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RESUMEN

Moringa Oleifera (moringa), planta con propiedades benéficas, por ejemplo, su capacidad
antibacteriana ante algunos patégenos como Escherichia coli, Pseudomonas, Salmonellas,
Staphylococcus, bacillus cereus y Streptococcus. El objeto de la investigacion fue la
evaluacion del efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Moringa Oleifera
(moringa) en cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella typhi ATCC 14028, con
disefio experimental, enfoque cuantitativo transversal y muestreo simple, muestras de E. coli
y Salmonella, concentraciones de extracto de moringa: 100, 75 y 50 mg/ml, por 4
repeticiones cada una. Los resultados principales fueron relacionados con el diametro de
halos, evidenciando que el efecto antibacteriano en las dos cepas es directamente
proporcional frente a concentraciones de extracto, los promedios de halos inhibitorios segun
HSD Tukey y de acuerdo con el grado de sensibilidad fueron de 17.5 mm, 13.0 mmy 6.83
mm para E. coli, para Salmonella 15.6 mm, 11.5 mm y 7.14 mm, concluyéndose que es de
caracter significativo y directamente proporcional el efecto antibacteriano del extracto
etanolico de Moringa oleifera en cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella Typhi
ATCC 14028, con rangos de halos desde 5 mm a 18 y 5mm a 16 mm respectivamente,

mostrandose una eficacia antibacteriana.

Palabras clave: Cepas, halos, inhibitorio, antibacteriano, concentracion, extracto.



ABSTRACT

Moringa Oleifera (moringa), a plant with beneficial properties, for example, its antibacterial
capacity against some pathogens such as Escherichia coli, Pseudomonas, Salmonellas,
Staphylococcus, bacillus cereus and Streptococcus. The object of the research was to
evaluate the in vitro antibacterial effect of the ethanolic extract of Moringa Oleifera
(moringa) on strains of Escherichia coli ATCC 25922 and Salmonella typhi ATCC 14028,
with experimental design, quantitative cross-sectional approach and simple samples, E. coli
samples and Salmonella, concentrations of moringa extract: 100, 75 and 50 mg/ml, for 4
repetitions each. The main results were related to the diameter of halos, showing that the
antibacterial effect in the two strains is directly proportional to extract concentrations, the
average inhibitory halos according to HSD Tukey and according to the degree of sensitivity
were 17.5 mm. 13.0 mm and 6.83 mm for E. coli, for Salmonella 15.6 mm, 11.5 mm and
7.14 mm, concluding that the antibacterial effect of the ethanolic extract of Moringa oleifera
on strains of Escherichia coli ATCC 25922 and Salmonella Typhi ATCC is significant and
directly proportional. 14028, with halo ranges from 5 mm to 18 and 5 mm to 16 mm

respectively, showing antibacterial effectiveness.

Palabras clave: Strains, halos, inhibitory, antibacterial, concentration, extract.



l. INTRODUCCION

Desde la antigiiedad el uso de plantas ha sido de suma importancia para la humanidad,
se han utilizado en la conservacion de la comida, como especias y condimentos, y también
para el tratamiento de diferentes enfermedades. Esto ultimo mencionado se debe a las
numerosas inactividades que presentan, entre ellas cabe destacar su actividad antimicrobiana
atribuida a los metabolitos secundarios de las plantas, que consisten en una gran variedad de
compuestos que, a pesar de no desempefiar un rol importante en su metabolismo primario,
tienen la funcién de defender a la planta ante condiciones ambientales adversas, presentando

amenudo actividad ante agentes patogenos como son los virus o las bacterias®.

Una de las plantas medicinales es la Moringa oleifera (Moringa) perteneciente a la
familia Moringaceae, en la actualidad su cultivo es promocionado por las regiones tropicales
del Perd, mientras que, en el mundo, en regiones subtropicales y semidridas. Toda la planta,
desde hojas, flores, frutos y raices son valorados por su alto valor nutritivo, ademas se emplean
en la alimentacion para humanos y animales.? Mdltiples investigaciones cientificas evidencian
los compuestos bioactivos presentes en la especie Moringa oleifera, la cual es usada por sus
propiedades medicinales para combatir la diabetes y el cancer. Asimismo, el extracto de
moringa estimula la funcién del higado y, por tanto, desintoxica el cuerpo de sustancias
nocivas, tales como toxinas de metales pesados. También diversos estudios sostienen que
podria ayudar a luchar contra los célculos del rifion, infecciones del tracto urinario,

estrefiimiento, retencion de liquidos y diarrea®.

En cuanto a las especies bacterianas mas conocidas e importantes en el mundo de la
practica clinica es la Escherichia coli, que una bacteria que se puede encontrar de manera
habitual en el intestino humano y animales con sangre caliente. La casi totalidad de las cepas
de E. coli son inofensivas. Sin embargo, existe una de nombre Escherichia coli productora
de toxina Shiga, responsable de provocar graves enfermedades, se transmite mediante el
consumo de alimentos contaminados®. Dentro de las enfermedades que puede ocasionar la
Escherichia coli productora de toxina Shiga encontramos las diarreas, colitis hemorragica
(CH) y el sindrome urémico hemolitico (SUH)®.

Las cifras de E. coli que producen BLEE estan aumentando de forma alarmante,
como la de Miranda J. 2019 inform0 la presencia de E. coli productoras de BLEE en 50,5%

de pacientes hospitalizados, y, mas recientemente Diaz -Velasquez S. (2021) reportd un



68,75% en pacientes ambulatorios de consultorios privados®?. Es asi que, se resalta un
estudio del Hospital de Emergencias Pediatricas de Lima donde: “Se recolectaron 70
muestras de heces de nifios con diarrea aguda, encontrando que en el 71,4% (50) de los casos
se aislé cepas de E. coli diarreogénicas, de los cuales 36 correspondian al serotipo
enteropatdgeno (EPEC) y 14 al serotipo productora de toxina Shiga” 3.

Para el afio 2019 en Jaén se realizé un trabajo de investigacion, con el objeto de
”Determinar el grado de contaminacion microbioldgica de las vertientes de agua destinadas
para consumo humano del CP Pachapiriana, Distrito de Chontali, Provincia de Jaén, del total
de viviendas 120, se consideraron 40 viviendas como muestras de estudio, 37 muestras
tuvieron presencia de E .coli, llegando a la conclusion de que el agua no redne las
caracteristicas microbioldgicas para ser considerada 6ptima para el consumo, pues todas las
muestras presentaron coliformes fecales, totales y E. coli lo que indica que el agua esta

contaminada con materia fecal” 14,

Otra cepa bacteriana relevante es la Salmonella typhi causante de la fiebre tifoidea, esta
bacteria se puede desechar del organismo mediante las heces y la orina, se recomienda una
buena higiene para evitar que después de ir al bafio, esta pueda conducirse de las manos a los
objetos o0 a otras personas, asimismo puede extenderse en alimentos con falta de coccion y en
los lugares donde el agua no recibe tratamiento para eliminar microbios®. Muchos autores,
debido a la relacién existente entre el extracto de moringa (sus beneficios antibacterianos)
frente a algunos patdgenos, han basado sus investigaciones en los efectos de las hojas de esta

planta'y cdmo influye en el crecimiento o no de halos microbianos.

En la ciudad de Jaén se realizo una investigacion cuyo objetivo fue: “Determinar la
calidad microbioldgica de la carne de pollo identificandose 26 puestos de venta, se encontrd
Salmonella sp. en el 57,7% (15/26) de muestras y para el recuento de Escherichia coli se

observo mayores recuentos en visceras” *°.

