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RESUMEN

Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico son bacterias causantes de
infecciones en piel, mucosas y tejidos profundos, con creciente resistencia a antibidticos, lo
que resalta la importancia de estudiar su susceptibilidad a nuevos agentes antimicrobianos. Esta
investigacion evalud la actividad antibacteriana de extractos etandlicos de Bidens pilosa L. y
Tagetes erecta L. Frente a estas bacterias. El estudio fue cuantitativo y experimental, utilizando
un disefio de estimulo creciente. Se emplearon tres cepas de cada especie bacteriana y extractos
de ambas plantas. Los resultados indicaron que S. aureus fue mas sensible a los extractos,
mostrando halos de inhibicién promedio de 15,61 mm, mientras que Streptococcus beta-
hemolitico presento halos de 11,56 mm. El extracto de T. erecta L. fue més efectivo, generando
halos de 18,73 mm para S. aureus y 12,54 mm para Streptococcus beta-hemolitico. B. pilosa
L. mostré una menor capacidad inhibitoria, aunque con tendencia similar, con 12,49 mm para
S. aureus y 10,58 mm para Streptococcus. Respecto a la concentracion minima inhibitoria
(CMI), T. erecta mostré mayor efectividad, alcanzando 12,5 mg/mL contra todas las cepas de
Streptococcus, y entre 25-50 mg/mL frente a S. aureus. Por su parte, el extracto de B. pilosa
L. presentd una CMI de 25 mg/mL para la mayoria de las cepas, excepto una de S. aureus que
requirié 50 mg/mL. Se concluye que ambos extractos tienen actividad antibacteriana, siendo S.
aureus mas susceptible, y que T. erecta L. es més eficaz que B. pilosa L. como agente

antimicrobiano.

Palabras clave: Tagetes erecta L., Bidens pilosa L. Staphylococcus aureus, Streptococcus

beta-hemolitico, y susceptibilidad bacteriana,

Xiii



ABSTRACT

Staphylococcus aureus and beta-hemolytic Streptococcus are bacteria responsible for
infections in the skin, mucous membranes, and deep tissues, often showing resistance to
antibiotics. This highlights the importance of assessing their susceptibility to new antimicrobial
agents. This study evaluated the antibacterial activity of ethanol extracts from Bidens pilosa L.
and Tagetes erecta L. against these bacteria. The research was quantitative and experimental,
using a progressive stimulus design. Three strains of each bacterial species and extracts from
both plants were tested. Results showed that S. aureus was more sensitive to the extracts, with
average inhibition zones of 15.61 mm, while beta-hemolytic Streptococcus showed 11.56 mm.
T. erecta L. extract was more effective, producing inhibition zones of 18.73 mm for S. aureus
and 12.54 mm for Streptococcus. B. pilosa L. demonstrated lower inhibitory capacity, though
following a similar trend, with 12.49 mm for S. aureus and 10.58 mm for Streptococcus.
Regarding the minimum inhibitory concentration (MIC), T. erecta L. was more effective,
requiring 12.5 mg/mL for all Streptococcus strains, and 25-50 mg/mL for S. aureus strains. In
contrast, B. pilosa L. showed an MIC of 25 mg/mL for most strains, except for one S. aureus
strain that required 50 mg/mL. In conclusion, both plant extracts exhibited antibacterial
activity, with S. aureus being more susceptible overall. Among the two, T. erecta L.
demonstrated higher antimicrobial effectiveness compared to B. Pilosa L., indicating its

potential as a more potent natural antibacterial agent.
Keywords: Tagetes erecta L., Bidens pilosa L., Staphylococcus aureus, beta-hemolytic

Streptococcus, and bacterial susceptibility.

Xiv



INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas representan un importante problema de salud pablica a
nivel global. Dentro de los principales agentes etioldgicos se destacan Staphylococcus aureus
y Streptococcus beta-hemolitico, responsables de ocasionar una serie de infecciones cutaneas
hasta enfermedades sistémicas como endocarditis, sepsis, fiebre reumatica y glomerulonefritis,
siendo aln mas preocupante en el ambito hospitalario y en personas inmunocomprometidas
(Danelli et al., 2020; Babiker & Kadri, 2022). Pese a los ultimos avances terapéuticos, el
aumento de la resistencia a los antibiéticos ha comprometido a la efectividad de los
tratamientos convencionales. S. aureus ha desarrollado resistencia a penicilinas, cefalosporinas
y Gltimamente a la vancomicina (Rungelrath y DeLeo, 2021). Por otro lado, Streptococcus
beta-hemolitico ha empezado a presentar resistencia a la penicilina y macrolidos como la
clindamicina (Berwal et al., 2019).

Bajo estas circunstancias, la fitoterapia es una alternativa por sus compuestos
fitoquimicos presentados por algunas plantas para hacer frente a la resistencia antimicrobiana.
Bidens pilosa L. (amor seco) y Tagetes erecta L. (flor de muerto) presentan una gran variedad
de compuestos bioactivos como los poliacetilenos conjugados (fenilheptatriina y el a-tertienil)
(Chafla y Silva, 2023), flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, terpenoides, entre otros;
distribuidos en hojas y flores con actividad antioxidante para tratar procesos inflamatorios, el
cancer y la arteroclerosis, cuadros diarreicos y disenteria. Ademas de inhibir el desarrollo
bacteriano tanto de Gram positivas y Gram negativas (Pérez et al., 2021; Camacho et al., 2019).

Ante esta situacion se planteé el siguiente problema: ¢Cudl es la susceptibilidad de
Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico frente a los extractos etandlicos de
Bidens pilosa L. y Tagetes erecta L.?, siendo el objetivo principal determinar la susceptibilidad
de las cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico frente a los extractos
etanolicos de Bidens.ilosa L. y Tagetes erecta L. y los objetivos especificos a) establecer la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de Bidens pilosa L. frente a
cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico, b) establecer la
Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) del extracto etanolico de Tagetes erecta L. frente a
cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico y ¢) comparar la efectividad

de los extractos etandlicos de Bidens pilosa L. y Tagetes erecta L.



CAPITULO I. DISENO TEORICO

1.1. Antecedentes del problema

Segura et al. (2024) estudiaron la composicion quimica, la actividad antioxidante,
antifungica y antibacteriana del aceite esencial de hojas y flores de Porophyllum ruderale
Porophyllum Ruderale (Jacg.) Cass. Subsp. Macrocephalum (Dc.) R.R. Johnson “Hierba de
Gallinazo”. La actividad antibacteriana se probo frente a cepas bacterias de S. mutans, E. coli,
P. aeruginosa, S. enterica, S. aureus, S, oralis y S. mutans. Utilizaron la técnica de difusién en
pozos con concentraciones de 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL y 12,5 mg/mL. Los
resultados mostraron que el aceite esencial presento bajo efecto sobre S. mutans, frente a las
otras cepas no presentd actividad antibacteriana significativa. Se concluye que el aceite esencial
de P. ruderale presenta escasas propiedades antibacterianas, siendo efectivo solamente frente
a S. mutans.

Abdelmotaleb et al. (2023) evaluaron la actividad antibacteriana de diferentes
fracciones del extracto de Echinacea purpurea (n-hexano, acetato de etilo, cloroformo y
acuosa) contra cepas MDR aisladas de muestras clinicas. La fraccion de acetato de etileno
mostrd la mayor actividad antibacteriana con zona de inhibicion de 16,8 a 22,7 mm y una CMI
de 15,63 a 250 mg/ml, frente a S. aureus, E. coli, K. pneumonie, P. aeruginosa, A. baumanni
y P. mirabilis. Se concluy6é que la fraccion de acetato de etileno tiene potencial para el

desarrollo de nuevos antibidticos contra cepas MDR.

Burlou et al. (2023) realizaron un estudio para caracterizar los compuestos activos, la
capacidad antioxidante, cicatrizante y antibacteriana de Echinacea purpurea. Para la actividad
antibacteriana emplearon extracto etandlico de las hojas frente a E. coli, P. aeruginosa y S.
aurerus. A través, del método de difusion en disco, se reporté que S. aureus fue sensible,
mostrando que el extracto diluido 1:4 y 1:8 present6 didmetros de inhibicién de 15,56 + 0,36
mm y 15,58 + 0.34 mm. para E. coli fue 16,09 + 0,25mm y 18,60 = 0,38 mm y para P.
aeruginosa 18,60 £ 0,38 mm y 18,60 + 0,38 mm respectivamente. Los autores concluyeron,
que el extracto de Echinacea purpurea presenta actividad antibacteriana tanto en bacterias

Gram negativas y Gram positivas.

