UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL
DE HUAMANGA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

TESIS:

Efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho 2024

Para optar el titulo profesional de:
BIOLOGO, ESPECIALIDAD: MICROBIOLOGIA

PRESENTADO POR:
Bach. Juan Carlos LECHE LOZANO

ASESOR:
Dr. Victor Luis CARDENAS LOPEZ

COASESOR:
Dr. Enrique Javier AGUILAR FELICES

AYACUCHO - PERU
2025



A mis padres Simeén y Paulina,
guienes me ensefiaron el valor del
esfuerzo y la perseverancia por su

amor y apoyo incondicional.



AGRADECIMIENTOS
A la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, por abrirme las puertas
de su prestigiosa y respetable institucién, cuna de formidables profesionales.
A la Facultad de Ciencias Bioldgicas, a la Escuela Profesional de Biologia y de
manera especial, al cuerpo docente del area de Microbiologia, cuyo conocimiento
y experiencia fueron pilares fundamentales en mi formacion académica y
profesional.
Al Dr. Enrigue Javier Aguilar Felices, por su valioso apoyo en la obtencién de los
extractos vegetales y en la realizacion del respectivo tamizaje fitoquimico.
Al Dr. Victor Luis Cardenas Lépez, por su invaluable asesoria, orientacion y
dedicacion brindada durante el desarrollo de la presente tesis. Su experiencia,
compromiso y constante apoyo fueron fundamentales para la culminacién

satisfactoria de este trabajo académico.



INDICE GENERAL

Pagina
DEDICATORIA il
AGRADECIMIENTO %
INDICE GENERAL vii
INDICE DE TABLAS iX
INDICE DE FIGURAS Xi
INIDICE DE ANEXOS Xiii
RESUMEN XV
l. INTRODUCCION 1
Il. MARCO TEORICO 5
2.1. Antecedentes 5
2.1.1. Internacional 5
2.1.2. Nacional 6
2.1.3. Local 8
2.2. Marco conceptual 9
2.2.1. Antibioticos 9
2.2.2. Extracto vegetal 9
2.2.3. Efecto antibacteriano 9
2.2.4. Cepas ATC 9
2.2.5. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) 10
2.2.6. Concentracion Minima Bactericida (CMB) 10
2.3.  Basesteoricas 10
2.3.1. Metabolitos secundarios 10
2.3.2. Principio activo de las plantas medicinales 12
2.3.3. Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” 12
2.3.4. Salmonella enterica serovar Typhimurium 14
2.3.5. Salmonelosis 15
2.3.6. Tratamiento 16
2.3.7. Métodos basicos para el estudio de estabilidad a los antimicrobianos 16
Il MATERIALES Y METODOS 19
3.1. Lugar de ejecucion 19
3.2.  Materiales 19
3.2.1. Muestra vegetal 19
3.2.2. Microorganismo de ensayo 19

vii



3.3. Metodologia y recoleccién de datos
3.3.1. Preparacion de la muestra vegetal
3.3.2. Obtencion del extracto hidroalcohdlico
3.3.3. Preparacion de las concentraciones
3.3.4. Tamizaje fitoquimico

3.3.5. Determinacion del efecto antibacteriano
3.3.6. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
3.3.7. Concentracion Minima Bactericida (CMB)
3.4. Tipo de investigacion

3.5. Disefio de experimentacion

3.6.  Andlisis de datos

V. RESULTADOS

V. DISCUSION

VI. CONCLUSIONES

VIl.  RECOMENDACIONES

VIll. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

viii

19
19
20
20
20
20
22
22
23
23
23
25
31
37
39
41
51



Tabla 1.
Tabla 2.

Tabla 3.

INDICE DE TABLAS

Grupos de tratamiento

Metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Bidens cynapiifolia Kunth
“sillkau”. Ayacucho, 2025.

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion
Minima Bactericida (CMB) del extracto hidroalcohdlico de
Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho,
2025.

Pagina
23
27

30



Figura 1.

Figura 2.

INDICE DE FIGURAS

Diametro promedio de halos de inhibiciébn formados por
efecto de los diferentes tratamientos a base de Bidens
cynapiifolia Kunth frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho, 2025.

Porcentaje de inhibicion por efecto de los diferentes
tratamientos a base de Bidens cynapiifolia Kunth frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.
Ayacucho, 2025.

Xi

Pagina
28

29



Anexo 1.

Anexo 2.

Anexo 3.

Anexo 4.

Anexo 5.

Anexo 6.

Anexo 7.

Anexo 8.

Anexo 9.

Anexo 10.

INDICE DE ANEXOS

Fotografia de Bidens cynapiifolia kunth “sillkau”. Ayacucho,
2025.

Constancia de identificacion taxondmica de Bidens
cynapiifolia kunth “sillkkau”, Ayacucho 2025.

Constancia de pago correspondiente a la adquisicion de la
cepa Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028, emitida por Belomed S.A.C., 2025.

Cepa comercial de Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, adquirida y remitida por
Belomed S.A.C., 2025.

Protocolo de obtencién del extracto hidroalcohdlico a partir
de hojas de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau”. Ayacucho,
2025.

Preparacion del extracto hidroalcohélico de hojas de
Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau”. Ayacucho, 2025.
Protocolo para la determinacion del efecto antibacteriano
del extracto hidroalcohdlico de hojas de Bidens cynapiifolia
Kunth “sillkau” frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho, 2025.
Determinacion del efecto antibacteriano del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Bidens cynapiifolia Kunth
“sillkau” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028, Ayacucho 2025.

Fotografias de los halos de Inhibicién formados por las
distintas concentraciones del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028,
Ayacucho 2025.

Didmetro de halos de inhibicion (mm), formados por las
distintas concentraciones del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.
Ayacucho, 2025.

xiii

Péagina
53

54

55

56

57

58

59

60

61

62



Anexo 11.

Anexo 12.

Anexo 13.

Anexo 14.

Anexo 15.

Anexo 16.

Anexo 17.

Anexo 18.

Porcentaje de Inhibicién de las distintas concentraciones de
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens cynapiifolia
Kunth “sillkau” frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho 2025.

Prueba P de normalidad del diametro de halos de
inhibicion, del extracto hidroalcohdlico de hojas de Bidens
cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho, 2025.
Andlisis de varianza (ANOVA) de los halos de inhibicién
generados por los diferentes tratamientos frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.
Ayacucho, 2025.

Prueba de comparacion multiple t de Dunnett de los halos
de inhibicion producidos por los diferentes tratamientos
frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028. Ayacucho, 2025.

Procedimiento para evaluar la Concentracibn Minima
Inhibitoria (CMI) y la Concentracibn Minima Bactericida
(CMB) del extracto hidroalcohdlico de Bidens cynapiifolia
Kunth. Ayacucho, 2025.

Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion
Minima Bactericida (CMB) del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Bidens cynapiifolia Kunth frente a Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho
2025.

Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de hojas
de Bidens cynapiifolia Kunth, Ayacucho 2025.

Matriz de consistencia

Xiv

63

64

65

66

67

68

69

70



RESUMEN

El presente estudio de investigacion tuvo como finalidad evaluar el efecto
antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens cynapiifolia
Kunth “sillkau” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. La
investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de
Ciencias de la Salud y en el Laboratorio de Bacteriologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
empleando un disefio de tipo experimental. El extracto hidroalcohdlico fue
obtenido mediante el método de maceracién y su actividad antibacteriana se
evalub a través de la técnica de Antibiograma Disco-Placa, utilizando
concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL y como control positivo el
ciprofloxacino 5 pg. La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion
Minima Bactericida (CMB) se determinaron mediante el método de macrodiluciéon
en tubos seguido de subcultivo en placa recomendado por el SEIMC. El tamizaje
fitoquimico permitié identificar la presencia de flavonoides, compuestos fendlicos,
taninos, lactonas, saponinas, alcaloides. Los resultados evidenciaron que la
concentracion de 500 mg/mL del extracto hidroalcohélico presentd la mayor
actividad antibacteriana frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028, registrando un halo de inhibicion promedio de 9,38 mm, un porcentaje de
inhibicién de 31,00%, una CMI de 62,5 mg/mL y una CMB de 125,0 mg/mL. En
conclusion, se determiné que el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico
de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028 es dependiente de la concentracion, observandose una
mayor actividad antibacteriana a concentraciones mas elevadas.

Palabras clave: Bidens cynapiifolia Kunth, extracto hidroalcohdlico, efecto
antibacteriano.

XV



l. INTRODUCCION

Las enterobacterias constituyen un grupo de bacilos Gram negativos, anaerobios
facultativos y no esporulados, que comprenden alrededor de 50 géneros y cientos
de especies, formando parte del microbiota intestinal de diversos animales,
incluido el ser humano. Entre los géneros mas representativos se encuentran
Citrobacter spp., Salmonella spp., Escherichia coli, Enterobacter spp. y Proteus
spp., los cuales se caracterizan por fermentar glucosa, ser oxidasa negativos y
catalasa positivos. Algunas especies poseen flagelos que les confieren motilidad,
como Salmonella spp., considerada una de las enterobacterias de mayor
relevancia clinica por su implicancia en la enfermedad diarreica aguda (EDA)
asociada a la contaminacion alimentaria (Cholan et al., 2019).

La salmonelosis es una enfermedad de origen bacteriano que afecta
principalmente el sistema gastrointestinal y en algunos casos, puede diseminarse
al torrente sanguineo, constituyendo una de las principales causas de
gastroenteritis. Dentro de este género, Salmonella typhi se caracteriza por inducir
inflamacién intestinal y diarrea, ademas, posee la capacidad de sobrevivir y
replicarse dentro de los macrofagos. Esta bacteria es la causante de la fiebre
tifoidea, una enfermedad que constituye un significativo problema de morbilidad y
mortalidad a nivel global. Se estima que las salmonelas tifoideas ocasionan mas
de 600 000 muertes anuales, siendo su incidencia mayor en comunidades urbanas
densamente pobladas, donde el agua se encuentra contaminada con materia fecal
humana (Cholan, 2018).

El empleo de plantas medicinales ha experimentado un notable incremento a nivel
mundial, debido a su eficacia terapéutica, amplia disponibilidad y aceptacion en el
uso cotidiano. En paises en desarrollo, el 80% de la poblacién recurre a ellas como
parte de la atencion primaria en salud. Asimismo, ante la problemética generada
por la resistencia bacteriana a mdltiples antibioticos y los efectos adversos

asociados al uso de antimicrobianos sintéticos, la investigacion y el interés



cientifico se han orientado hacia el desarrollo y aplicacion de antimicrobianos de
origen natural (Badager, 2022; Cholan et al., 2019).

