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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in vitro de extracto etandlico del

Pelargonium peltatum (L.) L"Hér. frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212™.

Material y Método: Las concentraciones del extracto de etandlico de Pelargonium
peltatum usadas en el estudio fueron 5%, 25%, 50%, 75% y 100%. La muestra estuvo
constituida por 10 repeticiones por cada concentracidon del extracto Pelargonium peltatum
(L.) L"Hér. Se realiz6 un control negativo el cual fue alcohol al 70° y un grupo control
positivo formado por antibiéticos como la ampicilina, vancomicina y gentamicina mas
vancomicina. El medio empleado para la siembra de las placas fue Tripteina Soya Agar
(ATS). Para evaluar el efecto antibacteriano se empleé el método de macrodilucion en
caldo de tioglicolato para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y el método
Kirby Bauer para determinar la susceptibilidad bacteriana. La lectura de las placas se
realizo a las 24 horas a través de la inspeccion visual. Para la recoleccion de los datos de
la CMI se realizo el conteo de la Unidades Formadora de Colonias (UFC) y para los datos

de la susceptibilidad bacteria, se midié con una regla milimétrica los halos de inhibicion.

Resultados: Los promedios de UFC fuero de 1.40 para la de concentracion de 5% para
la de 25% de 1.00 , la de 50% de 0.40, la de 75% de 0.30 y la de 100% de 0.00. La
susceptibilidad fue limite, siendo los promedios de los halos de inhibicion del crecimiento
del E. faecalis. 9.20 mm para la concentracion de 5%, 10.70mm para la de 25%,
11.85mm para la de 50%, 12.40mm para la de 75% y 13.90mm para la de 100%.

Conclusion: El extracto etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér. presenta efecto

antibacteriano in vitro frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212™

Palabras claves: Efecto antibacteriano, concentracion minima inhibitoria, susceptibilidad

bacteriana.



ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antibacterial effect of ethanolic extract of Pelargonium

peltatum (L.) L"Hér. against Enterococcus faecalis ATCC 29212™.,

Material and Method: The concentrations of the ethanolic extract of Pelargonium
peltatum used in the study were 5%, 25%, 50%, 75% and 100%. The sample constituted
by 10 repetitions for each concentration of the Pelargonium peltatum (L.) L"Hér extract. A
negative control was carried out which was alcohol at 70° and a positive control consisting
of antibiotics such as ampicillin, vancomycin and gentamicin plus vancomycin. The
medium used for the seeding of the plates was Triptein Soy Agar (ATS). To evaluate the
antibacterial effect, the macrodilution method in Thioglycollate broth was used to
determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and the Kirby Bauer method to
determine bacterial susceptibility. The plates were read at 24 hours by visual inspection.
Colony Forming Units (CFU) were counted to collect MIC data, and for bacterial

susceptibility data, inhibition halos were measured with a millimeter rule.

Results: The CFU averages were 1.40 for the concentration of 5% for the 25% of 1.00,
the 50% of 0.40, the 75% of 0.30 and the 100% of 0.00. The susceptibility was borderline,
being the averages of the halos of inhibition of the growth of E. faecalis. 9.20 mm for the
5% concentration, 10.70mm for the 25% concentration, 11.85mm for the 50%
concentration, 12.40mm for the 75% concentration and 13.90mm for the 100%

concentration.

Conclusion: The ethanolic extract of Pelargonium peltatum (L.) L"Hér. has an in vitro

antibacterial effect against Enterococcus faecalis ATCC 29212™

Key words: Antibacterial effect, minimum inhibitory concentration, bacterial susceptibility.
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INTRODUCCION
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Realidad problemética

Se ha demostrado que los microorganismos presentes en el sistema de
conductos radiculares son la principal causa de fracaso de la terapia
endodontica, tanto por sus productos metabdlicos como por el efecto del
biofilm que puede colonizar las estructuras del diente.!

Mientras los conductos radiculares infectados de dientes, no endodonciados,
generalmente presentan una flora polimicrobiana con predominio de las
anaerobias, los cultivos obtenidos de dientes infectados sometidos
previamente a la obturacion de conductos radiculares presentan muy pocas

especies o inclusive una sola, el Enterococcus faecalis.?

Las plantas medicinales son un recurso de la naturaleza que nos sirven para
curar o prevenir determinadas enfermedades, afecciones o problemas de
salud.® Por ello, el uso de las de sustancias naturales en el tratamiento de
diferentes enfermedades que incluyen las de etiologia infecciosa sigue
siendo, hasta la actualidad, un desafio en la investigacion de la terapéutica
médica.* Lo que demanda una investigacion continua, para encontrar
principios activos naturales, que tengan actividad farmacolégica ante las
afecciones microbiolégicas producidas por la resistencia adquirida de los

microorganismos y cuyo tratamiento sea respetuoso con el ser humano.®

El objetivo de este estudio experimental y longitudinal es evaluar la
efectividad antibacteriana del extracto etandlico las hojas del Pelargonium
peltatum frente E. faecalis, ya que es el principal causal de los fracasos del
los tratamiento de conductos. Ademas se prende dejar un nuevo

conocimiento, que en el futuro servira como base para otras investigaciones.



1.2

Marco tedérico

Entre las principales causas de la falla de los tratamientos de conductos es
el fallo en la remocion de los tejidos pulpares y de los microorganismos que
se encuentra en los canales radiculares, en especial el Enterococcus

faecalis. ©

Enterococcus faecalis, bacteria en forma de coco, Gram positiva, anaerobia
facultativa, inmovil y no esporulada. Su tamafio oscila entre 0,5 a 0,8
micrometros’. Su habitat es tracto gastrointestinal, pero también se puede
encontrar en lengua, mucosa oral, bolsas periodontales y conductos
radiculares®, ademas, es muy frecuente cuadros infecciosos bucales, como
en periodontitis apical, conductos expuestos a la cavidad bucal y necrosis

pulpar °.

Las pruebas bioquimicas diferenciales entre especies del genero
Enterococcus son: acidificacion de Arabinosa, tolerancia al Telurito,
determinacién de la movilidad y la presencia de pigmento amarillo de las

cuales el E. faecalis solo es positivo para el Telurito.*°

Es capaz de sobrevivir y crecer en microambientes que pudieran ser toxicos
para otras bacterias’, y esto se le atribuye a su amplia variedad de
polimorfos genéticos, la produccion de gelatinasa, seriana, proteasas,
proteinas de unidén al colageno que permiten unirse a la dentina, entre
otras!!, ademas, tiene la capacidad de formar biofilm, lo cual, permite que la
bacteria penetre los tubulos dentinarios, permaneciendo ahi, a pesar de la
instrumentacién quimica-mecéanica, contaminando asi los conductos luego

de su obturacion.1213

Ademas, la resistencia del Enterococcus faecalis a los anitioticos como la
gentamicina (por medio de la produccion de betalactamasas), a los
glucopéptidos (como vancomicina y teicoplanina) y a la ampicilina, ha

amentado drasticamente, en los ultimos afos, debiense a factores como



antibioticoterapia o hospitalizacion previa, uso prolongado de Vancomicina,
ceftazidima, cefalosporinas, aminoglicésidos, ciprofloxacina, aztreonam,
penicilinas, un largo periodo de hospitalizacion, enfermedades de fondo,
cancer o contagio por proximidad con otro caso o con personal u objetos
portadores de la cepa.3839

El tratamiento estandar frente a E.faecalis sensibles, generalmente es
ampicilina o vancomicina, pero en aquellos casos de cepas resistentes, el
tratamiento combinado con un aminoglucosido, ampicilina + gentamicina,
permite conseguir un efecto sinérgico y una mayor actividad bactericida , en
caso de reaccion adversa o alergias a penicilinas, o infecciones por cepas de
E. faecalis resistentes a penicilina se utilizara la combinacio de vancoicina +

getamicina?41.42

El Geranio, del género Pelargonium, al cual pertenecen un grupo diverso de
plantas con una amplia variedad de habitos y habitats de crecimiento,
nativas del sur de Africa en su mayoria, y que ademas, son miembros de la
familia Geraniaceae.'* Son plantas ornamentales que se pueden encontrar
en todo el mundo adornando jardines, fachadas y balcones. Su popularidad
se debe a su abundante floracion con una gran diversidad de colores, sus
diferentes patrones de hojas y su facilidad de cultivo, pudiendo adaptarse y

sobrevivir en diferentes condiciones ambientales.®

El Pelargonium Peltatum (L.) o Geranio hoja de hidra: planta decumbente o
apoyante, con tallos débiles, muy alargados, glabros o ligeramente
pubescentes. Hojas peltadas con limbo de 4 a 8 cm de diametro, provistas
de 5 I6bulos poco profundos, enteros o dentados, terminados en un pequefio
mucrén, largamente pecioladas; flores rosadas, rojas o blancas, simples o

dobles, de 2 a 3cm de diametro, dispuestos en umbelas.®

La hoja del P. Peltatum (L.) contiene altos niveles de oxalato de potasio y
acido malico, asi como de otros acidos organicos, acidos citrico, oxalico,
succinico y tartarico, cuyos niveles varian segun la cantidad de luz solar. Las