Chafla y Silva (2023) evaluaron el efecto antibacteriano del extracto etandlico de B.
pilosa L. y Eryngium foetidum L. sobre S. aureus, E. coli y Salmonella typhimurium.
Emplearon el método modificado de difusion en pocillos. Se establecio la CMI y la
concentracion minima bactericida (CMB). B. pilosa L. presentd mayor rendimiento con el



1.3%. E. foetidum mostré una mayor actividad antimicrobiana frente S. aureus, con un halo de
inhibicion de 21,0 £ 2,0 mm, con una CMI de 15,62 mg/mL y una CMB de 31,25 mg/mL. B.
pilosa L. para S. aureus present6 una CMI de 62,5 mg/mL y una CMB de 125 mg/mL. En
contraste, S. typhimurium y E. coli tuvieron mayor resistencia, con CMI de 125 mg/mL y CMI
de 125 y 250 mg/mL, respectivamente. El extracto de E. foetidum presentd6 mayor actividad

antibacteriana sobre S. aureus.

Meetong et al. (2023) evaluaron la actividad antibacteriana a partir de extracto floral de
T. erecta L. frente a cepas de P. aeruginosa y S. aureus, con el fin de obtener un gel topico
antibacteriano. Emplearon el método colorimétrico de cloruro de aluminio para determinar la
cantidad de flavonoides, y el método de ensayo de difusidn en pozo de agar la CMI y la CMB
para la obtencion del extracto etandlico crudo (MGE), extracto insoluble en agua (MGP), y
extracto soluble en agua (MGW)., Observandose que el MGE presentd un rendimiento
porcentual del 32,55%. MGP de 4,41% y MGW de 20,72%. MGP exhibi6 la actividad
antibacteriana mas alta contra S. aureus y P. aeruginosa. Por tanto, MGP se seleccionaron para

desarrollar el gel topico.

Rikisahedew et al. (2023) realizaron un estudio para examinar la composicion
fotoquimica utilizando solventes organicos y la actividad antibacterial de las hojas de T. minuta
L. Para la actividad antibacteriana enfrentaron el extracto metandlico contra a E. coli (ATCC
25218), S. aureus resistente a la metacilina (ATCC BAA-1683), S. aureus (ATCC 29213), B.
subtilis y P. aeruginosa (ATCC 25215) a través de la prueba de difusion en pocillos. Resultd
que S. aureus resistente a la metacilina presenté mayor medida del halo de inhibicion con 16 +
0,47, sequido de P. aeruginosa con 13 + 0,42 y el de menor medida fue S. aureus con 10 +
0,12. Concluyendo que las hojas de T. minuta presenta metabolitos con potencial

antibacteriano.

lori et al. (2022) identificaron los fitoquimicos presentes en los extractos acuosos y
metanolicos de Helianthus annuus y Anthocleista djalonensis y ademas evaluaron la actividad
antibacteriana frente a E. coli y S. aureus mediante ensayo de difusion en agar a
concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25%. Los resultados mostraron la presencia de
alcaloides, glicosidos, fenoles, flavonoides, taninos y saponina. El extracto acuoso al 100% de
A. djalonensis presento mayor halo de inhibicién sobre S. aureus con diametro de 21,3 + 1,9
mm. Concluyendo que los extractos de ambas plantas presentan propiedades antibacterianas

contra E. coli y S. aureus.



Hussaini et al. (2021), realizaron una investigacion bibliografica documental dando a
conocer el potencial antibacteriano de B. pilosa L. Encontraron accion antibacteriana de
extracto de metanol, acetato de etilo y hexano contra B. Subtilis, E. coli, Klebsiella neumonia
y P. aeruginosa. El extracto etanolico, acuoso y cloroformo contra S. aureus, S. pyogenes, B.
subtilis, P. aeruginosa, E. coli, y K. neumonia. El extracto de diclorometano y hexano presentd
actividad contra S. typhimurium, Shigella boydii, Vibrio parahaemolyticus, E. coli y K.
Neumonia. El extracto metandlico fue eficaz contra S. aureus, S. epidermis y B. Subtilis. El
extracto acuoso demostré una notable actividad contra S. aureus, E.coli, P. aeruginosa,
especies de Shigella, S. arizonae, S. choleraesuis, S.enteriditis, S. typhi, S. paratyphi y S.

Typimurium. Concluyen que Bidens pilosa L. tiene actividad antibacteriana.

Taype et al. (2021) estudiaron la actividad antimicrobiana, los compuestos bioactivos
y los perfiles antioxidantes del aceite esencial de T. erecta L. y Tagetes patula L. Se empleo el
método de arrastre de vapor para extraer los aceites esenciales. Mediante el método difusivo se
evalud la actividad antimicrobiana frente a E. coli y S. aureus y mediante el 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH) se evalto la actividad antioxidante. Los autores identificaron
componentes sesquiterpenos (44 %) y monoterpenos (61 %). Los halos en el extracto etandlico
en las cepas de E. coli y S. aureus fueron de 11.13 mm + 0.58 y 1556 mm + 1.18,
respectivamente. Concluyendo que T. erecta L. y T. patula L. presentan potencial

antimicrobiana y antioxidante.

Latifian et al. (2021) valoraron la actividad antimicrobiana de tres especies de Tagetes
(T. erecta L., T. minuta L. y T. patula L.), frente a cepas de C. albicans, B. subtilis,
Enterococcus faecalis, E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Aspergillus niger y
Phytophthora erythroseptica. Emplearon el método de difusion en pozo de agar y
microdilucion en caldo, utilizaron amikacina (30 ug) y ketoconazol (300 pg) como estandares
para bacterias y hongos. Se evidencid actividad antibacteriana en cepas de bacterias Gram
positivas y solamente los extractos de las flores T. patula presentaron actividad antifingica
frente a P. erythroseptica. Ningun extracto tuvo efecto sobre las cepas de bacterias Gram

negativas.

Villa et al. (2020) evaluaron el efecto antimicrobiano del extracto de Tagetes lucida
frente a S. aureus, E. coli, P. aeruginosa y Salmonella choleraesuis utilizando métodos de
difusion por microdilucion, bioautografia y disco. Asimismo, los autores realizaron ensayos de

sytox y cometa para valorar el mecanismo de accion. Tras la investigacion, se reporto que el
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extracto tiene una CIM de 4.000 mg/ml en S. aureus, también detectaron nueve compuestos
fenolicos en el extracto de T. lucida. que podrian actuar en sinergia. Ademas, mediante las
pruebas de sytox y cometa manifestaron una accion antibacteriana del extracto sobre el ADN
y la membrana bacteriana de este grampositivo.

Ngoupayo et al. (2019) determinaron la actividad antibacteriana y antifangica de los
extractos acuosos e hidroetandlicos de B. pilosa L. frente Shigella flexneri NR518, S. aureus
ATCC43300, Salmonella entérica NR 13555, Salmonella typhi ATCC 6539, E. coli ATCC
25922, P. aeruginosa NR 592 Candida albicans NR29451. Emplearon el método de
microdilucion, fue activo contra E. coli ATCC 25922, y C. albicans NR29451con una MIC de
20 mg/mL y 10 mg/mL respectivamente. Por otro lado, el extracto hidroetandlico fue activo
contra todos los microorganismos probados con CMI que oscilaron entre 2,5 mg/mL y 20
mg/mL. Concluyo que el extracto acuoso fue activo contra E. coli y C. albids. El extracto
hidroetandlico fue activo contra todas las cepas microbianas probadas en diferentes

concentraciones y fungistatico contra C. albicans.
1.2. Bases teoricas cientificas

Staphylococcus aureus

Es una bacteria Gram positiva, anaerobio facultativo, esférica dispuesta en racimos en
forma de uva de 0.5 a 1um, descubierto en 1880 por Alexander Ogston el cual le brindo el
nombre. Entre sus caracteristicas es beta-hemolitico, que da positivo a las pruebas de coagulasa
y catalasa, ademas, es comensal en los seres humanos colonizando principalmente la piel y la
zona nasofaringea. Sin embargo, es considerada como el principal causante de bacteriemia en
Latinoamérica y Norteamérica (Pasachova et al., 2019). Posee la capacidad de generar
numerosas infecciones y asi como adaptarse a diferentes condiciones ambientales, debido a
eso, es la principal causante de infecciones hospitalarias y comunitarias. Provocando
infecciones leves de la piel y tejidos blandos hasta graves como osteomielitis, artritis séptica,
bacteriemia, neumonia y endocarditis. Esta presente en las infecciones relacionadas con los

instrumentos médicos como los catéteres (Lakhundi y Zhang, 2018).

