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RESUMEN

OBJETIVO: Determinar la susceptibilidad de las cepas de Staphylococcus aureus,
Streptococcus beta hemolitico y Escherichia coli frente al extracto etandlico de hojas de
Annona muricata (Guanabana). La muestra estuvo representada por 135 unidades
experimentales constituidas por 9 cepas bacterianas (3 cepas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Streptococcus beta hemolitico) sometidas a 5 concentraciones
del extracto etanodlico de hojas de Annona muricata “guanabana” (125, 250, 500, 750, y
1000 mg/ml), sometida a 3 repeticiones; siguiendo el método modificado de difusion de
Kirby Bauer. RESULTADOS: El crecimiento de las cepas de Staphylococcus aureus y
Streptococcus beta hemolitico fueron inhibidas por el extracto etandlico de hojas de
Annona muricata; asimismimo, ademas conforme se incrementaba la concentracion del
producto aumentaba la inhibision. Asi mismo los promedios de halo de inhibicién
demuestran que Streptococcus beta hemolitico fue la especie mas sensible ya que
presenta halos de 14.6 mm a una concentracion de 1000 mg/ml y 7.8 mm a una
concentracion de 125 mg/ml; Mientras que las cepas de Escherichia coli no presento halo
de inhibicién en ningunas de las concentraciones utilizadas. La concentracidon minima
inhibitoria (CMI) que presento el extracto etanolico de hojas de Annona muricata sobre
las cepas 1,2 y 3 de Staphylococcus aureus fue 500 mg/ml. Mientras que las cepas 1,2
y 3 de Streptococcus beta hemolitico fue de 250mg/ml. En tanto para Escherichia coli no
se realiz6 la concentracion minima inhibitoria (CMI) pues no existié inhibicién en placa,
en ninguna de las concentraciones del extracto. CONCLUSION: Streptococcus beta
hemolitico fue la especie con mayor susceptibilidad, presenta halos de inhibicion de 14.6
mm a una concentracion de 1000 mg/ml y 7.8 mm a una concentracion de 125 mg/ml y
la especie mas resistente fue cepas de Escherichia coli no presento halo de inhibicion en

ningunas de las concentraciones utilizadas.

Palabras Clave: Annona muricata, susceptibilidad, extracto etandlico, cepas.



ABSTRAC

OBJECTIVE: To determine the susceptibility of strains of Staphylococcus aureus, beta-
hemolytic Streptococcus and Escherichia coli to the ethanolic extract of Annona muricata
(Guanabana) leaves. The sample was represented by 135 experimental units constituted
by 9 bacterial strains (3 strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and beta
hemolytic Streptococcus) subjected to 5 concentrations of the ethanolic extract of leaves
of Annona muricata "guanabana” (125, 250, 500, 750, and 1000 mg / ml), subjected to 3
repetitions; following the modified diffusion method of Kirby Bauer. RESULTS: The
growth of strains of Staphylococcus aureus and beta-hemolytic Streptococcus were
inhibited by the ethanolic extract of Annona muricata leaves; As well, as the concentration
of the product increased, the inhibition increased. Likewise, the inhibition halo averages
show that beta hemolytic Streptococcus was the most sensitive species since it presents
halos of 14.6 mm at a concentration of 1000 mg / ml and 7.8 mm at a concentration of
125 mg / ml; While the strains of Escherichia coli did not present a halo of inhibition at
any of the concentrations used. The minimum inhibitory concentration (MIC) presented
by the ethanolic extract of Annona muricata leaves on strains 1, 2 and 3 of
Staphylococcus aureus was 500 mg / ml. While strains 1, 2 and 3 of beta hemolytic
Streptococcus was 250mg / ml. In the case of Escherichia coli, the minimum inhibitory
concentration (MIC) was not carried out since there was no inhibition in plaque at any of
the concentrations of the extract. CONCLUSION: Hemolytic beta-streptococcus was the
species with the highest susceptibility, presented halos of inhibition of 14.6 mm at a
concentration of 1000 mg / ml and 7.8 mm at a concentration of 125 mg / ml and the most
resistant species was Escherichia coli strains. Halo inhibition in any of the concentrations

used.
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I. INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos es un fenémeno bioldgico exacerbado por el
uso indebido de los farmacos; el uso de un medicamento antimicrobiano contra la
infeccidn que sea, sin importar la dosis, por un periodo de tiempo obliga a los diversos
microorganismos a adaptarse o morir, y los que se pueden adaptar transmiten los genes
de resistencia contra los farmacos a generaciones futuras. La resistencia bacteriana a
los antibioticos es cada vez mas frecuente debido a que los microorganismos causantes
de enfermedades desarrollan diferentes mecanismos que estan codificados ya sea a
nivel cromosdémico o plasmidico, lo que conduce mayormente al fracaso de los

tratamientos.

Asimismo una caracteristica sobresaliente del genoma de Staphylococcus aureus
es la presencia de un gran numero de elementos moviles de ADN extracromosomicos
(plasmidos, secuencias de insercién y transposones), que confieren al microorganismo
factores de virulencia y resistencia a diversos antimicrobianos.

En la actualidad, el consumo desmesurado de antibidticos, especialmente beta
lactamicos, cefalosporinas y fluoroquinolonas, ha favorecido el aumento de cepas de
Escherichia coli, con patron de multirresistencia, debido a la produccion o
hiperproduccion de enzimas betalactamasas, ya sea de espectro reducido o amplio
espectro.

Las infecciones faringo-amigdalianas son procesos patologicos muy frecuentes en el
hombre; Se reconoce al Streptococcus beta hemolitico grupo A (Streptococcus
pyogenes) como uno de los agentes infecciosos mas comunes causante de esta
enfermedad, ademas segun estudios realizados presenta resistencia a los antibidticos

como la eritromicina y clindamicina.

Datos epidemiologicos en el Per( revelaron que Escherichia coli aislada de
muestras de orina de pacientes comunitarios, tiene una resistencia significativa a

betalactamicos como ampicilina (72%), cefalotina (25%), amoxicilina/acido



Clavulanico (35%) y también a las quinolonas como el &cido Nalidixico y la
Ciprofloxacina (30%). (INS, 2007).

En el Peru un estudio sobre resistencia antimicrobiana del Staphylococcus aureus en
los servicios quirdargicos, mostro una resistencia a meticilina de (52,2 %), eritromicina
y azitromicina (92,3% respectivamente), ciprofloxacino (72%), gentamicina (28.2 %),
amikacina (26 %). (Martinez,2017).