Por otro lado, mencionar el uso indiscriminado de los antibidticos abarca una
problematica del dia a dia y nos enfrenta a la temida resistencia bacteriana la cual
actualmente esta ganando campo en los hospitales, causando segun la Organizacion Mundial
de la Salud: “Existen méas de 700 mil muertes anuales a nivel mundial, debido a infecciones
por bacterias resistentes a los antimicrobianos’, donde la automedicacion es la principal

causa del desarrollo de resistencia bacteriana, por consecuencia, la contienda contra la



oposicion a los antimicrobianos artificiales integra una preeminencia que demanda de
participaciones en distintos &mbitos, como por ejemplo, implementar la utilizacion de los
antimicrobianos, controlar su calidad, promover y fortalecer la vigilancia de laboratorio de
la resistencia a los antimicrobianos en los distintos sectores, reprimir la diseminacion y
proliferacion de bacterias, virus, parésitos, etc. resistentes y fomentar el desarrollo de

estudios que nos conduzcan a la produccion de nuevos antimicrobianos” 8.

Estudios clinicos realizados por la Organizacion Panamericana de Salud en el afio
2021, mencionaron que: “a lo largo de la pandemia del Covid 19, se incrementaron el uso
de antibioticos de manera desconocida en pacientes hospitalizados, cuando solo el 10% o el
15% necesitaba ser tratado con este tipo de medicamentos provenientes de una infeccion
secundaria, este problema de salud dejé al personal de médico con baja capacidad para
contraatacar las infecciones que se presentaron en la poblacion” °. En el Per(i en el afio 2019
se cred un plan y de una comision permanente para enfrentar la resistencia bacteriana, a
través del Decreto Supremo 010-2019-SA sin embargo actualmente manifiestan que adin
enfrentan importantes obstaculos, como la falta personal capacitado, y carencia de partidas

presupuestales especificas para su difusion™®.

A nivel nacional para el afio 2021, el Seguro Social de Salud (Es salud) manifest6
que: “El consumo de antibidticos aumentd entre un 50% y 70% durante la emergencia
sanitaria en el pais. Asimismo, los estudios sefialan que, por lo menos, la mitad de los
pacientes que ingresaban reportaban haber consumido algin antibiotico. Y, cuando ya
estaban hospitalizados, casi el 95% los habia recibido” 1. La ciudad de Jaén no es ajena a
esta realidad, tanto que el personal médico, en especial los médicos generales como
especialistas prescriben en maltiples ocasiones antibioticos de amplio espectro, esto debido
a la carencia de examenes de laboratorio necesarios, lo cual se deriva en un tratamiento
empirico, generando en el paciente un sistema inmune disminuido, asi como en varios casos
resistencia bacteriana. En vista de la realidad que se enfrenta, muchos han enfocado en la
creacion de antimicrobianos, han basado sus estudios en lo que esto implica y cuan relevante

s su presencia ante un patogeno.

De lo anterior, Monteagudo en el afio 2022, con el objeto de “Evaluar la accion
antimicrobiana “in vitro” de extractos acuoso e hidroalcoholico de Moringa oleifera Lam.

cultivada en Cuba, realizando un estudio de tipo experimental, utilizando el método del



MTT, el extracto hidroalcohoélico presentd toxicidad en concentraciones de 125 pg/ml, sin
embargo, el extracto acuoso no fue téxico en concentraciones de 500 pg/ml, ninguno de los
extractos inhibi6 en su totalidad la replicacion “in vitro” de los virus HSV 1y HSV 2 en
células Vero, pero frente a las cepas bacterianas y levadura ensayadas mostraron una potente
actividad, concluyendo asi que los extractos presentaron potente actividad antibacteriana”

16

Jahan y Shahjahan en el afio 2022, determinaron el “Efecto antibacteriano del
extracto etanolico de la hoja de Moringa oleifera (EMLE) contra S. aureus y E. coli. en su
estudio de tipo experimental, probaron la actividad antibacteriana del extracto etandlico a
diferentes concentraciones utilizando el método de difusion en disco y dilucion en caldo,
observando que la zona méxima de inhibicion fue de 19 mm frente a S. aureus y 20 mm
frente a E. coli a una concentracién del 100,0% (1000 ug/ml), y, las concentraciones minimas
inhibitorias (MIC) de EMLE fueron de 400 ug/ml y 500 ug/ml frente a S. aureus y E. coli
respectivamente, concluyendo que el EMLE demostr6 efectos antibacterianos contra los

patdgenos transmitidos por alimentos™*’.

Ugboko y Nwinyicuyo en el 2020, realizé un articulo de revision donde el objetivo fue
“Evaluar la eficacia de plantas medicinales como terapia antimicrobiana alternativa, mediante
busqueda y revision de bibliografia, demostré que la Moringa oleifera contiene compuestos
como los terpenos, polifenoles, alcaloides, etc. los cuales le confieren a esta planta una amplia
gama de actividades antimicrobianas. Es asi que, el estudio revel6 la eficacia del uso de la

Moringa como alternativa para combatir patogenos multirresistentes’S,

Anzano en el 2022 que tuvo como objetivo: “Explorar los aspectos cualitativos y
cuantitativos de los metabolitos de las hojas y semillas de Moringa y evaluar su actividad
antimicrobiana, mediante andlisis quimico y microbioldgico del extracto de Moringa,
obtuvieron que los extractos apolares de semillas mostraron una actividad antimicrobiana
dependiente de la concentracidn significativa contra S. aureus y S. epidermidis (4 mg/mL
redujeron la viabilidad hasta en un 50 %) que se asocié con el contenido de &cidos grasos
especificos, concluyendo asi de que la Moringa presenta actividad antimicrobiana dosis

dependiente contra S. aureus y S. epidermidis®®.

Silveira y Baptista en el 2020 realizaron un estudio con el objetivo de “Estudiar la

inactivacién de E. coli en el proceso de coagulacion/floculacion utilizando extracto acuoso y



salino, asi como las fracciones proteicas de albimina y globulina obtenidas de semillas de
Moringa oleifera. Evaluaron los resultados de distintas concentraciones de coagulantes
encontrados en extractos de semillas de Moringa y sus cualidades proteicas durante la
capacidad de actuar de E. coli, en el proceso de condensacion/floculacion. Los coagulantes
probados fueron extractos acuosos, extractos salinos y fracciones proteicas de albumina y
globulinas, destacando que los agentes proteoliticos son muy efectivos para inactivar la

bacteria E. coli”%.

Rodriguez en el 2022 realizé un estudio con el objetivo de: “determinar el resultado
antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Moringa oleifera frente a Petroselinum
crispum, en el cultivo de Escherichia coli, fue una investigacion experimental, enfoque
cuantitativo y corte transversal; obtuvo el extracto etandlico por método de maceracion de
las hojas de Moringa oleifera y Petroselinum crispum, con concentraciones de 50% para
Moringa y 75% para Petroselinum crispum, concluy6 que el extracto etandlico de Moringa

oleifera 75% presenta mayor resultado antibacteriano in vitro en cepas de Escherichia coli””.

Céceres en el 2018 realizé un estudio con el objetivo de: “determinar el resultado
antimicrobiano del extracto etandélico de Moringa oleifera “moringa” frente al
ciprofloxacino a 5 pg, en cepas de Escherichia coli ATCC 25922., su metodologia se baso
en realizar 4 diluciones, un control positivo con ciprofloxacino (5 pg) llegoé a la conclusion
de que el extracto etandlico de las hojas de Moringa oleifera si presenta resultados
antimicrobianos en cepas de Escherichia coli, de manera que fue coadyuvante en el

tratamiento”?L,

Arce-Gil en el 2020 cuyo objeto de estudio fue “evaluar el efecto de inactivacion de
M. oleifera en cepas de E. coli BLEE CTX-M, TEM y SHV, en su estudio de casos y
controles, dejé en evidencia la perdida de crecimiento bacteriano en las cepas E. coli BLEE
genes CTX-M, SHV y TEM frente a las de control, concluyendo que M. oleifera dispone de
actividad bacteriostatica durante un periodo de tiempo de 8 horas, sobre E. coli BLEE genes
SHV”?%,

La Rosa en el 2019 realiz6 un trabajo de investigacion que consistio en: “evaluar la
actividad antibacteriana del extracto de las hojas de Moringa oleifera (Moringa) en cepas

clinicas de Escherichia coli, donde comprobé que el jarabe del extracto hidroalcohdlico de

10



Moringa oleifera (Moringa) tiene efecto antibacteriano frente a cepas clinicas de Escherichia

coli”?,

Rodriguez en el 2017 su estudio con el objetivo de: “realizar la comparacion del
efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de las semillas de Moringa oleifera y
Gentamicina y Nitrofurantoina sobre Escherichia coli ATCC 35218, se concluy6 que el
efecto antimicrobiano del aceite esencial era menor comparado con la Gentamicina, pero

mayor si lo comparamos con la Nitrofurantoina™?*.