10



pruebas fitoquimicas indicaron la presencia de proantocianidas, saponinas y
compuestos fendlicos, entre ellos los flavonoides, terpenos ademas de
cumarinas y azUcares reductores. Los taninos hidrolizables como la
Pelargonidina parecen ser componentes principales de las partes elevadas
de Pelargonium spp.*’

Se confirma en estudios la actividad antimicrobiana del Pelargonium,
atribuida a la presencia de metabolitos secundarios: flavonoides, saponinas,
taninos, esteroides, antocianinas y quinonas, principalmente de los tres
primeros, cuyos principios activos son de gran importancia en la inhibicion

del crecimiento bacteriano.1®

El efecto antimicrobiano de los flavonoides se debe a su anillo B, el cual
interactia con los hidrogenos de los acidos nucleicos, inhibiendo su
sintesis'®. En cuanto al efecto antibacteriano de los taninos, la parte penta-
O-galloil-B-D-glucosa del tanino es la que tiene la accién sobre las
membranas de las bacterias, haciéndolas permeables y formando complejos
con iones metalicos. Ademas, nos dice que son capaces de inhibir la
formacion de la biopelicula y que las bacterias Gram-positivas presentan
mayor susceptibilidad frente a estas ?°. De otro lado, la mayor actividad
antimicrobiana de las saponinas se debe a tres de sus compuestos: el
acido3-0-B-D-glucuronopiranosil-oleandlico, acido3-0-B-D
glucuronopiranosiloleandlico 28-O- 3 -D -glucopiranosil éster y 3- O - -D-
glucopiranosil (1 — 2) - acido B-D-glucuronopiranosil oleandlico 2! y esto se
debe a que se une a los lipidos de la membrana celular (colesterol y otros
esteroles) ocasionando un desajuste de las funciones de ésta, deteniendo el

crecimiento celular.??

11



1.3 Antecedentes del estudio

Alvarez M. (Per(, 2014) determiné que el extracto etandlico de Propolis de apis
mellifera “Propoleo” presenta efecto antibacteriano in vitro frente a
Enterococcus faecalis ATCC 29212, teniendo como concentracidon minima
bactericida y susceptibilidad al 25%. 23

Garcia K. (Peru, 2016) demostr6 que el aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum “canela” presenta efecto antibacteriano in vitro frente a
Enterococcus faecalis ATCC 29212, siendo su concentracion minima
bactericida del aceite 25%.

Maquera J. (Pera, 2016) determind la accion antibacteriana in vitro del extracto
de las hojas de Pelargonium hortorum (Geranio) frente a Streptococcus mutans
y a E. fecalis, la suseptibilidad se presenté desde la concentracion de

17.5mg/ml y la conentracion minima inhibitoria fue la de 25 mg/ml.. 2°

Ortiz F. (Pera, 2018) evalué el efecto antibacteriano in vitro de la Musa
acuminata frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212, determinando que la

concentracidon minima inhibitoria es 50% y la susceptibilidad al 100%.2¢

Rios N. y Davila R. (Pera, 2013) evaluaron la actividad antibacteriana in vitro
del extracto acuoso liofilizado de Geranium ayavacense sobre Escherichia coli,
Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus, determinando, que presenta
actividad antibacteriana sobre el crecimiento de Enterococcus faecalis, con un
69,22% de inhibicién; y, una concentracién minima inhibitoria de 10,67 mg/ml

del extracto.?’
Guerrero et al. (Peru, 2013) compararon la actividad antimicrobiana in vitro del

extracto acuoso de Pelargonium peltatum (L.) L'Hér. con la clorhexidina frente a

Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis y Streptococcus mitis,

12



demostrando que el extracto acuoso de Pelargonium peltatum tiene actividad

antibacteriana sobre las tres especies de Streptococcus.!®

1.4 Justificacién del estudio

15

Existiendo evidencia cientifica que el Enterococus faecalis es el patdgeno de
mayor frecuencia en los fracasos endodonticosy su capacidad para
sobrevivir y crecer en microambientes que pudieran ser toxicos para otras
bacterias, y existiendo antecedentes de los efectos antibacterianos que
posee el geranio; tiene importancia y utilidad la presente investigacion en
demostrar el efecto antibacteriano in vitero del extracto etandlico del
Pelargonium peltatum (L) L"Hér. (Geranio hiedra) frente al Enterococcus
faecalis ATCC 29212™, debido a que no existen estudios reportados de esta
planta contra dicha bacteria.

Ademas, es una planta que crece en nuestro medio, facil de cultivar, es
sumamente  adaptativa, es abundante, resiste a  condiciones

medioambientalesextremas y es accesible de conseguir.

Formulacion del problema

;Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico del
Pelargonium peltatum (L.) L'"Hér? frente al Enterococcus faecalis ATCC
29212TM?

1.6 Hipotesis

1.7

El extracto etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér. presenta efecto
antibaceriano frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212TM y este varia

segun su concentracion.

Objetivos de la investigacién

1.7.1 Objetivo General:
= Conocer el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico del
Pelargonium peltatum (L.) L"Hér. frente al Enterococcus faecalis
ATCC 29212™,

13



1.7.2 Objetivos Especificos:

Determinar la concentracion minima inhibitoria in vitro del extracto
etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L'Hér. sobre el
Enterococcus faecalis ATCC 29212™,

Determinar cuél porcentaje del extracto etandlico del Pelargonium
peltatum (L.) L'Hér. es el que produce mayor efecto inhibitorio
sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212™, concentracion

minima bactericida.

14



1.8 Operacionalizacion de las variables

Variable Definicién Definicién Tipo de variable Escalade
conceptual operacional e medicion
Indicadores
Naturaleza Funcién
Extracto etandlico | Sustancia obtenida | Diferentes porcentajes
del Pelargonium | por extracciéon de | del extracto etandlito
peltatum (L) | una parte de una . 5%
L'Hér. materia prima (hoja . 25%
del Pelargonium . 50% Cuantitativa Independiente Razo6n
peltatum), usando . 75%
etanol como . 100%
solvente.?®
Concentracion
Minima Inhibitoria
(CMI): Conteo de UFC
-Negativo: 0 a 30
UFC Cuantitativa Dependiente Razén
Efecto Capacidad de una -Bajo: >30 a 100 UFC
. . sustancia quimica -Medio: >100 a 300
antibacteriano UFC
sintetizada parcial o
sobre -ALTO:>300 UFC
totalmente en
Enterococcus | |aboratorio que es
faecalis ATCC | capaz de inhibir el
29212™ crecimiento y acabar
con Enterococcus
faecalis ATCC
29212™24 Susceptibilidad
bacteriana: Halo de
inhibicion mediante la Cuantitativa Dependiente Raz6n
escala de Durafford,
diametro en mm.

15



Il. METODOLOGIA

2.1. Tipo deinvestigacion

Segun el Segun la Segun la Segun la Segun la

periodo en evolucion  comparacion interferencia  formade

gue se del de del recoleccion
captala fenébmeno  poblaciones investigador de datos
informacién  estudiado en el
estudio

Prospectivo  Transversal Comparativo Experimental  Prolectivo

2.2. Poblacién y muestra

2.2.1. Areade estudio

Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Humana de

la Universidad Nacional de Truijillo, Peru.

2.2.2. Definicion de la poblacién muestral
Conjunto de placas Petri con agar ATS (Agar Tripteina Soya), que
contuvieron la macrodilucion en caldo de tioglicolato del
microorganismo de prueba: Enterococcus faecalis ATCC 29212™ vy |a
concentracion del extracto etandlico del Pelargonium peltatum (L.)

L"Hér. correspondiente.

2.2.3. Caracteristicas de la poblacion muestral
2.2.3.1 Criterios de inclusion:
e Cultivos en placas Petri con agar ATS (Agar Tripteina Soya), que
contuvieron la macrodilucion en caldo de tioglicolato del

Enterococcus faecalis ATCC 29212™ 'y Jas distintas

16



concentraciones del extracto etandlico del Pelargonium peltatum
(L.) L'Hér.

2.2.3.2 Criterios de eliminacion:

Cultivos en placas Petri con agar ATS (Agar Tripteina Soya) que
contuvieron la macrodilucion de la cepa de Enterococcus faecalis
ATCC 29212™ mas las respectivas concentraciones del extracto
etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L'Hér. que presente
algun tipo de dafio o rajadura en su estructura durante el proceso
de incubacion.

Cultivos en placas Petri con agar ATS (Agar Tripteina Soya) que
contuvieron la macrodilucion de la cepa de Enterococcus faecalis
ATCC 29212™ mas las respectivas concentraciones del extracto
etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér. cuyo resultado en
el proceso de conservacion, manipulacion o incubacion pueda ser

dudoso o no permita su medicion posterior.

2.2.3.3 Criterios de exclusion:

Cultivos de placas Petri con agar ATS (Agar Tripteina Soya) que
contuvieron la macrodilucion de la cepa de Enterococcus faecalis
ATCC 29212™ mas las respectivas concentraciones del extracto
etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L'Hér. que sufran

contaminacién o deterioro durante la siembra.

