Kolle

o Placas petri
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Matraz erlenmeyer

Vasos de precipitacién
Embudo

Pipetas

Material bioldgico:

o Material vegetal: hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia)
o Cepas bacterianas: Staphylococcus aureus, Escherichia coli

Equipos de laboratorio:

o Refrigeradora
e Microondas
¢ Balanza analitica
Solventes v reactivos

e Agua destilada

e Etanol de 96°

Otros:

e Hisopos estériles

o Viales estériles

o Papel Kraft

o Papel de filtro Whatman
o Papel aluminio

o Papel platino

e Algodon

Tratamiento del material vegetal

Obtencion y seleccidn de la muestra: Las hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) fueron
adquiridas en tiendas naturistas de la Ciudad de Ica y se seleccion0 la especie vegetal sin
deterioro.

Para su transporte se utiliz6 bolsas de papel kraft.

- Limpieza y secado: El lavado del material vegetal Salvia officinalis (L) (Salvia) se
realiz6 con agua destilada y se dejé secar al aire bajo sombra y a la estufa con
circulacion de aire a una temperatura de 40°.

- Molienda: Para moler a la muestra con el fin de almacenarlas y conservarla para los
estudios de investigacion, se utilizd6 un mortero y pilon, tratando de obtener una
muestra homogeénea y principalmente no alterando los principios activos de las plantas.

- Almacenamiento: La muestra molida fue almacenada en un frasco de vidrio de color
ambar vy cerrado herméticamente protegidos de la luz, luego se rotuld colocando el

nombre de la especie, partes utilizada y la fecha que se almacend.
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Figura 2. Tratamiento de la muestra vegetal Salvia officinalis (L) (Salvia)

Fuente: Datos de la autora

Obtencién del extracto etandlico

El extracto etandlico de las hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) se ha obtenido mediante
la técnica de maceracion por 48 horas.

Se peso 10 g de la muestra de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) y en presencia de 100
mL de etanol de 96° se agitd y mediante la técnica de maceracion por 48 horas se obtuvo el
extracto correspondiente. Posteriormente se filtro el extracto y se evaporo el solvente hasta

sequedad®’.

EVALUACION DEL EFECTO INHIBITORIO
Cepas utilizadas:

Staphylococcus aureus
Escherichia coli

Medios de cultivo:

Agar Mueller-Hinton
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Caldo Nutritivo.
Control positivo:

Ciprofloxacino (5 ug)

Control negativo :

Etanol 96°

Preparacion de medios de cultivo:

Preparacion del Medio de Cultivo Sélido.-
Todos los materiales de laboratorio (material de vidrio, metal, torundas, discos de papel
Whatman, etc), fueron previamente esterilizados.
Para preparar el medio de cultivo Maeller —Hinton, se suspendié 39 g de éste en 1000 mL
de agua destilada, y se llevé a ebullicién hasta disolucion completa. Se distribuyd en
frascos y se esterilizo en autoclave por 15 minutos y 15 Ib de presion (121°C)°.
Se verti6 el medio derretido en placas Petri estériles cubriendo la superficie con una capa
de 4 mm de grosor y se dejé que el medio se endurezca. y finalmente se coloco en la estufa
durante 24 horas a 35°C para pasar la prueba de esterilidad™.

Determinacion del efecto inhibitorio

Preparacion del indculo

A partir del cultivo de Staphylococcus aureus y Escherichia coli en crecimiento activo, se
tocaron tres a cinco colonias y se resuspendieron en 5 mL de solucion salina estéril (9.0 g/L
NaCl; 9 %o). El resultado de la suspension se homogenizé durante 15 segundos y su
turbidez se ajusté a 0,5 de la escala Mc Farland que permite a simple vista conocer la
cantidad aproximada de células bacterianas en la dilucion®™.

Inoculacion de las Placas

Se realiz6 dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez de la suspension del
indculo.

Se sumergi6 un hisopo estéril en la suspension antes mencionada, se roté el hisopo varias
veces presionando firmemente sobre la pared interior del tubo por encima del nivel del
liquido para remover el exceso de indculo.