Bidens cynapiifolia Kunth es una especie herbacea anual, originaria de
Sudamérica y actualmente distribuida de manera amplia a nivel mundial, con
mayor presencia en regiones tropicales y subtropicales. Pertenece a la familia
Asteraceae, considerada uno de los linajes botanicos con mayor reconocimiento
y relevancia en el &mbito de las plantas medicinales (Calderin et al., 2021).
Diversas investigaciones han evidenciado que el género Bidens, tanto en sus
raices como en sus partes aéreas, presenta multiples propiedades bioldgicas de
interés, entre las que destacan actividades antimicobacterianas, antimicrobianas,
antiangiogénicas, anticancerigenas, antidiabéticas, antipaludicas,
antibacterianas, antiinflamatorias, antialérgicas, asi como efectos
inmunomoduladores y antioxidantes (Calderin et al., 2021).

Las propiedades farmacol6gicas atribuidas al género Bidens se relacionan con la
diversidad de metabolitos presentes en su composicion. Entre ellos destacan dos
grupos principales: los poliacetilenos, con efecto inhibidor frente a diversos
organismos patdgenos, y los flavonoides, reconocidos por su actividad
antiinflamatoria. Cabe sefialar que los poliacetilenos también ejercen accién
antiinflamatoria mediante un mecanismo distinto al de los flavonoides. Asimismo,
este género contiene aceites esenciales y triterpenos que pueden contribuir de
manera complementaria a sus efectos terapéuticos (Alonso, 2019).

Dado que la informacién disponible acerca de la actividad antibacteriana de
Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” es limitada, surge el interés de investigar esta
especie frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium, microorganismo de
gran relevancia para la salud publica en nuestra region. En este marco, la presente
tesis establece los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohélico de las hojas de Bidens
cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028, Ayacucho 2024.

Objetivos especificos:

e Identificar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en el

extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau”.



Determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” a concentraciones (100, 200, 300, 400 y
500 mg/mL) frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.
Determinar la Concentracibn Minima Inhibitoria (CMI) del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.

Determinar la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a

Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
2.1.1. Internacional
Munera y Triana (2024), evaluaron el “Efecto antimicrobiano del extracto de
Sambucus peruviana (Sauco) frente a Streptococcus mutans”. La inhibicion
bacteriana se evalué utilizando el método de difusion en agar mediante discos,
con el objetivo de determinar la sensibilidad del microorganismo frente a distintas
concentraciones. Los resultados evidenciaron que el extracto de flores, en
concentraciones del 60% y 80%, present6 sensibilidad intermedia frente a cepas
de Streptococcus mutans, al igual que la concentracion al 100% de ambos
extractos. Se concluyd, que el extracto de Sambucus nigra (sauco) posee
actividad antimicrobiana contra S. mutans, observandose que ambos extractos
inhiben el crecimiento bacteriano a una concentracién del 100%. No obstante, el
analisis estadistico mediante ANOVA indicé que los tratamientos no presentaron
diferencia significativa.
Chafla y Silva (2023), evaluaron in vitro el efecto antibacteriano del extracto de
Bidens pilosa L. y Eryngium foetidum L. Utilizaron la técnica modificada de difusion
en pocillos. Evidencid, la concentracion de 15 mg/mL no presenté halos de
inhibicién, por otra parte, la concentracion de 10 mg/mL de E. foetidum present6
un halo de inhibicién superior frente a Staphylococcus aureus (21,0 £ 2,0 mm). La
Concentraciéon Minima Bactericida (CMB) se presentd a partir de 15,62 mg/mL
para para S. aureus con E. foetidum. En contraste, para Bidens pilosa la CMB
frente a Escherichia coli y Salmonella Typhimurium fue de 125 mg/mL.
Concluyeron, que los extractos de Bidens pilosa L. y Eryngium foetidum L.
presentaron efecto antibacteriano.
Badager (2022), evalu6 la “Actividad antibacteriana de Bidens pilosa, Erhetia
latifolia, Melochia tomentosa y Zizyphus amole”. En la evaluacion de la

sensibilidad bacteriana, utilizo la técnica de difusién en agar de Kirby-Bauer. Los



resultados mostraron que Staphylococcus aureus presenté sensibilidad frente a
cuatro extractos pertenecientes a tres de las cuatro especies analizadas, mientras
que la cepa ATCC 29213 evidencid6 sensibilidad a cuatro extractos
correspondientes a dos especies estudiadas. Concluyd, que Bidens pilosa, Erhetia
latifolia, Melochia tomentosa y Zizyphus amole poseen actividad antibacteriana.
Calderin et al. (2021), describieron la “Composicion fitoquimica y actividad
farmacologica de Bidens pilosa L.”. A través, de una revision de literatura
publicada entre 2011 y 2021 en repositorios cientificos como Scielo, Scopus y
PubMed/Medline, se determiné que Bidens pilosa L. contiene mas de 300
metabolitos secundarios, entre los que destacan flavonoides, poliacetilenos,
compuestos fendlicos simples, alcaloides, taninos vy terpenoides. Estos
metabolitos han sido asociados a diversas actividades bioldgicas, tales como
efectos antifiingicos, antiparasitarios, antibacterianos, antivirales, analgésicos,
antiinflamatorios, anticancerigenos y antioxidantes. Los conocimientos
almacenados en la ultima década acerca de las propiedades farmacol6gicas de
B. pilosa respalda su amplio uso tradicional y abre nuevas perspectivas para el
desarrollo de productos con potencial terapéutico.

Pérez et al. (2021), evaluaron la “Actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de Origanum vulgare frente Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Escherichia coli ATCC 25922”
Mediante el método de diluciébn seriada doble se establecieron las distintas
concentraciones del extracto y la actividad antibacteriana se evalué utilizando el
método de difusiébn en pozo. Utiliz6 concentraciones de 20; 40 y 80 mg/mL.
Determiné actividad antibacteriana con halos de inhibicién promedio de 21,64;
15,24 y 11,45 mm para Staphylococcus aureus ATCC 29213; 13,31; 12,27 y 7,35
mm para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853y 12,5; 11,40 y 10,6 mm para
Escherichia coli ATCC 25922, en las distintas concentraciones evaluadas.
Concluyeron, que el extracto etandlico de O. vulgare posee capacidad
antibacteriana frente a las tres cepas bacterianas estudiadas.

2.1.2. Nacional

Balvin y Sanchez (2024), estudiaron la “Actividad antibacteriana in vitro del
extracto hidroalcohdlico de Mirabilis jalapa L. “maravilla” frente a Salmonella
typhimurium”. La muestra vegetal estuvo constituida por 100 g de “maravilla”,
mientras que la muestra microbiolégica correspondid a la cepa Salmonella

typhimurium. La actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico, a distintas



concentraciones, se evalu6 mediante el método de difusion en agar. Los
resultados mostraron halos de inhibicion de 6 mm, iguales a los observados en el
control negativo (agua destilada). En conclusion, el extracto hidroalcohdlico de
“maravilla” no present6 actividad antibacteriana frente a la cepa de Salmonella
typhimurium.

Fernandez y Llanos (2024), evaluaron el “Efecto antibacteriano in vitro de los
aceites escenciales de Citrus limon “limén” y Cinnamomum verum “canela” sobre,
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603”.
Empled la técnica de difusién en discos, utilizando un total de 120 unidades
experimentales. Los halos de inhibicion obtenidos a la concentracién del 100%
fueron para: “canela” 33,3 mm y para “limén” 36,67 nm frente a Acinetobacter
baumannii ATCC 19606; mientras que frente a Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 se registraron halos de 32 mm y 32,67 mm, respectivamente.
Concluyeron, los aceites esenciales de “canela” y “limén” presentaron efecto
antibacteriano potencialmente significativo, ya que mostraron actividad inhibidora
comparable a los controles positivos (Tazobactam y Meropenem) en la
concentracion del 100%.

Mayta y Pefialosa (2023), evaluaron el “Efecto cicatrizante de la crema a base del
extracto etanodlico de Bidens cynapiifolia Kunth “amor seco” en ratones albinos”.
Fue un estudio experimental, transversal. Utiliz6 100 gramos de hojas de “amor
seco” y 30 ratones albinos. Utilizé el método de la fuerza de tension. Evidenciando
gue la crema al 10% presentd una eficacia de 84,5% de cicatrizacion. En
conclusién, identificaron flavonoides, taninos y compuestos fendlicos.

Mafiuico y Puma (2023), evaluaron la “Actividad antifingica in vitro del extracto
hidroalcohdlico de Bidens pilosa “saetilla” sobre Candida albicans”. Empleé
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%, utilizando como control positivo el
fluconazol. La actividad antifingica susceptible se evidenci6 en la concentracion
de100% con 28,09 mm, seguida del 75% con 23,99 nm, por su parte el fluconazol
presentd un halo de inhibicion de 32,31 nm. En conclusion, determinaron la
actividad antifangica en las concentraciones de 100 y 75% frente a Candida
albicans.

Mamani y Quispe (2022), evaluaron la “Actividad antibacteriana in vitro del aceite
esencial de Bidens pilosa L. (Chipaca) frente a Staphylococcus aureus y
Escherichia coli”. Utiliz6 el método de pozos de agares, empleando

concentraciones de 25%; 50%; 75% y 100%. Evidenci6 halos de inhibicién frente



a Staphylococcus aureus en las concentraciones de 25% (6,60mm), 50%
(20,40mm), 75% (12,45mm) y 100 % (14,60mm). Frente a Escherichia coli
presentdé halos de inhibicion en la concentracion de 25% (6,00mm), 150%
(0,75mm), 75% (13,45mm) y 100% (15,45nm). Concluyeron, que el aceite esencial
presento resistencia en todas las concentraciones analizadas.

2.1.3. Local

Palomino (2024), determiné la “Actividad antibacteriana de Coriandrum sativum
“‘culantro” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028".
Empleé la técnica de difusion en pozos en agar, obteniéndose el mayor halo de
inhibicién con el aceite esencial de tallos (14,4 mm; 46,3% de inhibicion). La CMI
y CMB para el aceite esencial fue de 70 y 80 mg/mL para tallos; 80 y 90 mg/mL
para hojas; mientras que para el extracto metandlico se registraron valores de 60
y 70 mg/mL en hojas y 70 y 80 mg/mL en tallos. Concluyd, el extracto metandlico
y el aceite esencial de Coriandrum sativum poseen efecto antibacteriano frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.