2.2.4. Disefio estadistico de muestreo
2.2.4.1 Unidad de muestreo

Para la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)
Cada una de las placas Petri con agar ATS (Agar
Tripteina Soya) que contuvieron la macrodilucion en
caldo tioglicolato de la cepa de Enterococcus faecalis
ATCC 29212™ vy la concentracion correspondiente del

extracto etandlico de Pelargonium peltatum (L.) L"Hér.

17



e Para la susceptibilidad del Enterococcus faecalis ATCC
29212™ frente al extracto etandlico del Pelargonium peltatum
(L.) L Hér.

Cada una de las placas Petri con agar ATS (Agar
Tripteina Soya) que contuvieron la macrodilucion en
caldo tioglicolato de la cepa de Enterococcus faecalis
ATCC 29212™y |os discos de inhibicion embebidos en
extracto etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér.

a la concentracion correspondiente.

2.2.4.2 Unidad de analisis
e Parala Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
Cada uno de los cultivos en placas Petri con agar ATS
(Agar Tripteina Soya) que contuvieron la macrodiluciéon
en caldo tioglicolato de la cepa de Enterococcus faecalis
ATCC 29212™ y |a concentracion correspondiente del

extracto etandlico de Pelargonium peltatum (L.)L"Hér.

e Para la susceptibilidad del Enterococcus faecalis ATCC
29212™ frente al extracto etandlico del Pelargonium peltatum
(L.) L"Hér.

Cada uno de los cultivos en placas Petri con agar ATS
(Agar Tripteina Soya) que contuvieron la macrodilucién
en caldo tioglicolato de la cepa de Enterococcus faecalis
ATCC 29212™ vy los discos de inhibicion embebidos en
el extracto etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér.

a una concentracion correspondiente.

18



2.2.4.3 Tamaio de muestra
Para determinar el tamafio muestral se uso la férmula que

corresponde a comparacion de medias:?®

(Za +ZB)? (S12 + S2?)

no:

(M1-M)?

Donde:

n = numero de placas Petri con ATS (Agar Tripteina

Soya) y discos de inhibicién por concentracién
Zy=1.96 Valor Z al 5% de error tipo |
Zg = 1.645 Valor Z al 20% de error tipo Il

S:1=0.5 Desviacion estandar de la inhibicion de la
susceptibilidad del Enterococcus faecalis al 5%
del extracto etanolico del Pelargonium peltatum
(L.) L"'Hér. (Geranio hiedra).

S>=0.89 Desviacion estandar de la inhibicion de la
susceptibilidad del Enterococcus faecalis al 25%
del extracto etanolico del Pelargonium peltatum
(L.) L'Hér.

M:=10 Mediana de las 5 muestras al 5% del extracto

etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér.

M>=11.5 Mediana de las 5 muestras al 25% del extracto

etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér.
Resultando: no= 9,15
Redondeando:
n=10 (unidad muestral) por cada grupo experimental.

La muestra total estuvo constituida por 50
repeticiones, distribuidas en 10

repeticiones para
19



cada grupo experimental. (Anexo 01)
(Anexo 02)

2.2.5. Tipo de muestreo (método de seleccidn)

La presente investigacion se realiz6 a través del método no probabilistico.

2.3  Técnicas e instrumentos de investigacion

2.3.1

2.3.2

Método de recoleccion de datos

Observacion

Instrumento de recoleccion de datos

Para el analisis de lo observado, se elaboraron dos fichas como
instrumento de recoleccion: la ficha de registro de datos para la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la ficha
de registro de datos para la susceptibilidad del Enterococcus
faecalis ATCC 29212™ frente al extracto etandlico del Pelargonium
peltatum (L.) L"Hér. (Anexo 03) (Anexo 04)

Ademas, se empled una regla milimetrada como instrumento de
medicion de los halos de inhibicion para la determinacion de la
susceptibilidad de Enterococcus faecalis ATCC 29212™ frente al

extracto etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér.

La lectura de los resultados microbilogicos (conteo de unidades
formadoras de colonias y los halos de inhibicion) fueron realizados
por un especialista, Dra. Elva Mejia, microbidloga, docente principal,
a tiempo compleo del departamento de Ciencias Béasicas de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Trujillo y
coordinadora de la seccién de Microbilogia, para tener una mayor

confiabilidad y certeza de resultados
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2.3.3 Procedimiento de recoleccion de datos.
2.3.3.1. Descripcién del proyecto
A. De la asesoria de la tesis
Constancia de aceptacion de asesoria de tesis (Anexo
14)

B. De la aprobacion del proyecto
El primer paso fue obtener el permiso para su
ejecucion, mediante la aprobacién del Comité
Permanente de Investigacion Cientifica de la
Escuela de Estomatologia de la Universidad Privada
Antenor Orrego con la correspondiente Resolucion
Decanal. (Anexo 06) (Anexo 07)

C. De la autorizacion para la ejecucion
Se solicitd el permiso para poder trabajar en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Medicina de la UNT. La investigadora estuvo bajo la

supervision del microbidlogo. (Anexo 11)

D. De la seleccion de la muestra de estudio
Se determiné la concentracion minima inhibitoria y
susceptibilidad del microorganismo frente al extracto
etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér., para
lo cual se realizaron 5 muestras por cada porcentaje
de extracto etandlico. El grupo control positivo
estuvo compuesto de 5 muestras por cada
antibiotico usado, ampicilina, vancomicina y
vancomicina con gentamicina, estos son los de
mayor uso contra el Enterococcus faecalis, el control
negativo estuvo constituido por 1 muestra de etanol
al 70°. El proyecto permitié6 determinar la muestra y

el reajuste de la metodologia, procedimientos e
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instrumento de recoleccion de datos. (Anexo 01)
(Anexo 02)

E. De la obtencién de la cepa
Se utiliz6 un cultivo liofilizado de la cepa de
Enterococcus faecalis ATCC 29212™ del laboratorio
GenLab del Perd SAC en Lima, obtenido del cepario
del Banco Bacteriologico del Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Medicina de la UNT.

De la preparacion del in6culo y activacion de la
cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212TM

Posterior a su recepcion por el laboratorio, la
ampolla que contiene el cultivo liofilizado, se inicio su
activacion, verificando que el lugar se encuentre
totalmente inocuo y preparado con todo el material
necesario para dicha activacion. Para abrir el liofilo,
primero se carg0 una pipeta Pasteur estéril con agua
esterilizada, con la otra mano se tomo la ampolla y
se acerco a la llama, se calenté unos segundos y se
aseguré que la llama solo afecte entre el algodon y
la parte estrecha de la ampolla. El siguiente paso
consisti6 en apartar la ampolla de la llama e
inmediatamente dejar caer unas gotas de agua
sobre la zona calentada de forma que el vidrio se
resquebraje. A continuacion, se dejo la pipeta con
agua en el pipetero, se cogid la pinza metalica se
remojo en etanol, se flamed, se cerré y se dio con
ella un golpe seco sobre la zona resquebrajada.
Luego se retiraron los pedazos de vidrio y se saco el
tapdén de algodon hacia el extremo abierto. La
ampolla se colocé en una superficie limpia (gradilla)

y se tomo otra pipeta Pasteur estéril y que se cargd
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con el medio liquido recomendado (caldo de
tioglicolato). El volumen necesario para rehidratar las
células liofilizadas siempre sera menor a 0,5 ml para
no rebasar la ampolla, teniendo en cuenta la altura y
diametro (en todo momento se manipuld la ampolla
como si fuera un tubo de cultivo). Se retiré el tapon
de algodon y se flamed la apertura. Lo siguiente fue
volver a suspender cuidadosamente el cultivo
liofilizado introduciendo el medio liquido, aspirando y
expulsando varias veces con la pipeta la suspension
de células y evitando la formacion de burbujas. La
suspension que se adquirié se usé para inocular un
medio solido (agar soya y agar sangre) y transferir el
resto a un medio liquido (hay que agotar todo el
volumen, no se puede guardar parte de la
suspension). Por ultimo, los medios se llevaron a
condiciones de microanaerobiosis en una jarra de
Gaspack, la cual se colocé durante 3 dias en una
estufa a 37°C.

Posteriormente, se eligio el medio solido que mostro
el mejor crecimiento, del cual se recolectaron
colonias para la confeccion de las placas master.
Paralelamente, se prepararon cultivos de

almacenamiento para conservar la cepa.®°

La concentracion que se utiliz6 para sembrar las
placas master se comparé con el tubo N° 0.5 de la
escala Mac Farland, que corresponde a 1,5 x 108

bact/ml31.

F. Del cultivo de la cepa
El cultivo de la cepa se realizé en el Laboratorio de

Microbiologia de la Facultad de Medicina de la UNT,
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por la investigadora principal, bajo la supervision del

experto microbidlogo. (Anexo 12)

G. De la recoleccion del Pelargonium peltatum (L.)
L Hér.

Recolectado por la investigadora y procesado con la
ayuda del profesional, quimico farmacedutico, de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional de Trujillo. (Anexo 10)

Se recolectdo aproximadamente 1kg de hojas de
Geranio hiedra de la Universidad Privada Antenor
Orrego, del distrito de Trujillo, provincia de Truijillo,
departamento de La Libertad.