Presenta toxinas y factores de virulencia, responsables de varias enfermedades tales
como el sindrome del shock toxico, enfermedades transmitidas por alimentos y sindrome de la
piel escaldada. También es capaz de generar biopeliculas relacionadas con el incremento de

resistencia a antibidticos y a la evasion inmune. La adquisicion de la resistencia a las penicilinas



mediante el gen mecA ha generado la proliferacion mundial de diferentes linajes de S. aureus
resistente a la meticilina (MRSA), provocando un serio riesgo para la salud publica mundial
(Howden et al., 2023).

Streptococcus beta-hemolitico

Es un patdégeno Gram positivo, esféricos dispuestos en cadenas o pares, son anaerobios
facultativos de forma esférica de 0.6 a 1 um, carecen de motilidad, ademas de ser catalasas
negativas, oxidasa negativa (Pavez, et al., 2019). Es frecuente en infecciones necrotizantes de
tejidos blandos. Es la causa mas comun de faringoamigdalitis, faringitis, amigdalitis,
infecciones en la piel y sindrome de shock toxico. Presenta hemolisis total que causa la rotura
completa de los eritrocitos lo que ocasiona que en el agar sangre se produzcan amplias zonas
claras de los glébulos rojos alrededor de las colonias (Guzman et al., 2022; Navarro et al.,
2015).

Algunas especies como Streptococcus pyogenes del grupo A suelen ser sensibles a la
Bacitracina, en cambio Streptococcus agalactiae del grupo B suele presentarle resistencia. Con
relacion a la clindamicina, S. pyogenes y S. agalactiae suelen ser sensibles pero otros grupos
C, Fy G pueden mostrar resistencia. La clindamicina puede mejorar los resultados en pacientes
con enfermedades estreptocdcicas graves. Sin embargo, se observa una creciente resistencia al

antibidtico a nivel mundial (Horn et al., 2020).

Plantas medicinales como fuente de principios activos

El Per( posee una basta diversidad ecosistémica y microclimas, teniendo alrededor
25000 especies que representan el 10% de flora mundial, siendo uno de los 12 paises con mayor
variedad bioldgica, (Vasquez et al.,, 2018). En la actualidad, los biocompuestos y los
antioxidantes de origen vegetal, han despertado el interés en las industrias alimentarias,
médicas y cosméticas. Los principales bioactivos que tienen actividad bioldgica se encuentran
en las plantas medicinales y aromaticas (Chrysargyris, 2020), inhibiendo el crecimiento
bacteriano por diferentes mecanismos, interfiriendo en procesos metabolicos y/o modificando

propiedades de la membrana celular bacteriana (Pérez et al., 2021).

Entre los metabolitos que se encuentran en B. pilosa L. y T. erecta L. son los
flavonoides que acttan inhibiendo los procesos metabdlicos como la biosintesis de acidos

nucleicos. Otros compuestos como las saponinas por su naturaleza surfactante, interviene en la



variacion de la solubilidad y Semi-permeabilidad de la membrana celular, mientras los

terpenoides actdan frente la sintesis de la membrana celular (Pérez et al., 2021).

Bidens pilosa L.

Es una planta herbacea y perenne, que pertenece a la familia Asteraceae, oriunda de
Ameérica del Sur y distribuida a nivel mundial. Considerada maleza por su forma invasiva de
crecimiento, ampliamente utilizado como alimento y en el tratamiento tradicional de fiebre
amarilla, resfriados, dolores de garganta, disenteria, diarrea, estrefiimiento, picaduras de
insectos, asma, lombrices intestinales, malaria, dolor de estdbmago, infecciones
gastrointestinales, entre otras enfermedades (Wahjudi et al., 2023). Esta planta posee poder
antibacteriano, antiinflamatoria, protector hepético, antidiabético, antihipertensivo,

antioxidante, antiinfecciosas, analgésicas y curativas (Hussaini et al., 2021).

Presenta varios compuestos bioactivos, encontrandose los flavonoides y poliacetilenos
en grandes cantidades, y en menor cantidades encontramos a los fendlicos, feofitinas, acidos
grasos Y fitoesteroles. Los flavonoides y sus derivados se encuentran distribuidos en las partes
de la planta, siendo responsables de las actividades antibacterianas. Los extractos alcohdlicos
inhiben el crecimiento de las bacterias Gram positiva y Gram negativas incluyendo a las que
presentan mecanismos de resistencia como a las Mycobacterium, ademéas de levaduras y
hongos (Wahjudi et al., 2023).

Tagetes erecta L.

Perteneciente a la familia Asteraceae, procedente de América Central, que hoy en dia
es cultivada a nivel mundial como planta ornamental. Es una herbacea de 0, 3 a 1, 5 metros con
flores amarillas o anaranjadas en forma de pompones (Flavia et al., 2021). Es empleada en la
medicina tradicional para curar heridas, enfermedades inflamatorias, antihipertensivo y
diurético.

Las flores contienen grandes cantidades de carotenoide luteina (Zanovello, 2021),
empleadas en ataques epilépticos, astringente y problemas hepaticos. La flavonoide-patulitrina
es uno de los elementos potenciales con actividad antibacteriana (Singh et al., 2020). Ademas
de presentar otros compuestos como terpenoides que tienen actividad antifungica, las
cumarinas y sus derivados presentan diferentes actividades farmacoldgicas. También contiene

taninos, saponinas, glucosidos cardiotonicos, entre otros (Camacho et al., 2019).



Extracto etandlico

Es una solucion obtenida mediante la extraccion de compuestos de vegetales empleando
como solvente al etanol, produciendo altas concentraciones de fitoquimicos aislando asi los
principios bioactivos. El etanol actda frente a una amplia gama de compuestos orgénicos
mediante una serie de interacciones intermoleculares como las dipoplo-dipolo, fuerzas de Van

Der Waals y enlaces de hidrogeno (Alara et al., 2020).



CAPITULO II. DISENO METODOLOGICO

2.1. Disefio y tipo de investigacion
a. Disefo investigacion
Trabajo experimental de estimulo creciente (Paragua et al., 2022).
b. Tipo de investigacion

Tipo experimental y cuantitativa (Paragua et al., 2022).

2.2. Poblacion y muestra
a. Poblacion

La poblacion estuvo conformada por dos especies bacterianas (S. aureus y
Streptococcus beta-hemolitico) aisladas de muestras clinicas, obtenidas del cepario del
Laboratorio de Microbiologia Clinica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas - UNPRG y dos
especies de plantas (B. Pilosa L. y T. erecta L.), la primera aislada del Caserio Marripdn,
Motupe, Lambayeque y la segunda del mercado modelo de Chiclayo.
b. Muestra

La muestra fue representada por tres cepas de S. aureus y tres de Streptococcus beta-
hemolitico proporcionadas por el cepario del Laboratorio de Microbiologia clinica de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo. Las cepas
fueron enfrentadas a 5 concentraciones de los extractos etandlicos de Bidens pilosa L. y Tagetes
erecta L. Las cuales se resumen en: 2x3x2x5x3 = 180 unidades experimentales, donde el
primer factor fueron las especies bacterianas de S. aureus y Streptococcus beta-hemolitico, el
segundo factor fue el nimero de cepas utilizadas por cada especie, el tercer factor fueron los
extractos utilizados de las plantas, el cuarto factor fueron las concentraciones de los extractos

etandlicos de cada extracto, y el quinto fueron las repeticiones.