Rojas (2024), estudi6 la “Actividad antibacteriana de Caesalpinia spinosa “tara”
frente a Salmonella entérica serovar Typhimurium ATCC 14028”. Empled la
difusion en pozos en agar, utilizando ciprofloxacino (0,5 pug) como control positivo
y la CMI se determiné mediante macrodilucién en caldo. El extracto etandlico del
pericarpio a 700 mg/mL presentd los mejores resultados (halo de 14,63 mm;
46,36% de inhibicion; CMI: 4,69 mg/mL; CMB: 9,38 mg/mL). En hojas, el mejor
tratamiento fue también el etandlico a 700 mg/mL (14,02 mm; 44,44% de
inhibicion; CMI: 9,38 mg/mL; CMB: 37,5 mg/mL). Concluy6, las hojas y pericarpio
de “tara” presentaron actividad antibacteriana.

Condoray (2024), evalu6 el “Efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de
las hojas y tallos de Jatropha macrantha Mull. Arg. “huanarpo macho” frente a
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619”. Utilizé el método disco-placa de Kirby—
Bauer, empleando oxacilina como control positivo y evaluando concentraciones
de 100 a 500 mg/mL. El extracto a base de hojas mostré halos de inhibicién a
partir de 300 mg/mL, el de tallos fue a partir de 100 mg/mL. En las hojas las CMI
y la CMB fueron 62,50 y 125,00 mg/mL, respectivamente; en los tallos fueron 1,95
y 3,90 mg/mL. Concluyd, el extracto de “huanarpo macho” presentd efecto
antibacteriano.

Gomez (2023), evaluo el “Efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de

Hypseocharis bilobata kKillip frente a Streptococcus pyogenes ATCC 19615”.



Empleo el método de difusion en disco de Kirby—Bauer, utilizando concentraciones
de 10, 50, 100, 150 y 200 mg/mL, determinandose ademés la CMI y CMB.
Evidencié mayor efecto antibacteriano en la concentracion de 200 mg/mL con un
halo de inhibicion (12,05 nm), porcentaje de inhibicion (45,8%). La CMI fue de 6,25
mg/mL y la CMB fue 12,5 mg/mL. Concluyo, el extracto de “pacha tara” presento
efecto antibacteriano dependiente de la concentracion.

Huamani (2021), evalué el “Efecto antibacteriano de los extractos hidroalcohdlico
y etandlico de las hojas de Erythroxylum coca Lam “coca” frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175”. Utiliz6 el método del antibiograma disco—placa a
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%, determinandose la CMI y CMB
mediante macrodilucién en caldo y siembra en placa, respectivamente. Reporté
que el extracto etandlico mostré mayor actividad antibacteriana a concentraciones
de 50%, 75% y 100%, con halos promedio de 12,77 mm, 14,43 mm y 15,00 mm,
respectivamente. En el extracto hidroalcohdlico observé halos en la concentracion
de 25% (7,67nm); 50% (8,7 nm); 75% (9,47 nm) y 100% (12,13 nm). Se obtuvieron
valores de CMI y CMB similares para los dos extractos: 18,75 mg/mLy 75 mg/mL,
respectivamente. Concluyo, el extracto hidroalcohdlico y etandlico de las hojas de
“coca” presentaron actividad antibacteriana.

2.2.  Marco conceptual

2.2.1. Antibiéticos

Compuestos quimicos generados por distintas especies de microorganismos o
sintetizados en laboratorio, capaces de inhibir el crecimiento de otros
microorganismos y en determinados casos, pueden llegar a destruirlos (Cordiés
et al., 1998).

2.2.2. Extracto vegetal

Mezcla de diversos compuestos quimicos obtenida a partir de partes u érganos
de especies vegetales, mediante la aplicacion de métodos fisicos, quimicos o
microbioldgicos (Siza, 2017).

2.2.3. Efecto antibacteriano

Compuesto con capacidad para inhibir el crecimiento y la multiplicaciéon de
bacterias, o0 bien producir su eliminacién (Canales, 2016).

2.2.4. Cepas ATCC

Las cepas ATCC son microorganismos de referencia, certificados vy

caracterizados, empleados en la evaluacion de la calidad de los medios de cultivo,



la validacion de métodos microbiolégicos y la garantia de la confiabilidad de los
resultados (Montoya, 2013).

2.2.5. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Es la menor concentracion de un antibiotico que logra inhibir el crecimiento
bacteriano en un medio de cultivo después de un tiempo determinado de
incubacién (Paredes y Roca, 2004).

2.2.6. Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Es la menor concentracion de un agente antimicrobiano capaz de eliminar mas del
99,9 % de los microorganismos viables después de un periodo determinado de
incubacién (Horna et al., 2005).

2.3. Bases teoricas

2.3.1. Metabolitos secundarios

Son compuestos de bajo peso molecular que desempefian una importante funcion
ecoldgica en las plantas y se clasifican de acuerdo a la composicién quimica en
dos grupos principales: nitrogenados (aminas, glucésidos cianogénicos,
glucosinolato, alcaloides y aminoacidos no proteicos) y no nitrogenados
(policétidos, fenilpropanoides, terpenoides, poliacetilenos) (Sepulveda et al.,
2003).

a. Alcaloides

Los alcaloides constituyen un grupo de metabolitos secundarios de origen natural,
caracterizados por ser compuestos organicos heterociclicos que contienen
nitrégeno en su estructura. Poseen caracter basico y en su mayoria se
biosintetizan a partir de aminoacidos (Coronado y Escobar, 2013; Sepulveda et
al., 2003). El efecto antimicrobiano de los alcaloides se atribuye a diversos
mecanismos de accién, entre ellos: la capacidad de intercalarse en el ADN,
interfiriendo en procesos de replicacion y transcripcion; la inhibicién de la sintesis
proteica; la induccién de apoptosis en células microbianas; asi como la inhibicién
de enzimas clave implicadas en el metabolismo de carbohidratos (Sepulveda et
al., 2003).

En el ser humano, los alcaloides pueden resultar altamente tdxicos cuando se
administran en dosis elevadas; no obstante, en concentraciones bajas poseen un
significativo valor terapéutico, ya que actian como relajantes musculares,
tranquilizantes, antitusivos, analgésicos, anestésicos locales, antifibrilantes,
ademas de presentar propiedades antitumorales y antipalidicas (Avalos y Pérez,
2009; Escobar, 2014).
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b. Flavonoides

Son compuestos fendlicos de bajo peso molecular, constituidos por 15 atomos de
carbono, que cumplen un rol fundamental en la fisiologia vegetal. Estos
metabolitos secundarios participan en los mecanismos de respuesta a la radiacién
luminica y en la regulacion de los niveles de auxinas, influyendo asi en el
crecimiento, desarrollo y diferenciacion de los tejidos vegetales (Russo y Sanchez,
2006).

Los flavonoides tienen la capacidad de aumentar la coloracion de las hojas, flores,
frutos y tubérculos (Hernandez et al., 2019); y participan en la defensa de las
plantas frente a agentes externos agresores como: la radiacion UV de los rayos
solares, microorganismos patdgenos, animales herbivoros, otras plantas (efecto
alelopético) y el entorno (medio ambiente agresivo) (Cartaya y Reynaldo, 2001).
Ademds, los flavonoides poseen una gran variedad de propiedades
farmacologicas como antiinflamatorias, antimicrobianas, antitrombdticas,
antialérgicas, antitumorales, anticancerigenas y antioxidantes (Escamilla et al.,
2009).

c. Terpenos

Los terpenos son metabolitos secundarios que se forman a partir de la
condensacion de unidades de cinco carbonos denominadas isoprenos. Su
clasificacion se establece segun el niumero de unidades de isopreno que los
establecen, lo que da lugar a diferentes subgrupos con diversas estructuras y
actividades bioldgicas (Sepulveda et al., 2003). Estos compuestos se caracterizan
por ejercer efectos positivos sobre la funcion hepética y biliar. Asimismo,
presentan actividades antiinflamatoria, antimicrobiana, antitumoral y antiviral. De
igual manera, han sido empleados como agentes terapéuticos en casos de
intoxicacion provocada por la ingestién de hongos toxicos del género Amanita
(Lépez et al., 2022).

d. Saponinas

Las saponinas estan formados por una aglicona unido a uno o mas oligosacaridos
por medio de enlaces glucosidicos que les conceden un caracter anfifilico, con
propiedades tensoactivas y hemoliticas; también poseen actividad biol6gica como:
antiinflamatorio, insecticida, leishmanicida, antitrichomonas, antiagregante
plaquetario, anti-protozoos, broncolitico, hipocolesterolémico, anticancerigeno,
antibacteriano, antifiingico y antiviral (Ahumada et al., 2016; Lépez et al., 2022;
Mena et al., 2015).
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e. Quinonas

Las quinonas son compuestos organicos que se generan a partir de la oxidacion
de estructuras arométicas, originando como producto caracteristico una dicetona
conjugada en el anillo (Leyva et al., 2017). Las quinonas son compuestos solidos
que presentan puntos de fusion superiores a 100 °C, con tonalidades
caracteristicas que van del amarillo al rojo o parpura. Son insolubles en agua, pero
muestran  solubilidad parcial en disolventes organicos no polares.
Farmacoldgicamente, se les atribuyen diversas actividades biologicas, entre ellas
efectos antiinflamatorios, antivirales, antitumorales, antimicrobianos vy
antitripanosémicos (Bravo, 2018).

2.3.2. Principio activo de las plantas medicinales

Se define como la molécula derivada del metabolismo secundario de los vegetales
que presenta actividad farmacolégica y, en algunos casos, efectos téxicos
(Berdonces, 1994). La investigacion de dichas moléculas requiere un proceso
sistematico que comprende su aislamiento, identificacion y evaluacién, a través
de estudios fitoquimicos, ensayos de actividad biologica, asi como pruebas de
toxicidad y citotoxicidad. Este abordaje tiene como finalidad respaldar la inocuidad,
eficacia y seguridad de los compuestos de interés (Soria, 2018; OPS, 2019; Verde
et al., 2012; L6pez, 2012).