Mejia 'y Zelada en el 2019 realizaron un estudio con el objetivo de: “Evaluar el grado
de infestacién microbiolégica del agua de consumo en el CP. Pachapiriana, Distrito de
Chontali, Provincia de Jaén, de tipo descriptivo, con una muestra aleatoria sistematica en la
que se escogio 1 de cada 2 muestras llegadas al laboratorio. EI método utilizado fue deductivo,
dando como resultado que 37 de 40 muestras analizadas tenian presencia de E. coli,
concluyendo asi que el agua que abastece al C.P. Pachapiriana no es apta para consumo

humano debido a que se encuentra contaminada con materia fecal”“.

Huanca y Sanchez en el 2019 realizaron un estudio con el objetivo de: “Determinar
la calidad microbioldgica de la carne de pollo comercializada en los mercados de Jaén, de
enfoque descriptivo y correlacional, utilizando como muestra 4 mercados principales de
Jaén. Para el analisis microbioldgico emplearon el Manual de Analisis Microbioldgicos de
Alimentos de DIGESA vy Placas Petrifilm FC, y las buenas préacticas de manipulacion las
evalu6 mediante la aplicacién de una encuesta estructurada enviada y propuesta por el
Ministerio de Salud (MINSA). El porcentaje de Salmonella sp. Fue del 57,7% en muestras
de musculo siendo méas constante en el Mercado Sol Divino, mientras que el Mercado
Central con 78,6% y 75,0%. En cuanto al recuento de Escherichia coli, dejé mayores
recuentos en las visceras, el Mercado Sol Divino y Mercado Central los que mayores

resultados presentaron”?®.

Esta investigacion a nivel de social tiene una gran relevancia, ya que su objetivo
principal es contribuir al bienestar de toda la comunidad y sus instituciones que la
conforman, mediante la difusion de los resultados, asimismo encontrar soluciones que
conduzcan a una sociedad mas saludable, reduciendo asi la resistencia bacteriana que tienen
efectos perjudiciales en la salud y la economia de las familias. De acuerdo a la base de datos

mencionados parrafos anteriores, muchos autores centraron sus investigaciones en el efecto
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antibacteriano, antimicrobiano, etc., provenientes de las hojas de Moringa, al ser estas
expuestas a cepas de algunas bacterias como Escherichia coli, Pseudomonas, Salmonellas,
Staphylococcus, bacillus cereus y Streptococcus. De aqui nace la pregunta del problema que
conlleva a realizar la investigacion: ;Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del extracto
etandlico de Moringa oleifera (moringa) frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y
Salmonella typhi ATCC 14028?

La justificacion practica de esta investigacion se baso en las lineas de investigacion
establecidas por la universidad. Esto permite respaldar tanto los aspectos tedricos como
préacticos de investigaciones previas, 1o que en Gltima instancia condujo a conclusiones que
guiaran de manera mas efectiva a los involucrados en el estudio. El valor tedrico de la
investigacion se deriva de su fundamento en la realidad del problema y en los aportes de
investigaciones anteriores. Estos elementos enfatizan la importancia de estudiar la Moringa
oleifera y su relevancia antimicrobiana. Conocer la realidad y los factores causantes de las
enfermedades relacionadas con la Escherichia coli y Salmonella typhi es esencial para contar

con antecedentes que contribuyan a combatirla de manera eficaz.

Metodoldgicamente la investigacion presenta conocimientos cientificos enmarcandose
en el enfoque cuantitativo, de acuerdo con los objetivos establecidos, debiéndose realizar los
procedimientos correspondientes para dar a conocer posteriormente los resultados a la

comunidad cientifica, realizando aportes importantes al desarrollo de la investigacion.

Teniendo como objetivo general evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
etanolico de Moringa oleifera (moringa) frente a las cepas de Escherichia coli ATCC 25922
y Salmonella typhi ATCC 14028. Y objetivos especificos evaluar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico Moringa oleifera (moringa) al 50mg/mL, 75mg/mL, 100mg/mL
frente a las cepas de Escherichia coli ATCC 25922, evaluar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto etanélico Moringa oleifera (moringa) al 50mg/ml, 75mg/ml, 100mg/ml frente a
las cepas de Salmonella typhi ATCC 14028, comparar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto etanolico de Moringa oleifera a diferentes concentraciones de 50mg/ml, 75mg/ml,
100mg/ml sobre Escherichia coli ATCC 25922 y de Salmonella typhi ATCC14028.

La hipotesis segun los antecedentes fue la siguiente. el extracto etanolico de Moringa
oleifera (moringa) presenta efecto antibacteriano frente a las cepas de Escherichia coli
ATCC 25922 y Salmonella typhi ATCC 14028, al 50mg/mL, 75mg/mL, 100mg/mL.
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1. MATERIALES Y METODOS

2.1. Poblacién, muestra y muestreo

2.1.1. Poblacién vegetal y bioldgica

— Poblacion vegetal
Se trabaj6 con una planta de Moringa oleifera (moringa) obtenida en provincia de Jaén.
— Muestra Vegetal
Se recolectaron 2 kg de hojas de Moringa oleifera (moringa).
— Criterios de inclusion:
Los criterios de inclusion a considerar fueron los siguiente: Las hojas de Moringa oleifera
(Moringa) deben estar con bordes definidos, frescas y sin contaminantes.
— Criterios de exclusion:
Las hojas de Moringa oleifera (Moringa) con bordes indefinidos, y con actual fumigacion.
— Poblacion bioldgica
La poblacién bioldgica estuvo conformada con unidad formadoras de colonias (UFC) de
cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella typhi ATCC 14028 obtenidas del
laboratorio del Instituto Nacional de Salud Lima-Perd.
2.1.2. Muestra bioldgica

UFC colonias dispersas y homogeéneas dentro del crecimiento bacteriano.

— Criterios de inclusién

Cepas con caracteristicas morfol6gicamente iguales, cepas libres de contaminacion con otros

microorganismos y cepas jovenes.

— Criterios de exclusion.
Cultivos que presentaron contaminacion con otros microorganismos (distintas bacterias u

hongos los utilizados).
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2.1.3. Muestreo:

El muestreo que se realizo fue no probabilistico de tipo intencional y a conveniencia del
investigador. La poblacion fue equivalente a la muestra, la que se determind por la
interaccion entre tres concentraciones expresadas en peso/volumen (50 mg/ml, 75mg/ml,
100mg/ml), el extracto etandlico de Moringa oleifera (moringa) frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella typhi ATCC 14028, considerando tres
repeticiones por cada concentracion totalizandose 18 unidades experimentales u
observaciones.

Para calcular el tamafio de la muestra, se sigui6 con la formula estadistica con el objeto de
encontrar el nmero de repeticiones que sera suficientes para validar el disefio. Con la formula
estadistica. Unidades experimentales (UE)= C x C x R C= Concentraciones. C= Cepas, R=
Repeticiones, U. E= 3 x 2 x 3= 18 unidades experimentales u observaciones. Por lo tanto, se
realizd 18 unidades experimentales y observaciones por cada concentracion del extracto
etanolico al 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de Moringa oleifera (moringa)sobre cada

microorganismo a estudiar.

2.1.4. Materiales

Se utilizaron equipos de laboratorio como: autoclave, balanza, bafio maria, estufa.
Asimismo, se emplearon materiales de vidrio como: baguetes, ldminas portaobjetos, pipetas,
probetas, placas petri, matraz erlenmeyer 50 ml tubos de ensayo, vasos de precipitado, luna
de reloj.