2.3. Técnicas, instrumentos y procedimientos de recoleccion de datos
Técnicas

Fue la observacion, se visualizé el halo de inhibicion como también la presencia de
turbidez como el crecimiento bacteriano (Paragua et al., 2022).
Instrumento de recoleccion de datos

Se empled fichas de recoleccién de datos a través de tablas para los resultados de los
métodos de difusion de Kirby Bauer y la CMI (anexo 1). Ademas de celular y computadoras
con conexion a internet para la busqueda y recoleccion de informacion.
Procedimiento

a. Reactivacion de Cepas Bacteriana



A un tubo con caldo BHI se inocul6 una asada de la cepa bacteriana y se llevo a la
incubadora a 37° durante 24 horas, luego se sembrd en placas de agar sangre para obtener
colonias jovenes.

Las cepas de S. aureus fueron sembradas en agar manitol salado y se identificaron por
medio de la prueba de coagulasa, catalasa y fermentacion del manitol. En cuanto a las cepas de
Streptococcus beta-hemolitico la identificacion fue mediante la prueba de catalasa y la
presencia de beta-hemolisis en agar sangre.

b. Obtencion de los extractos etandlicos de hojas de Bidens pilosa L. y flores de

Tagetes erecta L. (Viton et al., 2023).

Las hojas de B. pilosa L. fueron recolectadas de la parcela de tierra comunal “El
Hualtaco” ubicada en el sector Marripon del distrito de Motupe y las flores de T. erecta L. se
compraron en el mercado modelo de Chiclayo, luego se trasladaron al Laboratorio de
Microbiologia Clinica de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, procediéndose de la
siguiente manera:

Las hojas y flores fueron lavadas con abundante agua hasta quitar las impurezas, luego
se desinfectaron con hipoclorito de sodio (NaClO) al 2 %, luego fueron enjuagadas con agua
destilada estéril, se dejaron secar en estufa a 37 °C. En un mortero estéril se trituraron y se
depositaron en un frasco de boca ancha. Se afiadi6 alcohol de 96° en una proporcién de 1:2 y
se macerd por 7 dias. Después, se realizo el filtrado, y se llevd a estufa a 37°C para su
evaporacion, los extractos secos obtenidos se colocaron en frascos ambar (anexo 2)

c. Concentraciones de los extractos etanolicos

Se diluyo 10 g de extracto etandlico de B. pilosa L.y T. erecta L. en alcohol al 40 %
hasta completar los 10 mL, preparando una solucién madre a una concentracion de 1000
mg/mL. Partiendo de esta solucion se efectuaron diluciones sucesivas hasta alcanzar
concentraciones de 800 mg/mL, 600 mg/mL, 400 mg/mL, 200 mg/mLy 100 mg/mL.

d. Preparacion del Inéculo Bacteriano

Para realizar la estandarizacion de la densidad poblacional se utilizé solucién salina
fisioldgica esterilizada con 1 o 2 colonias del cultivo puro bacteriano y se compar6 con el tubo
N° 0.5 del Nefelémetro de Mc Farland que equivale a 1,5 x 108 UFC /ml (Viton et al., 2023).

e. Preparacion de los discos

Para obtener los discos de susceptibilidad se perforo el papel Whatman N° 1 con ayuda
de un perforador, los discos tuvieron un diametro de 5 mm y fueron colocados dentro de placas
de Petri y se esterilizaron en autoclave (121° C por 15 min) y luego en horno (180 ° C por 60

minutos). Después, los discos fueron embebidos en cada una de las concentraciones del
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extracto etanolicos de B. pilosa L. y T. erecta L. Se dejo reposar por 5 minutos y luego se
emplearon en la prueba de susceptibilidad. Para el control negativo los discos fueron
embebidos en etanol al 40°.

f. Prueba de susceptibilidad bacteriana segin el método modificado de difusion

de Kirby Bauer (Viton et al., 2023).

Se acondicionaron placas de Petri, con Agar Miller-Hinton (M-H) para realizar las
pruebas de susceptibilidad para cada uno de los microorganismos empleados: S. aureus y
Streptococcus beta-hemolitico. En primer lugar, se sembré por diseminacion sobre la superficie
del medio de cultivo utilizando un hisopo esterilizado, de tal forma que el crecimiento
bacteriano cubra toda la superficie del medio, y se dejo reposar durante 5 minutos.
Posteriormente, en el centro de la placa de Petri se coloco el control negativo y los discos
embebidos con los extractos etanolicos de B. pilosa L. y T. erecta L. alrededor. Finalmente, se
llevaron las placas de Petri a la incubadora con una temperatura de 37 °C durante 24 horas.
Trascurrido este tiempo se midieron los halos de inhibicion (mm) y se reporto en las fichas de
recoleccion de datos teniendo en cuenta la concentracion del extracto etandlicos y la cepa
(Anexo 3y 4)

g. Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de los

extractos etanolicos de hojas de Bidens pilosa L. y flores de Tagetes erecta L.

Se adecu6 la técnica descrita en el Manual de procedimientos para pruebas de
susceptibilidad del INS (2002), se identifico la concentracion con menor efecto inhibitorio en
la prueba de susceptibilidad antibacteriana, y se realizaron diluciones hasta alcanzar
concentraciones decrecientes del extracto, las cuales fueron de 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25
mg/mL, 12,5 mg/mL y 6,25 mg/mL en tubos con caldo tripticasa soya. A un tubo con caldo
tripticasa soya no se le agrego in6culo y fue considerado como control de esterilidad, a otro
tubo no se le agregd extracto etanolico y se le considero el control de indculo. Posteriormente
fueron incubados a 37 °C por 24 horas. El punto final fue definido por la carencia de turbidez
comparandose a simple vista con el tubo de control positivo de crecimiento.

Procesamiento y analisis estadistico de datos

Para el analisis estadistico, se aplico el ANAVA con un arreglo factorial de 2x3x2x5x3.

Luego, se complemento esta prueba estadistica con la Prueba de Tukey (0,05). Las tablas y

resultados se presentaron utilizando el programa Microsoft Excel.
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CAPITULO IIl. RESULTADOS

Ssusceptibilidad de las cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico
frente a los extractos etanolicos de Bidens pilosa L. y Tagetes erecta L.

La Tabla 1 presenta la respuesta de Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico
frente a los extractos etandlicos de Bidens pilosa L. y Tagetes erecta L. aplicados en distintas
concentraciones (100, 200, 400, 600 y 800 mg/mL). Los resultados evidencian que T. erecta
L. posee una mayor capacidad antibacteriana, especialmente contra S. aureus, al generar zonas
de inhibicion con un didmetro promedio de 18,73 mm. En el caso de Streptococcus beta-
hemolitico, también se observé un efecto inhibitorio, aunque de menor magnitud, con un
promedio de 12,54 mm. Por su parte, el extracto de B. pilosa L. mostr6 igualmente actividad
antibacteriana, aunque menos pronunciada que la de T. erecta L., registrando promedios de

12,49 mm para S. aureus y 10,58 mm para Streptococcus beta-hemolitico.

Tabla 1
Promedios de las medidas de los halos de inhibicién de las tres cepas de Staphylococcus
aureus y Streptococcus beta-hemolitico frente a los extractos etandlicos de Bidens pilosa L. y

Tagetes erecta L.

Extracto etandlico

Concentraciones B. pilosa T. erecta
de los extractos Streptococcus Streptococcus
etanolicos - aureus beta-hemolitico - aureus beta-hemolitico
100 mg/mL 8,89 8,67 13,56 9,26
200 mg/mL 11,44 9,56 16,00 10,19
400 mg/mL 12,89 10,78 19,67 12,33
600 mg/mL 14,44 11,56 21,33 15,00
800 mg/mL 14,78 12,33 23,11 15,93
Promedio 12,49 10,58 18,73 12,54
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Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de Bidens pilosa L. frente

a cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico

La Tabla 2 presenta los resultados de la determinacion de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) para Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico frente al extracto
evaluado. En el caso de S. aureus, las tres cepas analizadas no mostraron crecimiento
bacteriano (—) hasta una concentracion de 25 mg/mL, lo que indica que esta constituye su CMI.
Al reducir la concentracion a 12,5 mg/mL, se evidencid crecimiento bacteriano (+),
confirmando que 25 mg/mL es el limite minimo eficaz para inhibir estas cepas. Para
Streptococcus beta-hemolitico, la cepa 1 mostr6 crecimiento a partir de 25 mg/mL,
estableciendo su CMI en 50 mg/mL, mientras que las cepas 2 y 3 no presentaron crecimiento
a 25 mg/mL, pero si a 12,5 mg/mL, lo que indica que su CMI es de 25 mg/mL, un

comportamiento similar al observado en S. aureus.

