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RESUMEN

Dado el incremento de la resistencia antimicrobiana y la necesidad de buscar nuevas
alternativas terapéuticas, la presente tesis busco aportar al conocimiento cientifico en los
ambitos de la medicina herbal y la microbiologia. El propdsito de la investigacion fue
determinar el efecto antimicrobiano del extracto de hojas de Melissa officinalis contra cepas
de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, mediante el método difusion en pocillos en
agar a concentraciones de 100, 200, 300 y 400 mg/mL, ademas se compar6 con el disco
estdndar de gentamicina (10 pg). Los resultados de la investigacion demostraron el efecto
inhibitorio del “toronjil” contra cepas de Escherichia coli'y Klebsiella pneumoniae con halos
de inhibicion de 14.2 y 12.6 mm respectivamente, y una concentracion minima inhibitoria
(CMI) que oscilaron entre 6.25 a 25 mg/mL. Se concluyé que el extracto de Melissa
officinalis presentd efecto antimicrobiano frente a cepas bacterias estudiadas, dicha
evidencia avala el uso de esta planta en el campo de la fitoterapia y la lucha contra las
infecciones bacterianas, ademas podria llevar al desarrollo de nuevos agentes

antimicrobianos a partir de compuestos naturales.

Palabras claves: actividad antimicrobiana, Escherichia coli, extracto de hojas de “toronjil”,

halos de inhibicion, Klebsiella pneumoniae.
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ABSTRACT

Given the increase in antimicrobial resistance and the need to find for new therapeutic
alternatives, the present thesis sought to contribute to scientific knowledge in the fields of
herbal medicine and microbiology. The purpose of the research was to determine the
antimicrobial effect of Melissa officinalis leaf extract against Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae strains, using the agar well diffusion method at concentrations of 100, 200, 300
and 400 mg/mL, and compared with the standard gentamicin disk (10 pg). The results of the
research demonstrated the inhibitory effect of Melissa officinalis against Escherichia coli
and Klebsiella pneumoniae strains with inhibition halos of 14.2 and 12.6 mm respectively,
and a minimum inhibitory concentration (MIC) that ranged from 6.25 to 25 mg/mL. It was
concluded that the extract of Melissa officinalis did present an antimicrobial effect against
the bacterial strains studied. This evidence supports the use of this plant in the field of
phytotherapy and the fight against bacterial infections. It could also lead to the development

of new antimicrobial agents from natural compounds.

Key words: antimicrobial activity, Escherichia coli, lemon balm leaf extract, inhibition

halos, Klebsiella pneumoniae.
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INTRODUCCION

Durante décadas, los antibidticos han servido para tratar diversas enfermedades sino
también para prevenirlas tanto en humanos como en animales (Gajdacs & Albericio, 2019),
ya que estos son compuestos antimicrobianos capaces de inhibir microorganismos pero el
uso intensivo e inapropiado ha generado que los microorganismos se adapten ante el efecto
de los farmacos (Gajdacs & Albericio, 2019). El aumento de resistencia a diversos
antibidticos ha generado un problema global de salud y a la vez se ha convertido en un reto
debido a que la mayor parte de bacterias patdogenas tienen la capacidad de resistir al menos
a un antibidtico (Mahtab et al., 2021). Seglin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
en el afio 2013, presentd un informe a nivel mundial mencionando a diversas bacterias que
son resistentes a diversos farmacos (Escherichia. coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus, Streptococcus pneumoniae 'y Pseudomonas aeruginosa), las
cuales han provocado altas tasas de mortalidad en Europa y los Estados Unidos (Seyfried &
Hughes, 2014). Asimismo, en el afio 2015 y 2019, la Red Europea de Vigilancia de la
Resistencia a los Antimicrobianos (EARS-Net), publicd el grupo de bacterias resistentes,
donde E. coli (44,2%), se encuentra en primer lugar y K. pneumoniae (11,3%) en el tercero

(ECDC, 2020), ambas bacterias generan infecciones del tracto urinario (ITU).

Dicha situacion busca explorar nuevas opciones seguras, es por ello que toma gran
relevancia las plantas medicinales, por su potencial y la diversidad de propiedades
biologicas, lo que permite utilizarlas a favor de la humanidad (Joy et al., 2011). A nivel
mundial, aproximadamente el 80% de la poblacion suele usar la medicina ancestral,
especialmente los paises en desarrollo (Mbuni et al., 2020). Ademads, que estas son mas

accesibles que los farmacos (Joy et al., 2011).

Melissa officinalis, una planta conocida popularmente como “toronjil”, forma parte
de la familia taxonomica Lamiaceae; sus propiedades terapéuticas son: antibacteriano,
antivirales, antifingico, sedantes, antihistaminico, entre otros. Sus principales compuestos

bioactivos son: citronelal, timol, citral y B-cariofileno (Yoo et al., 2018).

En tal sentido, se propuso la presente investigacion cuyo objetivo es determinar la
accion antimicrobiana del extracto de hojas de “toronjil” (Melissa officinalis) contra

Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.



I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1.Determinacion del problema de investigacion

La Organizacion Mundial de la Salud (2020), enfatiza que los antibidticos son
farmacos que se sirven para contrarrestar las infecciones bacterianas, entre las que
destacan aquellas causadas por Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.
Escherichia coli, es una bacteria Gram-negativa, responsable de infecciones
intestinales y principal agente causante de infecciones del tracto urinario, que
ultimamente, demuestra su mecanismo de resistencia a los antibioticos.
Por otro lado, Klebsiella pneumoniae, un patdégeno oportunista, conocido por su
elevada prevalencia y variedad de genes de resistencia a los antimicrobianos, son
agentes causantes de infecciones sobre todo en paciente inmunodeprimidos, y
reciente investigaciones refieren de K. pneumoniae hiper mucoide. La manifestacion
de cepas de K. pneumoniae resistentes a multiples fArmacos (MDR) se encuentra en
constante crecimiento, lo cual es un problema de salud para los paises que se

encuentran en desarrollo (Aminul et al., 2021).

El excesivo e inapropiado uso de los antibidticos, ha logrado desarrollar la
resistencia bacteriana, que se define como la habilidad que tiene la bacteria de
rechazar el efecto antagonista de un agente antibacteriano o bactericida (Cesur &
Demirdz, 2013). Asimismo, los antibidticos modifican la composiciéon del agente
infeccioso, lo que provoca la adaptacion o la aparicion de mutaciones en las bacterias
y, a su vez, generan nuevas cepas que son resistentes al régimen antibidtico actual

(Habboush & Guzman, 2022).

En tal contexto, desde hace unos afios, sigue en aumento la resistencia a los
antibidticos, a escalas peligrosamente altas en todo el mundo, a causa del excesivo
uso de estos, lo cual genera nuevos factores de resistencia de dichas bacterias,
extendiéndose asi a nivel mundial y amenazando la capacidad de tratar infecciones
bacterianas comunes (WHO, 2020), con el objetivo de enfrentar la problematica, se
ha venido otorgando mayor relevancia al uso de plantas medicinales, las cuales tienen
diversas propiedades biologicas, por lo que ejercen un papel importante en el
abordaje de diferentes enfermedades (Wang et al., 2020). Estas plantas son ricas
fuente de compuestos bioldgicos activos y pueden representar materias primas que

pueden utilizarse para la mejora de nuevos medicamentos (Petrisor et al., 2022).



1.2.

1.3.

Histéricamente Melissa officinalis, perteneciente a la familia Lamiaceae y
comunmente conocida como “toronjil”, es una de las plantas medicinales aromaticas
mas antigua (Wang et al., 2020), que se utiliza tradicionalmente por su propiedades
curativas como agentes antimicrobianos, antihistaminico y antitumoral, gracias a su
potencial se aplica para diversos fines tal como: conservacion de alimentos, terapias
naturales y medicina complementaria (Keskin & Guvensen, 2018), de modo que,
existe la necesidad de saber mas sobre el problema en cuestion, formule una pregunta

de investigacion orientada a lo siguiente:

Formulacion del problema
(Cual es el efecto antimicrobiano in vitro del extracto de hojas de “toronjil” (Melissa

officinalis) frente Escherichia coli 'y Klebsiella pneumoniae?

Objetivos
1.3.1. Objetivo general
Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto de hojas de “toronjil”

(Melissa officinalis) frente a Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.

1.3.2. Objetivos especificos

e Determinar el efecto inhibitorio del extracto de hojas de “toronjil”
(Melissa officinalis) a concentraciones de 400, 300, 200 y 100 mg/mL
frente a cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de las
concentraciones del extracto de hojas de “toronjil” (Melissa officinalis)
frente a cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae mediante el
método de microdilucion.

e Comparar la actividad antimicrobiana del extracto de hojas de “toronjil”

(Melissa officinalis) con discos de antibiotico de gentamicina.

1.4. Importancia y alcance de la investigacion

La investigacion desempeiia un papel fundamental en la sociedad al
proporcionar conocimientos y soluciones a diversos problemas y desafios. En el
campo de la microbiologia, el estudio de los efectos antimicrobianos de diferentes

sustancias naturales ha cobrado una importancia creciente debido al aumento de la
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resistencia antimicrobiana y la urgencia de hallar alternativas efectivas para combatir
las infecciones causada por grupos bacterianos. En este contexto, el “toronjil”
(Melissa officinalis), una hierba aromética y curativa considerablemente usada en la
practica de medicina alternativa, es el foco de interés en la presente investigacion.
Las hojas de “toronjil” contienen varios compuestos activos, como los polifenoles y

los aceites esenciales, ha demostrado que poseen propiedades antimicrobianas.