2.2. Método, tipo, nivel y disefio de la investigacion

2.2.1. Tipoy disefio de la investigacion

Fue experimental y cuantitativa debido a que se utiliz6 el disefio de estimulo creciente, a
diferentes concentraciones, con el tipo de investigacién basica ya que su proposito es
desarrollar nuevos conocimientos o modificar los principios tedricos ya existentes,

incrementando los saberes cientificos.

2.2.2. Método de investigacion
En la investigacion se emple6 el método deductivo durante el desarrollo de la presente
investigacion ya que se logro describir los datos generales para llegar a una conclusion en

particular. Consistio en obtener una respuesta basada en una pregunta o a una cantidad de
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premisas que se asumen como Vveridicas o reales. El método nos facilitd ir de preguntas
generales (fundamento tedrico) a las premisas particulares (la realidad de un caso

concreto)?®,

2.3. Métodos, técnicas, procedimientos e instrumentos de recoleccion de datos

2.3.1. Técnicas e instrumentos de recojo de datos

Con la ayuda de la técnica de observacion directa, que consistio en observar atentamente el
fendmeno, tomar informacion y registrar los datos para su andlisis correspondiente. La
observacién directa se realizd pasadas las 24 horas de haber inoculado las bacterias a
diferentes concentraciones del extracto de Moringa oleifera (moringa). Los datos obtenidos
fueron registrados en una ficha de recoleccion de datos para su analisis, dichos datos fueron
llenados por el personal encargado de la investigacion®!. (Anexo 2), software estadistico SPS

Version 27, hojas de célculo de Excel.

2.3.2. Procedimientos
— Recoleccion de muestras vegetales

Se recolectaron 2 kg de hojas verdes de Moringa oleifera (moringa) de la provincia de Jaén,
luego fueron envueltas en bolsas de papel molde para ser trasladadas a un laboratorio. Para
la identificacién taxondmica, la muestra vegetal fue reconocida por el Dr. Alexander

Huaman, docente de la Universidad Nacional de Jaén.

— Recoleccion de muestras bioldgicas

Cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella typhi ATCC 14028 obtenidas del
Instituto Nacional de Salud.

— Obtencion del extracto etandlico

Mediante el método de maceracion con etanol de 96° se obtuvo el extracto etanodlico de
Moringa oleifera; para ello, se instal6 en un frasco de vidrio impenetrable de 20g de MS 'y
100 ml de etanol, donde se cubrid y se envolvié enteramente con papel aluminio. Luego, se
puso a reposar en un ambiente fresco y seco, a temperatura del medio, por 8 dias con

agitaciones de 3 a 4 veces por dia.
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La doble filtracion consistio en se filtrar a través de una gasa estéril para luego filtrar a través
de un papel filtro Whatman N°41. El liquido filtrado se evapord por ventilacion en estufa
con corrientes de aire frio, por un periodo de 12 meses, hasta lograr obtener una
concentracion que supere los 100 mg/ml. Finalmente, la obtencion del extracto etandlico
(EE) considerado al 100%; se reservé en un frasco de vidrio ambar a 6°C hasta su

utilizaciéon?’.

— Determinamos del efecto antibacteriano (Manual de procedimientos para la
prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de Kyrbi Bauer)

Para la preparacion del inoculo para Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella typhi
ATCC 14028, de cuatro a cinco colonias bien aisladas, del mismo tipo morfologico, de
cultivo en placa, fueron seleccionadas. Luego, se asa de siembra en aire borrando la
superficie de cada colonia y la traspasa a un tubo que contiene entre 4 y 5 ml de Caldo
Tripticasa de soja. Posteriormente, el caldo se incubd a una temperatura entre 35°C y 37°C
hasta que alcance o supere la turbidez del estandar Mc. Farland 0,5 % (generalmente de 2 a
6 La sopa se incubara a una temperatura entre 35°C y 37°C hasta que alcance o supere la
turbidez del estdndar Mc. Farland 0,5 % (generalmente de 2 a 6 horas). De manera similar,
se ajusto la turbidez del in6culo utilizando una solucidn salina o tibia adecuada hasta el tubo
0,5 de la escala de Mc. Farland mediante comparacién visual con el estandar. El examen de
los tubos contra un fondo blanco con lineas negras como contraste fue necesario para llevar
a cabo este paso correctamente. La suspension preparada contenia aproximadamente 2 x 108
UFC/ml para Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella typhi ATCC 14028 X.108 UFC/ml
para Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella typhi ATCC 1402826.

— Inoculacién de las Placas

Durante los 15 minutos que pasaron después de ajustar la turbidez del in6culo, se sumergio
un hisopo estéril en la suspension y se gird el hisopo varias veces, forzando firmemente sobre
la pared interior del tubo por encima del ras del liquido para eliminar el exceso de inoculo.
Luego, se inoculo el area seca de la placa conteniendo Agar Mueller Hinton, estriando con
el hisopo en tres direcciones para garantizar una disminucion uniforme del inéculo. Antes
de colocar los discos, la placa se dejé reposar a temperatura ambiente durante tres a cinco

minutos para permitir que se absorbiera cualquier exceso de superficie. Durante tres a cinco

16



minutos para permitir que se absorbiera el exceso de humedad de humedad de superficie de

ser absorbido?’.

— Preparacion de los discos de sensibilidad

Los discos de sensibilidad se prepararon utilizando papel Watman N° 1 y se empled un
perforador convencional, los cuales se esterilizaron en autoclave a 121°C en 15 libras de
presion por 15 minutos. Luego se procedié a embeber a cada uno de los discos con las
concentraciones del extracto acuoso que se obtuvo una solucion madre (100 mg/mL), se
procedio a calcular al 75 mg/ml y 50 mg/ml de Moringa oleifera (moringa), asi mismo se
hara uso de los discos cloranfenicol y ceftriaxona para Escherichia coli y Salmonella typhi
respectivamente, como controles positivos y la solucién salina fisiologica estéril como

controles negativos?.

— Aplicacion de los discos
El didmetro de los discos se debe ser de 6 mm segun las regulaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). Los discos se colocaron sobre el &gar con la asistencia de una
pinza estéril o el vértice de una aguja presionando suavemente sobre cada disco para
garantizar un contacto completo con la superficie del agar. Los discos se distribuyeron de

manera uniforme, y se encuentren a una distancia minima de 25 mm uno del otro®°.

— Lectura

Los resultados se leyeron en voz alta durante el transcurso de 24 horas. Utilizando una regla
o calibrador, la inhibicion se midieron en halos, incluyendo el &rea del disco de papel del
filtro. Considerando que fue necesario mantener el area detras de la placa de Petri iluminada
con una luz reflejada ubicada unos centimetros por encima mantener un fondo negro. El area
detras de la placa de Petri iluminada con una luz reflejada ubicada a unos centimetros sobre

un fondo negro®.

2.3.3. Plan de procesamiento y analisis de datos

La comparacién de los resultados obtenidos se realizé mediante la prueba de analisis de
varianza (ANOVA), considerando un nivel de significancia de P< 0.05. Se utilizo el método de
tukey para crear intervalos de confianza para todas las diferencias en parejas, se calcul6 el valor

citrico de todas las comparaciones en pares y se obtuvo el valor estandar de cada promedio y se
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calculd las diferencias de las medidas, se realizo las comparaciones con el valor citrico. También

se utilizé el paquete estadistico SPSS version 27.
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I11.  RESULTADOS

Tabla 1. Grado de sensibilidad Escherichia coli ATCC 25922 y parametro que

corresponde por tratamiento.

Tratamiento Diametro de halos (mm) Grado de sensibilidad Parametro
ST 5 Resistente 1
ST 5 Resistente 1
ST 5 Resistente 1

50mg/mi 14 Intermedio 2
50mg/mi 13 Intermedio 2
50mg/mi 10 Resistente 1
75mg/mi 18 Sensible 3
75mg/mi 14 Intermedio 2
75mg/mi 9 Resistente 1
100mg/mi 17 Sensible 3
100mg/mi 11 Intermedio 2
100mg/mi 7 Resistente 1

Interpretacion: Segun Tabla 1, se visualiza, el namero de repeticiones que se han realizado
seglin concentracion de extracto etandlico y frente a ello el didmetro de halos de Escherichia
Coli ATCC 25922, mostrando diferencias a partir de la segunda repeticion, ademas, se

muestra el pardmetro al que pertenece cada prueba realizada y como se ha categorizado.
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Tabla 2. Grado de sensibilidad Salmonella typhi ATCC 25922 y pardmetro que corresponde

por tratamiento.