Tabla 2
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de Bidens pilosa L. frente a

cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico

Concentraciones de B. pilosa (mg/mL) Control Control

Especie Cepa
100 50 25 125 6.25 (+) )
Cepal - - - + + + -
Staphylococcus
Cepa 2 - - - + + + i}
aureus
Cepa 3 - - - + + + -
Cepal - - + + + + -
Streptococcus
Cepa 2 - - - + + + -
beta-hemolitico
Cepa 3 - - - + + + -
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Cconcentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etanolico de Tagetes erecta L.

frente a cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico

La Tabla 3 presenta los resultados de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto
evaluado frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico. En el caso de S.
aureus, las cepas 1 y 2 mostraron inhibicion completa del crecimiento bacteriano hasta 50
mg/mL, mientras que a 25 mg/mL se observo crecimiento (+), indicando que su CMI es de 50
mg/mL. Por su parte, la cepa 3 presentd inhibicion efectiva hasta 25 mg/mL, con crecimiento
bacteriano a partir de 12,5 mg/mL, estableciendo su CMI en 25 mg/mL. En cuanto a
Streptococcus beta-hemolitico, las tres cepas evaluadas fueron completamente inhibidas a 12,5
mg/mL. Sin embargo, al reducir la concentracion a 6,25 mg/mL, se observo crecimiento
bacteriano (+) en todas las cepas, determinando que la CMI de esta especie es uniformemente
de 12,5 mg/mL.

Tabla 3
Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) del extracto etandlico de T. erecta L. frente a cepas

de Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico

Concentraciones de T. erecta (mg/mL) Control Control

Especie Cepa
100 50 25 125 6.25 (+) )
Cepal - - + + + + _
Staphylococcus
Cepa 2 - - + + + + ;
aureus
Cepa 3 - - - + + + -
Cepal - - - - + + ;
Streptococcus
Cepa 2 - - - - + + ;
betahemolitico
Cepa 3 - - - - + + ;
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Andlisis estadistico

El anlisis estadistico mediante ANOVA mostré que todos los factores evaluados —cepas
bacterianas, especie bacteriana, concentracion y tipo de extracto—, asi como sus interacciones
(concentracion/extracto,  concentracion/cepa,  concentracion/especie,  extracto/especie,
extracto/cepa, especie/cepa y la combinacidn cepa/especie/concentracion/extracto) presentaron
diferencias estadisticamente significativas en los diametros de los halos de inhibicién, con
valores de p < 0,05 en todos los casos. Estos resultados indican que la respuesta antibacteriana
depende de la combinacion especifica de factores, evidenciando que el efecto de los extractos
de Bidens pilosa L. y Tagetes erecta L. frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-
hemolitico no es uniforme y varia segin la interaccion entre la cepa, la especie y la

concentracion del extracto.

HIPOTESIS

Ho1 = No se observaron diferencias significativas en la actividad de los extractos de Bidens
pilosa y Tagetes erecta

Ha1 = Si se observaron diferencias significativas en la actividad de los extractos de Bidens

pilosa y Tagetes erecta

Hoo = No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las especies
Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico.
Ha2 = Si se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las especies

Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico.

Hoz = No se observaron diferencias significativas entre las cepas bacterianas.

Haz = Si se observaron diferencias significativas entre las cepas bacterianas.

Hos = No se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones de
los extractos de hojas y flores de Tagetes erecta.
Has = Si se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones de

los extractos de hojas y flores de Tagetes erecta.

Hos = No existen diferencias significativas en las interacciones extractos de plantas — especies

bacterianas —cepas bacterianas y concentraciones.
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Has = Si existen diferencias significativas en las interacciones extractos de plantas — especies
bacterianas —cepas bacterianas y concentraciones

Tabla 4

Anélisis de Varianza de los promedios de halos de inhibicion de los extractos etandlicos de B.

pilosa L.y T. erecta L. frente a S. aureus y Streptococcus beta-hemolitico

Suma de Media

Origen cuadrados ¢l cuadratica F Sig. Decision
Extractos de plantas 772.939 2 77.939 50.396 0,000 Rechazar Ho
Cepas bacterianas 724.006 3 724.006 46,374 0,000 Rechazar Ho
Concentraciones 3291.430 5 822857 1898.902 0.000 Rechazar Ho
Especie bacterianas 1552.207 2 776.104 1791.009 0.000 Rechazar Ho

La Tabla 5 muestra los resultados del andlisis estadistico comparativo entre los extractos
vegetales evaluados. El valor de significancia obtenido (p = 0,0001) es ampliamente inferior al
nivel critico de 0,05, lo que indica diferencias estadisticamente significativas en la actividad
antibacteriana entre T. erecta L. y B. pilosa L. frente a las especies bacterianas analizadas.
Segun los promedios de los didmetros de los halos de inhibicidn, el extracto de T. erecta L.
presentd consistentemente valores superiores a los de B. pilosa L., lo que evidencia una mayor

capacidad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico.

Tabla 5
Estadistica descriptiva y andlisis de varianza (ANOVA) del promedio del didmetro de los halos
de inhibicién producidos por el efecto antibacteriano de los extractos etandlicos de Bidens

pilosa L.y Tagetes erecta L.

Extractos Promedio de los halos de inhibicién p —valor = 0,05
B. pilosa L. 11,53

0,000
T. erecta L. 15,68
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La Tabla 6 evidencia diferencias estadisticamente significativas en la susceptibilidad de las
especies bacterianas frente a los extractos etanolicos de T. erecta L. y B. pilosa L., con un valor
de p < 0,05. Estos resultados indican que Staphylococcus aureus presentd una mayor
sensibilidad a ambos extractos en comparacion con Streptococcus beta-hemolitico. Asimismo,
los didametros promedio de los halos de inhibicion fueron consistentemente mayores en S.
aureus, reflejando una respuesta mas pronunciada frente a la accion antibacteriana de los

extractos vegetales evaluados.

Tabla 6
Estadistica descriptiva del analisis de varianza (ANOVA) sobre la susceptibilidad de las

especies bacterianas, basada en los diametros de los halos de inhibicion.

Bacterias Promedio de los halos de inhibicién  p —valor = 0,05
S. aureus 15,61
) 0,000
Streptococcus beta-hemolitico 11,60

En la Tabla 7 los resultados evidencian que la concentracion menos eficaz fue la de 100 mg/mL
del extracto etandlico de Bidens pilosa L., que mostrd los menores diametros de inhibicion. En
contraste, la combinacién mas eficaz fue la de 800 mg/mL del extracto de Tagetes erecta L.,
que generd los halos de inhibicion de mayor tamafio. Estos hallazgos permiten observar una
relacion directamente proporcional entre la concentracion del extracto vegetal y su efecto
inhibitorio sobre las bacterias estudiadas, lo que sugiere que, a mayor concentracion, mayor es

la capacidad antimicrobiana del extracto.
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Tabla 7
Prueba de Tukey para la comparacion de los promedios de las medidas de los halos de
inhibicion segun la eficacia de diferentes concentraciones de los extractos etandlicosde  B.

pilosa L.y T. erecta L.

Concentraciones Promedio de los halos Subconjunto para alfa = 0.05
/ Extractos de inhibicién (mm) 1 2 3 4 5
100 - B. pilosa 8,78 a
200 - B. pilosa 10,50 a b
100 - T. erecta 11,44 a b
400 - B. pilosa 11,83 a b
600 - B. pilosa 13,00 b c
200 - T. erecta 13,22 b c
800 - B. pilosa 13,56 b c
400 - T. erecta 16,06 C d
600 - T. erecta 18,17 d E
800 - T. erecta 19,50 E
Significancia bilateral (p —valor) 0,0 0,10 00 057 0,95

Nota. Letras diferentes = Diferencia significativa; Letras iguales = No existe diferencia
significativa.