Identificacién y determinacion taxondémica de la
especie

Se llevé un ejemplar completo y seco de la planta al
Herbario Antenor Orrego (HAO) de la UPAO para su
identificacion y determinacion taxondmica. (Anexo
08) (Anexo 09).

Preparacion de la muestra vegetal

e Seleccion: Se seleccionaron hojas en buenas
condiciones, que no estén marchitas,
descoloridas y sin problemas de hongos.

e Lavado y desinfeccion: Se lavd la muestra
vegetal seleccionada con agua potable.
Seguido se realizd la desinfeccién de estas
utilizando hipoclorito de sodio al 0.5%. Por
altimo, se enjuagd con agua potable para
retirar los residuos de hipoclorito.

e Secado: Las hojas se colocaron sobre papel

Kraft para el secado de su superficie. Una vez
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terminado el secado, se procedi6 a la fase de
deshidratacion, para lo cual se utiliz6 una
estufa de circulacion de aire por conveccion
forzada (40°C) por 48 horas para su
deshidratacion.

e Pulverizacién: Las hojas, una vez
deshidratadas, fueron pulverizadas con ayuda
de un molino.

e Tamizaje: Las hojas pulverizadas fueron
tamizadas a través del tamiz N° 0.75. Al
producto se le denomind polvo de hojas.

e Almacenamiento: ElI polvo de hojas fue
pesado para luego ser almacenado en un
frasco de vidrio de color ambar de boca

ancha.

Preparacion del extracto etandlico de las hojas
de geranio

Se obtuvieron 160g de polvo de hojas de geranio, y
se los colocd en un recipiente de vidrio de boca
ancha color ambar. Luego, se le afadio al recipiente
1 litro de etanol al 70° G.L. (Gay Lussac). Se mezclo,
teniendo en cuenta que la mezcla debe ocupar como
maximo las % partes del recipiente. Se sello el
recipiente para su macerado por 7 dias, agitandose
15 minutos, dos veces al dia.

Terminado el tiempo de macerado, se procedié a
filtrarlo en una bomba de vacio, la cual usa un papel
de filtro Whatman N° 2. Al liquido resultante se le
denomind extracto etandlico.

Para conseguir el concentrado del extracto etandlico,
se utiliz6 un rotavapor, y luego se realizé el secado

completo de este en una estufa de circulacion de aire
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a 40°C por 24 horas. El producto resultante fue un
extracto blando, a partir del cual se prepararon las
concentraciones de 5%  (50mg/mL), 25%
(250mg/mL), 50% (500mg/mL), 75% (750mg/mL) y
100% (1000mg/mL) disueltas en etanol 70° G.L.
Finalmente, los extractos fueron filtrados con filtros
Millex (Millipore) de 0,22mm, se colocaron en frascos
de vidrio estéril de color &mbar y se refrigeraron a
4°C hasta su posterior uso.%?

H. Del efecto antibacteriano:
Se determiné a través de:
e Concentracion Minima Inhibitoria

e Susceptibilidad bacteriana.

De la determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI):

Se determind la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) mediante la técnica de macrodiluciéon en caldo
de tioglicolato, con el fin de enfrentar la cepa
Enterococcus faecalis ATCC 29212™ con cinco
diferentes concentraciones del extracto etanolico del
Pelargonium peltatum (L.) L"Hér. (5%, 25%, 50%,
75% y 100%). Teniendo el indculo bacteriano y los
extractos etanolitos listos, se inicié el proceso de
determinacién de la CMI, procediendo a colocar
0.2ml del in6culo de la macrodilucion en caldo en
cada uno de los 5 tubos de ensayo de 15 x 100mm,
para luego afadir 0.4ml de extracto etandlico en sus
diferentes concentraciones.

Seguidamente, se procedi6é a colocar los tubos con

la muestra en una jarra Gaspak para generar el
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ambiente de microanaerobiosis y se coloco la jarra
en la estufa a 37°C por 24 horas para su incubacion.
Terminado el tiempo de incubacion, se realizd la
siembra, para ello se tom6 en una jeringa esteéril
0.1ml de muestra de cada uno de los tubos,
colocandola en las placas Petri preparadas con agar
soya, para luego ser extendida por todas las
superficies del agar con la ayuda de la espatula
Drigalsky, previamente esterilizada. Este
procedimiento permiti6 que la bacteria crezca en
toda la extension de la placa. Todo el procedimiento
se llevo a cabo dentro del diametro de 10cm de la
llama de un mechero. Las placas sembradas se
llevaron a una jarra de Gaspak para el proceso de
microanaerobiosis.

Luego, esta se incub6 en una estufa a 37°C por 24
horas.

Tras el periodo de incubacidén se examinaron cada

una de placas.®3

La Concentracion Minima Inhibitoria es la
concentracion mas baja de un agente antimicrobiano
requerida para inhibir el crecimiento de un
microorganismo. Se determiné mediante el método
del conteo de las unidades formadoras de colonias
(UFC)%.

La placa con la concentracion en la cual se encontré
un crecimiento menor a treinta colonias, se

consider6 como Concentracion Minima Inhibitoria?*.
Negativo (-): 0 a 30 UFC
Bajo (+): >30 a 100 UFC

Medio (++): >100 a 300 UFC
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Alto (+++): >300 UFC

Susceptibilidad del Enterococcus faecalis ATCC
29212™  frente al extracto etandlico del
Pelargonium peltatum (L.) L'Hér. (Geranio
hiedra):

Se determiné a través de:

e Método Kirby Bauer (método de difusion en

disco)

Teniendo las cinco concentraciones del extracto
etanolito Pelargonium peltatum (L.) L"Hér., 5%,
25%, 50%, 75% y 100% (Foto 33), las placas
sembradas (Foto 34) y los discos de papel filtro
estériles, se procedieron a sumergir por una hora
los discos en el extracto en cada una de sus
concentraciones, para luego escurrirlos por unos
segundos y con ayuda de una aguja estéril se
colocaron en las placas Petri sembradas con el
Enterococcus faecalis ATCC 29212™. Todo el
procedimiento se llevd a cabo dentro del

didmetro de 10cm de la llama de un mechero.

Posteriormente, las placas se incubaron en un
ambiente de microanaerobiosis. Para esto, se
usé una camara para anaerobios (la jarra de
gaspack), la cual se introdujo en una estufa a

una temperatura de 37°C durante 24 horas.

Finalmente, la lectura se llevé a cabo a las 24
horas mediante la inspeccion visual de cada
placa. Con una regla milimetrada se medi6 el
didmetro de los halos de inhibicién de cada una

de las placas.
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2.4

El didmetro de esta zona de inhibicién fue
directamente proporcional a la actividad
antibacteriana del extracto etandlico del
Pelargonium peltatum (L.) L'Hér. sobre el
microorganismo en estudio.®-34 Para interpretar
los resultados se tomaron como referencia las
pautas de Duraffourd y Lapraz!! que consideran

la actividad antibacteriana del gel como:
Nula (-): para un diametro < 8mm.

Sensibilidad limite (sensible = +): para un

diametro de 9 a 14mm.

Sensibilidad media (muy sensible = ++): para un

diametro de 15 a 19mm.
Sumamente sensible (S.S. = +++): para un

didmetro igual o superior a 20mm.

Plan de procesamiento estadistico para andlisis de datos

Los datos recolectados fueron procesados y analizados de manera
automatizada haciendo uso de la hoja de calculo en Microsoft Excel y del
programa estadistico SPSS Statistics 22.0 (IBM, Armonk, NY, USA), para
luego presentar los resultados en tablas y/o graficos de acuerdo a los
objetivos planteados. Se presentan media, desviacion estandar, mediana y
rango intercuartil. Se aplico la prueba de Kolmogorov-Smirnov para las dos
variables en estudio a fin de \verificar si estdn normalmente
distribuidas(Anexo 05). Se encontr6 que la variable de susceptibilidad si
sigue una distribucion normal, en tanto que la CMI no lo es. Por ello, se
emplearon pruebas no paramétricas para el andlisis estadistico. Para
determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico del

Pelargonium peltatum (L.) L'Hér. frente al Enterococcus faecalis, se

29



2.5

emplearon la prueba Kruskal-Wallis (prueba mudltiple de medianas) y la

prueba U de Mann-Whitney. Se considero un nivel de significancia del 5%.
Principios bioéticos.

Se tomo en cuenta el manejo y manipulacién de desechos de las muestras,
especialmente la cepa de Enterococcus faecalis, siguiendo las pautas
sefialadas por el manual de Bioseguridad en Laboratorios de Microbiologia

y Medicina.®®

La ejecucion del estudio se baso, ademas de la Ley General de Salud del
Peru (Ley N° 026842) Art. 86.3¢
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RESULTADOS

El presente estudio tuvo como objetivo conocer el efecto antibacteriano in vitro del
extracto frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212™. Encontrandose los

siguientes resultados:

El extracto etandlico de Pelargonium peltatum (L.) L'Hér. present6 efecto
antibacteriano in vitro frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212™ (Tabla 1)

En la tabla 2 observa que la concentracién del 5% tuvo un promedio de 1.40 UFC,
la de 25% de 1.00 UFC, la de 50% de 0.40 UFC, la de 75% de 0.30 UFC y la de
100% de 0.00 UFC, lo que indica que hay una relacién inversa entre las
concentraciones del extracto y el efecto antibacteriano, a mayor concentracion,
menor numero de UFC. También indica que las concentraciones de 5%, 25% y
100% tienen una diferencia estadistica entre ellas, pero que las concentraciones de
50% y 75% presentan diferencias estadisticas del antes mencionadas, pero no

entre ellas.