De muestras de exudados faringeos se determin6 que el Streptococcus beta hemolitico
presentan una resistencia a eritromicina (70 %), a clindamicina (70 %) y un (81.25 %)

resistentes a ambos antimicrobianos. (Olivera 2009)

Del total de microorganismos aislados en pacientes hospitalizados, en el Hospital
Regional Docente las Mercedes de la provincia de Chiclayo en el afio 2014, el 69% de
aislamientos correspondieron a la especie Escherichia coli y el 4% fueron aislamientos
de Staphylococcus aureus; en el caso del Hospital Regional Lambayeque también de
la provincia de Chiclayo, en el afio 2016 la incidencia es 56.4% para Escherichia coli
y 0.3% para Staphylococcus aureus. En un estudio realizado por Olivera en el 2009 en
la ciudad de Trujillo se determino una frecuencia de 0.71 % aislamientos de

Streptococcus beta hemolitico.

La Annona muricata (Guanabana), ha sido referida como una planta medicinal
la cual presenta en la corteza y frutos jovenes taninos; que se usa para tratar diarreas y
disenterias. También la corteza, raiz y hojas en infusion es utilizada contra la diabetes,
puesto que disminuye el azUcar en sangre. También refiere que se utiliza como
cicatrizante de Ulceras o heridas en la piel para lo que se utiliza las hojas machacadas
en forma de emplastos. EI zumo de las hojas regulariza el transito gastrointestinal y
elimina helmintos del intestino es antidiarreico y antiparasitario intestinal. (Rengifo
2007).

Frente a lo planteado se cuestiond ¢ existe susceptibilidad de las cepas de
Staphylococcus aureus, Streptococcus beta hemoliticos y Escherichia coli frente

al extracto etanolico de hojas de Annona muricata “guanabana”? Considerando



que las cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus beta hemoliticos y
Escherichia coli son susceptibles frente al extracto etanolico de hojas de Annona
muricata “guanabana” se ejecutd el presente trabajo de investigacion con los
objetivos:

» Determinar la susceptibilidad de las cepas de Staphylococcus aureus,
Streptococcus beta hemolitico y Escherichia coli frente al extracto etanolico
de hojas de Annona muricata (Guanabana).

» Determinar la CMI del extracto etandélico de hojas de Annona muricata sobre
las cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus beta hemolitico vy

Escherichia coli.



Il.  ANTECEDENTES

Lim T (2012) en estudios de la Annona muricata, han evidenciado muchos de sus
usos  tradicionales y han demostrado que diversas partes de la planta contienen
acetogeninas, que son las responsables de los muchos beneficios terapéuticos. A la fecha
aproximadamente 82 acetogeninas han sido cuantificadas de diez diferentes grupos de A.
muricata. Las 3 acetogeninas de la Annonaceae son aparentemente una serie de
policétidos derivados de acidos grasos que poseen anillos tetrahidrofurano y metilado o
lactona (algunas veces se reordena a una metil cetolactona) con varios grupos hidroxil,
acetoxil y/o cetoxil a lo largo de la cadena de hidrocarbono. Las acetogeninas exhiben
una amplia variedad de actividad bioldgica (citotdxica, antitumoral, antiviral,
antimicrobiana, inmunosupresiva, utilizadas para el crecimiento de los animales y
pesticida). Las hojas de Annona muricata, contienen alcaloides a los cuales se les atribuye

propiedades antitumorales y antioxidantes.7

Las hojas de guanabana son utilizadas tradicionalmente en Brasil para problemas
del higado (Solis et al., 2010), también son usadas como supurativo (contra mucosidades,
secreciones o flujos) y antipirético (Badrie y Schauss, 2010) y contra la inflamacién
(Gomez et al., 2009), por ejemplo, realizaron un analisis de la capacidad antiinflamatoria
del extracto etandlico de las hojas de guanabana obteniendo la confirmacion de su posible
uso terapéutico, pero recomendando la realizacion de estudios sobre los efectos

secundarios que se pueden presentar.

Takahashi et al., (2006) realizaron un estudio para lo que utilizaron ocho plantas
de la familia Annonaceae, las cuales fueron seleccionados por su actividad antibacteriana:
Xylopia frutescens, X. aromatica, X. amazonica, X. benthamii, Annona ambotay, A.
crassiflora, A. muricata y A. cherimolia contra Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia
coli ATCC 25922, Micrococcus luteus ATCC 9341, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27835 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. Seis mostraron actividad antibacteriana



contra al menos uno de los organismos probados (extractos de hexano de frutos de X.
frutescens, extractos etandlicos de frutos de X. frutescens, X. amazonica, extracto de
cloroformo deltronco de X. amazonica, extracto de benceno de A. ambotay y hojas de A.
cherimolia), a la concentracion de 100 mg/ ml, todos ellos activos contra B. subtilis. Tres
extractos (extractos etandlicos de frutos de X. frutescens, extracto de benceno de A.
ambotay y hojas de A. cherimolia también mostraron actividad contra S. aureus. Ninguno
de los extractos o compuestos fueron activos contra E. coli, M. luteus y P. aeruginosa. El

efecto mas prometedor se obtuvo del extracto de etanol de hojas de A. cherimolia.

Pérez y et al., (2013) obtuvieron a partir de la cascara de “Lima”, Citrus limetta
Risso flavonoides a los cuales se les atribuyen efectos benéficos sobre la salud tales como:
antidiabética, antibacteriana, antiinflamatoria y antioxidante; esta actividad antioxidante
es importante porque puede prevenir enfermedades como el cancer y otras enfermedades

degenerativas.

Abadie et al. (2014) En las pruebas in vitro de sensibilidad, realizados con 6
extractos vegetales (Alchornea triplinervia, Annona muricata, Averrhoa carambola,
Brunfelsia grandiflora, Caraipa grandifolia y Cedrela odorata) Este estudio se realizd
mediante la técnica de difusion en disco. Ninguno de los extractos tuvieron actividad
frente a las cepas de Escherichia. coli; cuatro extractos tuvieron actividad frente a las
cepas de Pseudomonas aeruginosa, siendo los extractos de Cedrela odorata y Alchornea
triplinervia los que tuvieron mayor actividad frente a esta bacteria, todos los extractos
tuvieron actividad frente a las cepas de Staphylococcus aureus, siendo los extractos de C.
odorata, A. triplinervia y Caraipa grandiflora, los de mayor actividad. Se obtuvieron
prometedores resultados de actividad antibacteriana de los extractos en estudio frente a

cepas intrahospitalarias, mayormente contra Staphylococcus aureus.