Se inocul6 en la superficie seca de la placa de Mueller Hinton, estriando con el hisopo en
tres direcciones, rotando la placa aproximadamente 60° cada vez, para asegurar una
distribucion uniforme del indculo. Como paso final se pasé el hisopo sobre los bordes del
agar. Antes de colocar los discos se dejo secar las placas a temperatura ambiente durante 3
a5 minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido®.

Método de Difusion de Disco

Se empled el método de Kirby Bauer (difusion de Disco en Agar Mueller-Hinton) del modo

siguiente:
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A partir de 1 g de extracto seco se prepar0 el extracto etanolico de Salvia officinalis (L)
(Salvia) a concentraciones de 25%, 50% Yy 100%. Se colocaron 3 discos de papel de filtro
embebidos con el extracto etandlico y el ciprofloxacino (Control positivo) en cada placa
petri, con la ayuda de una pinza, la cual fue previamente esterilizada al mechero antes de
coger el siguiente disco, los mismos que fueron ubicados de tal manera que las zonas de
inhibicion no se entrecrucen®. Seguidamente las placas se incubaron en posicion invertidas
a temperatura de 37°C por 24 horas®. Los ensayos se realizaron por triplicado?.

Lectura :

Se verificd los halos de inhibicién formados, procediéndose a tomar las medidas teniendo
en cuenta el didmetro de éstos.

Porcentaje de inhibicion Relativa (PIR):

Para la determinacion del porcentaje de inhibicion relativa (PIR) se utiliz6 los resultados
gue se generd por el extracto y el control positivo que fue el antibidtico ciprofloxacino

frente a las bacterias de estudio.

PIR (%)=A X 100

B
Donde:
A = Diametro del halo de inhibicion del extracto
B = Diametro del halo de inhibicién del antibiotico

PIR(%) = Porcentaje de inhibicion relativa

2.8 PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION
Se utilizo la prueba de Anova para evaluar la diferencia significativa entre los diametros,
considerando los halos de inhibicion del extracto hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia)
frente a S. aureus y E. coli.
El andlisis post ANOVA Tukey permitié identificar la dilucion con la que se obtuvo el

mayor tamafio de halo de inhibicién.
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1. RESULTADOS

TABLA1

Promedios de diametros de los halos de inhibicion del extracto etandlico de hojas de
Salvia officinalis (L) (Salvia) a diferentes concentraciones frente a Staphylococcus

aureus

14 17 21 28
Extracto 13 17 20 27
Etanolico

13 18 21 29
Promedio 13.33 17.33 20.66 28

C.P.= Ciprofloxacino (5ug)
C.N.= Etanol 96°

Los promedios de didmetros, de los halos de inhibicion, revelados por el efecto inhibitorio del
extracto etanolico a diferentes concentraciones sobre las cepas de Sthapylococcus aureus,
mostraron que la mencionada cepa tiene mayor sensibilidad frente al extracto etandlico al 100%

con halos de inhibicién de 21 mm de diametro.
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TABLA?2

Anadlisis de varianza (ANOVA) para el ensayo del efecto inhibitorio in vitro del
extracto etanolico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) a diferentes

concentraciones frente a Staphylococcus aureus

Entre grupos 347,667 3 115,889 463,556 ,000
Dentro de grupos 2,000 8 ,250
Total 349,667 11

Fuente: Reporte de resultados del SPSS Ver. 26

El analisis estadistico por medio de la prueba ANOVA (Analisis de varianza) muestra un nivel
de significacion de 0,000 (p < 0.05), por lo que se concluye, que existe diferencia significativa
entre los promedios de diametros, de los halos de inhibicion, revelados por el efecto inhibitorio
del extracto etanolico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) a diferentes concentraciones

frente las cepas de Staphylococcus aureus.
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TABLAS3