Tratamiento  Diametro de halos (mm) Grado de sensibilidad Parametro

ST 6 Resistente 1

ST 5 Resistente 1

ST 5 Resistente 1
50mg/mi 15 Sensible 3
50mg/ml 10 Resistente 1
50mg/mi 11 Intermedio 2
75mg/mi 16 Sensible 3
75mg/mi 12 Intermedio 2
75mg/mi 10 Resistente 1
100mg/mi 16 Sensible 3
100mg/mi 9 Resistente 1
100mg/mi 5 Resistente 1

Interpretacion: En la tabla 2 se muestra al numero de repeticiones que se han realizado
seglin concentracion de extracto etandlico de moringa (50mg/ml, 75mg/ml, 100mg/ml),
frente a ello el diametro de halos de Salmonella Typhi ATCC 14028, mostrando diferencias
a partir de la segunda repeticion, ademas, se muestra el pardmetro al que pertenece cada

prueba realizada y como se ha categorizado.
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Tabla 3. Pruebas de normalidad para Salmonella Typhi ATCC y Escherichia Coli ATCC
25922 con concentraciones de Moringa Oleifera (50mg/ml, 75mg/ml, 100mg/ml).

Halos Tratamiento Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Resistente (Para un diametro 0,774 7 0,023
de <10.0 mm)
Diametro de Intermedio (Para un diametro 0,750 3 0,00
halos (mm)

Salmonella Typhi de 11.0- 14.0 mm)

Sensible (Para un diametro

>15.0 mm.mm)

Halos Tratamiento Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Resistente (Para un diametro 0,821 6 0,089
Diametro de de < 10.0 mm)
halos(mm) E.  Intermedio (Para un diametro 0,827 4 0,161

coli de 11.0- 14.0 mm)

Sensible (Para un diametro

>15.0 mm.mm)

Interpretacion: En la tabla 3 se muestra la prueba de normalidad segin Shapiro-Wilk, en
donde se verifico que el estudio de 12 datos registrados tiene procedencia de distribucion de
probabilidad con la media y desviacion estandar segun el diametro de halos Salmonella
Typhi ATCC 14028 y Escherichia Coli ATCC 25922. De acuerdo con el grado de
significancia, rangos de 0 a 1, se observa una distribucion normal lo que permite realizar la

prueba paramétrica.
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Tabla 4. Prueba de Tukey para comparar medias de didmetros de halos de Escherichia Coli
ATCC 25922. (a: media armoénica de la muestra; b: media armoénica de los grupos).

Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
Resistente (Para un diametro 6 6,83
de <10.0 mm)
Intermedio (Para un diametro 4 13,00
HSD de 11.0- 14.0 mm)
Tukey*®  Sensible (Para un diametro 2 17,50
>15.0 mm.mm)
Sig. 1,000 1,000 1,000

Tabla 5. ANOVA (grado de significancia < 0,05).

Didmetro de Halos Suma de Media
(mm) E. coli cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 203,333 2 101,667 29,202 0
Dentro de grupos 31,333 9 3,481
Total 234,667 11

Interpretacion: En la Tabla 4 y 5 muestra el Anélisis de Varianza (ANOVA) evidencio
diferencias significativas entre la cepa de Escherichia Coli respecto a las concentraciones
valoradas (50mg/ml, 75mg/ml, 100mg/ml). La prueba de Tukey mostré que los didmetros
promedio de los halos inhibitorios fueron directamente proporcionales al incremento de la
concentracion del extracto y no hubo similitud en las medias o son diferentes
probabilisticamente para a al 0.05, se rechaza Ho: afirmacion de que no hay diferencia entre

las medias, segin Hsd Tukey, estan en diferentes subconjuntos.
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Tabla 6. Prueba de Tukey para comparar medias de diametros de halos de Salmonella typhi
ATCC 14028 (a: media armonica de la muestra; b: media arménica de los grupos).

Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2
Resistente (Para un diametrode 7 7,1429
<10.0 mm)
HSD Tukey®® Intermedio (Para un diametro de 2 11,500 11,500
11.0- 14.0 mm)
Sensible (Para un diametro >15.0 3 15,6667
mm.mm)
Sig. 0,0058 0,0069

Tabla 7. ANOVA (grado de significancia < 0,05)

Diametro de Halos (mm) Suma de Media

E. coli cuadrados gl  cuadratica F Sig.
Entre grupos 157,976 2 78,988 19,734 0,001
Dentro de grupos 36,04 9 4,003
Total 194,00 11

Interpretacion: En la Tablal 6 y tabla 7 muestra el Analisis de Varianza (ANOVA) mostré
diferencias significativas entre las cepas de Salmonella Typhi respecto a las concentraciones
evaluadas mientras para una significancia de 0,05. La prueba de Tukey mostré que los
didmetros promedio de los halos inhibitorios fueron directamente proporcionales al
incremento de la concentracién del extracto, Se acepta HO; afirmacion de que no hay
diferencia entre las medias, las medias de “Intermedio” se agrupan al subconjunto del
“resistente”, tanto como al “sensible”, Mientras que las medias de “resistente” son diferente
a “sensible” ambos estan en diferentes subconjuntos. Se rechaza HO: afirmacion de que no

hay diferencia entre las medias, segun Hsd Tukey, estan en diferentes subconjuntos.
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Tabla 8. T-Student calculado como pruebas de muestras emparejadas.

Diferencias emparejadas

959% de intervalo
de confianza de la

diferencia

Desv. Desv. Error Sig.

Media Desviacion promedio Inferior superior t gl (bilateral)

Par1 TS50 - TE50 0 1,414 0,707 -2,250 -2,250 0 3 1,00
Par2 TS75-TE75 -1,75 1,258 0,629 0,629 0,252 -2,782 3 0,069
Par3 TS100-TE100 -0,25 15 0,75 0,75 2,136 -0,333 3 0,761

Tabla 9. T-Student tabulado.

Grados de libertad 0.25 0.1 0.05 0.025
1 1 3.0777 6.3137 12.7062
2 0.8165 1.8859 2.92 4.3027
3 0.7649 1.6377 2.3534 3.1824

Interpretacion: En la tabla 8 y 9, se muestra el 7-Student calculado y T-Student tabulado
respectivamente, el T-Student tabulado corroboraron los datos del el 7-Student calculado,
para 3 grados de libertad, deducimos:

Para aplicacion de dosis:

50mg | ¢ 23534 =0t run a: 0,05
mL ' ~tabulada calculdo

75mg

W; ttabulada2.3534 < 2.782 tcalculdo;, «: 0,05

100mg
mL

; trabulada2.3534 > 0.333 tcalculdo; a: 0,05
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Interpretacion: Estos datos indican que las medias son iguales o semejantes en los puntos
TS50 y TE5S0, TS100 y TE100, el efecto del uso de extracto etandlico de Moringa Oleifera
en concentraciones de 50mg/ml y 100mg/ml, son semejantes probabilisticamente al 0,05 de
significancia; en cuanto al diametro de halos (mm) tanto para E. Coli como para Salmonella
Typhi. Asi mismo al tratamiento TS75 y TE75, el resultado varia del otro, pues sus medias
son distintas segun la probabilidad t student, a este tratamiento de 75mg/mL, fue mayor la

influencia en Halo de E. Coli, con una media de 10,75 ante un 9,00 de Salmonella Typhi.