En las tablas 1 y 2 se identifican la concentracion minima inhibitoria resultando ser
la de 5%.

En la tabla 3 se presentan los resultados de la susceptibilidad in vitro del
Enterococcus faecalis frente al extracto etanolico de Pelargonium peltatum,
observandose que este patdgeno presenta una susceptibilidad limite a todas las
concentraciones del extracto.. Tambien se observa los promedios de los halos de
inhibicion del crecimiento del E. faecalis. Para la concentracion de 5% fue 9.20 mm,
10.70mm para la de 25%, 11.85mm para la de 50%, 12.40mm para la de 75% y
13.90mm para la de 100%, lo cual demuestra que las cinco concentraciones del
extracto son directamente proporcionales al efecto antibacteriano, es decir, a
mayor concentracion, mayor tamafio del halo. Ademas, las concentraciones de 5%,
25% y 100% son diferentes estadisticamente, pero las de 50% y 75% son

diferentes del resto, pero iguales entre si.
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Tabla 1

Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér.
frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212TM.

Variable C% N Media Me RI p*
a. 5% 10 1.40 cde 1.00 1.25
b. 25% 10 1.00°¢ 1.00 1.50
CMI (UFC) c. 50% 10 0.40° 0.00 0.50 0.002
d. 75% 10 0.30° 0.00 1.00
e. 100% 10 0.00 #° 0.00 0.00
Ampicilina 10 0.0 0.0 0.0
Vancomic 10 0.0 0.0 0.0
Vanc+Gent 10 0.0 0.0 0.0
a. 5% 10 9.20bede 9.00 1.50
b. 25% 10 10.70 acde 10.50 0.75
SUCEP(Tr:i')L'DAD ¢. 50% 10 11,85 2be 1175 o050 <0001
d. 75% 10 12.40 3¢ 12.50 0.75
e. 100% 10 13.90 2bcd 14.00 1.25
Ampicilina 10 41.6 41.0 9.25

Vancomic 10 29.3 28.5 1.50




Vanc+Gent 10 38.1 38 1.63

*Prueba Kruskal-Wallis; DE, desviacion estandar; Me, mediana; RI, rango intercuartil. Los superindices indican diferencia
significativa entre los grupos (Prueba U Mann-Whitney).

33



peltatum (L.) L"Hér. al 5%, 25%, 50%, 75% y 100% sobre el Enterococcus
faecalis ATCC 29212TM.

Tabla 2

Concentracion minima inhibitoria in vitro del extracto etandlico del Pelargonium

Concentracion N Media DE Me RI Min Max
a. 5% 10 140 117 100 125 000 400
b. 25% 10 100 115 100 150 000 3.0
¢. 50% 10 040 084 000 050 000 200
2/575 10 030 048 000 100 000 100
e. 100% 10 000 000 000 000 000  0.00
Ampicilina 10 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Vancomic 10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Vanc+Gent 10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

DE, desviacion estandar; Me, Mediana; RI, rango intercuartilico; Min, minimo; Max, maximo
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Tabla 3

Susceptibilidad in vitro del Enterococcus faecalis ATCC 29212TM frente al
extracto etanolico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér.

Concentracion N Media DE Me RI Min Max
a. 5% 10 9.20 0.79 9.00 1.50 8.50 10.50
b. 25% 10 10.70 0.54 10.50 0.75 10.00 11.50
c. 50% 10 11.85 0.67 11.75 0.50 11.00 13.50
d. 75% 10 12.40 0.74 12.50 0.75 11.50 14.00
e. 100% 10 13.90 1.17 14.00 1.25 12.50 16.50
Ampicilina 10 41.6 5.1 41.0 9.25 35.0 48.0
Vancomic 10 29.3 1.72 28.5 1.50 28.0 32.0

Vanc + Gent 10 38.1 1.26 38.0 1.63 36.0 39.5

DE, desviacion estandar; Me, Mediana; RI, rango intercuartilico; Min, minimo; Max, méximo
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DISCUSION

El presente estudio experimental in vitro demostr6 que el extracto
etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér. tiene efecto antibacteriano
frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212™. (Tabla 1)

Al carecer esta investigacion de estudios previos sobre el extracto
etanolico de P. peltatum (L.) L'Hér. frente al E. faecalis, se tuvo que
realizar obligatoriamente un estudio piloto previo a la ejecucion que
permitio validar nuestras técnicas e instrumentos utilizados y cuyos
resultados fueron favorables para la ejecucion del presente estudio.
(Anexo 01) (Anexo 02)

La actividad antimicrobiana del Pelargonium peltatum se atribuye
principalmente a la presencia de sus fitoconstituyentes, tales como
flavonoides, taninos y saponinas 8, cuyos principios activos son de gran
importancia en la inhibicidon del crecimiento bacteriano, razén por la cual
este estudio fue orientado a verificar estas propiedades, enfrentdndolas
a la principal bacteria que genera el fracaso de los tratamientos

endodonticos, el Enterococcus faecalis.?

El presente estudio, demostr6 que el extracto etandlico Pelargonium
peltatum (L.) L"Hér. (Geranio hiedra) posee efecto antibacteriano in vitro
frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212™, en las cinco
concentraciones del extracto empleadas (5%, 25%, 50%, 75%, 100%) y
son directamente proporcionales al efecto antibacteriano, es decir, a
mayor concentracion del extracto, mayor efecto antibacteriano. (Tabla 1)
Ademas, el control positivo (Ampicilina, Vancomicina, Vancomicina mas
Gentamicina), antibioticos de eleccion utilizados en infecciones contra E.
faecalis, presenté mayor efecto antibacteriano que las concentraciones

usadas en los grupos experimentales. Con lo cual demuestra que dichos
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antibidgticos son sumamente efectivos contra dicha bacteria concordando
con la literatura reportada.#®#142, Aunque también el uso continuo de
estos antibidticos ha demostrado crear resistencias y disminuir su
efectividad®°; por lo que da mayor importancia al estudio realizado,
gue nos permite contar con otra alternativa de tratamiento natural y

efectivo contra el Enterococcus faecalis.

El efecto antibacteriano se determiné a través de dos métodos: el Kirby
Bauer, el cual se emplea para determinar la susceptibilidad bacteriana,
dando como resultados promedios de halos de inhibicion del crecimiento
entre 10.70mm (concentracion al 5%) y 13.90mm (concentracién al
100%), lo cual indica que el patébgeno empleado presenta una
susceptibilidad limite frente al extracto etandlico de P. peltatum. segun
las pautas de Duraffourd y Lapraz!!. El segundo método es la
macrodilucion en caldo, técnica donde el agar y el extracto tienen
contacto directo, este se emplea para determinar concentracion minima
inhibitoria (CMI), ademas, refuerza la prueba de difusién en discos, ya
gue esta presenta algunas desventajas como que el papel filtro
Whatman estd compuesto de celulosa, la cual presenta grupos OH
(hidroxilos) libres, los cuales generan que los discos tengan una
superficie hidrofilica, ocasionando la absorcion de compuestos
catiénicos en la superficie del disco, afectando la difusion completa.®’
Los resultados de esta técnica nos demostraron que todas
concentraciones empleadas (5%, 25%, 50%, 75%, 100%) inhiben el
crecimiento bacteriano, por tanto, la concentracién minima inhibitoria se
presento desde la concentracidn mas baja que fue la de 5%, ya que se
encontraron menos de 30 unidades formadoras de colonias en los

cultivos donde se uso.

Alvarez M nos dice en su estudio que el extracto etanélico de Propolis
de apis mellifera “Propoleo” presenta efecto antibacteriano in vitro frente
al Enterococcus faecalis ATCC 29212™ debido a su principal

compuesto fénolico, el flavonoide, coincidiendo con el presente estudio y
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con la literatura, que indica que este componente presenta efecto

antimicrobiano.?3

El estudio del Alvarez M presentd promedios entre 4.88 y 0.75 UFC para
la CMI y 85 a 12.63 mm para la susceptibilidad, ademas, la
concentracion de 25% resulté ser tanto la CMI y susceptibilidad,
mientras que en el presente estudio el promedio de las UFC estuvo
entre 1.40 - 0.00 y el de los halos de inhibicién entre 9.20 -14.00mm. La
CMI y susceptibilidad se presentan en la concertacion de 5%, lo cual
nos indica que el extracto etandlico de P. peltatum aparentemente
presenta mayor efecto antibacteriano que el etandlico de Propolis de
apis mellifera “Propoleo”. Esto pudo deberse a la presencia de mas
componentes antibacterianos en las hojas del geranio hiedra que sirven

como coadyuvantes.?3

En el estudio de Ortiz F también se describe la actividad antimicrobiana
de los flavonoides, donde nos indican que la Musa acuminata (platano)
presenta este compuesto fendlico, compuesto en comun con el P.
peltatum, al cual se le atribuye diversas formas de inhibicion del
crecimiento bacteriano. Esta investigacion demostr6 que la M.
acuminata presenta efecto antibacteriano in vitro frente al E. faecalis,
obteniendo una CMI al 50% y una susceptibilidad al 100%, mientras que
en la presente investigacion la CMI y la susceptibilidad se presentaron
desde la concentracion de 5%, demostrando tener mayor efecto

antibacteriano.!!