Uno de los objetivos del estudio fue determinar el efecto antimicrobiano del
extracto de “toronjil” contra a bacterias uro-patdgenas, como Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae. Dichas bacterias son conocidas por causar infecciones
gastrointestinales y del tracto respiratorio, respectivamente, y presentan un desafio

significativo debido a su resistencia a multiples antibidticos.

La importancia del presente estudio se justifico en la busqueda de alternativas
terapéuticas efectivas y seguras contra las infecciones bacterianas, especialmente
aquellas que originan cepas resistentes a los antibidticos convencionales. El
“toronjil” gracias a su actividad antimicrobiana, podria ser una opcidon competente

para el manejo de enfermedades producidas por E. coli y K. pneumoniae.

Limitaciones de la investigacion

El estudio se baso en el extenso uso de Melissa officinalis, una planta de la
familia Lamiaceae, reconocida por su variada gama de actividades bioldgicas,
especialmente como agente antimicrobiano. Elestudio busco proporcionar evidencia
cientifica sobre la eficacia de esta planta en la actividad antimicrobiana, lo cual tiene

varias implicaciones significativas.

En primer lugar, los hallazgos obtenidos en esta investigacion, podran
contribuir al desarrollo de nuevos firmacos y tratamientos para diversas
enfermedades. Se demostr6 que Melissa officinalis tiene una actividad
antimicrobiana efectiva frente a cepas bacterianas uro-patégenas como Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae, se podria utilizar esta planta como base para la
formulacion de medicamentos mas eficaces y seguros. Esto serd relevante en la
actualidad debido a que la resistencia antimicrobiana es un desafio creciente en el

campo de la medicina.



Ademas, la utilizacion de M. officinalis como agente antimicrobiano podria
implicar una alternativa natural y menos invasiva a los tratamientos habituales. Al
aprovechar los beneficios de esta planta, se podrian disminuir los efectos secundarios

asociados con algunos farmacos antimicrobianos sintéticos.

Ademas, esta investigacion puede disminuir el uso de animales de
experimentacion. La eficacia de M. officinalis como agente antimicrobiano, abre la
puerta a futuras investigaciones en el campo de la toxico-farmacologia que podrian
reemplazar técnicas amenazadoras contra la salud humana, asi como disminuir la
dependencia de modelos animales en la experimentacion cientifica. Esto es relevante

en el entorno de la preocupacion por el bienestar animal y la ética en la investigacion.



I. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes del estudio

Saleh et al., (2023), mencion6 la utilidad de Melissa officinalis L. como
planta medicinal por su propiedad antimicrobiana frente a microorganismos
patdgenos. El estudio se basd en analizar el extracto acuoso y etandlico de M.
officinalis y su accion antimicrobiana contra Candida albicans, Escherichia coli,
Staphylococcus aureusy Klebsiella pneumoniae. El método que utilizé para evaluar
la actividad antimicrobiana fue difusion en agar en diferentes concentraciones (10,
20, 30, 40 mg/mL), ademas se compard con el disco estandar de gentamicina y
fluconazol. Como resultados obtuvieron que el aumento de concentracion de M.
officinalis inhibio el crecimiento de las cepas seleccionadas a excepcion de C.
albicans. La inhibicion fue mas evidente frente a E. coli y K. pneumoniae. En
conclusion, ambas sustancias acuosa y etanolico de M. officinalis manifestd una

buena inhibicion frente a la mayoria de microorganismos.

Abdel-Naime etal., (2019), manifestd que Melissa officinalis L. es una planta
perenne con diversas aplicaciones en la medicina tradicional y culinarias. Por sus
propiedades curativas es usada tradicionalmente para tratar una serie de dolencias
que incluyen herpes labial, mordeduras infectadas, gastritis y enfermedades
parasitarias, el objetivo del trabajo fue evaluar el potencial antibacteriano del extracto
etanolico de M. officinalis L. frente a Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, Candida krusei y Candida
glabrata. El método utilizado fue difusion en agar en concentraciones 0.625, 1.25,
250 y 500 mg/mlL, ademds se compard6 con el disco estdndar
de ampicilina, gentamicina, amikacina y augmentine para bacterias, y ketoconazol
para hongos. Los resultados obtenidos destacaron notablemente el potencial
antimicrobiano de M. officinalis, especialmente contra bacterias Gram positivas y
levaduras con una concentracion minima inhibitoria (MIC) de 0.30-345.10 pg/mL.
En conclusion, dicha evidencia avalo cientificamente el uso medicinal de M.
officinalis como una planta antimicrobiana con aplicacion a futuro en el campo

farmacéutico.

Abdellatif et al., (2014), sostuvo que Melissa officinalis L. proviene de la
familia Lamiaceae, planta que crece en Argelia, es usada en las tradiciones

medicinales para tratar indigestiones, colicos y nerviosismo. El estudio tuvo como

6



objetivo medir la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de hojas de M.
officinalis contra siete bacterias, tres bacterias Gram-positivas y cuatro Gram-
negativas; utilizando el método de difusiébn en agar con discos de papel. Los
resultados evidenciaron que el aceite esencial de M. officinalis tiene una alta
actividad antimicrobiana contra todos los microorganismos seleccionados,
principalmente frente S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae, y S. enterica,
las cuales son bacterias patdgenas humanas con una concentracion inhibitorias
minimas (MIC) que oscilaron entre 1,00 y 5,00 uL/mL. En conclusion, M. officinalis
puede ser utilizado en productos farmacéuticos y terapias naturales para combatir

enfermedades infecciosas.

Rabbani et al., (2015), indica que en las infecciones posquemaduras, existe
un grupo aislado de bacterias resistentes a los antibidticos, tales como:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Acinetobacter, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa, el cual es un problema de salud publica, ante ello el
proposito de la investigacion fue evaluar la accidon antimicrobiana del extracto
hidroalcohédlico de Melissa officinalis y extractos acuosos y alcohdlicos de hojas en
polvo de Lawsonia inermis frente algunas bacterias patdogenas que ocasionan
infeccion posquemadura. La metodologia que usaron fue microdiluciéon para hallar
la concentraciéon minima inhibitoria (MIC) y la concentracién minima bactericida
(MBC). Como resultados obtuvieron que todos los extractos presentaron actividad
antibacteriana contra S. aureus. Asimismo, los resultados mostraron que existe
efecto sinérgico del extracto hidroalcohdlico de M. officinalis mas el extracto
alcoholico de L. inermis en polvo. En conclusion, estas manifestaciones permiten
respaldar las propiedades curativas de los extractos de M. officinalis y L.

inermis como tratamiento de las infecciones por quemaduras.

2.2. Bases teoricas de la primera y segunda variable
Actividad antimicrobiana del extracto de hojas de Toronjil
El “toronjil” (M. officinalis), planta medicinal aprovechada en la medicina
ancestral y alternativa debido a sus propiedades terapéuticas. Entre ellas, destaca su
actividad antimicrobiana, la cual ha sido analizada en diversas investigaciones
cientificas. En este documento se revisard la literatura disponible sobre la actividad

antimicrobiana del extracto de hojas de “toronjil”.



Los principios bioactivos que se encuentran en el extracto de M. officinalis
podrian ser los responsables de su actividad antimicrobiana. Por ejemplo, se ha
demostrado que los acidos fenolicos, flavonoides y terpenoides que contiene el
extracto tienen actividad antibacteriana y antifingica. Estos compuestos actlian
inhibiendo el crecimiento de microorganismos, mediante la alteracion o

modificacion de la composicion de la membrana celular y la pared celular.

Los estudios revisados sugieren que el extracto de hojas de “toronjil”
demuestra una efectividad antimicrobiana significativa contra diferentes cepas de
bacterias y hongos. Los compuestos activos presentes en el extracto pueden ser
responsables de esta actividad antimicrobiana, mediante la transformacion de la
membrana y la pared celular. Por ello, es necesario realizar mas estudios para
comprender como funciona los mecanismos detrds de la accidon antimicrobiana del

extracto “toronjil” y su potencial como agente antimicrobiano.

Revision de literatura:

Con respecto a Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae son bacterias
patdgenas ampliamente estudiadas debido a su relevancia clinica y su capacidad de
causar infecciones en humanos. Segiin Kaper et al. (2004), menciona que E. coli es
una bacteria Gram-negativa, forma parte del microbiota normal de los humanos y de
animales de sangre caliente. Sin embargo, ciertos tipos de E. coli pueden ser
infecciosas y causar enfermedades gastrointestinales, como la diarrea, la
gastroenteritis y las infecciones del tracto urinario. Se destaca la E. coli
enterohemorragica (EHEC), responsable de generar enfermedades transmitidas por

alimentos y sindrome urémico hemolitico.

En cuanto a Klebsiella pneumoniae, esta bacteria Gram-negativa también se
encuentra comunmente en el intestino humano y en el medio ambiente (Podschun y
Ullmann, 1998). Aunque puede ser un componente normal del microbiota, ciertas
cepas de K. pneumoniae son patdogenas y pueden causar diversas infecciones
(neumonia, abscesos, infecciones del tracto urinario e infecciones del torrente
sanguineo). Ademas, K. pneumoniae se ha vuelto alarmante debido a su potencial de
incrementar resistencia a multiples antibidticos (Navon-Venezia et al., 2017), lo que

dificulta su tratamiento.



Tanto E. coli como K. pneumoniae comparten caracteristicas estructurales y
funcionales comunes debido a su pertenencia a la familia Enterobacteriaceae (Rosner
et al, 2013). Ambas bacterias poseen una membrana externa compuesta
principalmente por lipopolisacéridos (LPS), la cual les confiere resistencia a ciertos
compuestos antimicrobianos y les permite evadir la respuesta inmune del
hospedador. Ademés, presentan una variedad de factores de virulencia, como
fimbrias, pili y sistemas de secrecion, lo que les permite a adherirse a las células

huésped y a evadir los mecanismos de defensa.