Solomon y Ugoh (2014) evaluaron las actividades antibacterianas y fitoquimicas
del extracto foliar metandlico y acuoso de Annona muricata, frente a bacterias como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis,
Salmonella typhimurium y Klebsiella pneumonia. Las bacterias gram positivas inhibidas

fueron Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus, mientras que el gramnegativo mas



inhibido fue Escherichia coli. Ambos extractos mostraron propiedades antibacterianas
pero el extracto metanolico fue mas eficaz, ya que inhibié una amplia gama de organismos

a concentraciones variables.

Garcia et al. (2016) utilizaron las hojas de Amnona muricata previamente seco y
molido empleando etanol al 75 % como disolvente, una relacion material vegetal-
volumen de disolvente 1:20 por un tiempo de 1 h y a 50°C; se evalu6 a dos
concentraciones 500 y 250 mg/ml. Se emple6 solucién salina como control negativo y el
combidtico Penicilina-Estreptomicina como control positivo. Se determind que las cepas
de Erysipelothrix rhusiopathiaees es susceptible a la concentracion del extracto etanolico

de Amnona muricata de 500 mg/mL.

Tejerina (2001) Menciona que diversas extrategias se han surgido para tratar de
minimizar esta amenaza y una de ella es la necesidad de hallar nuevos antibioticos, ya
que, es alarmante la disminucion del interés por parte de la industria farmacéutica en la
busqueda de nuevas moléculas antibacterianas; al dia de hoya se considera que los
mecanismos bacterianos de resistencia y su capacidad de diseminacion son mucho mas

eficientes.

Annona muricata, se trata de un pequefio arbol perenne, perteneciente a la familia
de las Annonaceas, caracterizado por presentar una altura cercana a los 6-8 metros hasta
10. Su tronco es recto, de corteza lisa y color grisaceo, ramifica a baja altura siendo el
ramaje intenso con ramas delgadas y grisaceas o pardeo grisacea. Su sistema radicular
extensivo le permite soportar periodos relativamente largos de sequia, ya que explora y
cubre una amplia franja de terreno. En suelos sin ningun obstaculo, las raices llegan a

penetran mas de un metro de profundidad. (Alonso 2004).

Se ha identificado en extractos etandlicos de hojas de A. muricata la presencia de
flavonoides, a los cuales se les atribuyen actividades farmacoldgicas tales como:
antidiabética, antibacteriana, antiinflamatoria y antioxidante (Pérez y et al., 2013; Gaitén
y et al., 2012) y en el afio 2006 se realizd un estudio en el que se demostrd el efecto

antibacteriano de extractos de A. muricata sobre las bacterias S.aureus y B. subtilis



(Takahashi y et al., 2006). Los flavonoides son moléculas polifenélicas que pueden ser
vistos como dos anillos de benceno unidos por una pequefia cadena de tres carbonos. Uno
de estos atomos de carbono estéd siempre conectado a uno de los anillos de benceno; ya
sea directamente o por puente de hidrogeno, formando asi un tercer anillo en el centro,

el cual puede tener cinco o seis miembros. (Escamilla et al. 2009).

Los flavonoides, en particular, exhiben una amplia gama de efectos bioldgicos,
incluyendo actividad antibacteriana, antiviral, antinflamatoria, antialérgica, antioxidante,
antitrombdtica y vasodilatadora. Un aumento en la ingesta de antioxidantes fenolicos
naturales se correlaciona con una reduccion de las enfermedades coronarias. Dietas ricas
en compuestos fendlicos se asocian con mayor expectativa de vida. Estas propiedades
incluyen actividad anticancer, antiviral, antinflamatoria, efectos sobre la fragilidad
capilar, y habilidad para inhibir la agregacion de las plaquetas humanas. (Paladino, S.
2009) En los extractos etanolicos de hojas de Annona muricata se ha identificado la
presencia de flavonoides a los cuales se les han atribuido propiedades antioxidantes,

anticancerigenas y antibacterianas. (Garcia et al. 2016)



1.  MATERIALES Y METODOS

3.1 Material

3.1.1 Material biol6gico

Material botanico: Las hojas de Annona muricata “guanabana” fueron
recolectadas en el Caserio Callanca — Distrito Monsefu - Provincia Chiclayo —
Region Lambayeque. Su identificacion fue corroborada en el herbario PRG como

Annona muricata, siendo depositado y registrado con el N© 17883. (Fig. 1).

Figura 1: Hojas de Annona muricata “guanabana”

Material bioldgico: Cultivos de Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
proporcionados por el Hospital Regional Docente “Las Mercedes” — Chiclayo.
Cultivos de Streptococcus beta hemolitico aislados e identificados en el laboratorio

de Microbiologia Humana de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo (Fig. 2).

Staphylococcus Escherichia coli Streptococcus beta
aureus hemolitico

Figura 2: Cultivos de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Streptococcus beta
hemolitico



3.2

3.1.2 Poblaciéon y muestra

La poblacion la conformaron todas las cepas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli proporcionados por el Hospital Regional Docente “Las Mercedes”
— Chiclayo; las cepas de Streptococcus beta hemolitico obtenidas a partir de
secreciones faringeas de alumnos de la Facultad de Biologia de la Universidad
Nacional Pedro Ruiz Gallo.

La muestra estuvo representada por 135 unidades experimentales constituidas
por 9 cepas bacterianas (3 cepas de Staphylococcus aureus, 3 de cepas de Escherichia
coli y 3 cepas de Streptococcus beta hemolitico) sometidas a 5 concentraciones del
extracto etanolico de hojas de Annona muricata “guanabana” (125, 250, 500, 750, y

1000 mg/ml), sometida a 3 repeticiones.

El disefio de la investigacion para el presente trabajo experimental
corresponde al disefio de contrastacion de hipotesis de estimulos crecientes (segun
Goode y Hatt, en Alvitres 2000).

Métodos

3.2.1 Variables de estudio
¢ Independiente: Extracto etandlico de la hoja de Annona muricata.
e Dependiente: Inhibicién del crecimiento de Staphylococcus aureus,

Escherichia coli y Streptococcus beta hemolitico.