Decision: La hipdtesis de investigacion: A un nivel de a =0,05, desde la prueba t-student,
se puede afirmar que el extracto etandlico de Moringa Oleifera (moringa) presenta efecto
antibacteriano frente a las cepas de Escherichia Coli ATCC 25922 y Salmonella Typhi
ATCC 14028, al 50mg/mL, 75mg/mL, 100mg/mL.
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IV. DISCUSION

Los resultados obtenidos al evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
etanolico de Moringa Oleifera (moringa) frente a las cepas de Escherichia Coli ATCC 25922
y Salmonella Typhi ATCC 14028 en 12 placas con diferentes cultivos y concentraciones
(50mg/ml, 75mg/ml, 100mg/ml) de extracto etandlico con 4 repeticiones para cada
concentracion, presentaron diferencias en los tamafios de los halos de inhibicion, pues la
prueba de HSd Tukey con un alfa = 0.05, que permitié comparar las medias de los didmetros
de halos tanto para Salmonella Typhi ATCC 14028 como Escherichia Coli ATCC 25922
segun las Tablas 4 y 6, fueron significativos, siendo los diametros promedio de halos
directamente proporcionales al incremento de la concentracion de extracto, ademas, los
rangos de tamafio de halos oscilaron desde 5 mm a 18 y 5mm a 16 mm, siendo estos los mas
bajos y mas altos, segun las tablas 1y 2 para Escherichia Coli ATCC 25y Salmonella Typhi
ATCC 14028 respectivamente, dejando en evidencia la presencia del efecto antibacteriano
del extracto etanolico de Moringa oleifera (moringa) tanto en las cepas de Escherichia Coli
ATCC 25922 como Salmonella Typhi ATCC 14028, siendo el tratamiento con concentracion
de 75 mg/ml el que mayor efecto antibacteriano en cuanto a tamafio de didmetro de halos
presentd, con medias de halos de 10.75 mm para Escherichia Coli ATCC 25 frente a 9.0
mm y Salmonella Typhi ATCC 14028. Estos resultados son similares a los encontrados por
Jahan y Shahjahan (2022) 17 quienes también encontraron que el extracto etandlico de hojas
de Moringa oleifera tiene un notable efecto antibacteriano, con zonas méximas de inhibicion
de 19 mm para S. aureus y 20 mm para E. coli a una concentracion del 1000 pg/mL, al igual
que Rodriguez (2022) 2 encontrd que el extracto etandlico de hojas de Moringa oleifera al
75% tiene un mejor efecto antibacteriano in vitro sobre cultivos de Escherichia coli en
comparacion con Petroselinum crispum, mientras que, Silveira y Baptista (2020)%°
encontraron que los extractos de semillas de Moringa oleifera son efectivos para inactivar
E. coli durante el proceso de coagulacion/floculacion, destacandose la efectividad de los
agentes proteoliticos, cabe mencionar que nuestros métodos de ensayos y pruebas difieren,
sin embargo, ambos estudios subrayan la potente actividad antibacteriana de los extractos de

moringa.

Respondiendo al primer objetivo especifico relacionado con la evaluacion del efecto
antibacteriano in vitro del extracto etandlico Moringa Oleifera (moringa) en concentraciones
de 50mg/mL, 75mg/mL, 100mg/mL frente a las cepas de Escherichia Coli ATCC 25922,
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son de caracter significativo segln la tabla 1 que mostré el tamarfio de halos de inhibicion y
su grado de sensibilidad (sensible, intermedio y resistente) y la tabla 5 puesto que el analisis
de Varianza (ANOVA) evidencio6 diferencias significativas entre la cepa de Escherichia Coli
frente a las concentraciones valoradas, mientras que la tabla 4, prueba de HSD Tukey mostrd
que los didmetros promedio de los halos inhibidores (6.83 mm, 13.0 mmy 17.5 mm) fueron
directamente proporcionales al incremento de concentracion del extracto, es decir, a mayor
concentracion, mayor es el diametro de halos inhibidores, lo que indica que el efecto
antibacteriano es mayor para Escherichia coli ATCC 25922 al aumentar la concentracion de
extracto etandlico Moringa Oleifera, resultados similares fueron encontrados por Céceres,
2018, el efecto antimicrobiano del extracto de Moringa Oleifera frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 25922, a partir de concentraciones al 75%, su halo de inhibicion fue
de 13,9 mm, con rangos de 13 mm hasta 15 mm, mientras que en concentraciones de 100%,
el halo de inhibicion fue de 17.7 mm, entre rangos de 16 mm a 19mm?3, En cambio, Iglesias
y otros, 2019, respecto al efecto inhibitorio del extracto de semilla de Moringa Oleifera
sobre Escherichia coli p-lactamasas, de espectro extendido, apreciaron una amplia
diferencia de crecimiento de la cepa E.coli Blee portadora del gen SHV, frente a dos
concentraciones del extracto acuoso de semilla, ocurre lo mismo con las cepas E. coli Blee
portadoras de los genes TEM y CTX-M mostrando inhibicion del crecimiento frente al
extracto acuoso, y presentaron mayor inhibicion del crecimiento a la concentracion del
10%34,

En cuanto a los resultados que responden a la evaluacion el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico Moringa Oleifera (moringa) al 50mg/ml, 75mg/ml, 100mg/ml
frente a las cepas de Salmonella Typhi ATCC 14028, son significativos, esto segun la Tabla
2 que mostré el tamafio de halos de inhibicion y su grado de sensibilidad (sensible,
intermedio y resistente) y la tabla 7 debido a que ANOVA evidenci6é diferencias
significativas entre las cepas de Salmonella Typhi respecto a las concentraciones evaluadas,
mientras que la tabla 6 prueba de HSD Tukey mostro que los diametros promedio de los
halos inhibitorios (7.14 mm, 11.5 mm y 15.66 mm) fueron directamente proporcionales al
incremento de concentracion del extracto, es decir, a mayor concentracion de extracto,
mayor el diametro de los halos de inhibicion, lo que indica que el efecto antibacteriano es
mayor para Salmonella Typhi ATCC 14028 al aumentar la concentracion de extracto

etandlico de Moringa Oleifera. Estos valores fueron similares a los encontrados por Chero,
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(2018), donde dejo en evidencia la actividad antibacteriana del extracto de moringa frente a
Strptococcus Mutans, presentando halos de inhibicion promedio entre 15.27 mm y 17.96
mm de diametro®®, mientras que Correa y Noé, (2019), presentaron resultados superiores,
trabajaron 6 placas por ensayo, para mostrar la actividad antimicrobiana in vitro del aceite
escencial de las hojas de Moringa Oleifera frente a cepas Staphylococcus aureus, el
promedio del halo inhibitorio para concentraciones 25%, 50% y 75% de aceite fue de 5.9
mm, 24.0 mm y 27,5 mm respectivamente, y la vez los compararon con el Ciprofloxacino
que presentd un diametro promedio de halo de 39,3 mm3®, tambien es el caso de Alcantara,
(2020), con resultados sumamente superiores en el tamafio de los halos de inhibicion, de
acuerdo con las diferentes concentraciones de extracto acuoso de Moringa Oleifera frente a
Staphylococcus aureus, presentando una inhibicién de 24.92 mm con control de extracto en

concentracion de 120 mg/mL*".