Anadlisis de homogeneidad: TUKEY para el ensayo del efecto inhibitorio in vitro del
extracto etanolico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) a diferentes

concentraciones frente a Staphylococcus aureus

Analisis de homogeneidad: TUKEY

25% 3 13,3333
50% 3 17,3333

100% 3 20,6667

Ciprofloxacino 3 28,0000

Sig. 1,000 ’@9\\' 1,000 1,000

Fuente: Reporte de resultados del SPSS Ver. 26
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FIGURA 3

Promedios de diametros de los halos de inhibicion del extracto etandlico de hojas de Salvia
officinalis (L) (Salvia) a diferentes concentraciones frente a Staphylococcus aureus

30,00

2500

2000

Media de Diametro

1500

10,00

25% 50% 100% Ciprofioxacing

Concentracion
Fuente: Reporte de resultados del SPSS Ver. 26

Luego con el analisis de promedios de Tukey se tiene que el extracto etanolico estudiado a una
concentracion del 100% frente a la cepa de S. aureus, muestra halos de inhibicion de mayor
promedio con 21 mm que difiere significativamente del didmetro obtenido con el

Ciprofloxacino (28 mm) que se utiliz6 como control positivo.
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TABLA4

Promedios de diametros de los halos de inhibicion del extracto etanolico de hojas de

Salvia officinalis (L) (Salvia) a diferentes concentraciones frente a Escherichia coli

Extracto 06 09 12 27
etanolico

07 09 11 29
Promedio 6.66 09 11,33 28

C.P.= Ciprofloxacino (5ug)
C.N.= Etanol 96°

Los promedios de didmetros de los halos de inhibicion, revelados por el efecto inhibitorio del
extracto etandlico a diferentes concentraciones sobre las cepas de Escherichia coli, mostraron
que la mencionada cepa tiene resistencia bacteriana con halos de inhibicion de 11 mm de

diametro.
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TABLAS

Analisis de varianza (ANOVA) para el ensayo del efecto inhibitorio in vitro del

extracto etanolico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) a diferentes

concentraciones frente a Escherichia coli

Entre grupos 1024,917 3 341,639 2049,833 ,000
Dentro de 1,333 8 ,167

grupos

Total 1026,250 11

Fuente: Reporte de resultados del SPSS Ver. 26

El andlisis estadistico por medio de la prueba ANOVA (Analisis de varianza) muestra un nivel
de significacion de 0,000 (p < 0.05), por lo que se concluye que, existe diferencia significativa
entre los promedios de diametros, de los halos de inhibicidn, revelados por el efecto inhibitorio
del extracto etanolico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) a diferentes concentraciones
frente las cepas de Escherichia coli.
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TABLAG

Anadlisis de homogeneidad: TUKEY para el ensayo del efecto inhibitorio in vitro del
extracto etanolico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) a diferentes

concentraciones frente a Escherichia coli

Analisis de homogeneidad: TUKEY

25% 3 6,6667
50% 3 9,0000

100% 3 11,3333

Ciprofloxacino 3 30,0000

Sig. 1,000 ’:Q’%g\\, 1,000 1,000

Fuente: Reporte de resultados del SPSS Ver. 26

29



mm Wondershare

Quita marcas de agua g PDFelement

FIGURA 4

Promedios de diametros de los halos de inhibicion del extracto etandlico de hojas de Salvia
officinalis (L) (Salvia) a diferentes concentraciones frente a Escherichia coli.
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Fuente: Reporte de resultados del SPSS Ver. 26

Luego con el analisis de promedios de Tukey se tiene el extracto etandlico estudiado a una
concentracién del 100% frente a la cepa de E. coli, muestra halos de inhibicién de 11 mm con
marcada diferencia al diametro obtenido con el ciprofloxacino (28 mm) que se utiliz6 como

control positivo
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TABLAY

Porcentaje de inhibicion relativa (PIR) del extracto etandlico de hojas de Salvia
officinalis (L) (Salvia) frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Diametro (mm) de halos de Control PIR
inhibicion a diferentes
Microorganismo concentraciones (%) (+)

25 50 100 mm (%)