3.2.2 Aislamiento e identificacion de las cepas bacterianas.
e Cultivos puros de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, proporcionados
por el Hospital Regional Docente “Las Mercedes” — Chiclayo.
e Para identificar a Staphylococcus aureus, se sembraron en placas Petri
estériles con Agar sangre con la finalidad de comprobar las caracteristicas de
produccion de hemolisis, en la identificacion se realizara la prueba de

coagulasa. (Figura 3).



e Para identificar a Escherichia coli, se sembraron en placas Petri estériles con
Agar Mac Conkey, en la identificacion se realizara las pruebas bioquimicas
TSI, LIA, INVIC. (Figura 4).

e Entanto los cultivos puros de Streptococcus beta hemolitico fueron obtenidas
a partir de alumnos de biologia de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo
con infecciones faringeas, las muestras fueron sembradas en placas Petri
estériles con Agar sangre para comprobar la produccién de beta hemolisis, en
la identificacion se realizara la prueba de catalasa. (Figura 5)

_—
Figura 3: Identificacion de Staphylococcus aureus. a. Staphylococcus aureus en placa
con agar sangre. b. Prueba de coagulasa.

Figura 4: Identificacion de Escherichia coli. a. Escherichia coli en placa de Agar Mac
Conkey b. Pruebas bioquimicas.

10



Figura 5: Identificacion de Streptococcus beta hemolitico. a. Streptococcus produccion de beta
hemolisis. b. Prueba de catalasa.

3.2.3 Determinacion de la susceptibilidad bacteriana al extracto etandlico de la

hoja de Annona muricata (guanabana).

Técnica para la obtencién del extracto etandlico y preparacion de las

concentraciones (Badrie N, y Schauss A. 2010)

a) Obtencion del extracto etandlico de la hoja de Annona muricata (Qguandbana):

e La recoleccion de las hojas de Annona muricata “Guanabana” se realizé en el
Caserio Callanca (Villa Saul) Lambayeque.

e La muestra botanica se traslado al Laboratorio de Botéanica de la facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo para su
respectiva identificacion.

e Las hojas de guanaba fueron llevadas al Laboratorio de Microbiologia Humana
de la Universidad Nacional “Pedro Ruiz Gallo”, en el laboratorio se procedié a
seleccionar las hojas en buen estado. las cuales se desinfectaron con hipoclorito
de sodio al 2%, luego se enjuago tres veces con agua destilada estéril, para
eliminar el cloro residual; fueron escurridos y secados con toallas absorbentes.
(Figura 6)
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Figura 6. Seleccion de hojas de Annona muricata “guanabana” en el Laboratorio de

Microbiologia Humana de la Universidad Nacional “Pedro Ruiz Gallo”.

e Las hojas de Guanabana se deshidrataron en horno a temperatura de 60°C, por
72 horas; una vez secas las hojas se procedid a triturar lo que se realizo
manualmente.

e La muestra triturada se colocO en un recipiente grande de vidrio de
aproximadamente 1000ml.

e Luego se le agrego el doble de etanol al 96°, es decir en proporcién de 1:2 y se
dejo macerar por 7 dias con constantes movimientos rotacionales, se guardé en
un lugar donde no tenga contacto con la luz solar.

e Luego de los 7 dias de maceracion se procedié a filtrar con un papel filtro
Whatman N° 1 y se coloco el filtrado en capsula de porcelana la cual se llevé a

estufa a 37°C para la evaporacion del etanol, quedando asi solo el extracto seco.
(Figura 7).

- |

Figura 7: Hojas de Annona muricata “Guanabana” a. Maceracion. b. Filtracién con un papel
filtro Whatman N° 1.
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b) Preparacion de las concentraciones del extracto etandlico de las hojas de

Annona muricata (guanabana)

e EIl extracto seco se pesd y fue 5.83g. se le agregd un volumen de 5.83ml de
alcohol al 40° en proporcion de 1:1, asi se obtuvo una solucion madre con una
concentracion de 1000 mg/ml.

e A partir de la solucion madre, se procedio a realizar las respectivas diluciones
para obtener concentraciones de 125 mg/ml, 250 mg/ml, 500 mg/ml, 750 mg/ml,
1000 mg/ml. Tomando un volumen de la solucion stock y completando con

etanol de 40°.

Tabla N°1: concentraciones del extracto etandlico de hojas de Annona muricata
(guanabana) obtenidas a partir de la solucién madre.

Extracto etandlico Etanol al 40% (ml) Concentraciones
(ml) (mg/ml)
0.25 1.75 125
0.5 1.5 250
1 1 500
1.5 0.5 750
2 0 1000

Actividad antimicrobiana de la hoja de Annona muricata “guanabana”

a) Preparacion del inoculo bacteriano segun el método descrito por el Instituto

Nacional de Salud del Perd.

e La preparacién del indculo bacteriano segin el Manual de procedimientos para
pruebas de susceptibilidad del INS, 2010 para lo cual se utiliz6 solucion salina
fisioldgica esterilizada (NaCl 0,86 % p/v) como diluyente se coge 1 6 2 colonias

del cultivo bacteriano puro del que se hizo la estandarizacion hasta obtener una
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densidad poblacional semejante al tubo N° 0.5 del Nefelémetro de Mc Farland
equivalente a 1.5 x 108 UFC/ mL.

b) Preparacion de los discos de susceptibilidad

e Para la preparacion de los discos de susceptibilidad se utilizé papel de filtro
Whatman N°1 del cual se obtuvieron discos de 5mm de diametro con ayuda de
un perforador. Estos discos se colocaron dentro de un frasco de vidrio el cual se
Ilevé a esterilizar en autoclave (15 Lb. de presion a 121°C por 15 minutos), luego

se dejo secar en horno a 80°C por 24 horas.

e Posteriormente en los discos se coloco 20ul de cada una de las concentraciones
del extracto etanolico de Annona muricata (guanabana) a 125 mg/ml, 250
mg/ml, 500 mg/ml, 750 mg/ml, 1000 mg/ml; se dejé reposar por 5 minutos para
luego realizar la prueba de susceptibilidad. Se utiliz6 como control negativo
discos embebidos en etanol al 40°.