2.3.3. Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau”

a. Caracteristicas generales

Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” es una hierba anual glabra, de 30 a 80 cm de
altura, con tallo erecto, muy ramificado y de secciéon cuadrangular. Sus hojas son
compuestas, opuestas y bipinnadas; en la parte superior presentan peciolos,
generalmente tripartidas, con segmentos ovados o lanceolados de 2 a 8 cm de
longitud. Las inflorescencias corresponden a capitulos terminales y axilares de
color amarillo intenso, formados por flores tubulares y radiadas; las externas
poseen ligulas lineales, mientras que las radicales presentan pétalos amarillos
prominentes. Los capitulos pueden ser lampifios o con pequefias pestafietas en
el margen, orientadas hacia arriba (Salazar, 2021; Boffil y Cardella, 2005).

b. Taxonomia

Se describe de la siguiente manera (Anexo 2):

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
ORDEN : ASTERALES
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FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Bidens
ESPECIE : Bidens cynapiifolia Kunth
N.V. : “sillkau”

c. Distribucién geogréfica y habitat

Es una especie originaria de Sudamérica, actualmente distribuida en las regiones
tropicales y subtropicales de Africa, América y Asia. En el continente americano
se reporta en Costa Rica, Honduras, Guatemala, Panama, Ecuador, Venezuela,
Peru, Bolivia (Reisancho, 2019).

Es una hierba de amplia distribucién cosmopolita, que prospera en regiones de
clima templado y calido. Su habitat incluye riberas de rios, margenes de caminos,
colinas calcareas, asi como campos de cultivo, rastrojos y terrenos removidos
donde actlia como especie invasora. Se desarrolla en un rango altitudinal de 25
hasta 3300 m s.n.m. (Galindo, 2013).

d. Usos en la medicina tradicional

El género Bidens, particularmente B. pilosa, ha sido descrito como una especie de
amplio uso medicinal, atribuida con propiedades corroborantes, sialagogas y
emenagogas, empleandose en el tratamiento de diversos malestares. Las hojas,
administradas en infusion o decoccion, asi como masticadas en estado fresco, se
utilizan tradicionalmente en el manejo de aftas bucales, anginas, afecciones
renales, Ulceras gastroduodenales, ademas de aplicarse en forma de cataplasma
sobre heridas y tumores. Asimismo, se han reportado usos en cuadros de dolor
abdominal, célicos (en forma de enemas) y reumatismo (Lastra y Ponce de Leon,
2001). Las flores, hojas y raices se emplean con fines antiodontalgicos;
adicionalmente, las flores han sido utilizadas como antidiarreicas, mientras que la
raiz se destina al tratamiento del dolor de oido. Las semillas tostadas se aplican
en incisiones externas, en tanto que el jugo obtenido de la planta ha sido referido
como antidoto en los casos de intoxicaciéon (Galindo, 2013).

Asimismo, se ha documentado que Bidens presenta una amplia gama de
actividades biolégicas de interés farmacolédgico. Entre ellas destacan su accion
antiinflamatoria, 0til en afecciones como asma, reumatismo y conjuntivitis;
actividad antipalidica y antitumoral, vinculada a la presencia de flavonoides
altamente oxigenados y a su elevado potencial antioxidante; efectos hipotensores
y vasculares; asi como propiedades antihiperglucémicas. Su capacidad para

inhibir el crecimiento de hongos y bacterias patégenas, atribuida a la accién de
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alquinos fotosensibles y compuestos fendlicos libres. A nivel gastrointestinal, se
les reconocen efectos protectores frente a Ulceras, hepatoprotectores y
cicatrizantes, principalmente relacionados con su contenido de flavonoides. Del
mismo modo, se ha evidenciado su potencial viricida, incluyendo actividad
antiherpética asociada a poliinos activados por luz ultravioleta, ademas de su
capacidad para proteger la mucosa gastrica, contribuyendo a la prevencion y
tratamiento de gastritis y colitis (Solis et al., 2015).

2.3.4. Salmonella enterica serovar Typhimurium

a. Caracteristicas generales

El género Salmonella comprende bacterias patégenas con morfologia de bacilos,
Gram negativas, anaerobias facultativas, no esporuladas y carentes de capsula.
Presentan movilidad por la presencia de flagelos peritricos. Son catalasas
positivas y oxidasas negativas; no producen indol ni degradan urea, pero poseen
la capacidad de descarboxilar lisina y ornitina, reducir nitratos y generar acido
sulfhidrico. Fermentan carbohidratos como sorbitol, maltosa, glucosa, sin
produccién de gas; en contraste, no metabolizan sacarosa, lactosa, ni otros
azUcares. Para su crecimiento en un medio de cultivo requiere de una temperatura
de 5°C a 47°C (Parra et al.,, 2002; Flores, 2003; Castiblanco y Hoyos, 2018;
Gonzales et al., 2014).

b. Patogenia

La via oral representa la principal forma de ingreso de Salmonella, usualmente a
través del contacto con heces de animales infectados o por el consumo de
alimentos y agua contaminados. Este patdégeno posee un polisacarido capsular
gue recubre su superficie celular y actia como factor de virulencia, al conferirle
resistencia frente a condiciones adversas como el pH acido gastrico, la accién de
las sales biliares y el peristaltismo intestinal. Asimismo, este componente
estructural inhibe la lisis mediada por el sistema del complemento y favorece la
resistencia a la fagocitosis (Alfaro, 2018; Marin, 2018).

Posteriormente, las bacterias alcanzan el intestino delgado, donde atraviesan las
células M, un tipo especializado de células epiteliales que recubren las placas de
Peyer. Durante esta interaccion, Salmonella induce una reorganizacion del
citoesqueleto de actina en dichas células, generando alteraciones morfolégicas en
la membrana plasmatica conocidas como ruffling (ondulaciones), las cuales
facilitan su internalizacion y la colonizacion intracelular. Una vez internalizadas,

las bacterias migran hacia las placas de Peyer, donde son fagocitadas por

14



macrofagos, células dendriticas y neutréfilos. En el interior de estas células
fagociticas, Salmonella logra sobrevivir y multiplicarse, estableciendo una
infeccidn intracelular que favorece su diseminacion sistémica (Marin, 2018).

c. Factores de virulencia

Salmonella enterica es un patdgeno humano que posee un repertorio de factores
de virulencia, entre ellos, el antigeno Vi, antigeno O, las islas de patogenicidad
Salmonella (SPI-1 y SPI-2), pldsmidos de virulencia, porinas, lipoproteina de
Braun, capsula, diversas enzimas y toxinas, que le confieren la capacidad de
invadir células humanas, diseminarse, evadir la respuesta inmunitaria, inducir una
hiperestimulacion del sistema inmune y, en consecuencia, originar la fiebre
tifoidea. Adicionalmente, esta bacteria presenta la habilidad de formar biopeliculas
(biofilms) sobre la superficie de célculos biliares, lo que favorece su persistencia
cronica en la vesicula biliar y mantiene un ciclo de reinfeccién microbiana, seguido
de la diseminacién del patégeno mediante la orina y las heces (Marin, 2018;
Sanchez y Cardona, 2003; Garcia et al., 1992; Figueroa y Verdugo, 2005).

2.3.5. Salmonelosis

Es una enfermedad bacteriana de caracter intestinal y sistémico, causada por
Salmonella. Se manifiesta clinicamente por fiebre continua, cefalea intensa,
malestar general, anorexia, mialgias, escalofrios, bradicardia relativa,
esplenomegalia, exantema caracteristico en forma de manchas rosadas en el
tronco, ademas de alteraciones gastrointestinales como diarrea o estrefiimiento
acompafiados de dolor abdominal. Su evolucion clinica, prolongada y
potencialmente grave, puede derivar en complicaciones mayores, entre ellas
hemorragia digestiva, perforacion intestinal, miocarditis, encefalopatia y
coagulacion intravascular diseminada (Carrada, 2007; OMS, 2023; Bush y
Vazquez, 2024 y Escaobar et al., 2017).

El diagnéstico de la infeccibn por Salmonella enterica se fundamenta
principalmente en el aislamiento del patégeno a partir de muestras biolégicas
como sangre, heces, orina, aspirado de médula 6sea o bilis. EI hemocultivo
constituye el método de referencia mas empleado por su precision diagnoéstica,
aunque su sensibilidad no supera el 90%. Asimismo, se utilizan pruebas
seroldgicas, como la reaccion de aglutinacion de Widal (reacciones febriles); pero,
la limitacion principal radica en que individuos sanos residentes en zonas
endémicas pueden presentar titulos elevados de anticuerpos, lo que dificulta la

diferenciacién entre sujetos infectados y no infectados (Calva, 2001).
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2.3.6. Tratamiento

En la década del 90 las fluoroquinolonas probaron ser agentes altamente efectivos
para el tratamiento de la fiebre tifoidea; el ciprofloxacino es particularmente
efectiva para minimizar la falla terapéutica, recaidas y ocurrencias de portadores
crénicos (Arteaga y Artega, 2002), que actua inhibiendo las enzimas ADN-girasa
y topoisomerasa |V, indispensables para la replicacién, transcripcion, reparacion
y recombinacion del ADN bacteriano (Tolentino, 2016).

2.3.7. Métodos basicos para el estudio de estabilidad a los antimicrobianos
La evaluacién de la sensibilidad de los microorganismos frente a los agentes
antimicrobianos se lleva a cabo mediante pruebas de susceptibilidad o
antibiogramas, cuyo propésito es evaluar en el laboratorio la respuesta del
patdgeno frente a uno o varios antimicrobianos, con el fin de predecir su eficacia
terapéutica y orientar el tratamiento clinico (SEIMC, 2000).

a. Métodos de difusion

Segun la OPS (2005), el NCCLS adopté como método de referencia para la
difusion por disco los pasos fundamentales del procedimiento descrito en el
estudio de Bauer, los cuales deben aplicarse de manera estricta para asegurar
resultados exactos.

Método de antibiograma disco-placa (Técnica de Bauer & Kirby)

El método del antibiograma disco-placa se basa en la colocacién de discos de
papel filtro impregnados con distintos antibidticos sobre la superficie de un medio
de agar en placa de Petri previamente inoculado con el microorganismo en
estudio. Al contactar con el agar humedo, el disco absorbe agua y el agente
antimicrobiano se difunde de forma radial en el medio. Luego de un periodo de
incubacion de 18 a 24 horas, se observan zonas de inhibicion alrededor de los
discos. La interpretacion de los diametros de estos halos permite clasificar la
respuesta como sensible (S), intermedia (l) o resistente (R), de acuerdo con los
criterios establecidos por el NCCLS (SEIMC, 2000).

b. Método de dilucién

Se fundamentan en la evaluacion del crecimiento microbiano en presencia de
concentraciones progresivamente mayores de un agente antimicrobiano,
previamente diluido en el medio de cultivo (caldo o agar). De manera tradicional,

han sido empleados para la determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria
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(CMI) y de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) de los agentes
antimicrobianos (SEIMC, 2000).