La Tabla 8 presentan la comparacidn de los didmetros de los halos de inhibicion obtenidos para
las distintas combinaciones de extractos vegetales y especies bacterianas, mediante la prueba
de Tukey. De acuerdo con estos resultados, la combinacion menos eficaz fue la del extracto
etanolico de Bidens pilosa L. frente a Streptococcus beta-hemolitico, que present6 los menores
diametros de inhibicidn. En contraste, la combinacion mas eficaz correspondio al extracto de
Tagetes erecta L. frente a Staphylococcus aureus, evidenciando un mayor efecto antibacteriano
Estos hallazgos indican que S. aureus es mas susceptible al extracto de T. erecta L. en
comparacion con Streptococcus beta-hemolitico, lo que resalta la influencia tanto del tipo de

extracto como de la especie bacteriana en la actividad antimicrobiana observada.
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Tabla 8

Prueba de Tukey para la comparacion de los promedios de las medidas de los halos de
inhibicion segun la eficacia de los extractos etandlicos de B. pilosa L.y T. erecta L. frente a S.
aureus y Streptococcus beta-hemolitico

_ ) Promedio de los Subconjunto para alfa = 0.05
Extractos / especie bacteriana o
halos de inhibicion 1 2 3
B. pilosa L. / Streptococcus
_ 10,58 a
beta-hemolitico
B. pilosa L./ S. aureus 12,49 b
T. erecta L. / Streptococcus
_ 12,62 b
beta-hemolitico
T.erectaL./S. aureus 18,73 C
Significancia bilateral (p —valor) 1,00 0,99 1,00

Nota. Letras diferentes = Diferencia significativa; Letras iguales = No existe diferencia
significativa.
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CAPITULO IV. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que los extractos etanolicos de
Bidens pilosa L. y Tagetes erecta L. poseen actividad antimicrobiana frente a cepas de
Staphylococcus aureus y Streptococcus beta-hemolitico. Sin embargo, se observé una clara
diferencia en la sensibilidad entre ambos extractos y frente a las distintas especies bacterianas
evaluadas. En general, el extracto de T. erecta L. presentd una mayor capacidad inhibitoria,
con un tamafio promedio de halo de inhibicion de 18,73 mm frente a S. aureus, lo cual
representa la mayor actividad observada en este estudio. En comparacion, el mismo extracto
mostré una inhibicién promedio de 12,54 mm frente a Streptococcus beta-hemolitico, lo que
indica una menor susceptibilidad de esta especie bacteriana. Este patrén sugiere que S. aureus
es mas sensible al extracto de T. erecta L., lo cual puede atribuirse a diferencias estructurales
entre las bacterias Gram positivas, ya que, aunque ambas pertenecen a este grupo,
Streptococcus presenta una capsula mas densa que podria conferirle una mayor resistencia a la

accion de los compuestos bioactivos.

Desde el punto de vista estructural y fisiolégico, la mayor susceptibilidad observada en
Staphylococcus aureus frente a los extractos vegetales podria explicarse por la composicion y
caracteristicas de su pared celular. A diferencia de Streptococcus beta-hemolitico, S. aureus
posee una pared celular menos densa y carece regularmente de capsula, lo cual facilita la
penetracion de compuestos antimicrobianos presentes en los extractos, como lo sefialan Li et
al. (2021). En contraste, Streptococcus beta-hemolitico presenta una capsula polisacarida y una
pared celular méas reforzada, estructuras que actian como barreras fisicas y quimicas que
reducen la efectividad de los agentes antibacterianos naturales. Ademas, Streptococcus beta-
hemolitico cuenta con mecanismos adicionales de resistencia, como la formacion de biofilms
complejos y la regulacién de sus factores de virulencia a través del sistema CovRS, lo que le
otorga una ventaja adaptativa frente a compuestos externos, segun lo descrito por Wang et al.
(2022). Estos mecanismos pueden limitar significativamente la eficacia de tratamientos
basados en extractos naturales, especialmente en condiciones donde los biofilms actian como

escudos frente a agentes antimicrobianos.

Asimismo, T. erecta, en su composicion quimica incluye una alta concentraciéon de
flavonoides, terpenoides, carotenoides, taninos y aceites esenciales como el tagetona, limoneno
y ocimeno, compuestos conocidos por alterar la integridad de las membranas bacterianas,

inhibir enzimas esenciales y generar estrés oxidativo en las células microbianas predominan tal
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como lo sefiala Villa et al., (2020). Estos mecanismos explican los mayores halos de inhibicion
observados. Por otro lado, B. pilosa L. también contiene flavonoides, acidos fendlicos y
fitosteroles,, tal como lo menciona Ngoupayo et al., (2019), pero en menor concentracion y con
menor diversidad estructural que T. erecta. Su accion antibacteriana, aunque evidente, podria
ser mas limitada debido a la menor presencia de compuestos con alta lipofilicidad, lo que

reduce su capacidad de interaccién con la membrana bacteriana.

Por otro lado, las diferencias en la susceptibilidad no pueden atribuirse Gnicamente a la
composicion quimica de los extractos, sino también a la variabilidad genética y adaptativa entre
cepas. Tal como afirman Segovia et al. (2022), las diferencias de respuesta entre cepas
bacterianas pueden estar influenciadas por factores genéticos, epigenéticos y ambientales, los
cuales modifican la expresion de proteinas blanco y otros elementos clave en la interaccion con
agentes antimicrobianos. Hay que mencionar que S. aureus puede desarrollar resistencia a
multiples antibioticos convencionales, incluidos los [-lactamicos. Sin embargo, los
compuestos bioactivos presentes en T. erecta L., actian mediante mecanismos distintos a los
de los antibidticos tradicionales. Estos compuestos afectan la permeabilidad de la membrana,
provocan la desnaturalizacion de proteinas y inhiben enzimas metabdlicas, lo que disminuye
la probabilidad de resistencia cruzada. Esto podria explicar la alta susceptibilidad de S. aureus

frente al extracto etanélico de T. erecta L.

Por otro lado, Streptococcus beta-hemolitico mostrdé menor sensibilidad,
probablemente debido a diferencias en la composicion de su pared celular y a la presencia de
mecanismos defensivos, como la produccion de enzimas degradadoras o la expresion de
bombas de eflujo, que reducen la concentracion intracelular de los compuestos activos.
Asimismo, T. erecta L. contiene metabolitos secundarios con reconocida actividad
antimicrobiana, capaces de desorganizar las membranas bacterianas y generar estrés oxidativo
letal para las células. En cambio, B. pilosa L., aunque también posee flavonoides y acidos
fenolicos, presenta menor diversidad y potencia de estos compuestos, lo que podria explicar su

menor efecto inhibitorio.

Ademas, se debe considerar que la susceptibilidad de los extractos vegetales puede
fluctuar ampliamente segln condiciones experimentales como el tipo de solvente utilizado, el
tiempo y temperatura de extraccion, asi como el origen geografico de la planta, asi lo sefialaron
Rojas et al., (2020). Estos factores pueden afectar la concentracion y estabilidad de los

metabolitos bioactivos. En esta misma linea, investigaciones previas, como la realizada por
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Delgado et al. (2021) en extractos de Tithonia diversifolia, encontraron una relacién
proporcional entre el aumento de la concentracion del extracto y el tamafio del halo de

inhibicion, lo cual coincide con los resultados obtenidos en el presente estudio.

Los estudios revisados evidencian que la actividad antibacteriana de los extractos
vegetales depende de la especie, el tipo de extracto y la presencia de metabolitos secundarios.
Segura et al. (2024) reportaron que el aceite esencial de Porophyllum ruderale fue efectivo
unicamente frente a S. mutans, lo que sugiere que sus compuestos presentan baja afinidad por
otras bacterias. De manera similar, Chafla y Silva (2023) observaron que los extractos
etanolicos de B. pilosa L. presentan actividad moderada contra S. aureus, pero menor efecto
frente a bacterias Gram negativas como E. coli y Salmonella typhimurium, probablemente

debido a la membrana externa y mecanismos de resistencia.

En contraste, Abdelmotaleb et al. (2023) y Burlou et al. (2023) demostraron que
Echinacea purpurea es activa frente a Gram positivas y Gram negativas, indicando que fenoles,
polisacaridos y otros compuestos afectan maltiples estructuras celulares. En cuanto a T. erecta
L., Meetong et al. (2023) reportaron que la fraccion insoluble en agua (MGP) present6 mayor
actividad frente a S. aureus y P. aeruginosa, atribuida a flavonoides y metabolitos lipofilicos
capaces de atravesar membranas bacterianas. De forma complementaria, Rikisahedew et al.
(2023) e llori et al. (2022) mostraron que especies como T. minuta L., Helianthus annuus y
Anthocleista djalonensis contienen alcaloides, fenoles y flavonoides que inhiben bacterias
Gram positivas y negativas, reforzando el potencial de los extractos vegetales como fuentes de

compuestos antibacterianos.