c) Prueba de susceptibilidad bacteriana segun el método modificado de

difusion de Kirby Bauer

e En placas Petri previamente esterilizadas se sirvié entre 10 ml a 15 ml por placa
Agar Miller Hinton. Se dejo solidificar y se realizé el control de esterilizacion
llevandolas a incubar a 37°C por 24 horas.

e Con un hisopo estéril se tomé el inoculo bacteriano estandarizado, eliminando
el exceso por rotacion firme contra la pared interna del tubo, luego se sembro
superficialmente por estria en tres direcciones diferentes, con el fin de cubrir
toda la superficie del agar y se dejo secar durante 5 minutos.

e Se colocd los discos conteniendo 20ul del extracto etandlico de Annona
muricata (guanabana) que contenian las diferentes concentraciones descritas
anteriormente y en el centro de la placa se coloco el disco de control con 20 pl

de etanol a 40°.
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o Posteriormente se llevaron las placas a incubacién a 37°C por 24 horas.
Transcurrido el tiempo se midieron los halos de inhibicién (mm) y se registro la

medida de cada una de las cepas.

3.2.4 Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Método de
macrodilucion en tubo segin Norma Técnica Peruana N° 30 del Instituto

Nacional de Salud.

e Para la obtencion de la poblacion bacteriana, las cepas se sembraron e incubaron
en agar Mller Hinton por 24 horas a 37°C

e Con la ayuda de un ansa estéril se procedi6 a realizar la suspension comparando
con el tubo nimero 0.5 del nefelémetro de Mc Farland que indica una densidad
poblacional de 1.5 x 108 UFC/m.

e Se coloco 0.5 ml de Caldo Muller Hinton desde el tubo N°2 al N°12.

e Se colocd 0.5 ml de solucidn del extracto etandlico de hojas de Annona muricata
con una concentracion de (500mg/ml para las cepas de Staphylococcus aureus,
y 250mg/ml para las cepas de Streptococcus beta hemolitico) a los tubos N°1 y
N°2,

e Se mezcld el tubo N°2 y se transfirio 0.5 ml del tubo N°2 al tubo N°3.

e Se mesclo el tubo N°3y se transfirio 0.5 ml de este tubo al tubo N°4. Se continuo
con el mismo procedimiento hasta el tubo N°10

e Se descart6 0.5 ml de la dilucidon del tubo N°10.

e Se coloco 0.5 ml del inoculo desde el tubo N°1 al tubo N°11.

e El tubo N° 11 fue el control del inoculo y el tubo N°12 el control de esterilidad.

e Se incubo a 35°C, en un tiempo de 16-20 horas.

e El punto final se definio a simple vista, por falta de turbidez del caldo, para ello

se compar6 dado tubo con el tubo de control de crecimiento.
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Tabla N°2: Procedimiento del método de macrodilucién en tubo segin Norma Técnica Peruana
N° 30 del Instituto Nacional de Salud.

Tubo N2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Caldo Miiller Hinton - 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 0.5
(ml)

Extracto etandlicode 0.5 0.5p0.50.5p0.5p0.5p05p0.5»0.5p05 - - >

Annona muricata (ml)

Inoculo bacteriano(ml) 0.5 0.5 0.5 05 05 05 05 05 05 05 0.5 -

Volumen final (ml) 1.0 1.0 10 10 10 10 10 10 1.0 1.0 1.0 0.5

3.2.5 Analisis estadistico de datos

Para el anélisis estadistico de los datos obtenidos correspondiente a la
susceptibilidad de cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus beta hemolitico
y Escherichia coli frente al extracto etantlico de hojas de Annona muricata
(guanédbana), se sometieron a un Analisis de Varianza (ANAVA), con arreglo
factorial (5x3x3x3); donde cinco fueron las diferentes concentraciones del
extracto etandlico de hojas de Annona muricata, tres cepas fueron el nimero de
cultivos puros de Staphylococcus aureus, tres cepas de cultivos puros de
Streptococcus beta hemolitico y tres cepas de cultivos puros de Escherichia coli.
Y por ultimo, tres es el nimero de repeticiones, para determinar la susceptibilidad
de las bacterias empleadas es por la influencia del producto (extracto etandlico de
Annona muricata) y sus concentraciones. Este analisis se complementd con la
Prueba de Tukey (0.05) para el efecto inhibitorio del extracto etandlico, las
concentraciones y cepas bacterianas probadas. Para todo ello se utilizo el software

estadistico: Statistica version 6.0 y Ms Excel 2013.
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IV. RESULTADOS

4.1 Susceptibilidad de las cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus beta
hemolitico y Escherichia coli frente al extracto etandlico de hojas de

Annona muricata (Guanabana).

Los resultados obtenidos en el desarrollo experimental de la presente
investigacion demostraron que el crecimiento de las cepas de Staphylococcus
aureus proporcionados por el Hospital Regional docente “Las Mercedes” y
las cepas Streptococcus beta hemolitico aisladas en el laboratorio de
Microbiologia Humana de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo fueron
inhibidas por el extracto etandlico de hojas de Annona muricata. Se observo
que hubo mayor halo de inhibicion del crecimiento conforme se incrementaba

la concentracion del producto.

Asi mismo los promedios de halo de inhibicion demuestran que
Streptococcus beta hemolitico fue la especie mas sensible ya que presenta
halos de 14.6 mm a una concentracion de 1000 mg/ml y 7.8 mm a una
concentracion de 125 mg/ml; en cambio la especie mas resistente fue la
Staphylococcus aureus, presentando halos de inhibicién de 5 mmy 12.3 mm
a las concentraciones de 125 y 1000 mg/ml. Mientras que las cepas de
Escherichia coli no presento halo de inhibicion en ningunas de las
concentraciones utilizadas en la presente investigacion. (Tabla N° 3 y Figura
Ne° 8).
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Tabla 3: Promedio del halo de inhibicion (mm) de Staphylococcus aureus, Streptococcus beta
hemolitico y Escherichia coli, enfrentadas al extracto etandlico de hojas de
Annona muricata “guanabana”.

Concentracioén Halos de inhibicién por especie (mm)
del extracto Staphylococcus  Streptococcus  Escherichia coli
(mg/mL) aureus beta hemolitico
125 5.00 7.88 5.00
250 6.88 10.44 5.00
500 9.33 11.88 5.00
750 10.77 13.22 5.00
1000 12.33 14.66 5.00

El promedio de halo de inhibicion 5mm corresponde al didmetro del disco.