Método de Macrodilucién en caldo

Este método se utiliza, para cada combinacion microorganismo/antimicrobiano,
una serie de tubos. Habitualmente, esta bateria se prepara con un medio estéril;
al primer tubo se le adiciona la solucion del antimicrobiano y, a partir de este, se
realizan diluciones sucesivas hasta obtener la concentracion méas baja que se
desea evaluar. Posteriormente, los tubos se inoculan con el microorganismo en
estudio. Asimismo, la bateria se completa con un tubo control sin antimicrobiano,

que contiene Unicamente el caldo (SEIMC, 2000).
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Il MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion
La investigacion se llevé a cabo en los Laboratorios de Farmacognosia de la
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, asi como en el Laboratorio de
Bacteriologia de la Escuela Profesional de Biologia de la UNSCH, durante el
periodo comprendido entre noviembre-diciembre del 2024 y enero-febrero del
2025.
3.2. Materiales
3.2.1. Muestra vegetal
Se utilizaron 500 g de hojas de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau”, recolectadas
por conveniencia en el distrito de Santa Rosa, provincia de La Mar, regiéon
Ayacucho. El material vegetal seleccionado cumplié con los criterios de inclusion
establecidos: hojas frescas, sanas, limpias, libres de contaminantes y con
adecuadas caracteristicas organolépticas.
3.2.2. Microorganismo de ensayo
Se empled la cepa Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028,
adquirida de la empresa Belomed S.A.C. (Peru) (Anexo 4).
3.3. Metodologiay recolecciéon de datos
3.3.1. Preparacién de la muestra vegetal
Las hojas de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” fueron recolectadas en horas de
la mafiana. Posteriormente, la muestra fue sometida a un proceso de secado a la
sombra, en un ambiente con adecuada ventilacion y sobre papel Kraft, con el fin
de preservar sus propiedades quimicas y farmacolégicas durante un periodo de
15 dias (Pérez, 2019). Una vez concluido el secado, el material vegetal fue
triturado en mortero hasta obtener un polvo fino, el cual se tamiz6 para eliminar

restos celulares y obtener una muestra homogénea (Laynes, 2020).
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3.3.2. Obtencion del extracto hidroalcohdlico

Se peso 200 g de muestra seca previamente pulverizada, la cual fue colocada en
un frasco de vidrio ambar. Posteriormente, se adicioné etanol al 80% hasta cubrir
el material vegetal, dejando un excedente de aproximadamente 4 cm por encima
de la muestra. El proceso de maceracion se mantuvo durante siete dias,
realizandose agitacion diaria con el fin de favorecer la extraccion de los
metabolitos presentes (Laynes, 2020).

Transcurrido el periodo de maceracion, la solucion obtenida fue filtrada empleando
papel de filtro Whatman N° 23. Luego, se concentré en un rotavapor (R-300 Buchi)
hasta la eliminacion parcial del solvente y posteriormente se secé en la estufa a
40 °C. Dicho extracto fue almacenado en envases herméticos (taper) y
conservado en refrigeracién hasta su utilizacién experimental (Gémez, 2023).
3.3.3. Preparacién de las concentraciones

Se pesaron 5 g del extracto hidroalcohdlico y se colocaron en una fiola aforada de
10 mL; luego se completo6 el volumen con agua destilada estéril y se agité hasta
lograr una solucibn homogénea. La soluciébn resultante presenté una
concentracion inicial de 500 mg/mL. A partir de esta soluciébn madre se llevaron a
cabo diluciones seriadas con el fin de obtener concentraciones de 100, 200, 300
y 400 mg/mL (Gémez, 2023).

3.3.4. Tamizaje fitogquimico

Se llevd6 a cabo la caracterizacién fitoquimica preliminar del extracto
hidroalcohdlico de Bidens cynapiifolia Kunth, siguiendo la metodologia descrita por
Miranda (2002). Este procedimiento consistio en la aplicacion de reacciones
guimicas de coloracién y precipitacion, con el fin de identificar de manera
cualitativa la presencia de metabolitos secundarios.

3.3.5. Determinacién del efecto antibacteriano

La evaluacioén se realizé mediante el método del antibiograma disco—placa, técnica
que permite determinar la actividad inhibitoria frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium mediante la medicion estandarizada de los didmetros de los halos
de inhibicion (SEIMC, 2000).

a. Preparacion de medios de cultivo

El medio de cultivo se prepard a partir de la base deshidratada siguiendo las
indicaciones del fabricante. Posteriormente, se esterilizé en autoclave y se dejo
enfriar en bafio de agua hasta alcanzar una temperatura de 45-50 °C. Una vez

obtenida la temperatura adecuada, el medio se distribuyé en placas Petri (60—70
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mL para placas de 150 mm de diametro interno o 25-30 mL para placas de 100
mm), asegurando un espesor uniforme de agar de 4 mm (SEIMC, 2000).

b. Activacién de la cepa bacteriana

La cepa de Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 se sembr6 por
estria en placas de agar SS previamente preparadas, las cuales fueron incubadas
a 37 °C durante 18 horas en condiciones aerobicas, con la finalidad de obtener un
cultivo joven y viable (SEIMC, 2000).

c. Preparacion del indculo bacteriano

A partir de una placa con cultivo joven en agar SS, incubada a 37 °C durante 18
horas, se seleccionaron varias colonias con ayuda de un asa bacteriol6gica.
Posteriormente, estas se suspendieron en un tubo que contenia 5 mL de solucion
salina fisiologica estéril al 0,9%, ajustando la suspensién obtenida hasta alcanzar
una turbidez equivalente al patrén 0,5 de la escala de McFarland (SEIMC, 2000).
d. Preparacién del cultivo bacteriano

Antes de que transcurrieran 15 minutos tras el ajuste del indculo, se introdujo un
hisopo de algodon estéril en la suspension bacteriana. Al retirarlo, se eliminé el
exceso de indculo presionandolo firmemente contra la pared interna del tubo, por
encima del nivel del liquido. Posteriormente, se efectud la siembra por estriado en
tres direcciones sobre placas con agar Mueller—Hinton, asegurando una
distribucion homogénea del inéculo en toda la superficie del medio y rotando la
placa aproximadamente 60° entre cada aplicacion. Finalmente, se recorrio el
perimetro del agar con el hisopo y se permitié el secado durante 5 minutos antes
de la colocacion de los discos de antibiéticos (SEIMC, 2000).

e. Dispensacién de los discos

Mediante el uso de una pinza estéril se dispuso un disco de papel Whatman
previamente impregnado con ciprofloxacino (5 pg) en el centro de la placa,
ejerciendo una ligera presion sobre la superficie del agar. Posteriormente, se
procedid a la impregnacion de discos de papel Whatman de 6 mm de diametro
con las diferentes concentraciones del extracto (100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL),
bajo condiciones estériles, los cuales fueron depositados sobre la superficie del
agar Mueller-Hinton, previamente inoculado con Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028. Los discos se dispusieron de manera equidistante
para evitar la superposicion de halos de inhibicion. Finalmente, las placas se
incubaron en posicion invertida (con el agar hacia arriba) a 37 °C en atmosfera
aerobica durante 24 horas (SEIMC, 2000).
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f. Lecturadelos halos de inhibicion

Finalizado el periodo de incubacion, se realiz6 la medicion de los didmetros de los
halos de inhibicion generados alrededor de los discos, efectuando la lectura desde
el reverso de la placa. Para este procedimiento se empled un vernier calibrado,
garantizando precision en las mediciones (SEIMC, 2000).

g. Porcentaje de halo de inhibicion

Posterior a la determinacion de los diametros de los halos de inhibicion, se realizd
el calculo del porcentaje de inhibicién asociado a cada una de las concentraciones

del extracto. Para ello, se empleé la siguiente formula (Corzo, 2012):

L Diametro del halo del extracto
% Ihnibicion = — ——x 100
Diametro del halo del control positivo

3.3.6. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se emplearon 15 tubos de ensayo estériles, previamente rotulados del 1 al 15. A
cada tubo se le adicion6 1 mL de caldo Mueller Hinton estéril. Al tubo N° 1 se
incorporé 1 mL del extracto hidroalcohdlico de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau”
(500 mg/mL), mezclandose cuidadosamente. A partir de este tubo se realizé una
serie de diluciones seriadas en razén 1:2, transfiriendo 1 mL del tubo anterior al
siguiente (del tubo N° 1 al N° 2 y asi sucesivamente hasta el tubo N° 14),
desechando finalmente 1 mL del dltimo tubo. El tubo N° 15 no recibié extracto y
se consideré como control positivo de crecimiento bacteriano.

Posteriormente, a todos los tubos se afiadi®6 1 mL del in6culo bacteriano de
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, ajustado a una turbidez
equivalente a 0,5 en la escala de McFarland. Finalmente, los tubos fueron
incubados a 37 °C durante 18 horas (SEIMC, 2000).

3.3.7. Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Se evalu6 a partir de los resultados de la prueba de CMI. Para ello se
seleccionaron cinco tubos consecutivos: tres correspondientes a aquellos en los
gue el caldo se observé transparente y dos en los que permanecié turbio. De cada
tubo se tomo una alicuota y se sembré por estria en placas que contenian Agar
SS. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Tras el periodo de
incubacién se evaluo el crecimiento bacteriano. Se consideré como concentracion

minima bactericida (CMB) aquella concentracién mas baja del extracto en la que
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no se observé desarrollo de colonias en la superficie del medio de cultivo (SEIMC,
2000).

3.4. Tipo de investigacion

Bésica- Experimental.

3.5. Disefio de experimentacién

Se emple6é un disefio completamente al azar (DCA), conformado por siete
tratamientos con cuatro repeticiones cada uno.

Tabla 1

Grupos de tratamiento

N° de Tratamientos
repeticién T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
1
2
3
4
Nota: Elaboracién propia

Donde:

T1, T2, T3, T4, T5: Disco de papel Whatman con 100; 200; 300; 400 y 500 mg/mL
de extracto hidroalcohdlico respectivamente.

T6: Disco de papel Whatman + Ciprofloxacino 5 pg (control positivo).

T7: Disco de papel Whatman + agua destilada estéril (control negativo).