Los resultados de comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Moringa oleifera a diferentes concentraciones de 50mg/mL, 75mg/mL, 100mg/mL sobre
Escherichia Coli ATCC 25922 y de Salmonella Typhi ATCC 14028, se observo que los
didmetros de los halos segun grado de susceptibilidad antibacteriana y extracto de moringa
en concentraciones de 50 mg/ml, 75 mg/ml, 100 mg/ml permitieron clasificarlos como
sensibles, intermedio o resistente, ademas de presentar semejanza probabilisticamente con
un 0,05 de significancia para ambas muestras, sin embargo, fue el tratamiento con
concentracion de 75mg/ml, el que presentd mayor influencia y diferencia en tamafios de
halos en Escherichia Coli ATCC 25922 frente a los de Salmonella Typhi ATCC 14028, con
medias de 10.75 mm ante un 9.0 mm, clasificandose una como intermedia y como resistente
respectivamente, mientras que las concentraciones de 50 mg/ml y 100 mg/ml es similiar el
crecimiento de halos en ambas cepas, estos valores son similares a los presentados por
Rodriguez en el 2017, donde compard el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial
de las semillas de Moringa Oleifera frente a Gentamicina y Nitrofurantoina sobre
Escherichia Coli ATCC 35218, mostrando que el efecto antimicrobiano del aceite esencial
era menor comparado con la Gentamicina, pero mayor si lo comparamos con la
Nitrofurantoina”?*. Estos hallazgos sugieren que el extracto etandlico de Moringa oleifera
también mostr6 una notable actividad antibacteriana, especialmente a concentraciones

especificas.
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Entre las principales fortalezas que tiene la presente investigacion destaca la
selecciéon cuidadosa de muestras, tanto vegetales como bioldgicas, asegurando pureza y
calidad. Asimimso, la preparacion del inoculo y la inoculacion de las placas siguiendo
procedimientos estandar, como el método de Kirby-Bauer y normas de la OMS, garantiza la
reproducibilidad y validez de los resultados. Ademas, el empleo de controles positivos y
negativos permite una comparacion precisa de los efectos antibacterianos del extracto de
moringa. La aplicacion de analisis de varianza (ANOVA) y el método de Tukey
proporcionaron una base estadistica solida para interpretar los resultados y validar las
conclusiones. Finalmente, el uso de equipos de laboratorio estandar asegura la precision en

la preparacion y manejo de muestras, contribuyendo a la repetibilidad de los experimentos.

La metodologia también presenta algunas limitaciones, como el tamarfio
relativamente pequefio de la muestra, lo cual puede limitar la generalizacion de los resultados
y no capturar otras variaciones. La recoleccién de hojas de moringa de un solo distrito puede
no representar la variabilidad genética y quimica presente en otras regiones, limitando la
aplicabilidad de los resultados a diferentes contextos geograficos. Aunque la maceracion es
efectiva, otros métodos mas avanzados podrian haber proporcionado un extracto con una
composicion diferente y posiblemente méas potente. La falta de ensayos complementarios,
como la determinacion de la concentracion inhibitoria minima (MIC) para otros
microorganismos, limita la vision mas amplia de la eficacia antibacteriana del extracto.
Finalmente, la medicion manual de los halos de inhibicion puede introducir variabilidad

humana, afectando la precision y reproducibilidad de los resultados.
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V.

5.1.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones

El efecto antibacteriano de acuerdo con los diametros de halos de inhibicion con
rangos de 5mm a 18mm y 5mm a 16mm en cepas de Escherichia coli ATCC 25922
y Salmonella Typhi ATCC 14028 respectivamente, es significativo frente al extracto

etanolico de Moringa oleifera, evidenciandose una eficacia antibacteriana.

Diferencias significativas en el efecto antibacteriano en funcion al diametro de halos
de inhibicion (6.83mm, 13.0mm y 17.5mm) en cepas de Escherichia coli ATCC
25922, fue alto al incrementarse de manera proporcional al aumentar la concentracion

de 75mg/ml de extracto etanolico de Moringa Oleifera.

El efecto antibacteriano relacionado con el diametro de los halos de inhibicion
(7.14mm, 11.5 mm y 15.66 mm) en cepas de Salmonella Typhi ATCC 14028, es alto
y ademas aument6d proporcionalmente al aumentar la concentracion (50mg/ml,

75mg/ml, 100mg/ml) de extracto etandlico de Moringa Oleifera.

La concentracién de 75mg/ml de extracto etanolico de Moringa oleifera mostro
mayor influencia de inhibicién (10.75mm) en Escherichia coli a comparacion de

Salmonella Typhi (9.0mm).
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5.2.

Recomendaciones

1.

2.

A futuros investigadores, se recomienda enfocarse en méas estudios con mayor
cantidad de dosificaciones para determinar cuél es el mas eficiente y establecer
un rango Optimo de concentraciones que maximice el efecto antibacteriano del
extracto etandlico de Moringa oleifera. Esto incluye explorar concentraciones
adicionales dentro y fuera del rango estudiado para identificar la dosis minima
efectiva y evaluar posibles efectos adversos en sistemas bioldgicos mas

complejos

A los docentes, fomentar la exploracion de nuevas investigaciones que puedan
explorar tanto las propiedades antibacterianas de otros extractos naturales como
el mecanismo de accion subyacente frente a cepas de Escherichia coli ATCC
25922. Esta iniciativa no solo contribuira al avance del conocimiento cientifico,
sino que también podria tener aplicaciones précticas significativas en el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos y en la lucha contra la resistencia

bacteriana.

A los encargados de laboratorios de la Universidad, se sugiere facilitar el acceso
a tecnologia y métodos de experimentacion avanzados para que los estudiantes
investiguen nuevos extractos con potencial antibacteriano sobre las cepas de
Salmonella Typhi. Este enfoque permitira a los estudiantes explorar y desarrollar
compuestos naturales como alternativas prometedoras para combatir bacterias
patogenas, fomentando asi la innovacion y el descubrimiento cientifico en el

ambito de la microbiologia y la salud publica.

A los planificadores de politicas de salud publica, incentivar la exploracion de
las propiedades antibacterianas de otros extractos segun la cepa bacteriana, esto
podria conducir al desarrollo de terapias mas efectivas y especificas. Incentivar
la investigacion en este campo no solo podria ampliar las opciones terapéuticas
disponibles, sino también promover el uso responsable de recursos naturales en
la medicina, contribuyendo asi a abordar desafios globales como la resistencia

antimicrobiana.
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Anexo 1: Matriz de operacionalizacion de variables

Variable Definiciéon Conceptual Definici6n operacional Dimensiones Indicadores Escala
Variable de estudio 1 50g/ml Cualitativa
Efecto  antibacteriano Segun, Montoya H Se . evalu.ara el efecto | Concentracion del Resistente: para
del extracto etanclico de (2008). Es la accion | antibacteriano del | extracto expresado en _ _ B
Morinda oleifera | P2Ctericida que ejerce la | extracto etandlico de | peso/volumen de —  Presenta efecto antibacteriano. diametro de halos <
(Morir? ) combinacién entre la | Moringa oleifera | 50mg/ml,75mg/ml vy —  No presenta efecto antibacteriano. | 19 0 mm
g maceracion de las hojas de | (Moringa) a | 100 mg/ml. 75g/ml .
Moringa oleifera | concentraciones de 50 Intermedio: para
(moringa) y un alcohol | mg/ml, 75 mg/ml y 100 didmetro de halos de
(etanol).* mg/ml. —  Presenta efecto antibacteriano. 11.0 - 14.0 mm
— No presenta efecto antibacteriano. .
Sensible: para
100/ml

Presenta efecto antibacteriano.
No presenta efecto antibacteriano.

didametro > 15.0 mm

Variable de estudio 2

Cepas de Escherichia
Coli ATCC 25922y
Salmonella typhi ATCC
14028

Segun  Almirante  G.
(2002) Son  bacterias
causantes de infecciones
por alimentos asociados a
gastroenteritis,
infecciones de tracto
urinario,  capaces de
producir complicaciones
severas por su resistencia
antimicrobianos.®

Se observard mediante el
halo de inhibicion que
presenten las cepas de
Escherichia coli ATCC
25922 y salmonella typhi
ATCC 14028.

—Presencia de halo de
inhibicion.

-Ausencia de halo de

inhibicién.

Medicion de didmetros de los halos de
inhibicibn en unidad de medida en
milimetros (mm).

Cuantitativa

Resistente: para
didmetro de halos <
10.0 mm
Intermedio: para
didametro de halos de
11.0 - 14.0 mm
Sensible: para
diametro > 15.0 mm
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AnNexo 2: Ficha de recoleccion de datos.