1000 (mg/mL) 1233 14.66
7 L 13.22
50 (mg/mL) 10.77 Escherichia coli
500 (mg/mL) 11.88 M Streptococcus beta
9:33 hemolitico
B Staphylococcus aureus
250 (mg/mL) 6.88 10.44
125 (mg/mL) 5 7.88
1 I/ 1
0 5 10 15

Figura 8: Promedio del halo de inhibicion (mm) de Staphylococcus aureus, Streptococcus beta
hemolitico y Escherichia coli, enfrentadas al extracto etandlico de hojas de
Annona muricata “guanabana”.
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Figura 9: Halos de inhibicion (mm) de Escherichia coli, enfrentadas al extracto etandlico de hojas
de Annona muricata “guanabana”. A concentraciones de 125, 250,500,750,1000mg/ml y
control alcohol 40° (C).

S.aureus

Figura 10: Halos de inhibicion (mm) de Staphylococcus aureus, enfrentadas al extracto etanélico
de hojas de Annona muricata “guanabana’. A concentraciones de 125,
250,500,750,1000mg/ml y control alcohol 40° (C).

S.aureus

Streptococcus - Streptococcus

beta hemolitico beta hemolitico

Figura 11: Halos de inhibicion (mm) de Streptococcus beta hemolitico enfrentadas al extracto
etandlico de hojas deAnnona muricata “guanabana”. A concentraciones de
125, 250,500,750,1000mg/ml y control alcohol 40° (C).
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4.2 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del
extracto etandlico de hojas de Annona muricata sobre las cepas de

Staphylococcus aureus, Streptococcus beta hemolitico y Escherichia coli.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) que presentd el extracto
etandlico de hojas de Annona muricata sobre las cepas 1,2 y 3 de
Staphylococcus aureus fue 500 mg/ml. En tanto la concentracion minima
inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de hojas de Annona muricata sobre

las cepas 1,2 y 3 de Streptococcus beta hemolitico fue de 250mg/ml.

En tanto para Escherichia coli no se realizd la concentracion minima
inhibitoria (CMI) pues no existié inhibicion en placa, en ninguna de las
concentraciones del extracto etanolico de hojas de Annona muricata

“guanabana” (Tabla 4 y Figura 12).

Tabla 4: Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de Staphylococcus aureus, Streptococcus beta
hemolitico frente al extracto etandlico de hojas de Annona muricata “guanabana”.

Staphylococcus aureus Streptococcus beta hemolitico

Cepal Cepa 2 Cepa 3 Cepal Cepa 2 Cepa 3

CMI 500 500 500 250 250 250
mg/ml. mg/ml. mg/ml. mg/ml. mg/ml. mg/ml.
Tubos 12 12 12 12 12 12
totales
Tubos sin 1 1 1 1 1 1
crecimiento
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Figura 12: Concentracion minima inhibitoria (CMI) de Streptococcus beta hemolitico frente al extracto
etanolico de hojas de Annona muricata “guanabana”.

- 1.95
me/ me/ i M/
A ml

o
0.97
!l
- 5 T
——

Figura 13 Concentracion minima inhibitoria (CMI) de Staphylococcus aureus, frente al extracto
etandlico de hojas de Annona muricata “guanabana”.
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4.3 : Andlisis de Varianza (ANAVA) de los promedios de halos de inhibicién

Al realizar el Andlisis de varianza reveld que el efecto inhibitorio del
extracto etandlico del Annona muricata “guanabana”. Sobre el crecimiento de
Staphylococcus aureus, Streptococcus beta hemolitico y Escherichia coli. es
dependiente de las variables cepa y concentracion del extracto.

Las variables cepa y concentracion del extracto influyeron
significativamente en el efecto del extracto etandlico del Annona muricata
“guanabana”. Sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus, y Streptococcus
beta hemolitico donde se observa que en las cepas el efecto del extracto etanolico
de Romero es diferente, asi como con cada una de las concentraciones del extracto,

del mismo modo ocurre con las interacciones de estas variables

HIPOTESIS:

e CEPAS
Ho: SA=SBH=EC

e CONCENTRACIONES
Ho: C125=C250 = C500 = C750 = C1000

e INTERACCIONES
Ho: No hay efecto de las concentraciones del extracto etandlico de Annona

muricata “guanabana” con las cepas de Staphylococcus aureus,

Streptococcus beta hemolitico y Escherichia coli,
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Tabla 5: Andlisis de Varianza (ANAVA) de los Promedio del halo de inhibicion (mm) de
Staphylococcus aureus, Streptococcus beta hemolitico y Escherichia coli,
enfrentadas al extracto etandlico de hojas de Annona muricata “guanabana”

Origen Suma de Grados Media F Desicion
cuadrados de cuadratica
tipo 111 libertad
cepa 82,044 4 20,511 5,259 Rechaza Ho:
ce 1129,622 4 282,406 72,412 Rechaza Hoz
cepa * cc 35,289 16 2,206 ,566
Error 234,000 60 3,900

4.4 La prueba de significancia de Tukey (0.05)

La Prueba de significancia de Tukey (0.05) para los promedios de halos de
inhibicion de las tres cepas de Staphylococcus aureus, proporcionados por el Hospital
Regional Docente “Las Mercedes” — Chiclayo, frente al extracto etanolico de hojas de
Annona muricata “guanabana” a concentraciones de 125 mg/ml, 250 mg/ml, 500 mg/ml,
750 mg/ml, 1000 mg/ml. Se observa que la Cepa S.a. 3 tuvo el promedio de halo de
inhibicién mas bajo con un 6.533333 mm de didmetro, sin embargo no existen diferencias
significativas entre las cepas, ademas a medida que aumenta la concentracion también

aumenta el diametro del halo de inhibicién.

Tabla 6: Prueba de significancia de Tukey (0.05) del promedio de halos de inhibicién de las tres
cepas de Staphylococcus aureus (Sa), frente al extracto etandlico de hojas de Annona
muricata “guanabana”.

Promedios de halos de

Cepas inhibicion (mm) Significancia
Sa.l 8 a

Sa.2 8.333333 a

Sa.3 6.533333 b
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O B N W b U O N 0O O

SA.1 S.A.2 S.A.3

Promedios de halos de inhibicion (mm)

Figura 14: Promedio de halos de inhibicion de las tres cepas de Staphylococcus aureus, frente
al extracto etandlico de hojas de Annona muricata “guanabana”.