La resistencia antimicrobiana es una preocupacion importante asociada con
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. Ambas bacterias han desarrollado
mecanismos para resistir los efectos de los medicamentos, lo que obstaculiza su
tratamiento e incrementa la morbimortalidad asociada con las infecciones (Cai et al.,
2014). Estas formas de resistencia que desarrollan las bacterias para su supervivencia
abarcan la produccion de enzimas que desactivan los antibioticos, modifican los
sitios de unidn de los antibidticos y el rechazo ala accién antagonica de los farmacos

fuera de la célula bacteriana.

2.3. Definicion de términos basicos
2.3.1. Efecto antimicrobiano
Es el proceso de matar o inhibir la reproduccion de los microbios que
causan alguna infeccidbn o enfermedad. Diversos agentes antimicrobianos se
utilizan para este propodsito. Los antimicrobianos pueden ser antibacterianos,
antifingicos o antivirales. Todos ellos tienen diferentes maneras de accion por

los que intervienen para suprimir la infeccion (Ukimura, 2023, parr. 1).

2.3.2. Efecto antimicrobiano “toronjil” (Melissa officinalis)

Mediante el analisis de Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas
(GC-MS) se demostrd que los aceites esenciales extraidos de M. officinalis estan
compuestos principalmente por citronelal, timol, citral y B-cariofileno. Basado en
el método de ensayo de difusion en disco y microdilucion, los aceites son
altamente antimicrobianos contra Salmonella typhimurium, Escherichia coli,

Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus (Chen et al., 2017).



2.3.3. Bacterias patogenas

Son aquellas bacterias que originan una enfermedad, estas pueden
trasmitirse por contacto directo con un huésped infectado, mediante la ingesta de
aguas o alimentos contaminadas, o por medio de la accion de un huésped

intermediario o vector de enfermedades (Schroeder & Wuertz, 2003).

2.3.4. Escherichia coli

Escherichia coli, bacteria Gram-negativa que pertenece a la familia
taxonémica Enterobacteriaceae, tiene forma de baston. Se encuentra
principalmente en la parte inferior del intestino ya que pertenece al microbiota
normal de los animales de sangre caliente y humanos, es liberada con frecuencia

al medio ambiente a través en las heces (Jang et al., 2017).

2.3.5. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae, bacteria Gram-negativa, vive de manera natural
en las superficies mucosas de los animales, humanos o en el ambiente (como
agua, suelo, etc.), se encuentra principalmente en el tracto gastrointestinal y la
nasofaringe. La bacteria puede ingresar al torrente sanguineo u otros tejidos a

través de la cavidad nasal para causar una infeccion (G. Wang et al., 2020).
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M. HIPOTESIS
3.1.Hipotesis
El extracto etanolico de hojas de “toronjil” (Melissa officinalis) tiene efecto

inhibitorio sobre el crecimiento de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae

3.2.Variables
e Independiente: Concentracion del extracto de hojas de “toronjil”
e Dependiente: Efecto inhibitorio frente a Escherichia coli y Klebsiella

pneumoniae
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3.3.0peracionalizacion de variables

Definicion Definicion
Variables , Dimensiones | Indicadores |Reactivos items | Instrumento
conceptual | operacional
VI Capacidad del
N extracto de hojes de
Concentracion e i “toronjil” (Melissa | Concentracion
del exltracto de b o officinalis)para | delextractoa | Efectividad |  Rangode gl
thJ a5 de e fj.t'ssa inhibir el crecimiento | 100, 200,300y | decontrol | concenracion g.
mfm_ljll g}]icfnaffs de Escherichia coliy | 400 mg/mL
(Melissa " | Kiebsiella
officinals) preumorie.
Presencia 0 ausencia .
.|| deEsdherichiacol Mediion ¢
acteria , . R didmetro del
Efecto oportunist en ¢l medio de Sensible, | Tamaio del
inlibitorio cultivo después del | Intermedio, | halode | lllallolfie Observacion
frente 3 Gra.rp- fraftamientoconel | Resistente | inhibicion. inhibiion en diecta
Excharichiacolil "S" | extactode hojas e "
“toroniil”. Observacion de
Toronl | Veer digital
la presencia o
ausencia de E.
Presencia o ausencia colivk Ficha de
VD. de Klebsiella i -
| pheumoniaeen | registro
Bacterla neumoniag en el '
| E.fe.cm. — }:n o deculvg Sensible, | Tamaiio del o mef““ de
nhibitorio o el Intermedio, | halode oultvo
fr enea G[&l]ll- tratamj[; e | Resisente | inhibicidn Observacion del
Klebsiellg negativa . cambio de color
peumoniae extracto de hojas de del medio de
“foronjil”, -
cultivo.

12



IV. METODOLOGIA

4.1.Enfoque de la investigacion

Enfoque cuantitativo.

4.2.Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo aplicada y de nivel explicativo.

4.3.Diseiio de investigacion

El disefio que se aplico en la investigacion fue experimental.

GeE1 O X1 02
G2 (O} (+) O4
Gos Os (--) O¢

Ge: Grupos de cepas de Escherichia coli / Klebsiella pneumoniae

X1: Tratamiento con extracto de hojas Melissa officinalis L. a 100, 200, 300
y 400 mg/mL

Gc: Grupo control

(+): Tratamiento con control positivo (Antibidtico gentamicina)

O: Observacion

(--): Tratamiento con control negativo (Ausencia de estimulo)

4.4.Método

Prueba de sensibilidad antimicrobiana

Se empleo el método de difusiéon en pocillos en agar, el cual permite
evaluar el efecto antimicrobiano in vitro de plantas o de algin agente
antimicrobiano. Consistid6 en realizar la siembra en superficie de un inoculo
microbiano en un medio de cultivo estandarizado para luego hacer orificios de 6
a 8 mm de diametro utilizando un perforar estéril y colocar un volumen (20 uL a
100 ulL) de agente antimicrobiano o del extracto a la concentracion deseada en
el pocillo, las placas se incubaron bajo las condiciones apropiadas, lo que
permiti6 que el agente antimicrobiano se disperse en el agar y detenga la
proliferacion de los microorganismos (Balouiri et al., 2016).
Dilucion en caldo: Microdilucion

La concentraciéon minima inhibitoria (CIM) de agentes antimicrobiano se

define como la menor concentracion de un agente antimicrobiano en condiciones
13



in vitro, que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo dentro de un

tiempo determinado (Committee et al., 2003).

La CMI se determina mediante el método de dilucion en caldo, es una técnica

basica para la prueba de sensibilidad antimicrobiana. Este procedimiento consiste

en realizar diluciones dobles, es decir se reduce a la mitad el agente

antimicrobiano (1, 2, 4, 8, 16 y 32 mg/mL) en un medio de cultivo liquido

distribuido en volimenes pequefios utilizando una placa de 96 pocillos

(microdilucién), a cada pocillo se le coloca in6culo microbiano estandarizada a

la escala de 0.5 de McFarland, posterior a ello se incuba a una temperatura

adecuada segun el microorganismo en estudio (Balouiri et al., 2016).

Procedimientos

a)

Obtencion del extracto etanodlico de hojas de “toronjil” (Melissa
officinalis)

La recoleccion de las hojas de “toronjil” (Figura 1) se realizd en
el centro poblado Chomza Alta, ubicado en el distrito de la Peca en las
coordenadas 5°37'02.07" S y 78°23'59.90" O, provincia de Bagua, region
Amazonas. Se coordind dias antes con la propietaria del huerto para la

adquisicion de la muestra, aproximadamente se recolectd 500 g de hojas
de “toronjil” (Melissa officinalis L).

Figura 1
Planta de Melissa officinalis.

2AN8,

El transporte de las hojas desde Chomza Alta hasta el Laboratorio
de Biotecnologia de la Universidad Nacional Intercultural Fabiola Salazar

Leguia de Bagua, se realiz6 en bolsas de polietileno.
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b)

c)

El material biologico se deshojo separando las hojas del tallo, se
selecciono las hojas en buen estado, enseguida se lavo, se desinfectdé con
hipoclorito al 1%, y nuevamente se enjuagd con agua destilada estéril, se
dejo secar a temperatura ambiente por 2 dias.

Las hojas una vez secas, se trituraron con ayuda de un
pulverizador para convertirlo en polvo. Se coloco en un envase ambar, se
afiadi6 etanol al 96 °, en una proporcion 1:2. Se dejé macerar por 48 horas
en agitacion. Completado el tiempo establecido, se filtré con papel filtro
Whatman N°2 para que no quede residuos en el extracto, luego se coloco
en bandejas para secarlo en el horno a 35°C por 3 dias. Finalmente, se
obtuvo el extracto seco y se mantuvo conservado en refrigeracion para su

posterior uso.

Concentraciones del extracto etanolico de hojas de “toronjil”

Se pesod 500 mg. del extracto seco y se diluyé en 1 mL DMSO al
99.9 % (Dimethyl Sulfoxide) logrando tener una concentracion madre de
500 mg/mL como se muestra en la Figura 2. A partir de la concentracion

madre, se realizd diluciones para obtener concentraciones de 400, 300,
200 y 100 mg/mL.

Figura 2

Concentracion del extracto “toronjil”.

Solicitud dirigida al HAB
Se redactd una solicitud dirigida hacia el Servicio de Patologia
Clinica — Area de Microbiologia del HAB, con el propésito de que

faciliten la entrega de las cepas de Escherichia coli y Klebsiella
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pneumoniae. Asimismo, en la solicitud se indicé el uso de dichas cepas

bacterianas (Anexo 5).

d) Meétodo difusion en pocillos en agar
1. Reactivacion de las Cepas Bacterianas

Los cultivos puros de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae se aislaron a partir de muestras orinas y fueron
entregados por el Servicio de Patologia Clinica — Area de
Microbiologia del HAB (Tabla 1).