3.6. Anélisis de datos

Las mediciones de los halos de inhibicidn correspondientes a cada tratamiento se
sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) con la finalidad de determinar la
existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.
Adicionalmente, se aplico la prueba de comparaciones mdultiples de medias
mediante el test t de Dunnett, con el fin de contrastar cada tratamiento respecto al
control. Ambos andlisis estadisticos fueron procesados empleando el software
SPSS, version 26.
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V. RESULTADOS
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Tabla 2

Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau”. Ayacucho, 2025.

Ensayo Metabolito secundario Resultado Observacién
identificado
Cloruro férrico 10% Fenoles y/o taninos ++ Precipitado azul
negruzco
Shinoda Flavonoides + Coloracion rojo palido
Liebermann Triterpenos y/o ++ Coloracion verde
Burchard esteroides azulado
Baljet Lactonas y/o cumarinas ++ Coloracion rojo vino
Kedde Cardenolidos + Coloracion violacea
Espuma Saponinas ++ Espuma con altura
mayor a 2 mm
Ninhidrina Grupo amino y/o +++ Coloracion violacea
aminoacidos libres
Benedict Azlcares reductores ++ Precipitado naranja
Mayer Alcaloides + Precipitado blanco
cremoso
Solubilidad en agua  Resinas - Ausencia de
precipitado naranja
Catequinas Catequinas ++ Florescencia turquesa
Nota:
+ : Escaso.
++ : Regular.
+++ : Abundante.
- : Negativo.
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Figura 1

Diametro promedio de halos de inhibicion formados por efecto de los diferentes
tratamientos a base de Bidens cynapiifolia Kunth frente a Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho, 2025.

w
ol

30.28

= = N N w
o (¢ o (6] o

Diametro de halo de inhibicién (mm)
a1

9.38
8.63
6.95 7.33 8.28 I I
0 I I I

100 mg/ml de 200 mg/ml de 300 mg/mlde 400 mg/mlde 500 mg/mlde 5 ug de
extracto extracto extracto extracto extracto ciprofloxacino

Tratamiento

28



Figura 2

Porcentaje de inhibicion por efecto de los diferentes tratamientos a base de Bidens
cynapiifolia Kunth frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.
Ayacucho, 2025.
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Tabla 3

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentraciéon Minima Bactericida
(CMB) del extracto hidroalcohdlico de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho, 2025.

N° de tubo Concentracién de extracto (mg/mL) Observacion
1 250,0 -
2 125,0 - (CMB)
3 62,50 + (CMI)
4 31,25 +
5 15,625 +
6 7,813 +
7 3,906 +
8 1,953 +
9 0,977 +
10 0,488 +
11 0,244 +
12 0,122 +
13 0,061 +
14 0,031 +
15 0 +

Nota:

- : Ausencia de crecimiento bacteriano.
+ : Presencia de crecimiento bacteriano.
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V. DISCUSION

En la Tabla 2, se presentan los metabolitos secundarios identificados en el
extracto de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau”, entre los que destacan fenoles,
flavonoides, triterpenos, lactonas, saponinas, cardendlidos, azlcares reductores,
alcaloides y catequinas. Estos hallazgos coinciden con los reportados por Mayta
y Pefialoza (2023), quienes confirmaron la presencia de compuestos fendlicos,
flavonoides y taninos en el extracto de la misma especie. De igual modo, Condori
y Vargas (2023) determinaron en el extracto etandlico la presencia de taninos,
flavonoides y compuestos fendlicos, ratificando la consistencia de la composicién
fitoquimica de Bidens cynapiifolia Kunth.

Diversos metabolitos secundarios se asocian estrechamente con la actividad
antimicrobiana, presentando mecanismos de accién variados. Los terpenos, por
ejemplo, ejercen su efecto antibacteriano a través de la perturbacién de la bicapa
lipidica de la membrana plasmatica, lo que altera su permeabilidad (Bueno et al.,
2009). Los compuestos fendlicos actian mediante inhibicion enzimatica,
probablemente a través de la oxidacion y la interaccién con grupos sulfhidrilo, o
bien por interacciones inespecificas con proteinas. Las quinonas presentan una
alta reactividad, formando complejos con aminoacidos hidrofilicos de las
proteinas, lo que conlleva a su inactivacién y otorga a este grupo un amplio
potencial antimicrobiano. En el caso de las cumarinas, se ha descrito que su
mecanismo antimicrobiano se relaciona con la interaccion directa con el ADN, lo
gue ademas explica su actividad antiviral. Por su parte, los flavonoides presentan
capacidad de formar complejos con proteinas solubles, asi como con
componentes de la pared celular bacteriana, limitando asi la viabilidad microbiana
(Domingo y Lopez, 2003).

Adicionalmente, investigaciones recientes han evidenciado que flavonoides,
catequinas, terpenos y compuestos azufrados aislados de plantas pueden actuar

como inhibidores del Quorum sensing, debido a la similitud estructural con las
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sefales bacterianas (AHL) y a su capacidad para degradar o bloquear los
receptores LuxR/LasR. Esto genera una disminucion en la expresion de factores
de virulencia y altera la formacién de biofilms, reduciendo la capacidad patogénica
de los microorganismos (Fuentes, 2021).

La identificacion de metabolitos secundarios en Bidens cynapiifolia Kunth no solo
refuerza la evidencia fitoquimica existente, sino que ademas aporta fundamentos
mecanisticos que explican la actividad antibacteriana observada en esta especie.
Estos resultados constituyen un punto de partida para estudios futuros orientados
al aislamiento y caracterizacion de compuestos bioactivos, como también a su
evaluacién de su potencial terapéutico frente a bacterias multirresistentes.

En la Figura 1, se presentan los promedios de los halos de inhibicién obtenidos
frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 por efecto de los
tratamientos a base de Bidens cynapiifolia Kunth. ElI mayor halo de inhibicién
correspondié al estandar ciprofloxacino 5 pg con una medida de 30,28 mm. En el
caso de los extractos, la mayor actividad se evidencié con la concentracion de 500
mg/mL (9,38 mm), seguida de 400 mg/mL (8,63 mm), 300 mg/mL (8,28 mm), 200
mg/mL (7,33 mm) y 100 mg/mL (6,95 mm). Estos resultados confirman que el
antibiético estandar fue significativamente superior a los extractos; el hallazgo es
concordante, dado que el ciprofloxacino es un farmaco de uso clinico con eficacia
comprobada. Sin embargo, se observa una tendencia dosis-dependiente, porque
a mayor concentracion, mayor es el halo de inhibicién. El andlisis estadistico
mediante ANOVA (Anexo 14) confirm6é la presencia de diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (p < 0,05). Al contrastar con
investigaciones previas sobre el género Bidens, Alonso (2019), reporté que el
extracto acuoso de Bidens pilosa L. a concentraciones de 10% y 20% produjo
halos de inhibiciéon de 15,4 mm y 20,1 mm respectivamente, aunque inferiores al
estandar que utilizé la doxiciclina 30 ug (26,8 mm). Asimismo, Mamani y Quispe
(2022), determinaron que el aceite esencial de Bidens pilosa L. al 100% alcanz6
un halo de 14,6 mm, seguido de concentraciones menores (75%, 50% y 25%) con
halos de 12,45 mm, 10,4 mm y 6 mm respectivamente. Estos hallazgos son
consistentes con los resultados de la presente investigacion, ya que en todos los
casos se evidencia que, a mayor concentracion del extracto vegetal, mayor es el
diametro del halo de inhibicion. No obstante, cabe resaltar que los halos obtenidos
en las investigaciones mencionadas fueron de mayor longitud que los encontrados

en el presente estudio, lo que podria atribuirse al tipo de extracto utilizado (acuoso,
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aceite esencial, hidroalcohdlico) y a las diferencias en la composicién fitoquimica
de cada especie.

De igual forma, otros estudios con diversas especies vegetales corroboran esta
relacion dosis-respuesta (Oré, 2024; Gémez, 2023; Huamani, 2021), fortaleciendo
la evidencia de que la concentracion del extracto es un factor determinante en la
actividad antimicrobiana.

Este estudio constituye la primera evidencia experimental sobre la actividad
antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de Bidens cynapiifolia Kunth. Los
resultados no solo confirman el potencial antibacteriano del género Bidens, sino
que ademas abren la posibilidad de realizar futuros trabajos orientados a la
identificacion de metabolitos responsables de dicha actividad, a la optimizacién de
los métodos de extraccion y a la evaluacion de su eficacia frente a otras cepas
bacterianas de importancia clinica.

En la Figura 2, se observa el porcentaje de inhibicion producido por los diferentes
tratamientos a base de Bidens cynapiifolia Kunth frente a Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028. El extracto en concentracion de 500 mg/mL
alcanz6 el mayor porcentaje de inhibicibn con 31%, seguido de las
concentraciones de 400 mg/mL (28,5%), 300 mg/mL (27,3%), 200 mg/mL (24,2%)
y 100 mg/mL (23%). No obstante, todas las concentraciones fueron superadas
ampliamente por el ciprofloxacino 5 pg, que evidencié una inhibicion del 100%.
Este resultado es concordante, dado que el ciprofloxacino es un farmaco de uso
clinico con eficacia comprobada. Asimismo, se observa un comportamiento dosis-
dependiente. Al contrastar con estudios previos, Oré (2024) reporté que el extracto
a 900 mg/mL alcanzé una inhibicién de 69,86%, mientras que a 750, 500 y 300
mg/mL obtuvo 62,73%, 54% y 51,91% respectivamente, siendo todas superadas
por el estandar amoxicilina 25 pg (100%). De manera similar, Palomino (2024)
determiné que el extracto metandlico a 500 mg/mL alcanz6 44,3% de inhibicion,
seguido de las concentraciones 400, 300 y 200 mg/mL con 36,4%, 35,5% y 33,7%
respectivamente. Gomez (2023) también evidencio que el extracto hidroalcohdlico
a 200 mg/mL alcanz6 45,8% de inhibicion, mientras que las concentraciones de
150, 100 y 50 mg/mL obtuvieron 43,9%, 39,7% y 36,1% respectivamente, siendo
todas superadas por la eritromicina 15 pg con 100% de inhibicion.

Los estudios mencionados coinciden con los hallazgos de la presente
investigacion, dado que en todos los casos se evidencia que el incremento en la

concentracion del extracto vegetal se asocia con un mayor porcentaje de
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inhibicion. Sin embargo, los valores reportados por Oré (2024), Palomino (2024) y
GoOmez (2023) superan los obtenidos en este estudio, lo cual podria atribuirse al
tipo de extracto empleado (acuoso, metandlico, hidroalcohdlico) o a variaciones
en la composicion fitoquimica entre especies del género Bidens.