Otros estudios, como en el de Garcia K en Cinnamomum zeylanicum,
nos indican que la presencia de compuesto fendlicos produce el efecto
antibacteriano en este, compuestos que comparte con el geranio hidra,
los cuales actuan a nivel de la membrana bacteriana, ocasionando la

pérdida de integridad de esta.?*

Garcia K demostr6 en su estudio que el aceite esencial de

Cinnamomum zeylanicum presento6 efecto antibacteriano in vitro sobre el
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E.faecalis en todas sus concentraciones (25%,50%,75%100%), siendo
su concentracion minima bactericida del aceite 25%. De igual manera,
en el presente trabajo se tuvo actividad antibacteriana en todas sus
concentraciones (5%, 25%, 50%, 75% y 100%), pero con CMB de
100%. Aparentemente el aceite esencial de Cinnamomum tuvo un
mayor efecto bactericida que el extracto etandlico de P. peltatum, esto
podria deberse a que el efecto de los aceites esenciales es mayor que
el de los extractos; aunque cabe indicar que la presente investigacion no

tuvo como objetivo determinar la CMB.?*

Cérdova l.et al. evaluaron el efecto antibacteriano y antifingico del
extracto hexanico proveniente de la raiz de Salvia apiana, lo que
atribuyen a sus fitocostituyentes, los terpenoides, que causan la
inhibicion del crecimiento bacteriano debido al dafio que genera a la
integridad de la membrana celular, efecto semejante al que genera los

compuestos secundarios del P. peltatum.?®

La investigacion de Maquera J. revela que el extracto de las hojas de
Pelargonium hortorum (Geranio) presenta acion antibacteriana frente al
Streptococcus mutans y al E. fecalis, en vitud a sus fitoconstituyentes
(flavoniodes, taninos).

La suceptibilidad contra el E. faecalis solo fue limitel, la concentracion
minima inhibitoria fue la de 25mg/ml, en el presente trabajo la
suceptibilidad fue tambien fue limite, pero la cocentracibn minima
inhivitoia fue la de 50mg/ml. Ambos extractos desmostraron tener efecto
atibacterial frente al E.faecalis. lo cual se puede deber a los metabolitos

secundarios que tienen en comu..?®

Ortiz D et al concuerdan con la presente investigacion, ya que indica
gue la presencia de taninos inhibe el crecimiento de las bacterias Gram
positivas y que este efecto estd correlacionado a la formacion de
complejos con la pared celular, lo cual provoca cambios morfoldgicos e
induce deficiencias nutricionales, lo que nos permitié atribuir parte de la

accién antimicrobiana del extracto etandlico de P. peltatum a estos.?®
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Rios N y Déavila R evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro del
extracto acuoso liofilizado de Geranium ayavacense en Escherichia coli,
Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus?®, concluyendo que éste
presenta actividad antimicrobiana frente a todas estas cepas, debido a
la presencia de los metabolitos secundarios como taninos, esteroides,
flavonoides, entre otros, compuestos comunes en la familia Geraniaceae
a la que también pertenece el P. peltatum, geranio estudiado en el
presente trabajo. En ambos estudios se probd la concentracion de
500mg/ml, donde el promedio del diametro de los halos de inhibicion
producido por el extracto acuoso fue de 13.33mm, mientras que en el
extracto etandlico fue de 11.85mm, resultados parecidos que
comprobaron que Enterococcus faecalis presenta una sensibilidad limite

a ambos geranios segun la Escala de Duraffourd y Lapraz.?’

Santos A et al evaluaron el efecto in vitro de extractos ricos en
saponinas,fitoconstituyentes principales en los arboles de Pithecellobium
saman y Sapindus saponaria, asi como también en el P. peltatum.
Ambos estudios coinciden que las saponinas generan un desajuste de
las funciones de la membrana bacteriana y como consecuencia, la
detencion del crecimiento celular. Por tal motivo, en ambos estudios se

comprobo la actividad antibacteriana de este metabolito.??

En la investigacion de Guerrero J et al, en la cual usan el mismo
ejemplar que en el presente estudio, P. peltatum. se compara la
actividad antimicrobiana in vitro del extracto acuoso de P. peltatum con
la clorhexidina frente a patdgenos de la cavidad bucal (Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguis y Streptococcus mitis), teniendo como
resultado que el extracto acuoso de Pelargonium peltatum tiene
actividad antibacteriana sobre las tres especies de Streptococcus, y en
altas concentraciones supera a la clorhexidina. Por tal motivo, en la
presente investigacién se enfrentd este ejemplar a otro tipo de patégeno

bucal (Enterococcus faecalis), obteniendo resultados similares.8
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Para determinar el tamafio muestral se uso la la formula de comparacion
de medias, para comprobar si los valores de una caracteristica que es
cuantitativa difieren al agruparlas en dos o mas grupos. Se usa para
comparar dos valores de una variable continua segun los valores de
una variable, que se pueden reunir en dos 0 mas catgorias y se usa

como prueba para datos independientes.

La presente investigacion, no logro igualar o superar el control positivo,
pero demostrd el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
P. peltatum frente al Enterococcus faecalis, conocimiento que abre un
nuevo campo en la investigacion farmacoldgica y microbiolégica,
permitiendo ser un coadyuvante en los tratamientos o retratamientos de
conductos y, asi mismo, ser una alternativa natural, econémica, con
respaldo cientifico y que podria evitar que los microorganismos generen

resistencia a productos con tan alto efecto antibacteriano.
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V.

CONCLUSIONES

1. El extracto etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér tuvo

efecto antibacteriano in vitro frente al Enterococcus faecalis
ATCC 29212 ™,

. La concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico del

Pelargonium peltatum (L.) L"Hér sobre el Enterococcus faecalis
ATCC 29212™ fue la 5%.

. El Enterococcus faecalis ATCC 29212™ presenté una

susceptibilidad limite frente a todas las concentraciones (5%,
25%, 50%, 75%, y 100%) del extracto etandlico del Pelargonium
peltatum (L.) L"Hér.
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VI.

RECOMENDACIONES

1. Realizar otros estudios in vitro utilizando productos naturales
frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 ™ para determinar

si estos tienen efecto antibacteriano.

2. Continuar con las investigaciones del efecto antibacteriano de
Pelargonium peltatum (L.) L"Hér sobre el Enterococcus faecalis
ATCC 29212 ™ en animales, y posteriormente en ensayos

clinicos.

3. Realizar investigaciones sobre el efecto antibacteriano del
Pelargonium peltatum (L.) L"Hér frente a otros microorganismos

orales.
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ANEXO 01

ESTUDIO PILOTO: Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) del extracto etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér. contra el
Enterococcus faecalis ATCC 29212™ a través del conteo de las unidades

formadoras de colonias (UFC). Trujillo, 2019.

No.

PLACA  AMPICILINA VANCOMICINA VANC+GENT 5%  25%  50%  75%  100%
1 N N N N N N N N
2 N N N N N N N N
3 N N N N N N N N
4 N N N N N N N N
5 N N N N N N N N
VALORES:

e Negativo (-) : 0 a 30 UFC

e Bajo(+) : >30 a 100 UFC

e Medio(++) : >100 a 300 UFC
e Alto(+++) : >300 UFC
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» Se categorizaron los resultados debido a que sélo se presento el desarrollo a las 24 horas

a 37°C de una colonia de Enterococcus faecalis en dos placas Petri con ATS (Agar

Tripteina Soya) al 25 % de extracto etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér.

ANEXO 02

ESTUDIO PILOTO: Susceptibilidad del Enterococcus faecalis ATCC 29212™

frente al extracto etandlico del Pelargonium peltatum (L.) L"Hér. (mm) Truijillo,

2019.

Diametro del halo de inhibicién (DHI), medianas y desviacion estandar, por esquemas de tratamientos del Pelargonium peltatum y

No. PLACA

1
2
3
4

5

Mediana

D.E.

AMPICILINA

41
35
38
48
46
41.00
5.40

farmacos.

Prueba piloto de 5 repeticiones por esquema. Trujillo, 2020

VANCOMICINA VANC+GENT 5% 2504 50% 75% 100%

29 39.5 9.5 11 10.5 12.5 15
28.5 38 10.5 12.5 12.5 12 15
28 36 10 12.5 12.5 12.5 16
32.5 38 9.5 115 115 145 13
28.5 39 10.5 10.5 115 12 15
28.50 38.00 10.00 11.50 11.50 12.50 15.00
1.82 1.34 0.50 0.89 0.84 1.04 1.10

Prueba de Normalidad del diametro del halo Test de Shapiro W. Estad=0.836  P=0.000
(Rechazamos la normalidad de la distrub. De DHI)

Prueba alternativa ANOVA, comparacién multiples de medianas KRUSKAL WALLIS p=0.032

Esto evidencia que existe, efectivamente diferencia significativa entre las medianas de DH entre los esquemas de tratamientos que se comparan.