En condiciones estériles, para la activacion de ambas cepas
se realizo en Caldo Tripticasa de Soya y se incubd a 37 °C por 18
horas. Luego se cultivaron en Agar MacConkey para obtener

colonias aisladas (Figura 3 y 4).

Figura 3
Cepa de Escherichia coli aislada en Agar MacConkey.

Figura 4
Cepa de Klebsiella pneumoniae aislada en Agar MacConkey.
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Tabla 1
Codlificacion de cepas entregadas por el Servicio de Patologia

Clinica — Area de Microbiologia del HAB.

Cepa
Muestra Clinica Cadigo
Bacteriana

EC.C1

Escherichia coli Orina choro medio
EC.C2
Klebsiella _ _ KP.C1

Orina choro medio
pneumoniae KP.C2

Las cepas certificadas, Escherichia coli ATCC 25922 y
Klebsiella  pneumoniae  ATCC 700603, que estaban
criopreservadas en glicerol al 30 %, se reactivaron con el mismo

procedimiento detallado anteriormente.

Suspension bacteriana

En un tubo estéril, se anadido SmL de solucion salina estéril,
luego se diluy6é de una a dos colonias bacterianas, el indculo
(Figura 5) se estandarizd a una turbidez de 0.5 en escala de Mc
Farland que es equivalente a una suspension bacteriana que

contiene 1.5 x 108 UFC/mL (INS, 2002).

Figura 5§

Suspension bacteriana a la escala 0.5 de Mc. Farland.

R
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Siembra de las cepas bacterianas

Se prepar6 Agar Miiller Hinton, segin las instrucciones
del fabricante (Condalab, 2020), y se vertio6 en placas Petri
estériles. Las placas se sembraron con un hisopo estéril
impregnado con el indculo, se realizd siembra por superficie.

Se procedid arealizar los pocillos usando un perforador de
corcho estéril de 6 mm de didmetro:
- 1 pocillo: 40 uL DMSO (control negativo)
- 1 disco: antibidtico comun (control positivo)
- 4 pocillos: 40 pL de cada concentracion del extracto a 100,

200, 300 y 400 mg/mL

Se incubaron las placas a 35 °C por 18 — 24 horas, pasado

el tiempo transcurrido se registrd lo observado y se midi6 los halos

de inhibicion.

e) Meétodo de Microdilucion

Se prepard una solucion concentrada (solucion madre) de extracto

a una concentracion de 500 mg/mL que luego se diluyd6 a una

concentracion inicial de 400 mg/mL para realizar las diluciones seriadas.

El control positivo (C+) 100 pL de Caldo Tripticasa de Soya (CTS)
+ 10uL de indculo bacteriano

El control negativo (C-) 100 uL. de extracto de hojas de toronjil.

Se colocara 100 uL de CTS en los 8 pocillos:

Dilucion 1: 100 pL de extracto de toronjil a concentracion

400 mg/mL + 100 pL CTS = 200 mg/mL

Dilucién 2: 100 pL dilucion 2 + 100 pL CTS = 100 mg/mL
Dilucion 3: 100 pL diluciéon 3 + 100 pL CTS = 50 mg/mL

Dilucién 4: 100 pL dilucion 4 + 100 pLL CTS =25 mg/mL

Dilucion 5: 100 pL dilucién 5 + 100 pL CTS = 12.50 mg/mL
Dilucién 6: 100 puL dilucién 6 + 100 pLL CTS = 6.25 mg/mL
Dilucion 7: 100 pL dilucién 7 + 100 pL CTS = 3.125 mg/mL

Se anadio 10 pL de suspension bacteriana a cada pocillo que contiene

las diluciones de extracto + CTS.

18



Luego, se incubd todos los pocillos por 24 horas a una temperatura
de 37 °C. La CIM se determin6d por la minima concentracion de extracto
“toronjil” en el pocillo, cuya solucion mostré ausencia de crecimiento

bacteriano o turbidez.

4.5.Poblacion y muestra

Poblacién: Cepas bacterianas (Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae) y las
hojas de Melissa officinalis.

Muestra: La muestra estuvo constituida por seis cepas de Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae, cuatro fueron aisladas de muestras de orinas entregadas
por el Servicio de Patologia Clinica — Area de Microbiologia del HAB y dos
cepas certificadas (Escherichia coli ATCC 25922y Klebsiella pneumoniae ATCC
700603), 5 kg de hojas de “toronjil” (Melissa officinalis) recolectadas del centro
poblado Chomza Alta, distrito de la Peca - Bagua.

Criterios para la seleccion de las hojas de “toronjil”: Las hojas recolectadas
no presentaron lesiones de dafio o infeccion, fueron muestras frescas y recogidas
directamente de las plantas.

Muestreo: No probabilistico por conveniencia.

4.6.Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Técnica: para el estudio se aplico la observacion directa, dicha técnica permitid
que el investigador observe y recoja informacion a través su conveniente
observacion (Tamayo, 2004, p. 183)

Instrumento de recoleccion de datos

Vernier digital: instrumento de alta precision que permite medir con exactitud
distancias internas como externas (Gupta, 2022). Instrumento que sera util para
hallar el tamafio del halo de inhibicion.

Ficha de registro: sirve para recoger datos e informacion de fuentes analizadas;
las fichas se crean, disefan y se proyectan considerando la informacién necesaria

para el estudio (Arias, 2020).

4.7.Validez y confiabilidad de instrumentos

Validez del instrumento: la ficha de registro (ANEXO 1) fue validada mediante
Constructo y Contenido. Este instrumento fue elaborado con el propdsito de

recolectar las medidas en milimetros de los diametros de halos de inhibicion del
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extracto etandlico de hojas de M. officinalis (“toronjil”) contra seis cepas
bacterianas (E. coli y K. pneumoniae), dicho instrumento fue evaluado bajo la
opinion de tres expertos que tienen conocimientos en la linea de investigacion.
Los expertos analizaron y verificaron que los indicadores incluidos en el
instrumento estan alineados con los objetivos de la investigacion, asegurando que
los datos recogidos sean pertinentes con el efecto inhibitorio del extracto
(ANEXO 3). Como resultado de la validez, se obtuvo un coeficiente de 85 lo cual
es mayor a 76, criterio tomado de Valderrama y Leon (2009), se concluy6 la
validez de la propuesta porque sirvid para recolectar las medidas del constructo
de interés.

e Confiabilidad del instrumento: los datos recogidos de manera reiterada y bajo
las mismas condiciones experimentales en la prueba piloto del presente estudio,
se obtuvo un coeficiente de 0.97 en la prueba de confiabilidad de Alfa de
Cronbach, lo que indica que la ficha de registro presenta una alta confiabilidad,
permitiendo una consistencia en las mediciones de los halos de inhibicion, dichos

criterios facilitaron que el instrumento sea confiable para el recojo de los datos
(ANEXO 4).

4.8.Constatacion de hipotesis
El extracto de Melissa officinalis (“toronjil”) tiene un notable efecto
antimicrobiano significativo (halo y CMI) hacia algunas bacterias patogenas, gracias
a los principios bioactivos presentes, como acidos fendlicos, flavonoides y
terpenoides. Por lo tanto, se anticipa con base tedrica y estudios similares que las
diversas propiedades antimicrobianas del extracto etanolico de Toronjil impide la

proliferacion de las bacterias evaluadas.
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V. RESULTADOS
5.1.Presentacion y analisis de los resultados

5.1.1. Efecto inhibitorio del extracto de hojas de “toronjil” (Melissa officinalis)

sobre el crecimiento de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.
El efecto inhibitorio del extracto etandlico de las hojas de Melissa
officinalis se evalué mediante el método de difusion en pocillo en agar (Figura 6
y 7), los resultados obtenidos muestran que los grupos bacterianos de Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae fueron inhibidas por el extracto, asimismo se

observo que, a mayor concentracion del extracto, mayor es el efecto inhibitorio.

Figura 6
Actividad antibacteriana del extracto de “toronjil” en cepas de Escherichia. coli

(a. EC. ATCC 25922, b. EC.C1, c. EC.C2)

a. EC. ATCC 25922
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c. EC.C2

Figura 7
Actividad antibacteriana del extracto de “toronjil” frente a cepas de Klebsiella

pneumoniae (a. KP. ATCC 700603, b. KP.C1, c. KP.C2)

a. KP. ATCC 700603

b. KP.CI

22



Enla Tabla 2 se indican los promedios de los halos de inhibicion, las cepas
que tuvieron mayor sensibilidad fue EC.C1 con una zona de 14.2 mm de didmetro

y KP.C2 con halo de 12.6 mm.

Tabla 2
Promedio de los halos de inhibicion de las cuatro concentraciones del extracto

de hojas de “toronjil” (Melissa officinalis) frente a Escherichia coliy Klebsiella

pneumoniae.
Promedio halos de inhibiciéon (mm)*
. EC
fraamientos arec pecr Be.cz A0C kpel KR
25922
400 mg/mL 12 142 114 12 12.2 12.6
300 mg/mL 11.6 13.4  10.8 11.4 12 12
200 mg/mL 11.2 12 10.2 11.4 11.4 11.6
100 mg/mL 10.4 10.6 9.2 10.4 10 10.4

*promedio de cinco repeticiones

5.1.2. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto etanolico de hojas
Melissa officinalis frente a cepas de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae.