Los hallazgos respaldan el uso empirico de Bidens cynapiifolia Kunth frente a
afecciones gastrointestinales como la gastroenteritis, aportando evidencia
cientifica sobre su actividad antibacteriana. Ademas, sientan las bases para
investigaciones posteriores orientadas a la caracterizacion de los metabolitos
responsables de dicha actividad, la comparacion entre diferentes métodos de
extraccion y la evaluacion de su eficacia frente a otros patégenos de importancia
clinica.

En la Tabla 3, se presentan los valores de CMI y CMB del extracto hidroalcohdlico
de Bidens cynapiifolia Kunth frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028. Se observé que la CMI fue de 62,5 mg/mL, mientras que la CMB
correspondié a 125 mg/mL. Estos resultados cumplen con lo establecido por la
Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
(SEIMC), que sefala que la CMI y la CMB suelen encontrarse en valores
cercanos, lo que confirma la consistencia de la actividad antibacteriana observada.
En cuanto a investigaciones relacionadas con la determinacién de la CMl y CMB
de Bidens cynapiifolia Kunth, la evidencia es escasa; sin embargo, estudios con
otras especies respaldan los hallazgos. Palomino (2024) determin6 que el extracto
metandlico de Coriandrum sativum presentod efecto inhibidor frente a Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, con una CMI de 60 mg/mL, valor
cercano al encontrado en esta investigacion. Asimismo, Oré (2024) report6 que el
extracto hidroetandlico de Morinda citrifolia mostré una CMI de 25 mg/mL, lo cual
evidencia un mayor efecto inhibidor que el extracto de Bidens cynapiifolia.

Este estudio constituye un primer antecedente en la determinacion de la CMI y
CMB del extracto hidroalcohélico de Bidens cynapiifolia Kunth frente a Salmonella
enterica serovar Typhimurium. Sus resultados no solo confirman el potencial
antibacteriano del género, sino que también abren la posibilidad de realizar
investigaciones comparativas entre especies de Bidens, explorar variaciones en
funcion del solvente de extraccion y evaluar la accion combinada de extractos
vegetales con antibidticos convencionales para potenciar su eficacia

antimicrobiana.

34



De manera general, los resultados obtenidos en la investigacion evidencian que
el extracto hidroalcohdlico de Bidens cynapiifolia Kunth posee compuestos
bioactivos con capacidad antimicrobiana, demostrada a través de la formacién de
halos de inhibicion, porcentajes de inhibicion, asi como en la determinacion de la
CMI y CMB frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Si
bien la eficacia observada fue menor en comparacion con los antibiéticos de
referencia, los hallazgos confirman una relacion dosis—respuesta positiva y
respaldan el conocimiento empirico sobre el uso de la especie en la medicina
tradicional. Ademas, la identificacion de metabolitos secundarios refuerza la
plausibilidad bioldgica de la actividad antibacteriana encontrada. Estos resultados
constituyen una base sélida para futuras investigaciones orientadas al aislamiento
de compuestos especificos, la optimizacion de procesos de extraccion y la

evaluacion frente a otras cepas de relevancia clinica.

35



VI. CONCLUSIONES
Se identificaron en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
cynapiifolia Kunth “sillkau” metabolitos secundarios como flavonoides,
compuestos fendlicos, taninos, lactonas, saponinas, alcaloides, los cuales
podrian estar directamente asociados a la actividad antimicrobiana observada.
El extracto hidroalcohélico de las hojas de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau”
evidenci6 un efecto antibacteriano frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028 dependiente de la concentracién, observandose
gue la mayor inhibicién se alcanz6 con 500 mg/mL.
La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028 fue determinada en 62,5 mg/mL.
La concentracion minima bactericida (CMB) del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028 fue de 125 mg/mL.
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VI. RECOMENDACIONES
Determinar el efecto antibacteriano de otras partes de la especie como las
flores, semillas, tallos y raices de Bidens cynapiifolia Kunth.
Determinar de manera cuantitativa los metabolitos secundarios presentes en
el extracto hidroalcohélico de Bidens cynapiifolia Kunth.
Utilizar otros solventes organicos para la extraccibn de los metabolitos

secundarios de la especie estudiada.
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Anexo 1. Fotografia de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau”. Ayacucho, 2025.
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Anexo 2. Constancia de identificacion taxondmica de Bidens cynapiifolia Kunth
“sillkau”, Ayacucho 2025.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, el Bachiller en Ciencias Biologicas, Sr. Juan Carlos, LECHE LOZANO ha
solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de

Clasificacion de Cronquist. A. 1988. Siendo su taxonomia el siguiente:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA ; ASTERACEAE

GENERO ; Bidens

ESPECIE : Bidens cynapiifolia Kunth.
N. V.. : “sillkau”

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines

que estime conveniente.

Ayacucho, 20 de octubre del 2024

LAURA AUCASIN
BIOLOGA
Reg. C.B.P. N° 583 CR.- X1l
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Anexo 3. Constancia de pago correspondiente a la adquisicion de la cepa
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, emitida por Belomed

S.A.C., 2025.

P BELOMED S.R.L. RUC: 20160056062
2 PR Domicilio : CAL.JUANA RIOFRIO NRO. 153 INT. 3 - URB. PANDO ET.CUATRO (FRENTE A
(s \ PLAZA SAN MIGUEL) LIMA - LIMA - SAN MIGUEL
( Belomed ) Py BOLETA DE VENTA
- WV teiincn  : sesowo ELECTRONICA
— — Pégina Web : www.belomed.com.pe E-mail : facturacion@belomed.com.pe
Caldad y Tecnologia para su laboratorio B0O01-359
Cliente : LECHE LOZANO, JUAN CARLOS
Direccién : Jr. Huanta S/N, SANTA ROSA - LA MAR - AYACUCHO - PERU
DNI : 73823794 Moneda : SOL
Fecha de Emision : 06-12-2024 Fecha de Vencimiento  : 06-12-2024
Orden Compra : P354007 Vendedor : 7 - Mavel Palomino Vargas
Precio Venta Valor Venta Valor
Item Codigo Descripcion um Cantidad Unitario Unitario Total
1 R4606000 Culti-Loops™ Salmonella enterica subsp. enterica NIV 1.00 645.910000 547.380000 547.38
serovar Typhimurium ATCC™ 14028™
2 CTo0998B Cartridges blank ct998 NIU 2.00 14.575000 12.350000 24.70
3 CT04258 Disco de sensibilidad de ciprofioxacino 5ug NiU 2.00 14.575000 12.350000 2470
Total Valor de Venta - Operaciones Gravadas:| S/ 596.78
IGV (18.00 %):| S/ 107.42
Importe Total:| S/ 704.20
255
Representacién Impresa de la Boleta de Venta Electrénica
SON: SETECIENTOS CUATRO CON 20/100 SOLES
Autorizado para ser Emisor i i la de N° 287-2017/SUNAT B001-359
Cédigo Hash: hRiMm1gPZSt2dziC7Ubk/2+tUXA= | Céd. Establecimiento: 0000 Pag. 1de 1

Para consuitar el comprobante ingresar a : www.efacturacion.pe
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Anexo 4. Cepa comercial de Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028, adquirida y remitida por Belomed S.A.C., 2025.
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Anexo 5. Protocolo de obtencién del extracto hidroalcohdlico a partir de hojas de

Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau”. Ayacucho, 2025.

—

1. Recolectar 500
g hojas de sillkau.

7. Almacenar en
refrigeracion.

2. Dejar secar a
temperatura ambiente
por 1 semana.

3. Moler la muestra seca.

6. Concentrar a 40°C.
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4. Macerar 200 g de polvo
seco + 3L de etanol al
80%, por una semana.

5. Filtrar la soluciéon
resultante.




Anexo 6. Preparacion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Bidens cynapiifolia
Kunth “sillkau”. Ayacucho, 2025.
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Anexo 7. Protocolo para la determinacién del efecto antibacteriano del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho, 2025.

Coger ;
- cepas [ 1 2. Sembrar
4 — > IF | —_—
!\’ = J S
. 1. Con asa de siembra Con un hisopo
Cultivo y resuspender en 5mL en agar MH en 4
joven de SSF hasta obtener placas.

una turbidez
equivalente al 0,5 de la
escala de McFarland.

500mg/mL  400mg/mL  300mg/mL  200mg/mL  100mg/mL
"‘~1 = = —

SRIY

1 kll
6 5 4 3 p) 1

3. Con wuna pinza k
impregnar los discos de

papel Whatman con cada 4. Incorporar
uno de los tratamientos. los discos.

Agua destilada
estéril
Ciprofloxacino
S Mg

7

P

A

CE S|
v=8|m g._
e M
6. Medir el diametro de =
los halos de inhibicion. 5. incubar a 37°C por 24

horas en atmoésfera.
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Anexo 8. Determinacion del efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de

hojas de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho 2025.
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Anexo 9. Fotografias de los halos de Inhibicibn formados por las distintas
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de hojas de Bidens cynapiifolia Kunth
“sillkau” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028,
Ayacucho 2025.




Anexo 10. Didmetro de halos de inhibicion (mm), formados por las distintas
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de hojas de Bidens cynapiifolia Kunth
“sillkau” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.
Ayacucho, 2025.

Numero de Tratamiento Diametro de halo Promedio (mm)
repeticion de inhibicién
(mm)
1 7,2
2 100 mg/mL de 7,0 6,95
3 extracto 6,5
4 7,1
1 7,6
2 200 mg/mL de 7,2 7,33
3 extracto 7,1
4 7.4
1 8,5
2 300 mg/mL de 8,2 8,28
3 extracto 7,8
4 8,6
1 8,8
2 400 mg/mL de 8,4 8,63
3 extracto 8,2
4 9,1
1 9,4
2 500 mg/mL de 9,4 9,38
3 extracto 9,0
4 9,7
1 29,6
2 5 ug de 31,2 30,28
3 ciprofloxacino 30,5
4 29,8
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Anexo 11. Porcentaje de Inhibicién de las distintas concentraciones de extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho 2025.