VALORES:
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e Nula (-) : para un diametro < 8mm.

e Sensibilidad limite (sensible = +): para un didmetro de 9 a 14mm.

e Sensibilidad media (muy sensible = ++): para un didmetro de 15 a 19mm.
e Sumamente sensible (S.S. = +++): para un didmetro igual o superior a

20mm.

ANEXO 03

FICHA DE REGISTRO DE DATOS PARA LA DETERMINACION
DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) A
TRAVES DEL CONTEO DE LAS UNIDADES FORMADORAS DE
COLONIAS (UFC)

PLACA CMI del extracto etandlico del Pelargonium
PETRI peltatum (L.) L"Hér.
5% 25% 50% 75% 100% A \% V+G

01 2 0 0 1 0 0 0 0
02 0 1 2 0 0 0 0 0
03 2 3 2 0 0 0 0 0
04 4 0 0 0 0 0 0 0
05 2 1 0 0 0 0 0 0
06 0 1 0 0 0 0 0 0
07 1 3 0 1 0 0 0 0
08 1 0 0 0 0 0 0 0
09 1 1 0 0 0 0 0 0
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10 1 0 0 1 0 0 0 0

Nota: Se hizo un control de crecimiento de colonias del Enterococcus faecalis en agar
soya tripteina, en un ambiente de microanaerobiosis, usando la jarra Gaspak, en
cuatro placas petri: dos placas con Agar Soya Tripteina puro y dos placas mas con

Agar Soya Tripteina mas alcohol al 70%.

PLACA Susceptibilidad del Enterococcus faecalis ATCC 29212™
frente al extracto etandlico del Pelargonium peltatum (L.)

L"Hér. (mm)

PETRI

Se realizé una lectura a las 24 horas, determinandose un crecimiento mayor de 300

unidades formadoras de colonias en todas las placas Petri con Agar Soya Tripteina.

ANEXO 04

FICHA DE REGISTRO DE DATOS PARA SUSCEPTIBILIDAD

DEL ENTEROCOCCUS FAECALIS ATCC 29212™ FRENTE AL EXTRACTO
ETANOLICO DEL PELARGONIUM PELTATUM (L.) L'HER. (MM)
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01
02
03
04
05
06
07
08
09
10

5% 25% 50% 75% 100% A \Y

9.5 10.5 11 11.5 13 41 29
8.5 10.5 12 12.5 13 35 28.5
10 115 12 12.5 12.5 38 28
8.5 115 13.5 14 16.5 48 325
10.5 11 115 12 14 46 28.5
8.5 10.5 115 12.5 14 46 28.5
8.5 11 12 12 14 35 325
9.5 10.5 12 12.5 13 48 29
10 10 115 13 15 38 28
8.5 10 11.5 11.5 14 41 28.5

e Nula(-) : paraun diametro < 8mm.
e Sensibilidad limite (sensible = +): para un didmetro de 9 a 14mm.
e Sensibilidad media (muy sensible = ++): para un diametro de 15 a 19mm.

e Sumamente sensible (S.S. = +++): para un diametro igual o superior a 20mm.

ANEXO 05

PRUEBAS DE NORMALIDAD

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico Gl Sig. Estadistico Gl
SUSCEPTIBILIDAD 095 50 200" 972 50

V+G
39.5

38
36
38
39
59
36

395

Sig.
,280

53

38
38



CMB

,359 50 ,000 ,688 50 ,000

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors.

ANEXO 06

RESOLUCION DECANAL DE INSCRIPCION DE PROYECTO DE

TESIS

0'..
44"

'(,{ 1o FUPAO Facultad de Medicina Humana
N . //,/ DECANATO

=

Trujillo, 22 de julio del 2019

ESOLUCION N@ 1408- U-UPAQ

ZLS:O, el cx:;edvente';fgacuizado por Don (ha) CAMINO OLIVA XIOMARA THAIS alumno (a) de la Escuela Profesional

Enﬂs;ocr:;lc ogla, solicitando INSCRIPCION de proyecto de tesis Titulado “EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL
€TANOLICO DEL PELARGONIUM PELTATUM (1) U'Her. FRENTE AL ENTEROCOCCUS ATCC 29212 TM” ara

obtener el Titulo Profesional de Ciruiano Denticta « P
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RESOLUCION DEL COMITE DE BIOETICA

l I PAO VICERRECTORADO DE INVESTIGACION
“® Comité de Bioética

N4 T

RESOLUCION COMITE DE BIOETICA N°0280-2021-UPAO
Trujillo, 19 de noviembre de 2021

VISTO, el correo electrénico de fecha 18 de noviembre de 2021 presentado por la alumna CAMINO
OLIVA XIOMARA THAIS, quien solicita autorizacidn para realizacion de investigacion, y;

CONSIDERANDO:

Que por correo electrdnico, la alumna CAMINO OLIVA XIOMARA THAIS solicita se le de conformidad
a su proyecto de investigacion, de conformidad con el Reglamento del Comité de Bioética en
Investigacion de la UPAO.

Que en virtud de la Resolucién Rectoral N° 3335-2016-R-UPAO de fecha 7 de julio de 2016, se
aprueba el Reglamento del Comité de Bioética que se encuentra en la pagina web de la universidad,
que tiene por objetivo su aplicacién obligatoria en las investigaciones que comprometan a seres
humanos y otros seres vivos dentro de estudios que son patrocinados por la UPAO y sean
conducidos por algun docente o investigador de las Facultades, Escuela de Posgrado, Centros de
Investigacion y Establecimiento de Salud administrados por la UPAO.

Que en el presente caso, después de la evaluacién del expediente presentado por la alumna, el
Comité Considera que el mencionado proyecto no contraviene las disposiciones del mencionado
Reglamento de Bioética, por tal motivo es procedente su aprobacion.

Estando a las razones expuestas y de conformidad con el Reglamento de Bioética de Investigacion;
SE RESUELVE:

PRIMERO: APROBAR el proyecto de investigacion: EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL
EXTRACTO ETANOLICO DEL PELARGONIUM PELTATUM (I) L'Her. FRENTE AL ENTEROCOCCUS ATCC
29212™,

SEGUNDO: DAR cuenta al Vicerrectorado de Investigacion.

REGISTRESE, COMUNIQUESE Y ARCHIVESE.

Dr. José Guillermo Gonzilez Cabeza
Presidente del Comité de Bioética
UPAO

ANEXO 08
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CONSTANCIA DE IDENTIFICACION Y DETERMINACION
TAXONOMICA DE LA ESPECIE

ANEXO 09
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IDENTIFICACION Y DETERMINACION TAXONOMICA DE LA ESPECIE

UPAO|Hiraiaotural y cuure
HERBARIO
1 ANTENOR ORREGO
HAO

“|  HERBARIO ANTENOR ORREGO (HAO) 5
5 NOR ORREGO
TRUJILLO - PERU

GERANIACEAE

Ppelargonium peltatum (L.) L'Hér.

“geranio hiedra”

Planta con ramas rastreras, flores rojo-vinosas.

Jardin

Campus principal de la Universidad Privada Antenor Orrego.
Distrito Trujillo, provincia Trujillo, regién La Libertad, Pert.
VI-2018

Xiomara Camino Oliva & S. Leiva sin

Tesis: Efecto
a1 Enterococcus faecalis ATCC 2912

o del Slico del
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ANEXO 10

CONSTANCIA DE ASESORIA EN LA PREPARACION DEL
EXTRACTO

CONSTANCIA DE ASESORIA

Yo Marili Roxana Soto Vasquez, docente de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional de Trujillo, con nimero de colegiatura N* 06952.

Mediante la presente dejo constancia de haber colaborado en la preparacién del extracto
etandlico de las hojas de Pelargonium peltatum, en el laboratorio de Farmacognosia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica dela Universidad Nacional de Truijillo, a la alumna Xiomara
Thais Camino Oliva, de la Facultad de Medicina Humana, de Escuela de Estomatologia de la
Universidad Privada Antenor Orrego.

Asi mismo, la preparacion del extracto, sera utilizada para la ejecucion de la tesis titulada:
“Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico del Pelargonium peltatum (L.) Hér. frente
al Enterococcus faecalis ATCC 29212”.

Se expide esta constancia a solicitud del interesado, para los fines que estime pertinentes.

Trujillo 12 agosto del 2019

LT
./ &/ /
a. MARILU NA SOTO VASQUEZ

Investigadora de la Facultad de Farmacia y Bioquimi
Lab rio de Far gnosi
Universidad Nacional de Trujillo

59



ANEXO 11

PERMISO PARA USO DE LABORATORIO

PERMISO PARA USO DE LABORATORIO

Yo, Elva Manuela Mejia Delgado, docente principal de la Facultad de Medicina
Humana con el cédigo 3147. Coordinadora de la Seccién de Microbiologia de la

Facultad de Medicina Humana de la Universidad Nacional de Trujillo .