El extracto etandlico de Melissa officinalis presentd una CMI sobre las
seis cepas bacterianas (Figura 8), con una concentracion minima de 6.25 mg/mL
en las cepas de EC ATCC 25922 y KP.C2, y como valor maximo de 25 mg/mL
en las cepas de KP ATCC 700603 y KP.C2 (Tabla 3).
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Figura 8
CMI frente a Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.
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Tabla 3

Promedio de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto etandlico

de Melissa officinalis sobre las seis cepas bacterianas.

Concentraciones del extracto etanolico (mg/mL) *

EC ATCC KP ATCC
bs0p; ECCL ECC2 ©7 o0 KPCl KP.C2
400(-)  400() 400 () 400(-)  400()  400()
200()  200()  200() 200()  200()  200()
100(-)  100() 100 (-) 100() 100()  100()
500 S0 50() 50 S0 500
25() 250 25() 25()  25() 250

125() 125() 125()  125(+) 1250  12.5()

625(-) 625(1) 625(1)  625(1) 625(H)  6.25()
3025(+) 3.125(H) 3.125(1)  3.125(+) 3153 3.125 (+)
Control: 100 uL Caldo Tripticasa de Soya + 10 uL de in6culo)

(+): turbidez (crecimiento)
(-): No hay crecimiento

*promedio de tres repeticiones
5.1.3. Comparacion del extracto de hojas Melissa officinalis y discos de

antibioticos de gentamicina frente a cepas de Escherichia coli y Klebsiella

pneumoniae

24



Para evaluar la efectividad de los tratamientos en la inhibicion del
crecimiento bacteriano se realiz6 un disefio experimental factorial, ya que este
diseno permitié6 analizar la influencia de dos factores (tratamientos (A) y
bacterias (B)) con diferentes niveles y sus interacciones entre si para afectar la
inhibicion.

Factor A: Tratamientos

Control positivo (Gentamicina)
Tratamiento a 400 mg/mL
Tratamiento a 300 mg/mL
Tratamiento a 200 mg/mL
Tratamiento a 100 mg/mL

Factor B: Cepas Bacterianas
EC. ATCC 25922

EC.CI

EC.C2

KP. ATCC 700603

KP.C1

KP.C2

Hipotesis

Factor A: Tratamientos

HO: No existen diferencias significativas entre los tratamientos (gentamicina y
las concentraciones del extracto etandlico de Melissa officinalis).

H1: Existen diferencias significativas entre los tratamientos (gentamicina y las
concentraciones del extracto etanolico de Melissa officinalis).

Factor B: Bacterias

HO: No existe diferencias significativas entre las cepas bacterianas en estudio.
H1: Existe diferencias significativas entre las cepas bacterianas en estudio.
Interaccion A x B

HO: No existen diferencias significativas entre los tratamientos y la inhibicion
cepas bacterianas estudiadas.

H1: Existen diferencias significativas entre los tratamientos y la inhibicion las

cepas bacterianas estudiadas.
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El efecto inhibitorio segun la prueba “F” del andlisis de varianza del
factorial 5 x 6 demostr6 significancia (p<0,05) en el efecto principal entre los
tratamientos (A) y las bacterias (B), asi como la interaccion A x B, lo que
evidencid que existid efecto de los tratamientos en la inhibicion microbiana
(Tabla 4). La prueba de comparaciones multiples de Tukey (p<0,05) demostro
que EC.Cl1, EC ATCC 25922 y KP.C2 presentaron mayor inhibicion en
comparacion con las otras bacterias. Estos resultados indican que EC.C1, EC
ATCC 25922 y KP.C2 son las bacterias mas sensibles a los tratamientos
evaluados (Tabla 5). En el caso de los tratamientos, demostré que el mayor efecto
inhibitorio se alcanz6 con la gentamicina con diferencias significativas frente a
las diversas concentraciones del extracto de Melissa officinalis (Tabla 6).
Respecto a la interaccion A x B el mejor efecto inhibitorio se alcanzd con la
gentamicina en las cepas bacterianas EC ATCC 25922, EC.C1,EC.C2 y KP.C1.
Sin embargo, las diferentes concentraciones del extracto tuvieron un mejor efecto

inhibitorio en las cepas bacterias KP ATTC 700603 y KP.C2 (Figura 9).

Tabla 4

Analisis de varianza de los halos de inhibicion (mm) por seis bacterias frente a
cinco tratamientos, disco de antibiotico de gentamicina y cuatro concentraciones
(100, 200, 300 y 400 mg/mL) de extracto etandlico de las hojas de Melissa
officinalis.

Origen Tipo III de gl Media F Sig.
suma de cuadratica
cuadrados
Modelo corregido 1170,3732 29 40,358 52,640 ,000
Interseccion 22521,627 1 22521,627 29376,035 ,000
Tratamientos 485,773 4 121,443 158,404 ,000
Bacterias 162,773 5 32,555 42,463 ,000
Tratamiento * 521,827 20 26,091 34,032 ,000
Bacteria
Error 92,000 120 ,767
Total 23784,000 150

Total corregido 1262,373 149
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a. R al cuadrado =,927 (R al cuadrado ajustada =,910)

Tabla §

Prueba de comparaciones multiples de Tukey del promedio de los halos de

inhibicion (mm) de las seis bacterias experimentales frente a los tratamientos.

Cepas bacterianas N Promedio de los halos de inhibicion
1 2

KP.C1 25 11,080

KPATCC 700603 25 11,120

EC.C2 25 11,520

KP.C2 25 12,880

EC ATCC 25922 25 13,400

EC.C1 25 13,520

Sig. ,485 ,109
Tabla 6

Prueba de comparaciones multiples de Tukey del efecto inhibitorio (mm) de los

cinco tratamientos;

disco

de antibiotico de gentamicina y cuatro

concentraciones (100, 200, 300 y 400 mg/mL) de extracto etandlico de las hojas
de Melissa officinalis.

Tratamientos N Promedio de los halos de inhibicion (mm)
1 2 3 4
100 mg/mL 30 10,167
200 mg/mL 30 11,300
300 mg/mL 30 11,867 11,867
400 mg/mL 30 12,400
Gentamicina 30 15,533
Sig. 1,000 ,096 ,134 1,000
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Figura 9
Promedio estimado del efecto inhibitorio (mm) en la interaccion del factor

tratamientos (A) y el factor bacterias (B).

Tratamientos
250

s (Gentamicina
=400 mg/mL
) =300 mg/mL
| =200 mg/mL
N 100 mgfmL

150

Inhibicién (mm)

100

E. coli E. coli E.coli K. p K.p (cepa2) K.p(cepal)
ATCC (cepa 2) (cepa 1) ATCC

5.2.Discusion de resultados

La creciente percepcion de los efectos adversos de cepas resistentes a los
antibidticos ha llevado a demandar farmacos naturales y seguros, dando importancia
a las plantas medicinales como una alternativa por sus propiedades farmacologicas
para la salud. Actualmente, el uso de extractos que provienen de plantas naturales
con fines terapéuticos ha aumentado notablemente debido a los efectos negativos de
los medicamentos sintéticos y la resistencia entre los microorganismos patdogenos
(Lone et al., 2024). En el presente estudio se analizo la actividad antimicrobiana del
extracto etandlico Melissa officinalis (“toronjil”’), una planta medicinal ancestral
reconocida por sus diversas propiedades, como efectos antiinflamatorios,
antioxidantes y antimicrobianos. Asimismo, Shakeri et al., (2016) y Petrisor et al.,
(2022), han demostrado que M. officinalis tiene diversas actividades biologicas que
ayudan a las aplicaciones farmacoldgicas como hipoglucémicas, hipolipidémicos,

anticancerigenas, antidepresivas, ansioliticas, antinociceptiva y espasmoliticos.

El extracto etandlico de M. officinalis es particularmente atractivo debido a
su amplia gama de compuestos bioactivos, principalmente se caracteriza por la
presencia de cuatro componentes dominantes: citronelal, timol, citral y B-cariofileno

(Ehsani et al., 2017). Diversos estudios mencionan que M. officinalis contiene
28



terpenos: monoterpenos, triterpenos y sesquiterpenos; y compuestos fenolicos:
acidos fendlicos, taninos y flavonoides (Mencherini et al., 2007)(Shakeri et al., 2016)
(Miraj et al., 2017). Estas propiedades hacen que sea una planta de interés para el
desarrollo de agentes antimicrobianos alternativos.

Seglin Muhammad & Muhammad, (2005), gracias a la investigacion que
realizaron en plantas medicinales, estudiando la actividad antibacteriana frente a
bacterias que causan infeccidon posquemadura, determinaron que si una planta causa
una zona de inhibicibon mayor a 6 mm, estd planta se considera activa contra

microorganismos.

5.2.1. Efecto inhibitorio del extracto de hojas de “toronjil”

El hallazgo obtenido en la investigacion, determind que el extracto etandlico
de Melissa officinalis (“toronjil”), tiene capacidad antimicrobiana sobre cepas de
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, donde se observo susceptibilidad a los
cuatro tratamientos (100, 200, 300 y 400 mg/mL) con halos de 14.2 mm y 12.6 mm
respectivamente como se muestra en la Tabla 2. Asimismo, estudios realizado por
Saleh et al. (2023) sobre extractos acuosos y etandlicos de M. officinalis, mostraron
que a diversas concentraciones obtuvieron didmetros entre 10 a 23 mm frente a cepas
de E. coli, K. pneumoniae y S. aureus; resaltando que E. coli fue mas sensible a los
extractos, obteniendo halos de 16 a 21 mm para extracto acuoso y 12 a 23 mm para
extracto etandlico, a comparacion de C. albicans donde no mostrd inhibicion. Del
mismo modo Rabbani et al. (2015), trabajo con extracto hidroalcohdlico de M.
officinalis por método de difusion en pocillo, su actividad antimicrobiana fue notoria
en S. aureus con halos de inhibicién de 7 a 15 mm y para E. coli de 7 a 10 mm.