En relacion con la Tabla 2, la concentracién minima inhibitoria (CMI) del extracto
etanolico de B. pilosa L. mostrd un valor uniforme de 25 mg/mL frente a las tres cepas de S.
aureus. En contraste, para Streptococcus beta-hemolitico se observd mayor variabilidad: la
cepa 1 presentd una CMI de 50 mg/mL, mientras que las cepas 2 y 3 registraron 25 mg/mL.
Estas diferencias pueden atribuirse a variaciones fisioldgicas entre cepas, incluyendo la
permeabilidad de la membrana celular, la expresion de bombas de eflujo o la presencia de
enzimas capaces de inactivar compuestos antimicrobianos, tal como lo indican Chafla y Silva
(2023). Los valores obtenidos concuerdan parcialmente con reportes previos; Ngoupayo et al.
(2019) describieron una CMI de 10 mg/mL frente a S. aureus, mientras que Chafla y Silva

(2023) documentaron un valor mas elevado de 62,5 mg/mL.
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Estas discrepancias reflejan la influencia de maltiples factores experimentales, como el
tipo de extracto utilizado (etandlico, metanodlico o acuoso), el tiempo y la temperatura de
extraccion, la parte de la planta empleada y las condiciones microbioldgicas del ensayo.
Asimismo, se evidenci6 variabilidad en la respuesta entre cepas: la cepa 3 de S. aureus fue la
mas susceptible al extracto de T. erecta L. (halo promedio de 20,33 mm), mientras que la cepa
1 de Streptococcus beta-hemolitico fue la mas resistente frente a B. pilosa L. (halo promedio
de 10,27 mm), lo que refleja la importancia de factores genéticos en la sensibilidad bacteriana
a compuestos fitoquimicos. Cabe destacar que la naturaleza del solvente y el método de
extraccion impactan directamente en la concentracion y perfil de metabolitos activos obtenidos.
Diferencias en la polaridad del solvente, por ejemplo, pueden afectar la solubilidad de los
compuestos antimicrobianos y, por tanto, su disponibilidad biolégica. Ademas, estudios como
los de Rodriguez y Salas (2021) han evidenciado que la CMI puede verse influenciada por la
estabilidad quimica de los compuestos durante el almacenamiento y por su interaccion con el

medio de cultivo.

De acuerdo con la Tabla 3, la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto
etandlico de T. erecta L. fue homogénea, registrando 12,5 mg/mL frente a las tres cepas de
Streptococcus beta-hemolitico. Esta uniformidad indica una alta potencia antimicrobiana del
extracto y una baja variabilidad en la respuesta bacteriana, reforzando su potencial como
candidato fitoterapéutico de accion constante. Estos resultados concuerdan con estudios
previos; Latifian et al. (2021) y Meetong et al. (2023) atribuyen la efectividad de T. erecta
frente a bacterias Gram positivas a compuestos bioactivos como quercetina, luteolina y
marigoldina, los cuales interfieren en la membrana celular y procesos metabdlicos esenciales
de los patdgenos. Sin embargo, se han reportado valores divergentes en la literatura. Por
ejemplo, Villa et al. (2020) informaron una CMI de 4000 mg/mL para T. erecta, lo que resalta
la influencia de factores experimentales como el tipo de solvente, la parte de la planta utilizada

(hojas, flores o raices), el método de extraccion y las condiciones de cultivo bacteriano.

Asimismo, la consistencia observada en los valores de CMI en este estudio podria
explicarse por la sinergia entre los diversos compuestos fitoquimicos presentes en el extracto,
lo que potencia su eficacia global. Esta interaccion natural permite que el extracto actle sobre
multiples dianas bacterianas simultaneamente, a diferencia de muchos antibidticos
convencionales que se dirigen a un solo blanco molecular. En este contexto, Herrera y Caceres

(2022) destacan que los compuestos fenolicos de T. erecta L. pueden inhibir enzimas
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bacterianas clave, como la DNA girasa y el peptidoglicano sintasas, afectando tanto la
replicacion del ADN como la sintesis de la pared celular. Este mecanismo multiobjetivo ofrece
una ventaja frente a cepas multirresistentes, que a menudo escapan a tratamientos dirigidos a

blancos Unicos.

Los resultados estadisticos obtenidos evidencian que la actividad antibacteriana de los
extractos etandlicos de B. pilosa L. y T. erecta L. esta influenciada por mdltiples factores,
incluyendo la especie y cepa bacteriana, la concentracion del extracto y el tipo de planta, asi
como sus interacciones, lo que refleja la complejidad de la accién antimicrobiana de los
compuestos vegetales. La mayor eficacia observada de T. erecta L. frente a S. aureus y
Streptococcus beta-hemolitico podria estar relacionada con la presencia de metabolitos
secundarios especificos, como flavonoides y terpenoides, que poseen reconocida actividad
antibacteriana, mientras que B. pilosa L., aunque también efectiva, mostr6 halos de inhibicion

menores, lo que sugiere una menor concentracion o actividad de estos compuestos.

La mayor sensibilidad de S. aureus comparada con Streptococcus beta-hemolitico
puede deberse a diferencias estructurales en la pared celular y mecanismos de resistencia
intrinsecos de cada especie, lo que coincide con estudios previos que reportan variabilidad en
la susceptibilidad bacteriana a extractos vegetales. Ademas, la relacién directamente
proporcional entre concentracion y efecto inhibitorio confirma que la actividad antibacteriana
depende de la dosis, reforzando la importancia de determinar concentraciones Gptimas para
lograr un efecto terapéutico. Los hallazgos del analisis post hoc permiten identificar
combinaciones especificas mas o menos eficaces, 1o que es crucial para orientar aplicaciones

futuras de estos extractos en control de patdgenos.
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CONCLUSIONES

Se determind la susceptibilidad de las cepas de S. aureus y Streptococcus beta-
hemolitico frente a los extractos etandlicos de B. pilosa L. y T. erecta L. Siendo méas
susceptible las cepas de S. aureus con promedios de halos de inhibicion de 15,61 mm
en comparacion con Streptococcus beta-hemolitico que presentd en promedio 11,60
mm.

Se establecid la CMI del extracto etandlico de B. pilosa L. frente a cepas de S. aureus
y Streptococcus beta-hemolitico, obteniéndose un valor de 25 mg/mL para ambas
bacterias.

Se establecié la CIM del extracto etandlico de T. erecta L. frente a cepas de S. aureus
y Streptococcus beta-hemolitico, siendo de 25 mg/mL para S. aureus y 12,5 mg/mL
para Streptococcus beta-hemolitico.

Se comparo la efectividad de los extractos etanolicos, observandose que el extracto de
T. erecta L. presenté mayor efecto inhibitorio respecto a B. pilosa L., al generar halos

de inhibicion de mayor didmetro en todas las concentraciones evaluadas.
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RECOMENDACIONES

A investigadores en el area de microbiologia, se recomienda continuar investigaciones
que exploren con mayor detalle los modos de accion antimicrobiana de los extractos
etandlicos de Bidens pilosa L. y Tagetes erecta L. sobre otras cepas bacterianas de
importancia clinica, para evaluar su potencial como alternativas terapeuticas en el
tratamiento de infecciones bacterianas.

A laboratorios de investigacion en fitoterapia y biotecnologia, se recomienda efectuar
estudios complementarios para identificar y caracterizar los compuestos secundarios
implicados en la accion antimicrobiana detectada en Bidens pilosa L. y Tagetes erecta
L., con el fin de desarrollar posibles formulaciones farmacéuticas o fitoterapéuticas con
mayor eficacia y seguridad.

A especialistas en el area de la salud y a investigadores del entorno cientifico, se
recomienda promover la utilizacién de extractos naturales con actividad antibacteriana,
como los de B. pilosa L. y T. erecta L., potenciar el estudio y desarrollo de nuevas
alternativas frente a la resistencia bacteriana a los antibioticos convencionales.