Concentracion de extracto Porcentaje de inhibicion (%)
hidroalcohdlico
100 mg/mL 23,0
200 mg/mL 24,2
300 mg/mL 27,3
400 mg/mL 28,5
500 mg/mL 31,0
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Anexo 12. Prueba P de normalidad del diametro de halos de inhibicion, del
extracto hidroalcohdlico de hojas de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho, 2025.

Concentracion Shapiro-Wilk

(mg/mL) Estadistico gl Valor P
100 mg/mL de extracto 0,854 4 0,240
200 mg/mL de extracto 0,871 8 0,155
300 mg/mL de extracto 0,820 12 0,016
400 mg/mL de extracto 0,843 16 0,011
500 mg/mL de extracto 0,807 20 0,001
5 pg de ciprofloxacino 0,809 24 <,001

Valor de p = 0,05 indica distribucion normal de la muestra.

64



Anexo 13. Anadlisis de varianza (ANOVA) de los halos de inhibicidn generados por
los diferentes tratamientos frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028. Ayacucho, 2025.

Sumade Media Sig.
cuadrados Gl cuadrética F
Entre grupos 1653,042 5 330,608 1890,692 0,000
Dentro de grupos 3,148 18 0,175
Total 1656,190 23
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Anexo 14. Prueba de comparacién multiple t de Dunnett de los halos de inhibicién
producidos por los diferentes tratamientos frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho, 2025.

Diferencia Intervalo de confianza al
() ) de medias Desv. 95%
Tratamiento  Tratamiento ((EN)) Error Limite Limite

inferior superior
100 mg/mL 5 ug de -23,32500"  ,39555 -25,5729 -21,0771
de extracto ciprofloxacino
200 mg/mL 5 ug de -22,95000" ,38024 -25,1109 -20,7891
de extracto ciprofloxacino
300 mg/mL 5 g de -22,00000©  ,40569 -24,3056 -19,6944
de extracto ciprofloxacino
400 mg/mL 5 g de -21,65000°  ,41583 -24,0132 -19,2868
de extracto ciprofloxacino
500 mg/mL 5 g de -20,90000"  ,39105 -23,1223 -18,6777

de extracto ciprofloxacino
*. La diferencia de medias es significativa en el 0,05.
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Anexo 15. Procedimiento para evaluar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

y la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto hidroalcohdlico de

Bidens cynapiifolia Kunth. Ayacucho, 2025.

Caldo Mueller A
Hinton

2. Agregar 1mL al
tubo 1, luego a partir
de este agregar 1mL
al tubo 2 y asi
sucesivamente hasta
el tubo 14, de este
Ultimo tomar 1mL vy
descartar.

Extracto hidroalcohélico
de 500 mg/mL

1. Adicionar
1mL a cada

Descartar

3. Adicionar 100
ul a cada tubo.

In6culo bacteriano
(Salmonella  enterica
serovar  Typhimurium

ATCC 14028).

==

5. Seleccionar 5 tubos consecutivos (3 con
caldo transparente y 2 con caldo turbio).
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<

f“r\r

OO

4. Incubar a 37°C
por 24 horas.

6.

estrias en agar SS e
incubar a 37°C por

24

Determinar la CMI y
CMB.

Sembrar  por

horas.




Anexo 16. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Minima

Bactericida (CMB) del extracto hidroalcohdlico de hojas de Bidens cynapiifolia

Kunth frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho
2025.

e PN

)v

CMB ,

125
i

mg /mL |4
‘ CMB 125 CMI 62,5
) mg /mL mg /mL

'/
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Anexo 17. Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohélico de hojas de Bidens

cynapiifolia Kunth, Ayacucho 2025.

C: Extracto hidroalcohdlico mas agua
1: Ensayo de Cloruro Férrico 10%

2: Ensayo de Shinoda

3: Ensayo de Liebermann Burchard
4: Ensayo de Baljet

5: Ensayo de Kedde
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6: Ensayo de Espuma

7: Ensayo de Ninhidrina

8: Ensayo de Benedict

9: Ensayo de Mayer

10: Ensayo de Solubilidad en Agua
11: Ensayo de Catequina




Anexo 18. Matriz de consistencia.

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES E METODOLOGIA
INDICADORES
Efecto General General HO: El extracto Variable Tipo de investigacion
antibacteriano del ¢El extracto hidroalcohélico de las Evaluar el efecto antibacteriano del hidroalcohdlico de independiente Bésica-experimental.
extracto hojas de Bidens cynapiifolia Kunth extracto hidroalcoholico de las hojas de las  hojas de Extracto Muestra

hidroalcohélico de
Bidens cynapiifolia

Kunth “sillkau”
frente a
Salmonella
enterica  serovar
Typhimurium
ATCC 14028,

Ayacucho 2024

“sillkau” tendra efecto antibacteriano
frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho
20247

Especificos

¢;Cuéles seran los metabolitos
secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
cynapiifolia Kunth “sillkau”?

¢A qué concentracién (100, 200, 300,
400 y 500 mg/ml) del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Bidens

cynapiifolia Kunth  “sillkau” tendra
efecto  antibacteriano frente a
Salmonella enterica serovar

Typhimurium ATCC 140287

¢Cudl sera la Concentraciéon Minima
Inhibitoria  (CMI)  del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a
Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028?

¢Cudl sera la Concentraciéon Minima
Bactericida (CMB) del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a
Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028?

Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” frente

a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho
2024

Especificos

o |dentificar cualitativamente los

metabolitos secundarios presentes en
el extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau”.
Determinar el efecto antibacteriano del
extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Bidens cynapiifolia Kunth “sillkau” a
concentraciones (100, 200, 300, 400 y
500 mg/ml) frente a Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC
14028.

Determinar la Concentracion Minima
Inhibitoria  (CMI)  del  extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a
Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028.
Determinar la Concentracion Minima
Bactericida (CMB) del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Bidens
cynapiifolia Kunth “sillkau” frente a
Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028.

Bidens
cynapiifolia Kunth
“sillkau” presenta
efecto
antibacteriano
frente a
Salmonella
enterica  serovar
Typhimurium
ATCC 14028.

H1: El extracto
hidroalcohdlico de
las hojas de
Bidens cynapiifolia
Kunth “sillkau” no
presenta efecto
antibacteriano
frente a
Salmonella
enterica serovar
Typhimurium
ATCC 14028.

hidroalcohélico de
las hojas de Bidens
cynapiifolia Kunth
“sillkau”.
Indicadores:

Concentraciones de;
100, 200, 300, 400 y

500 mg/ml.
Variable
dependiente
Efecto
antibacteriano del
extracto
hidroalcohdlico de
las hojas de Bidens
cynapiifolia Kunth
“sillkau”
Indicadores:

e Halode

inhibicion (mm).

e Porcentaje de
inhibicion (%).

e CMIyCMBen
mg/mL.

500 g de las hojas de Bidens cynapiifolia
Kunth “sillkau”.

Disefio

Disefio completamente experimental
aleatorio.

Técnica de medicion
Observacion-Experimentacion.
Instrumento

El extracto hidroalcohdlico se obtuvo
utilizando etanol al 80% y una estufa. La
evaluacion del efecto antibacteriano se
realiz6é mediante la técnica de
Antibiograma Disco-Placa. La
determinacion de la CMI y la CMB, se
realiz6é mediante la técnica de
Macrodilucién en tubo y su posterior
subcultivo en placa. Para la
identificacion de metabolitos
secundarios se realiz6 cualitativamente
mediante cambio de coloracién o
formacién de precipitados.

Analisis

Los halos de inhibicion obtenidos fueron
analizados mediante ANOVA para
determinar  diferencias  significativas
entre tratamientos, complementandose
con la prueba de Dunnett para comparar
cada tratamiento respecto al control. El
procesamiento estadistico se realiz6 con
el software SPSS v.26.

70



ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Juan Carlos LECHE LOZANO
RESOLUCION DECANAL N°® 480-2025-UNSCH-FCB-D
En la ciudad de Ayacucho, siendo las diez de la mafiana del dia martes veintitrés de diciembre del
afio dos mil veinticinco se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, actuando
como presidente el Dr. Saturnino Martin Tenorio Bautista, la Dra. Rosa Grimaneza Guevara
Montero (miembro —jurado), el Dr. Raul Antonio Mamani Aycachi (miembro —jurado), el Dr. Victor
Luis Cardenas Lopez y actuando como secretario docente encargado la Blga. Betsy Rocio Aguilar
Atme, para presenciar la sustentacion de tesis titulada: Efecto antibacteriano del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Bidens cynapiifolia kunth (sillkau) frente a Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho 2024, presentado por el Bach. Juan Carlos LECHE
LOZANO; el presidente luego de verificar la documentacién generada, indicé a la secretaria docente
dar lectura a la documentacion que da fe este acto de sustentacion, luego indicé el presidente al
sustentante que cuenta con un tiempo de cuarenta y cinco minutos tal como establece en el
Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga. Culminada la exposicién, el presidente invité a cada uno de los
Miembros del Jurado a participar con sus observaciones, sugerencias y preguntas al sustentante.
Culminada esta etapa, el presidente invité al sustentante y al publico asistente a abandonar
momentdneamente el Auditorio de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional
de San Cristobal de Huamanga para que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las
deliberaciones y calificaciones correspondientes; cuyos resultados son los que se consignan a
continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador

Exposicion Respuesta/preguntas Promedio
Dra. Rosa Grimaneza Guevara 17 16 17
Dr. Raul Antonio Mamani Aycachi 17 17 17
Dr. Victor Luis Cardenas Lépez 18 18 18
PROMEDIO 17

El sustentante alcanzé el promedio de 17 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizé el
ingreso del sustentante y el piblico al Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga dando a conocer los resultados e indicando
que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las doce de la mafiana
y treinta minutos; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.

enorio Bautista

A

Dr. Raudl Antonjo-Mamani Aycachi Dr. Vigtoi{ hi Lépez
do Mientbro - asésor

Blga. Be uilar Atme
Secretaria docente (e)



FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA-ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 04-2026-FCB-D

Yo,FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesional de Biologia
de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Efecto antibacteriano del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bidens cynapiifolia Kunth "sillkau” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028, Ayacucho 2024, por JUAN
CARLOS LECHE LOZANO; he constatado por medio del uso de la herramienta
TURNITIN, procesado CON DEPOSITO, una similitud de 16%, grado de coincidencia,
menor a lo que determina la ausencia de plagio definido por el Reglamento de
Originalidad de Trabajos de Investigaciéon de la UNSCH, aprobado con Resolucion del
Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias

establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se acompana el
INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho,16 de marzo del 2026.
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