A diferencia de Abdellatif et al.(2014) que trabajé con el aceite de M.
officinalis probando su efectividad frente a siete cepas bacterias: S. aureus, B. subtilis
v L. monocytogenes, P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae y S. enterica; teniendo
como resultados halos de inhibicion que oscilaron entre 17 a 18 mm para Gram-
positivas, y 14 a 21 mm para Gram-negativas. También probo su efectividad frente a
C. albicans (36 mm) y dos fitopatdgenos, Fusarium oxysporum albedinis y Fusarium
oxyspourum lini, la actividad antifungica del aceite esencial (34 a 38 mm) fue mas
potente al control positivo, nistatina (20 a 24 mm).

En contraste con lo reportado por Abdel-Naime et al. (2019), su investigacion
mostrd que el extracto etandlico de M. officinalis, inhibid el desarrollo de P.

aeruginosa y S. aureus , sin embargo, no mostr6 actividad antibacteriana frente a K.
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pneumoniae 'y E. coli. Por otro lado, Ehsani et al. (2017), también encontr6 resultados
similares para el aceite esencial de M. officinalis, que tiene efecto antibacteriano
significativo contra S. fyphimorium, L. monocytogenes y S. aureus, siendo la ultima
la mas sensible, con un halo de 15 mm, a comparacion de E. coli, que fue la cepa
mas resistente al aceite esencial. Asimismo, el grupo de investigacion de Korcan et
al., (2018), replico el experimento, y encontré resultados totalmente diferentes,
enfatizando las propiedades del aceite esencial de M. officinalis.

Otro estudio, donde trabajaron con diferentes solventes, determind que el
extracto de cloroformo de M. officinalis logréd inhibir el crecimiento de C. albicans
(27 mm), en comparacion al resto de microorganismos ensayados: A. hydrophyla, S.
faecalis, S. typhimuriumium, E. coli, B. subtilis, P. aeruginosa, S. epidermidis, S.
aureus y B. cereus, que obtuvieron halos de inhibiciéon de 11 a 23 mm (Keskin &
Guvensen, 2018). Zazharskyi et al., (2019), realiz6 una investigacion de 50 plantas
medicinales entre ella M. officinalis, dicho extracto etanolico confirmo la accion
inhibitoria sobre S. typhimurium (7,4 mm), y también encontr6 efecto antibacteriano

sobre K. pneumoniae (4,6 mm).

5.2.2. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto etanélico.

Enla Tabla 3 se muestran los valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) del extracto etanolico de Melissa officinalis frente a seis cepas bacterianas de
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. Los resultados evidencian que a
concentraciones elevadas (400, 300, 200 y 100 mg/mL) el extracto logré inhibir el
crecimiento bacteriano, mientras que a partir de 6.25 mg/mL se comenzo6 a observar
actividad inhibitoria. La CMI vari6 entre 6.25 y 25 mg/mL, dependiendo de la cepa
evaluada.

Se destaca que las cepas EC ATCC 25922y KP.C2 mostraron inhibicién a la
menor concentraciéon probada (6,25 mg/mL), lo que indica una mayor sensibilidad al
extracto. Por el contrario, cepas como EC.C2, EC.C, KP.C1 y KP ATCC 700603
requirieron concentraciones mas altas para inhibir su crecimiento, lo cual sugiere una
resistencia relativa.

Estos hallazgos evidencian que el extracto etandlico de Melissa officinalis
posee un efecto antimicrobiano dependiente de la concentracion, y que la respuesta
varia segun la cepa bacteriana. Ademads, se observa una ligera tendencia a una mayor
sensibilidad en cepas clinicas frente a las cepas de referencia ATCC, lo que podria

deberse a diferencias genéticas y adaptativas entre ambas.
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5.2.3. Comparacion del extracto etanolico de “toronjil” con el antibiotico.

La Tabla 4 muestra el andlisis de varianza (ANOVA) la cual muestra
diferencias altamente significativas (p < 0,05) en los halos de inhibicién tanto entre
los tratamientos como entre las cepas bacterianas evaluadas, asi como en la
interaccion tratamiento x bacteria. Este resultado demuestra que la actividad
antimicrobiana del extracto etandlico de Melissa officinalis depende no solo de la
concentracion utilizada, sino también de la susceptibilidad particular de cada
microorganismo.

El coeficiente de determinacion (R? =0,927) indica que el modelo estadistico
explica el 92,7% de la variabilidad observada en los datos, lo cual es un valor elevado
y refleja la capacidad explicativa del modelo. Este resultado se debe a que los factores
evaluados (tratamiento y tipo de bacteria) ejercieron un efecto marcado y consistente
sobre el crecimiento microbiano, mientras que el error experimental fue minimo

(media cuadratica del error = 0,767).

Asimismo, en la Tabla 5 se presentan los resultados de la prueba de
comparaciones multiples de Tukey, aplicada a los promedios de los halos de
inhibicién generados por seis cepas bacterianas frente a los tratamientos evaluados.
Se observa que las cepas KP.C1 (11,08 mm), KPATCC 700603 (11,12 mm) y EC.C2
(11,52 mm) conforman un mismo grupo homogéneo (grupo 1), lo que indica que no
existen diferencias significativas entre ellas. Estas cepas mostraron los valores mas
bajos de inhibicion, lo que sugiere una menor susceptibilidad al tratamiento. Por otro
lado, las cepas KP.C2 (12,88 mm), EC ATCC 25922 (13,40 mm) y EC.C1 (13,52
mm) se agrupan en el segundo conjunto (grupo 2), con halos de inhibicion
significativamente mayores, evidenciando una mayor sensibilidad. En términos
generales, se aprecia que las cepas de Escherichia coli manifestaron mayor

susceptibilidad en comparacion con las cepas de Klebsiella pneumoniae.

Enla Tabla 6 se presentan los promedios de los halos de inhibicion obtenidos
con los diferentes tratamientos: cuatro concentraciones del extracto etanolico de
Melissa officinalis (100, 200, 300 y 400 mg/mL) y el antibiotico gentamicina como
control positivo. Los resultados muestran un incremento progresivo del efecto
inhibitorio en funcion de la concentracion del extracto, pasando de 10,167 mm en la
concentracion mas baja (100 mg/mL) a 12,40 mm en la concentracion mas alta (400

mg/mL). No obstante, el halo de inhibicién generado por la gentamicina (15,53 mm)
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fue significativamente superior a todas las concentraciones del extracto (Figura 9),
lo que confirma su alta potencia como antibidtico de referencia. En contraste, el
extracto etandlico de Melissa officinalis mostr6é un efecto inhibitorio menor, aunque
evidente y dependiente de la concentracion: a mayor dosis (400 mg/mL), se
alcanzaron los valores mas altos de inhibicion, mientras que las concentraciones de
100 y 200 mg/mL mostraron los halos mas reducidos.

Asimismo, se evidencié variabilidad en la respuesta segiin el microorganismo
evaluado. En EC.C1 el extracto alcanz6 un leve incremento en la inhibicién, mientras
que en KP.C2 la gentamicina present6 una disminucion en su eficacia, lo que sugiere
la posible resistencia de esta cepa. Por su parte, el extracto mantuvo un patron mas

uniforme entre las cepas de ambas bacterias, aunque sin superar al antibidtico.

Los estudios analizados demuestran que M. officinalis tiene accién
bactericida sobre diversos microorganismos, gracias a los compuestos bioactivos
presente en la planta y que le permite ser una eficacia antimicrobiana contra bacterias
resistentes a diferentes medicamentos. No obstante, su efecto dosis-dependiente y la
estabilidad frente a diferentes cepas respaldan la posibilidad de considerarlo como
una alternativa complementaria o coadyuvante en el control de infecciones
bacterianas.

El presente estudio resalta la importancia de explorar alternativas naturales
frente a la creciente resistencia bacteriana. Ademas, estudios adicionales podrian
investigar la combinacion de este extracto con antibidticos convencionales para
evaluar posibles efectos sinérgicos. Se espera que este estudio conduzca al
establecimiento de algunos compuestos que podrian utilizarse para formular nuevos

y mas potentes farmacos antimicrobianos de origen natural.
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VI. CONCLUSIONES
e Se determind que el extracto etanodlico Melissa officinalis presentd efecto
inhibitorio in vitro a una concentracion de 400 mg/mL frente a cepas de
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae con halos de inhibicion de 14.2 mm y

12.6 mm respectivamente.

e La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de hojas de
Melissa officinalis oscilaron entre 6.25 mg/mL a 25 mg/mL para cepas de

Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.
e Se determind que el extracto de hojas de Melissa officinalis a concentracion de

400 mg/mL presenté un mayor efecto inhibitorio a comparacioén de los discos de

gentamicina 10 png frente a las cepas en de Klebsiella pneumoniae.

33



VII. RECOMENDACIONES
Caracterizar e identificar los compuestos bioactivos del extracto etandlico de
Melissa officinalis segun la region geografica mediante cromatografia.

Evaluar la citoxicidad del extracto de Melissa officinalis en lineas celulares.

Evaluar las interacciones sinérgicas del extracto etanolico de “toronjil” con

antibidticos convencionales frente cepas de E. coli y K. pneumoniae.

Realizar nuevas investigaciones sobre el efecto inhibitorio frente a otros

microorganismos de interés.
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ANEXOS

igacion

Anexo 1. Instrumento de invest

Cepa bacteriana:

Extracto de hojas de “toronjil” (Melissa officinalis)

400 mg/mL
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Anexo 2. Matriz de consistencia

VARIABLES E

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS METODOLOGIA
INDICADORES
PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL VARIABLE Tipo de Investigacidn:
;Qué efecto antimicrobiano tiene | Evaluarla actividad antimicrobiana del | El extracto de hojas de “toronjil” | INDEPENDIENTE Aplicada v de nivel explicativa

el extracto de hojas de “toronjil”
frente

Kiehsiella

fMelissa afficinalis)

Escherichia  coli y

preumoniae?