Staphylococcus

aureus 13.33 17.33  20.66 28 73,8 %
ATCC 25923

Escherichia coli

6.66 9.00 11.33 30 37,8 %

ATCC 13216

X3= Promedio de tres repeticiones

e  Control positivo = Ciprofloxacino (5 ug)

e PIR = Porcentaje de Inhibicion Relativa

El mayor porcentaje de inhibicién relativa (PIR), del extracto etandlico de hojas de Salvia
officinalis (L) (Salvia) se obtuvo contra las cepas de Staphylococcus aureusy fue de 73.8%, lo
gue permitié comprobar el efecto inhibitorio significativo del extracto etanélico de hojas de
Salvia officinalis (L) sobre la cepas mencionadas, a diferencia del efecto inhibitorio mostrado

sobre la cepas de Escherichia coli con 37.8 % de inhibicion.
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\VA DISCUSION

El efecto inhibitorio del extracto etandlico de Salvia officinalis (L) sobre las cepas de estudio,
mostré que la bacteria de Staphylococcus aureus tuvo mayor sensibilidad que la cepa de
Escherichia coli que reveld resistencia bacteriana (Tabla 1 y 4), por consiguiente el extracto
etandlico de Salvia officinalis (L) solo tuvo efecto inhibitorio sobre la cepa Staphylococcus
aureus, coincidiendo con los resultados reportados por Mario M. (2020) , Espinoza V. (2018) y
Oscar P, José T.(2016) , quienes demostraron que el extracto etandlico de Salvia officinalis
(L) tuvo mejor efecto inhibitorio sobre cepas de S. aureus que sobre las cepas de E. coli.

El ANOVA (Analisis de Varianza) realizado para la variable concentracién demostraron que
existen diferencias significativas, observandose que a medida que las concentraciones
aumentan, los diametros de halos de inhibicidn también se incrementan.

El ANOVA (Andlisis de Varianza) también indicd que existen diferencias significativas entre
las bacterias evaluadas, en donde las cepas de Staphylococcus aureus presenté mayor
susceptibilidad frente al extracto etandlico de Salvia officinalis (L), a diferencia de la bacteria
Escherichia coli con menor susceptibilidad (Tabla 1 y 4). Estas diferencias se deben a que los
gram positivos presentan una pared celular constituida por peptidoglicano que los hace méas
permeables a los extractos etandlicos, mientras que Escherichia coli presentan una pared celular
mas compleja, cuya membrana externa es una barrera primaria selectiva lo que probablemente
lo haga menos susceptible a diversos compuestos antibacterianos.

La efectividad inhibitoria del extracto etanolico de Salvia officinalis (L) se debe a la presencia
de &cido Oleoneico, triterpenos, fenoles, taninos, flavonoides que bloquean varios puntos del
metabolismo bacteriano, asi como también inhibe el paso en sus fases de reproduccién, en
consecuencia la bacteria experimenta alteracion de su estructura y fisiologia lo que la lleva a la

muerte.
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V. CONCLUSIONES

1. El extracto etandlico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) al 100% en relacién a los
diferentes extractos ensayados, mostro ser el de mayor efecto inhibitorio sobre las cepas de
Staphylococcus aureus, revelados por halos de inhibicion con didmetros promedio de 21 mm
y sobre las cepas de Escherichia coli mostraron resistencia bacteriana con halos de
inhibicion de 11 mm de didmetro.

2. El efecto inhibitorio del extracto etandlico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) al 100%
sobre la cepa de Staphylococcus aureus y Escherichia coli muestran diferencias
significativas con halos de inhibicién de 21mm y 11 mm respectivamente resultando de
menor tamarfio frente al ciprofloxacino con halo de inhibicién de 28 mm.