A entidades reguladoras y gubernamentales del sector salud, se recomienda fomentar
investigaciones sobre la seguridad y toxicidad de los extractos etanolicos mencionados,
en modelos animales y humanos, para establecer criterios de uso adecuados y evaluar

su viabilidad en aplicaciones clinicas o comerciales.
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ANEXOS

Anexo 1

Fichas de recoleccion de datos

a. Método de kirby-Bauer para S. aureus

PLANT | ESPECI | REPETIC CONCENTRACIONES
A E/CEPA IONES 100 200 400 600 800 Promedio
R1
S. aureus R2
Cepal R3
Promedio
R1
B. pilosa | S. aureus R2
L. Cepa 2 R3
Promedio
R1
S. aureus R2
Cepa 3 R3
Promedio
R1
S. aureus R2
Cepal R3
Promedio
R1
T.erecta | S. aureus R2
L. Cepa 2 R3
Promedio
R1
S. aureus R2
Cepa 3 R3
Promedio
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b. Método de kirby-Bauer para Streptococcus beta-hemolitico

PLANTA ESPECIE/ REPETI CONCENTRACIONES
CEPA CIONES | 100 200 400 | 600 | 800 | Promedio
Streptococcus R1
beta- R2
hemolitico R3
Cepa 1 Promedio
Streptococcus R1
B. pilosa beta- R2
L. hemolitico R3
Cepa 2 Promedio
Streptococcus R1
beta- R2
hemolitico R3
Cepa 3 Promedio
Streptococcus R1
beta- R2
hemolitico R3
Cepa 1 Promedio
Streptococcus R1
T. erecta beta- R2
L. hemolitico R3
Cepa 2 Promedio
Streptococcus R1
beta- R2
hemolitico R3
Cepa 3 Promedio
c. Concentracion minima inhibitoria (cmi)
Especie Concentraciones del extracto (mg/mL) | Control | Control
] Cepa
bacteriana (+) (-)
Cepal
Cepa 2
Cepa 3
Cepal
Cepa 2
Cepa 3
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Anexo 2
Flujograma del proceso de la extraccion del extracto etanolico a partir de hojas de Bidens

pilosa L.y flores Tagetes erecta L.

Plantas: hojas de Bidens pilosay
flores de Tagetes erecta

o I —
Limpieza y seleccion
o I —

Secado +—— Estufaa37°C
—
Molienda
— =

Maceracion etanclica +———— Etanol de 96°

—_—
Filtracian

— =

Evaporacion +—— Estufaa37°C
— =

Extracto seco
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Anexo 3

Susceptibilidad de cepas de S. aureus frente a diferentes concentraciones de los extractos

etanolicos de B. pilosa L.y T. erecta L.

PLANT ESPECI REPETIC CONCENTRACIONES

A E/CEPA IONES 100 200 400 600 800 Promedio

R1 10 13 14 15 16 13,60

S. aureus R2 7 14 15 15 14 13,00

Cepal R3 11 10 13 13 15 12,40

Promedio 9,33 12,33 14,00 14,33 15,00 13,00

R1 10 12 14 14 12 12,40

B. pilosa S. aureus R2 7 10 10 16 17 12,00

L. Cepa 2 R3 10 11 14 14 15 12,8

Promedio 9,00 11,00 12,67 14,67 14,67 12,40

R1 10 10 12 14 14 12,00

S. aureus R2 8 12 11 15 14 12,00

Cepa 3 R3 7 11 13 14 16 12,20

Promedio 8,33 11,00 12,00 14,33 14,67 12,07

R1 14 17 17 18 23 17,80

S. aureus R2 16 17 21 21 24 19,80

Cepal R3 11 17 16 19 19 16,40

Promedio 13,67 17,00 18,00 19,33 22,00 18,00

R1 12 12 19 22 22 17,40

T.erecta S. aureus R2 14 16 17 20 23 18,00

L. Cepa 2 R3 13 13 20 25 20 18,20

Promedio 13,00 13,67 18,67 22,33 21,67 17,87

R1 14 20 21 22 24 20,20

S. aureus R2 12 16 20 21 26 19,00

Cepa 3 R3 16 16 26 24 27 21,80

Promedio 14,00 17,33 22,33 22,33 25,67 20,33
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Anexo 4

Susceptibilidad de cepas de Streptococcus beta-hemolitico frente a diferentes

concentraciones de los extractos etandlicos de B. pilosa L.y T. erecta L.

CONCENTRACIONES

ESPECIE/ REPETI
PLANTA CEPA CIONES 100 200 400 600 800 Prdoi[)ne
Streptococcus R1 8 9 13 12 13 11,00
beta- R2 8 9 9 12 12 10,00
hemolitico R3 9 8 10 11 11 9,80
Cepal Promedio 8,33 8,67 10,67 11,67 12,00 10,27
Streptococcus R1 7 8 11 12 11 9,80
B. pilosa beta- R2 10 11 11 12 12 11,20
L. hemolitico R3 10 10 10 11 14 11,00
Cepa 2 Promedio 9,00 9,67 10,67 11,67 1233 10,67
Streptococcus R1 7 10 11 12 11 10,20
beta- R2 6 8 10 9 12 9,00
hemolitico R3 13 13 12 13 15 13,20
Cepa 3 Promedio 8,67 10,33 11,00 11,33 1267 10,80
Streptococcus R1 14 16 14 17 19 16,00
beta- R2 9 9 13 15 17 12,60
hemolitico R3 11 12 14 19 18 14,80
Cepa l Promedio 11,33 12,33 13,67 17,00 1800 14,47
Streptococcus R1 11 11 14 20 20 15,20
T. erecta beta- R2 6 8 10 11 13 9,60
L. hemolitico R3 8 7 9 11 13 9,60
Cepa 2 Promedio 8,33 867 11,00 14,00 1533 11,47
Streptococcus R1 8 10 13 14 14 11,80
beta- R2 8 10 13 14 14 11,80
hemolitico R3 9 11 12 14 15 12,20
Cepa 3 Promedio 8,33 10,33 12,67 14,00 1433 11,93
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Anexo 5
Comparacion de la efectividad de los extractos etandlicos de Bidens pilosa L. y Tagetes

erecta L.

Comparacion de los promedios de las medidas de los halos de inhibicion de los extractos

etanolicos de B. pilosa L.y T. erecta L. frente a S. aureus y Streptococcus beta-hemolitico.

Concentraciones de Medidas de los halos de inhibicion (mm)
los extractos Staphylococcus aureus Streptococcus beta-hemolitico
etandlicos (mg/mL) B. pilosa T. erecta B. pilosa T. erecta
100 8,87 13,56 8,66 9,33
200 11,44 16,00 9,57 10,44
400 12,89 19,66 10,78 12,45
600 14,44 21,33 11,56 15,00
800 14,78 23,11 12,33 15,87
Promedio final 12,48 18,73 10,58 12,62
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Anexo 6

Prueba de Tukey para la comparacion de los promedios de las medidas de los halos de
inhibicion segun la susceptibilidad de las cepas S. aureus y Streptococcus beta-hemolitico

frente a los extractos etandlicos de B. pilosa L.y T. erecta L.

Promedio de Subconjunto para alfa = 0.05

. - los halos de
Cepa * Bacteria * Extracto inhibicién 1 ) 3 4
(mm)
Cepa 1/ Streptococcus / B. pilosa L. 10,27 A
Cepa 2 / Streptococcus / B. pilosa L. 10,67 A b
Cepa 3/ Streptococcus / B. pilosa L. 10,80 A b
Cepa 2 / Streptococcus / T. erecta L. 11,47 A b
Cepa 3/ Streptococcus / T. erecta L. 11,93 A b
Cepa 3/S. aureus/ B. pilosa L. 12,07 A b
Cepa 2/S. aureus/ B. pilosa L. 12,40 A b
Cepa 1/S. aureus/ B. pilosa L. 13,00 A b
Cepa 1/ Streptococcus / T. L. erecta 14,47 b
Cepa2/S.aureus/T. erecta L. 17,87 c D
Cepa l/S.aureus/T.erecta L. 18,00 c D
Cepa 3/S.aureus/T. erecta L. 20,33 D
Significancia bilateral (p —valor) 0,42 0,05 0,09 0,59

Nota. Letras diferentes indican diferencia significativa, mientras las letras iguales indican que
no existe diferencia significativa
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