PROBLEMA ESPECIFICOS

- jCual sera la concentracon
minma mhibitona (CMI) de
las concentraciones al 100,
200, 300 v 400 mg/mL del
extracto de hojas de “toronjil”
(Meflissa officinalis) frente a
cepas de Escherichia coli y
Kiebsiella preumoniae?

- jCual sera la concentracon
minima mhibitoria (CMI) de

las  concentraciones  del

extracto de hojas de “toronjil™

(Meflissa officinalis) frente a

cepas de Escherichia coli y

Kiehsiella PREUMONITE

extracto de hojas de “toronjil” (Melissa

afficinalis) frente a Escherichia coli y

Klehsiella preumoniae.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar el efecto inhibitorio del
extracto de hojas de “toronjl”
fMelissa afficinalis) a

concentraciones de 400, 300,200 y

100 mg/mL frente a cepas de

Escherichia coli vy Klebsiella
preumoniae.
- Determinar la concentracon

minima mhiboria (CMI) de las
extracto de

(Melissa

concentraciones del
hojas  de “toronjl”
afficinalis) frente a cepas de
Escherichia coli vy Klebsiella
preumoniae mediante elmetodo de

microdilucion.

(Mefissa  officinalis) tiene efecto

inhibitorio sobre Escherichia coli y

Klehsiella preumoniae.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

Existe efecto inhibitorio del
extracto de hojas de “toronjil”
(Melissa afficinalis) a
concentraciones de 400, 300,
200y 100 mg/mL frente a cepas
de Escherichia coliy Klehsiella
pREdmoniae.

Existe una la concentracin
minima mhibitona (CMI) de las
concentraciones del extracto de
hojas de “toronjil” (Melissa
afficinalis) frente a cepas de
Eseherichia coli y Klehsiella
mediante el

e iae

método de microdilucion.

Concentracion del extracto de
hojas de “toronjil”.
# Indicadores de la V.I:

- Efectividad de control.

VARIABLE DEPENDIENTE

Efecto inhibitorio  frente a
Escherichia coli v Klebsiella
prewmoniae
# Indicadores de la V.D:

- Tamano del halo de

inhibizién

Disefio de Investigacidn:

Experimental
Gl 7] X1 02
Gz h {+) Oy
G Os (=) Oy

G Grupos de cepas de Escherichia coli [
Klebsiella pneumoniae

X1: Tratamiento con extracto de hojas Melissa
afficinalis L. a 100, 200, 300 v 400 mgmL

Gie: Grupo control

(+)  Tratamiente con control  positivo
{Antibidtico gentamicina)

0 Observacion

(=) Tratamiento con control negativo

(Ausencia de estimulo)

Poblacidn v Muestra:

- Poblacidn: cepas bacterianas (Escherichia
cali v Klebsiella pnenmoniae) v las hojas

de Melissa afficinalis.
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mediante el método de
microdilucion?

;Qué diferencia existe entre
actividad antimicrobiana de
hojas de “toronjil™ (Melissa
afficinalis) con discos de

antibiotico de gentamicina?

Comparar la actividad
antimicrobiana del extracto de
hojas  de  “toronjil”  (Melissa
officinalis)  con  discos  de

antibiatico de gentamicina.

Existe diferencia  entre la
actividad antimicrobiana del
extracto de hojas de “toronjil”
(Melissa officinalis) con discos

de antibidtico de gentamicing.

Muestra: La muestra estard formada por
seis cepas de Escherichia Coli v Klebsiella
prewmoniae brindadas por Servicio de
Patologia Clinica — Area de Microbiologia
del HAB vy dos cepas centificadas
(Escherichia  coli ATCC 25922 v
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603) v
S5kg de hojas de “toronjil” (Melissa
officinalis) recolectada del centro poblado

Chomza Alta, distrito de la Peca - Bagua.
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Anexo 3. Carta de solicitud de validacion e informe de juicio de expertos

"Aifio de la unidad, la paz y el desarrollo"

Bagua, 17 de julio del 2023

CARTA N°, 001-2023-UNIFSLB/FCNA/MSCT
Sefiora: Mg. Silvia Isabel Suarez Chavarri

Presente.-

ASUNTO: OPINION DE EXPERTO

Tengo el agrado de dirigirme a Ud., para saludarla cordialmente y a la vez manifestarle
que, conocedor de su trayectoria académica-cientifica y profesional, solicito su atencién al
elegirlo como JUEZ EXPERTO para revisar los instrumentos que pretendo utilizar en el
trabajo de investigacion que vengo realizando para obtener el titulo profesional de
BIOTECNOLOGO:; por lo que, con la finalidad de determinar la validez de su contenido y
la confiabiliad, solicito marcar con una equis (X) los indicadores del instrumento de acopio de
datos, de acuerdo a su amplia experiencia y conocimientos. Para tal efecto, como anexos se
adjunta:

1. Matriz de consistencia
2. Instrumentos de investigacion
3. Informe de opinién de expertos de los instrumentos de investigacién

Agradezco anticipadamente su colaboracion y estoy seguro que su opinién y criterio de
experto servirdn para los fines propuestos.

Atentamente,

Bach. Mnryoﬁ S.\Castafieda Terrones
DNI: 75884206
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Anexo 3.
INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DE LOS INSTRUMENTOS DE
INVESTIGACION

TITULO DE LA TESIS: “ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO DE
HOJAS DE TORONIIL (Melissa officinalis) FRENTE A Escherichia coli y Klebsiella

pneumoniae”

PRESENTADO POR (Tesista): Bach. Maryori Sarain Castafieda Terrones

1. DATOS GENERALES DEL EXPERTO NRO: 01
1.1. Apellidos y Nombres del experto: Suarez Chavarri Silvia Isabel

1.2. Grado Académico : Magister
1.3. Cargo e Institucién donde Labora: Jefa del Laboratorio Clinico y Patolégico — Hospital
de Apoyo Gustavo Lannatta Lujan
1. VALIDACION
: CRITERIOS Muy Malo | Regular| Bueno | Muy Bueno
INDICADORES Sobre los items del instrumento 1 2 3 L b 5
1. CLARIDAD Estén formulados con lenguaje]
apropiado.
Estin  expresados en  conductas
2. OBJETIVIDAD | jpservables y medibles. e
3. ACTUALIDAD Es adecuado al avance de la ciencia y »
tecnologia.
Existe una organizacién logica en los|
4. ORGANIZACION contenidos y relacién con la teorfa. {
Son suficientes la cantidad y calidad de
S-BUFICIENGIA items presentados en los instrumentos. !
INTE Adecuado para valorar aspectos del
b NCIONALIDAD | ;1 ema metodolégico y cientifico. L
Se basa en aspectos tedricos, cientificos
7. CONSISTENCIA acordes a la clencia L
Entre el problema y los objetivos de la
8. COHERENCIA investigacion. £
Responde al propésito del trabajo bajo
9. METODOLOGIA |, objetivos a lograr. &
Las categorfas de respuestas y sus
10. PERTINENCIA | L0\ son spropiados. Y
SUMATORIA PARCIAL
SUMATORIA TOTAL

III. RESULTADOS DE LA VALIDACION
3.1 Promedio de valoFaciON: ..........ovvviiiiiiiiiiiiiiiniiiii i e e s e e e e e s e e aaaae

3.2 Opini6n de aplicabilidad: Favorable ( )  Debe mejorar ( ) No favorable ( )
3.3 Observaciones: .5 Mcomnienda vSan, Ce Ren. Qi i cala, ; & dnerichia

.................................................................................

Myg. Silvia |- Sudrez Chivarri

Firma del experto: ......". MDLORE - MIGROBIN OGO
£5p LARORATORIO CLINIDO Y BOLOGICOS
Fecha:®{.£1/2023 DNI: 12246038 Celular: ., GRP;, 3080, RNBE: 0350

981809911



"Aifio de la unidad, Ia paz y el desarrollo"

Bagua, 13 de julio del 2023

CARTA N°. 002-2023-UNIFSLB/FCNA/MSCT
Seiior(a): Dra. Maria Margarita Mora Costilla

Presente.-

ASUNTO: OPINION DE EXPERTO

Tengo el agrado de dirigirme a Ud., para saludarlo(a) cordialmente y a la vez manifestarle
que, conocedor de su trayectoria académica-cientifica y profesional, solicito su atencién al
elegirlo como JUEZ EXPERTO para revisar los instrumentos que pretendo utilizar en el
trabajo de investigacién que vengo realizando para obtener el titulo profesional de
BIOTECNOLOGO; por lo que, con la finalidad de determinar la validez de su contenido y
la confiabiliad, solicito marcar con una equis (X) los indicadores del instrumento de acopio de
datos, de acuerdo a su amplia experiencia y conocimientos. Para tal efecto, como anexos se
adjunta:

1. Matnz de consistencia
2. Instrumentos de investigacién
3. Informe de opinién de experto de los instrumentos de investigacion

Agradezco anticipadamente su colaboracién y estoy seguro que su opinion y criterio de

experto servirin para los fines propuestos.