3. El porcentaje de inhibicidn relativa del extracto etandlico de hojas de Salvia officinalis (L)
(Salvia) sobre la cepa de Staphylococcus aureus y Escherichia coli estan en relacién directa
a su concentracion, al 100 % el porcentaje de inhibicidn relativa sobre las cepas de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, fué de 73.8% y 37.8% lo que revel6 efecto
inhibitorio moderadamente activo y efecto inhibitorio inactivo respectivamente segln

referencias del protocolo de estudio de la actividad antimicrobiana IMET-ESSALUD.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Continuar la presente investigacion, evaluando el efecto inhibitorio de Salvia officinalis (L)
(Salvia) en otras cepas bacterianas.

2. Realizar estudios bioldgicos y fitoquimicos introduciendo otras variables como, colecta en
diferentes épocas del afio, altitud y diferentes condiciones climéticas, para comprobar la
actividad biologica del extracto etanolico de las hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia).

3. Realizar bioensayos en animales de experimentacion para determinar la toxicidad de Salvia
officinalis (L) (Salvia).
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Problema

Obijetivo

Hipotesis

Variable

Métodos

Problema principal

¢ Tendra efecto inhibitorio el extracto
ptandlico de hojas de Salvia officinalis
L) (Salvia) frente a Staphylococcus
aureus y Escherichia coli?

Problemas especificos

1. ¢El efecto inhibitorio del extracto
etanolico de hojas de Salvia officinalis
(L) (Salvia) y del ciprofloxacino frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli
muestran diferencias significativas?

2. ¢Cuél es el porcentaje de inhibicion
relativa del extracto etandlico de hojas de
Salvia officinalis (L) (Salvia) frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia

coli?

Objetivo general
Determinar el efecto inhibitorio del
extracto etanolico de hojas de Salvia
officinalis (L) (Salvia) frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia
coli.
Objetivos especificos
1. Comparar el efecto inhibitorio
del extracto etantlico de hojas de
Salvia officinalis (L) (Salvia) y del
ciprofloxacino frente a
Staphylococcus aureus y
Escherichia coli
2. Determinar el porcentaje de
del

hojas de

inhibicién relativa extracto

etandlico de Salvia
officinalis (L) (Salvia) frente a
Staphylococcus aureus y

Escherichia coli.

Hipotesis General

El extracto etandlico de hojas de Salvia
officinalis (L) (Salvia) presenta efecto
inhibitorio frente a Staphylococcus
aureus y Escherichia coli.

Hipotesis especificas

1. El efecto inhibitorio del extracto
etanolico de hojas de Salvia officinalis
(L) (Salvia) y del
frente a Staphylococcus aureus y

ciprofloxacino

Escherichia  coli  no  muestran
diferencias significativas.

2. El porcentaje de inhibicion relativa
del extracto etandlico de hojas de
Salvia officinalis (L) (Salvia) frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia
coli estan en relacién directa a su

concentracion.

Independiente:

officinalis (L) (Salvia)
Dependiente

Efecto inhibitorio frente a
Staphylococcus aureus y
Escherichia coli.

Extracto
etandlico de hojas de Salvia

Tipo de investigacion
Transversal y
explicativo

Nivel de investigacion
Basico

Disefio de investigacion

Experimental

38



Quita marcas de agua

Wondershare
PDFelement

Anexo 2. Certificacion botanica de Salvia officinalis (L) (Salvia)

CERTIFICACION BOTANICA

“Ano del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

El Bidlogo. Que suscribe determina que la muestra biologica presentada por ¢l bachiller
en Farmacia y Bioguimica de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga O’Higgins
CCAHUANA Astrid Marlene con DNI N° 72692942, para su determinacion. pertencee
al nombre cientifico de Salvia officinalis (L). “salvia”, segiin Sistema de Clasificacion

de Arthur Cronguist, (1988).

REINO: PLANTAE
DIVISION. MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA
ORDEN LAMIALES
FAMILIA LAMIACEAE
GENERO: Salvia
ESPECIE: Salvia officinalis (L)

NV “salvia”

Se emite la presente certificacion a solicitud del interesado. para fines de estudios
Ica, 21 de noviembre del 2022.

e /a

eetens _l( Lhaoka SaALTTTY

BIOLOGO
CBP, 3681
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Anexo 3. Autorizacién del uso de instalaciones del laboratorio de Famacognosia.