Doy permiso ala Srta. XIOMARA THAIS CAMINO OLIVA Bachiller de la Escuela
de Estomatologia de la Universidad Privada Antenor Orrego de Truijillo para que
pueda realizar la fase experimental de su tesis titulada: “Efecto antibacteriano
in vitro del extracto etandlico de Pelargonium peltatum (L.) Her. Frente al

Enterococcus faecalis ATCC 29212TM”.

Brindando el apoyo necesario en cuanto equipo, material de vidrio y otros, asi
mismo, la asesoria necesaria en la manipulacion de los microrganismo, reactiva

y equipos del laboratorio de Microbiologia de la Seccién mencionada.

Se expide la presente para los fines correspondientes.

Trujillo, 27 de agosto del 2019

4 —

MEJIA DELGADO, ELVA MANUELA

Atentamente

Dra. Fiv. Md‘d Delgado
FASULI«f DE MEDICINA
Coorwinadora de Seccidn
C. 548

ANEXO 12
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CONSTANCIA DE ASESORIA EN EL DESARROLLO
MICROBIOLOGICO

CONSTANCIA DE ASESORIA

Yo, Elva Manuela Mejia Delgado, docente principal, a tiempo completo, con
cédigo UNT: 3147 del Departamento Ciencias Basicas de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Truijillo y coordinadora de la Seccién de

Microbiologia.
CERTIFICO:

Haber asesorado el Proyecto de Tesis titulada: “Efecto antibacteriano in vitro
del extracto etandlico de Pelargonium peltatum (L.) Her. Frente al
Enterococcus faecalis ATCC 29212TM, cuyo autor es: XIOMARA THAIS
CAMINO OLIVA Bachiller de la Escuela de Estomatologia de la Universidad
Privada Antenor Orrego de Trujillo. Cuyo estudio experimental fue realizado en

fechas 3 de septiembre del 2019 al 14 de septiembre del mismo ano.
Se expide la presente para los fines correspondientes.

Trujillo, 14 de septiembre del 2019

N\ 4 —
%g@}{—ﬂb@\ =
2 i

MEJIA DELGADO, ELVA MANUELA

Dra. Fiv. Mejia Delgado
FAZUL 1t DE MEDICINA
Cootwinadora de Seccién
C.548
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61



CONSTANCIA DE ASESORIA EN BIOESTADISTICA

CONSTANCIA

Quien suscribe, Dr. Jorge Neciosup Obando, de profesion licenciado en
estadistica, con DNI 17911612, domicilio en Urb. Los Laureles Mz. D 15 de la
ciudad de Truijillo, doy constancia de que con fechas 23 de agosto de 2020y 5
de abril del 2021 fui consultado por la Srta. XIOMARA THAIS CAMINO OLIVA
sobre algunos aspectos técnicos y estrategia de analisis estadistico que hizo en
su trabajo de investigacion de titulo “Efecto antibacteriano in vitro del extracto
etanolico de Pelargonium peltatum (L.) Her. Frente al Enterococcus faecalis
ATCC 29212TM”. Que me fue remitido via web. Al respecto le alcancé mi opinion
sobre como la mediana es un indicador mas robusto que el promedio aritmético

y la utilidad de ello en su estudio.
Comunico esto a solicitud de la parte interesada

Trujillo, 6 de junio, 2021

R

Bo—

.gg E. Neciosup Obando
EN ESTADISTICA

COESPE 1024

ANEXO 14
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CONSTANCIA DE ASESORIA DE TESIS

CONSTANCIA DE ASESORIA

El que suscribe Dra. ELVA MANUELA MEJIA DELGADO, deja
constancia de que la Srta. Xiomara Thais Camino Oliva, bachiller de
Estomatologia de la Universidad Privada Antenor Orrego, se
encuentra apta para sustentar la tesis que lleva como titulo "Efecto

antibacteriano in vitro del extracto gtanglico de Pelargon
Pelfatum (L) L Her. frente al, Enterococeys fagealls ATCC
29212™"

Atentamente

.-“\{‘]‘.--{.} ..,-'--H_\l.
gl Wy Ml PV L
g S

MEJIA DELGADO, ELVA MANUELA

mared EEEEErEREomSSsddEEIEEEE

Asesora: Dra. Elva Manuela Mejia Delgado
codigo YT ; 3147

ID: 0OD025016

MICROBIOLOGICO
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ANEXO 13

CONSTANCIA DE ASESORIA EN BIOESTADISTICA

CONSTANCIA

Quien suscribe, Dr. Jorge Neciosup Obando, de profesion licenciado en
estadistica, con DNI 17911612, domicilio en Urb. Los Laureles Mz. D 15 de la
ciudad de Truijillo, doy constancia de que con fechas 23 de agosto de 2020y 5
de abril del 2021 fui consultado por la Srta. XIOMARA THAIS CAMINO OLIVA
sobre algunos aspectos técnicos y estrategia de analisis estadistico que hizo en
su trabajo de investigacion de titulo “Efecto antibacteriano in vitro del extracto
etandlico de Pelargonium peltatum (L.) Her. Frente al Enterococcus faecalis
ATCC 29212TM”. Que me fue remitido via web. Al respecto le alcancé mi opinion
sobre como la mediana es un indicador mas robusto que el promedio aritmético

y la utilidad de ello en su estudio.
Comunico esto a solicitud de la parte interesada

Trujillo, 6 de junio, 2021

—

E. Neciosup Obando
EN ESTADISTICA
COESPE 1024

64



ANEXO 14

CONSTANCIA DE ASESORIA DE TESIS

CONSTANCIA DE ASESORIA

El que suscribe Dra. ELVA MANUELA MEJIA DELGADO, deja
constancia de que la Srta. Xiomara Thais Camino Oliva, bachiller de
Estomatologia de la Universidad Privada Antenor Orrego, se
encuentra apta para sustentar la tesis que lleva como titulo "Efecto
antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Pelargonium
Peltatum (L.) L” Her. frente al Enterococeus faecalis ATCC
29212

Atentamente

.-“\f]‘.-:{-} -..-'-.‘-L.\'l.
gl Wy Ml PV L
A

MEJ(A DELGADO, ELVA MANUELA

mared EEEEErEREomSSsddEEIEEEE

Asesora: Dra. Elva Manuela Mejia Delgado
codigo UNT ; 3147

ID: 0OD025016
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FOTOS DE LA METOLOGIA

Preparacion del extracto etanolico de P. Peltatum

Foto 01

Recoleccidn de las hojas de Geranio en el jardin
de la Universidad Privada Antenor Orrego

Foto 02

Seleccion de la hoja, deben estar en buen
estado, no hongos, no manchas o decoloracion




Foto 03

Lavado y desinfeccién de las hojas

ESTUFA

Foto 04

Las hojas se llevan a secar a una estufa de circulacién de aire por
conveccion forzada (40°C) por 48 horas.
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Foto 06

Las hojas pulverizadas se tamizan a través del tamiz N° 0.75

Foto 07

El polvo de las hojas se almacena en un frasco de vidrio de color
dmbar de boca ancha

Foto 08
El polvo de las hojas se pesa (160 g)
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Foto 9

Se mezcla bien, esta debe ocupar maximo las %
partes del recipiente

Foto 10

Se deja macerar por 7 dias, y se agita
15 minutos, dos veces al dia

Foto 11

Se filtra el macerado usando la bomba
de vacio, con papel de filtro
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Foto 12

Extracto se concentra en un
rotavapor

Foto 13 Foto 14
El concentrado se lleva a una estufa El secado da un producto
de circulacién llamdo extracto blando

Foto 15

Se preparan las concentraciones de
5%, 25%, 50%, 75%, 100%, disueltas

en etandl
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Foto 15

Los extractos se filtran para esterilizarlos y se
colocan en frascos de vidrio de color ambar

Determinacion de Concentraciéon minima inhibitoria

Foto 16

En tubos de 15x100ml se prepara la mezcla del extracto
etanolico 0.4ml y el inoculo bacteriano preparado 0.2ml

Foto 17

Los tubos se colocan en la jarra de Gaspak en microanaerobiosis, luego se
coloca en la estufa por 24 horas
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Foto 18

Se coloca 0.1ml de la dilucién de cada uno de los tubos de ensayo en
placas Petri con agar ST

Foto 19

Se extiende la dilucién en todas las direcciones de la placa Petri

=

Foto 20

Se cultiva en microanaerobiosis y posteriormente a la estufa por 24 horas
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Foto 21

Placas Petri a las 24 horas listas para su lectura (Técnica de
macrodilucidn en caldo)

Determinacion de Susceptibilidad bacteriana

Foto 22

Utilizando el método de difusién de discos, se sumergen discos en

cada una de las concentraciones del extracto etandlico
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Foto 23
Se colocan los discos embebidos en los extractos en las placas Petri

sembradas con inoculo

Foto 24

Se realiza 10 repeticiones por cada

concentracion
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Foto 25

Incubacién en camara de anaerobiosis en la jarra de Gaspack
y en microanaeribiosis en la estufa a 37°C durante 24 horas

Foto 26

Placas Petri a las 24 horas listas para la lectura (Método de Kirby Bauer)
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