Atentamente,

Bach. Maryori ! Castafieda Terrones
DNI: 75884206
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Anexo 3.
INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DE LOS INSTRUMENTOS DE
INVESTIGACION

TITULO DE LA TESIS: “ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO DE
HOJAS DE TORONJIL (Melissa officinalis) FRENTE A Escherichia coli'y Klebsiella

pneumoniae”

PRESENTADO POR (Tesista): Bach. Maryori Sarain Castafieda Terrones

I. DATOS GENERALES DEL EXPERTO NRO: 02
1.1. Apellidos y Nombres del experto: Mora Costilla Maria Margarita

1.2. Grado Académico : Doctora
1.3. Cargo e Institucion donde Labora: Docente — Universidad Nacional Intercultural
Fabiola Salazar Leguia de Bagua
I1. VALIDACION
(e Ty

Estan formulados con
apropiado.
Estain expresados en  conductas| X
2. OBJETIVIDAD chearsiblas v enelhiie
3.ACTUALIDAD | ES 3dccusdo al dela 7 X
tecnologia.
4. ORGANIZACION | EXiste una organizacién légica en los X
Y con la teoria.
5. SUFICIENCIA Son suficientes la cmuda.d y calidad de X
items presentados en los
. INTENCIONALIDAD | Adccuado pars valorar aspecios del X
gico y cientifico.
7. CONSISTENCIA | S¢ basa en aspectos tebricos, cientificos X
a la ciencia.
Entre el problema y los objetivos de la X
8. COHERENCIA vesiigacion.
Responde al propésito del trabajo bajo X
9. METODOLOGIA s objetivia  logree:
Las categorias de respuestas y sus X
10. PERTINENCIA Valiies son i
SUMATORIA PARCIAL 8 m
SUMATORIA TOTAL 48

L. RESULTADOS DE LA VALIDACION
3.1 Promedio de valoracién: 48
3.2 Opini6n de aplicabilidad: Favorable (X) Debe mejorar () No favorable ( )

3.3 Observaciones: Por favor, precisar mejor el término “antibiético comun * i
lﬂﬁa&&

Firma del experto: ..... BIOLQGA - MCROBIOLOGA
Dra. Ciencias Ambientales

Fecha: 17/07/2023 DNI: 19215260 Celular: 949614240
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"Afio de la unidad, Ia paz y el desarrollo"

Bagua, 13 de julio del 2023

CARTA N°. 003-2023-UNIFSLB/FCNA/MSCT
Sefior(a): DR. Julio Cesar Montenegro Judrez

Presente.-

ASUNTO: OPINION DE EXPERTO

Tengo el agrado de dirigimne a Ud., para saludarlo(a) cordialmente y a la vez manifestarle
que, conocedor de su trayectoria académica-cientifica y profesional, solicito su atencién al
elegirlo como JUEZ EXPERTO para revisar los instrumentos que pretendo utilizar en el
trabajo de investigacién que vengo realizando para obtener el titulo profesional de
BIOTECNOLOGO: por lo que, con la finalidad de determinar la validez de su contenido y
la confiabiliad, solicito marcar con una equis (X) los indicadores del instrumento de acopio de
datos, de acuerdo a su amplia experiencia y conocimientos. Para tal efecto, como anexos se
adjunta:

1. Matriz de consistencia
2. Instrumentos de investigacion
3. Informe de opinién de expertos de los instrumentos de investigacion

Agradezco anticipadamente su colaboracién y estoy seguro que su opinién y criterio de

experto servirin para los fines propuestos.

Alentamente,

i Cﬂlnﬂtda Terrones
DNI: 75884206
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Anexo 3.

INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DE LOS INSTRUMENTOS DE
INVESTIGACION

TITULO DE LA TESIS: “ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO DE
HOJAS DE TORONIJIL (Melissa officinalis) FRENTE A Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae”

PRESENTADO POR (Tesista): Bach. Maryori Sarain Castaiieda Terrones

I. DATOS GENERALES DEL EXPERTO NRO: 03
1.1. Apellidos y Nombres del experto: Montenegro Juarez Julio Cesar

1.2. Grado Académico : Doctor
1.3. Cargo e Institucién donde Labora: Docente — Universidad Nacional Intercultural
Fabiola Salazar Leguia de Bagua
IL. VALIDACION

'Estin formulados con

1. CLARIDAD A lenguaje X
apropiado.
OBJETIVID Estin  expresados en conductas| X
2 el observables y medibles.
3. ACTUALIDAD E".ﬁ’d de la ciencia y| X
.
Existe una organizacion légica en los X
4. ORGANIZACION contemidos y relaciéa con s teoria.
Son suficientes la cantidad y calidad de X
5. SUFICIENCIA ftems p RO
& INTENCIONALIDAD | Adecuado para valorar aspectos del X
sistema bgico y cientifico.
Se basa en aspectos tedricos, cientificos X
7. CONSISTENCIA eya la Clencia.
Entre el problema y los objetivos de a| X
8. COHERENCIA investigacidn.
Responde al propdsito del trabajo bajo X
9.METODOLOGIA |00 b0 a lograr.
Las categorias de respuesias y sus X
10. PERTINENCIA | ) son apropiados.
SUMATORIA PARCIAL 30
SUMATORIA TOTAL 40

I1I. RESULTADOS DE LA VALIDACION

3.1 Promedio de VAIOFRCIOM: .. ....ooomeimmeiiiiiiiiiiiis i e
3.2 Opinién de aplicabilidad: Favorable (X ) Debe mejorar () No favorable ( )

3.3 OBSEIVACIOMES: ovvvveerresrerrennmenrrssrsrsiiiiestsssmmisissssiietesiiianaasiine

Fecha: 17/07/2023 DNI: 41458587 Celbldr: 983994985
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Anexo 4. Resultados de validacion del instrumento

Validez del instrumento mediante Constructo y Contenido

o

Validez de la propuesta por opinion de juicio de experto

Expertos

Indicadores N° ' ; " Pl:-:)lﬁfzg;?o Yo
1. CLARIDAD 1 4 5 4 13 86.7%
2. OBJETIVIDAD 2 4 5 4 13 86.7%
3. ACTUALIZACION 3 4 4 4 12 80.0%
4. ORGANIZACION 4 4 5 4 13 86.7%
5. SUFICIENCIA 5 4 5 4 13 86.7%
6. INTENCIONALIDAD 6 4 5 4 13 86.7%
7. CONSISTENCIA 7 4 4 4 12 80.0%
8. COHERENCIA 8 4 5 4 13 86.7%
9. METODOLOGIA 9 4 5 4 13 86.7%
10. PERTINENCIA 10 4 5 4 13 86.7%
TOTAL 853.3%
s - 85/31 : g %
T = 85%
Interpretacion

Como 85 es mayor que 76, se valida la propuesta.

(Criterio tomado de Valderrama y Ledn, 2009)



Confiabilidad del instrumento segun el Coeficiente de Alfa de Cronbach

Indicadores
Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. TOTAL

Experts " 9" 3 4 85 6 7 8 9 10
1 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 40
2 § 5 4 & & 5 4 8§ & 5 48
3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 40
Total 13 13 12 13 13 13 12 13 13 13 128

V“Z‘;‘A';Z“ 0333 0333 0 0333 0333 0333 0 0333 0333 0333 26667

Varianza total = St 21.333
N° de Indicadores K= 10 K , Sz
oY = —=
K-1 9 K-1 Sy
Donde

Alfa de Cronbach a= 0972

El calculo del Alfa de Cronbach es de 0.97, esto quiere decir que el instrumento presenta una
alta confiabilidad; por lo tanto, cumple con los criterios de aplicacién para el presente

estudio.
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Anexo 5. Carta dirigida al Servicio de Patologia Clinica del HAB

UNIVERSIDAD NACIONAL ’ DIRECCION DE LA ESCUELA
INTERCULTURAL FABIOLA SALAZAR VICEPRESIDENCIA PROFESIONAL DE
LEGUIA DE BAGUA ACADEMICA BIOTECNOLOGIA

“Afio de la Unidad, la Paz y el Desarrollo”

CARTA N° 015-2023-UNIFSLB-VPA/FCNA-DEPB

A : Mg. SILVIA ISABEL SUAREZ CHAVARRI
Jefa del servicio de patologia clinica — drea de microbiologia del HAB.

ASUNTO : SOLICITO DOS CEPAS BACTERIANAS

FECHA : Bagua, 04 de setlembre de 2023

Es grato dirigirme a usted para expresarle mi cordial saludo en nombre de la
Direccion de la Escuela Profesional de Biotecnologia de la Universidad Nacional
Intercultural Fabiola Salazar Legula de Bagua (UNIFSLB), y a la vez hacerle llegar
el pedido de la Estudiante Castaiieda Terrones, Maryori Sarain, donde solicita
dos cepas bacterianas Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae en el marco de
Su proyecto de tesis titulado: “ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO DE
HOJAS DE TORONJIL (Melissa officinalis) FRENTE A Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae” con la finalidad de ser ejecutado para obtener el titulo profesional de
Biotecndlogo. Espero contar con su apoyo ya que la referida estudiante ha
demostrado responsabilidad, deseos de aprender y dedicacion en la investigacion

y cuenta con el total apoyo y confianza de la Escuela Profesional de Biotecnologia.
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Anexo 6. Evidencias fotograficas del experimento
e Cultivos puros de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae entregadas por el

Servicio de Patologia Clinica — Area de Microbiologia del HAB.

e Medios de cultivos.

e C(Cepas reactivadas en caldo Tripticasa de Soya.

52



Reactivacion de cepas.

Secado a temperatura ambiente las hojas de “toronjil”.

Triturado de las hojas secas de “toronjil”.
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Preparado del extracto etanolico.

Macerado del extracto etandlico de las hojas de “toronjil”.

Filtrado del extracto etanolico de las hojas de “toronjil”.
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e Secado del extracto en el horno a 37 °C.

e Prueba de sensibilidad de cepas Escherichia coliy Klebsiella pneumoniae a diversos

antibidticos.
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