ATl TUNIVERSIDAD MACIONAL 5AN LUTE GONZAGA —
{ ﬂ:! FACULTAD DE FAPMACIA ¥ BIOQUIMICA
i o
CONSTANCIA

EL DIRECTOR ACADEMICO DE LA FACULTAD DE FARMACIAY BIOZUIMICA DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL SAN LUILS GONZAGA.

HACEN CONSTAR QUE LA ESTUDIANTE:

OTHIGGINS CCAHUANA ASTRID MARLENE
Codizo N°20154037

En wvizs de regularzacion, 52l sutoriza 2l uso de |35 instalaciones del laboratonio de
Farmacognosis, para 2l desarrollo de su proyecto de tesis, l cual lieva come tiuls
“Efecto inhibitorio invitro del extracto etandlico de hojas de Salviz officdnalis [L)
[Salvia) frente a Bephylococcus aureus y Escherichia coli”, v gue sprobasdo 2l
provecto debera presentar un documents con su asesor, indicando los dizs v horas
que hara uso del lsboratornio.

Se expide la presente constancia para los fines pertinentes.

Icz, 23 de Noviembsee 2022

S .-'f

. Coarde Frazcecs Roxaa

Heminder
Faculiad de Farsmach y Baogueimis,
e & E e e e
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Anexo 4. Tratamiento de la muestra vegetal Salvia officinalis (L) (Salvia)
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Seleccion-Limpieza del material vegetal
Salvia officinalis (L) (Salvia)

Secado del material vegetal
Salvia officinalis (L) (Salvia)

Molienda del material vegetal
Salvia officinalis (L) (Salvia)
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Anexo 5. Obtencion del extracto etanélico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia)

Pesado del material vegetal molido
Salvia officinalis (L) (Salvia)

Filtracion del extracto etanélico
Salvia officinalis (L) (Salvia)
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Extracto etanolico de hojas de
Salvia officinalis (L) (Salvia)
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Anexo 6. Ensayo del efecto inhibitorio del extracto etanolito de hojas de Salvia officinalis
(L) (Salvia)
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Autoclavado de los medios de cultivo
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Inoculacién de placas

52



. ndershare
Quita marcas de agua .- Wonde

PDFelement

53



mm Wondershare
M PDFelement

Quita marcas de agua

54



. har
Quita marcas de agua .- Wondershare

PDFelement

55



Quita marcas de agua .- Wondershare

PDFelement

56



. har
Quita marcas de agua .- Wondershare

PDFelement

57



Quita marcas de agua .- Wondershare

PDFelement

Lectura del diAmetro de los halos de inhibicion
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Anexo 7. Ficha de Registro de resultados de efecto inhibitorio in vitro del extracto

etandlico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) a diferentes

concentraciones frente a Staphylococcus aureus por el método de difusién
de disco, PIR: Porcentaje de inhibicion relativa.

Repeticiones Didmetro (mm) de halosde Contro  PIR
inhibicion a diferentes

0,
concentraciones (%) I(+) (%6)
25 50 100
oy ) 3)
14 17 21 28
1
2 13 17 20 27
3 13 18 21 29
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Anexo 8. Ficha de Registro de resultados de efecto inhibitorio in vitro del extracto
etanolico de hojas de Salvia officinalis (L) (Salvia) a diferentes
concentraciones frente a Escherichia coli por el método de difusion de
disco, PIR: Porcentaje de inhibicion relativa.

Repeticiones Diametro (mm) de halosde Contro  PIR
inhibicion a diferentes

concentraciones (%) ) (%0)
25 50 100
@) @) ®)
07 09 11 28
1
2 06 09 12 27
3 07 09 11 29
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Anexo 9. Halos de inhibicidn de crecimiento de las bacterias de estudio

Halos de inhibicidn de crecimiento de Staphylococcus aureus

Halos de inhibicion de crecimiento de Escherichia coli

Ext. ET. Salvia E.C

V.
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