Como se observa la Prueba de significancia de Tukey (0.05) para los promedio de
halos de inhibicion de las tres cepas de Streptococcus beta hemoliticos, aislados e
identificados en el laboratorio de Microbiologia Humana de la Universidad Nacional
Pedro Ruiz Gallo frente al extracto etandlico de hojas de Annona muricata “guanabana”
a concentraciones de 125 mg/ml, 250 mg/ml, 500 mg/ml, 750 mg/ml, 1000 mg/ml, la
Cepa S. B. H. 3 obtuvo el promedio de halo de inhibicién mas bajo con un 8.733333 mm
de diametro, sin embargo no existen diferencias significativas entre las cepas. Asimismo
a medida que aumenta la concentracion también aumenta el didmetro del halo de

inhibicién.

Tabla 7: Prueba de significancia de Tukey (0.05) del promedio de halos de inhibicién de las tres
cepas de Streptococcus beta hemoliticos, (SBH) frente al extracto etandlico de hojas
de Annona muricata “guanabana”.

Promedios de halos de

CEPAS inhibicion (mm) Significancia
S.B.H.1 10.66667 a
S.B.H.2 10.73333 a
S.B.H.3 8.733333 b

24



12

10

S.B.H.1 S.B.H.2 S.B.H.3

Promedios de halos de inhibicién (mm)

Figura 15: Promedio de halos de inhibicion de las tres cepas de Streptococcus beta hemoliticos, frente al
extracto etandlico de hojas de Annona muricata “guanabana”.
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V. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se demostrd que existe susceptibilidad de
las cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus beta hemolitico frente al extracto
etanolico de hojas de Annona muricata, mientras que al enfrentar a Escherichia coli al

extracto no presento inhibicion.

La Annona muricata (Guanabana), ha sido referida como una planta medicinal la
cual presenta en la corteza y frutos jovenes taninos; que se usa para tratar diarreas y
disenterias; también refiere que se utiliza como cicatrizante de Ulceras o heridas en la piel
y el zumo de las hojas regulariza el transito gastrointestinal y elimina helmintos del
intestino, utilizada también como antidiarreico y antiparasitario intestinal. Esto debido a
que se ha identificados que las hojas de A. muricata la presencia de flavonoides, a los
cuales se les atribuyen actividades farmacoldgicas tales como: antidiabética,
antibacteriana, antiinflamatoria y antioxidante. Los flavonoides son moléculas
polifendlicas que pueden ser vistos como dos anillos de benceno unidos por una pequefia
cadena de tres carbonos. Uno de estos &tomos de carbono esta siempre conectado a uno
de los anillos de benceno; ya sea directamente o por puente de hidrogeno, formando asi

un tercer anillo en el centro, el cual puede tener cinco o seis miembros.

Por esta razon se cree que el efecto que existe de susceptibilidad de las cepas de
Staphylococcus aureus y Streptococcus beta hemolitico frente al extracto etandlico de
hojas de Annona muricata, se deba a la accidn de los flavonoides que se encuentra en sus
hojas ya que posee la capacidad para actuar como antioxidantes en los sistemas
bioldgicos, pueden unirse a los polimeros bioldgicos, tales como enzimas, transportadores
de hormonas, y ADN y quelar iones metalicos transitorios, tales como Fe2+, Cu2+, Zn2+,
catalizar el transporte de electrones, y depurar radicales libres lo que permitiria su accién
antimicrobiana y antiinflamatoria; y ademés destacan desde el punto de vista

farmacol6gico por su baja toxicidad. Por otro lado se puede decir que el grupo de
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flavonoide como: Apigenina, kaenferol, morina, miricetina, naringenina, quercetina,

quercitrina, serian los responsables del efecto antimicrobiano.

Estos resultados coinciden con los descritos por la investigacion realizada por
Abadie et al. (2014) y por Takahashi y col. (2006) quienes mencionan gque no obtuvieron
resultados del enfrentamiento del extracto etandlico de hoja de Annona muricata contra
Escherichia coli ATCC 25922. Esto se deberia a que los compuestos que tiene accién
antimicrobiana solo afectaria a las bacterias gram positivos (Staphylococcus auereus y
Streptococcus beta hemoliticos) no a las bacterias gram negativos (Escherichia coli), uno
de los motivos seria la presencia de la membrana externa en Escherichia coli que esta
formada por lipopolisacarido lo que no permitiria el paso de los metabolitos con accién

antimicrobiana.

Por otro lado Solomon y Ugoh en el 2014 evaluaron las actividades antibacterianas
y fitoquimicas del extracto foliar metandlico y acuoso de Annona muricata frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis,
Salmonella typhimurium y Klebsiella pneumonia. Donde tuvieron como resultados la
inhibicion de bacterias gram positivas como Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus
este resultado concuerda con lo realizado por la presente investigacion pero no concuerda
con los gramnegativo puesto que el mas inhibido fue Escherichia coli que inhibid en casi
todas las concentraciones del extracto metandlico. Este se deberia al que presente trabajo
de investigacion se uso al etanol como disolvente para extraer los compuestos quimicos
de las hojas de la planta para su accién antibacteriana, mientras que Solomon y Ugoh

usaron el metanol.

Asimismo, el presente trabajo de investigacién concuerda por lo realizado por
Garcia et al. Realizado el afio 2016 quienes utilizaron las hojas de Annona. muricata
previamente seco y molido empleando etanol al 75 % como disolvente y evalu6 a dos
concentraciones 500 y 250 mg/ml, sobre Erysipelothrix rhusiopathiaees que es una
bacteria gram positiva, determinando que es susceptible a la concentracion del extracto

de 500 mg/mL del extracto etandlico. esto comprobaria la susceptibilidad de las bacterias
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gram positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus betas y Erysipelothrix
rhusiopathiaees) sobre los compuestos fendlicos de las hojas de Annona. muricata

“guanabana”

Ademas de ello, se tiene conocimiento de la existencia de compuestos de
comprobada actividad bioldgica en Annona, como las acetogeninas, las cuales son un
grupos de sustancias conformadas por largas cadenas carbonadas C-32 o0 C-43 de acidos
grasos, que pueden estar combinados con una unidad 2-propanol en el C-2, y formar una
lactona; las cuales presentan diferentes bioactividades, como antitumoral,
inmunosupresiva, y antimicrobiana tal como lo menciona Kim GS, et. al. 1998, asimismo,
Vander y Vlietinck demostré que fraccion AM3-111 inhibe selectivamente el crecimiento
de algunos microorganismos Gram positivos tales como Staphylococcus aureus; sin
embargo, no presenta el mismo efecto sobre bacterias Gram negativas, como

Pseudomonas aeruginosa.

La accion no inhibitoria del extracto etanélico de Annona muricata “guanabana”
frente a bacterias gram negativas se deberia a que lo flavonoide son absorbidos por las
membranas celulares y protegen la accion de los radicales libres y Tienen la ventaja de
ser liposolubles e hidrosolubles: es decir, se disuelven en lipidos o en agua. Por eso, en
contraste con otros antioxidantes que no poseen esa doble cualidad, son capaces de
atravesar la barrera hematoencefalica y pueden proteger a las células cerebrales, que son
muy sensibles a las lesiones producidas por los radicales libres. Por lo tanto, las bacterias
gran negativas presentan en su estructura una membrana externa conformada por
lipopolisacarido o de oligopolisacarido esto explicaria la no accién del extracto frente a

esto tipo de microorganismos

28



VI. CONCLUSIONES

Streptococcus beta hemolitico fue la especie con mayor susceptibilidad, presenta
halos de 14.6 mm a una concentraciéon de 1000 mg/ml y 7.8 mm a una
concentracion de 125 mg/ml, Staphylococcus aureus presenta halos de inhibicion
de 5mmy 12.3 mm a las concentraciones de 125y 1000 mg/ml. y la especie mas
resistente fue cepas de Escherichia coli no presento halo de inhibicidn en ningunas

de las concentraciones utilizadas en la presente investigacion.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) que present6 el extracto etanolico de
hojas de Annona muricata sobre las cepas de Staphylococcus aureus fue 500
mg/ml. En tanto para las cepas de Streptococcus beta hemolitico fue de 250mg/ml
y para las cepas de Escherichia coli no se realizd la concentracion minima
inhibitoria (CMI) pues no existié inhibicién en placa, en ninguna de las

concentraciones del extracto etanolico de hojas de Annona muricata (guanabana).
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones del efecto inhibitorio del aceite esencial de Annona

muricata (guanabana) sobre bacterias de importancia clinica.

Determinar los principios activos de Annona muricata (guanabana) con actividad

antibacteriana.

Realizar investigaciones con las diferentes partes (raiz, flores, semillas, tallo) de

Annona muricata frente a bacterias y parasitos de importancia clinica.

Dar a conocer las propiedades medicinales de Annona muricata (guanabana) a la

poblacion para combatir diversas infecciones.

Realizar investigaciones con otras plantas de interés medicinal con la finalidad de
observar su efectividad sobre Staphylococcus aureus, Streptococcus beta

hemolitico y Escherichia coli.
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ANEXOS

Anexo 1: Clasificacién taxondmica de Annona muricata “guanabana”

Reino: Vegetal
Divisidn: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub clase Magnoliidae
Orden: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Género: Annona
Especie: A. muricata

Fuente: Llatas S. 2000
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Anexo 2: Halos de inhibicibn de las cepas de Streptococcus beta
hemoliticos, Staphylococcus aureus y Escherichia coli frente al extracto

etandlico de hojas de Annona muricata “guanabana”.

Tabla 8: Halos de inhibicidon de las tres cepas de Staphylococcus aureus, frente al extracto
etandlico de hojas de Annona muricata “guanabana”.

Staphlococcus aureus

Concentraciones

Cepas Repeticiones 1000 750 500 250 125
Cepal R1 12 11 10 8 5
R2 13 11 10 7 5
R3 12 10 9 8 5
Cepa 2 R1 16 15 12 5 5
R2 14 12 10 8 5
R3 12 10 9 7 5
Cepa 3 R1 10 9 7 5 5
R2 12 10 9 7 5
R3 10 9 8 7 5
Promedios 12.33333 10.77778 9.333333 6.888889 5

El promedio de halo de inhibicion 5mm corresponde al didmetro del disco.
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Tabla 9: Halos de inhibicion de las tres cepas de Streptococcus beta hemoliticos, frente al
extracto etandlico de hojas de Annona muricata “guanabana”.

Streptococcus beta hemoliticos

Concentraciones

Cepas  Repeticiones 1000 750 500 250 125
Cepal R1 15 13 12 11 8
R2 16 15 14 12 10
R3 16 14 12 10 7
Cepa 2 R1 16 15 14 12 10
R2 16 14 12 11 9
R3 15 14 12 10 5
Cepa 3 R1 13 12 11 10 9
R2 12 11 10 9 8
R3 13 11 10 9 5
Promedios 14.66667 13.22222 11.88889 10.44444 7.88889

El promedio de halo de inhibicion 5mm corresponde al didmetro del disco.

Tabla 10: Halos de inhibicidn de las tres cepas de Escherichia coli, frente al extracto etandlico
de hojas de Annona muricata “guanabana”

Escherichia coli

Concentraciones

Cepas  Repeticiones 1000 75 50 25 125
Cepal R1 5 5 5 5 5
R2 5 5 5 5 5
R3 5 5 5 5) 5)
Cepa 2 R1 5 5 5 5 5
R2 5 5 5 5 5
R3 5 5} 5} 5 5)
Cepa 3 R1 5 5 5 5 5
R2 5 5 5 5 5)
R3 5 5 5 5 5
Promedios 5 5 5 5 5

El promedio de halo de inhibicion 5mm corresponde al diametro del disco.
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Anexo 3: Recoleccion de hojas de Annona muricata “Guanabana”, en el

Caserio Callanca (Villa Saul) Lambayeque.
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Anexo 5: Prueba de susceptibilidad
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Anexo 6: Constancia del herbario PRG.

HERBARIO
PEDRO RUIZ GALLO

UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
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CONSTANCIA

La que suscribe, hace constar que los ex alumnos José Gabriel
Ayasta Senmache y Cinthya Lizet Castro Hernandez, han hecho
llegar al Herbario PRG, 01 ejemplar botanico, el que ha sido
identificado como Annona muricata siendo depositado y registrado

con el N° 17883.
Se expide la presente a solicitud de los interesados para los fines que

crea conveniente.

Lambayeque, 19 de Abril del 2018
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