MEDICION DE HALOS (Mm)

CONCENTRACIONES EXTRACTO
ETANOLICO (Concentraciones extracto

Escherichia coli

Salmonella typhi

Escherichia coli

Salmonella typhi

REPITICIONES etanolico (mg/mL) ATCC 25922 ATCC 14028 ATCC 25922 ATCC 14028
1 100mg/ml No presenta No presenta 5 6
1 75mg/mi No presenta No presenta > 5
1 50 mg/mL No presenta No presenta 5 5
2 100mg/ml Presenta Presenta 14 15
2 75mg/ml Presenta Presenta 13 10
2 50 mg/mL Presenta Presenta 10 11
3 100mg/ml Presenta Presenta 18 16
3 75mg/ml Presenta Presenta 14 12
3 50 mg/mL Presenta Presenta 9 10
4 100mg/ml Presenta Presenta 17 16
4 75mg/ml Presenta Presenta 11 9
4 50 mg/mL Presenta Presenta ! 5
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Anexo 3: Certificado de identificacion de Especie Vegetal N 014-2022

CERTIFICADO DE IDENTIFICACTION DE ESPECIE VEGETAL N° 014-2022
Jaén. 6 de julio de 2022

Yo. Alexander Huaman Mera. Biologo-Botanico, 1dentificado con DNI N 42094361 v
con Colegiatura del Colezo de Biologos del Peru N° 9030, cerifico que el espécimen
presentado por los estudiantes Vilcamango Fermandez Anchela v Marqunz Vallejos
Bryan Alexis, comresponde 2 Moringa oleifera Lam. pertenece a Iz fanmlia botanica
Moringaceae, nombrado coommmente como. Moringa. El espécimen presentado parz la
cerificacion. sera usado como matenal biclogmico para desamollar la tesis otulada:
EFECTO ANTIBACTERIANO in vitro DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Moringa
olejfera Lam. (monnga) FRENTE A LAS CEPAS DE Escherichia coli ATCC 23922
Salmonela nphi ATCC 14028,

Ay B. Hojas de la planta de Moringa oleifera Lam.

Se expide el presente documento para los fines que las solicitantes crean conveniente.
f

c:‘{- {
3 lﬁam&
E =11
X Sroso of

44



Anexo 5: Aislamiento de la cepa de Escherichia Coli ATCC 25922 y salmonella

typhi ATCC 14028. ubicacion geogréfica de la muestra y procesamiento del extracto

etandlico de moringa oleifera (moringa)

Figura 1: Reactivacion e aislamiento de las cepas certificadas de Echerichia coli ATCC
25922 y Salmonella Typhi ATCC 14028.
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Figura 2: Seleccidn de plantas enteras de Moringa Oleifera (Moringa).
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Figura 3: Macerado de planta Moringa oleifera (moringa) con alcohol de 96 °C.
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Figura 4: Filtracion del extracto etanélico de moringa oleifera (Moringa)
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Figura 5: Extraccion del extracto etanélico de moringa oleifera (Moringa)
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Figura 6: Dilucion y antibiograma.

Figura 7:Halos de inhibicion ocasionados por el extracto etandlico de moringa oleifera
(Moringa) a las concentraciones de 50 %,75 % y 100 % frente a las cepas de echerichia
coli ATCC 25922 Y Salmonella typhi ATCC 14028.
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Anexo 6: Validacién del instrumento

UNIVERSIDAD NACIONAL DE JAEN

VALIDACION DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS POR

CRITERIO DEL JUICIO DEEXPERTOS

I. DATOS GENERALES
1.1.  Apellidos y nombres del Juez
1.2, Grado Académico / mencion
1.3. DNI/ Teléfono fijo o celular

i 7
DaCt IZ/J -Unmcs,

@‘Mﬁm//&:zn /e/f4
)'L

e oy
»(' & Jaev

1.4. Cargo e mstitucion donde labora /ﬂ(/{ ” /Ud 616‘ ”
1.5 Autor del instrumento (s) e s . i)
1.6, Lugary fecha . J:'C“— Sl ;?%/942 g
2. ASPECTOS DE LA EVALUACION
P £ 2 3 5
Esta formulado con lenguae apropiado v
I CLARIDAD comprensible.
2 ORJETIVIDAD Permite medir hechos observables. /,

3. ACTUALIDAD

Adecuado al avance de laciencia v la teenologia,

4. ORGANIZACION

Presentacion ordenada v logica

5. SUFICIENCIA

Comprende aspectos dc las vanables cn cantidady
calidad suficiente.

6. PERTINENCIA

Permite conseguir datos de acucrdo a losobjetivos
planteados.

7. CONSISTENCIA

Pretende conscguir datos basado en teorias o
modclos teoricos.

8. COHERENCIA

Entre problema, objctivos, hipotesis con las
vanables, dimensiones, indicadores ¢ items.

9. METODOLOGIA

La estratcgia responde al propésito de lainvestigacion.

Los datos permiten un tratamiento estadistico

10 APLICACION pertinente. /0

* H .

CONTEO TOTAL DE MARCAS A |B| C |D E
(mhc:el\aﬂmenmhmdchscalcg«imdzhemh) , o 2l & z’( 3

5
-
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CALIFICACION GLOBAL: Coeficiente de validez =1x4+2x8+3 ';'0‘ ixD*Szg . &.&M

3. OPINION DE APLICABILIDAD (Ubique el coeficiente de validez obtenido en el
intervalorespectivo y marque con un aspa en el circulo asociado)

CATEGOR INTERVAL
ia o)
No valido, reformular O [0,20 - 0,40]
No vilido, modificar O <0,41 - 0,60]
Valido, mejorar Ke) <061 -080]
Vilido, aplicar 8 <0,81 - 1,00]

4. RECOMENDACIONES

FIRMA DEL JUEZ
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE JAEN

VALIDACION DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS POR
CRITERIO DEL JUICIO DEEXPERTOS

1. DATOS GENERALES

1.1. Apellidos y nombres del Juez C& bl .:’.:‘. 12\”% SJ‘S( H .......... !
1.2. Grado Académico / mencién L MAESTRA./ BASTEw 2 L., -
1.3. DNI/ Teléfono fijo o celular : 4S25096.. /4. 094250265
1.4. Cargo e institucién donde labora  : ...D..‘.’.?.C.'?’.T.C...UN\\l@ DAY, NACASAAL D& Inés
1.5. Autor del instrumento (s) ;. ANSHEW Viwinneo, / Nes, MR Guibh
1.6. Lugary fecha cungL 24 /2% /[2225%......

2. ASPECTOS DE LA EVALUACION

DEFICIENTE | BAJA | REGULAR | BUENA | MUY BUENA

1 2 3 4 5

INDICADORES CRITERIOS

Esta formulado con lenguaje apropiado y
1. CLARIDAD comprensible,

2. OBJETIVIDAD Permite medir hechos observables.

3. ACTUALIDAD Adecuado al avance de la ciencia y la tecnologia.

4. ORGANIZACION | Presentacién ordenada y légica

Comprende aspectos de las variables en cantidady
5. SUFICIENCIA calidad suficiente.

Permite conseguir datos de acuerdo a losobjetivos
6. PERTINENCIA | planteados.

Pretende conseguir datos basado en teorias o
7. CONSISTENCIA | modelos tericos.

Entre problema, objetivos, hipétesis con las
8. COHERENCIA variables, dimensiones, indicadores ¢ ftems.

. La estrategia responde al propésito de lainvestigacién.
9. METODOLOGIA

Los datos permiten un tratamiento estadistico
10. APLICACION pertinente.

CONTEO TOTAL DE MARCAS A B C D

(realice el conteo en cada una de las categorias de la escala)

o o | X P [ XX XA
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CALIFICACION GLOBAL: Coeficiente de validez =1xA*2xB*3x ;0* AxDr3xE - //._0.-

3. OPINION DE APLICABILIDAD (Ubique el coeficiente de validez obtenido en el
intervalorespectivo y marque con un aspa en el circulo asociado).

CATEGOR INTERVAL

fA 0
No vilido, reformular O [0,20 — 0,40]
No valido, modificar O <0,41 -0,60]
Valido, mejorar O <0,61 —0,80]
Valido, aplicar & <0,81 - 1,00]

4. RECOMENDACIONES

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

..................................................................................................................
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‘ =
b l UNIVERSIDAD NACIONAL DE JAEN

VALIDACION DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS POR
CRITERIO DEL JUICIO DEEXPERTOS

1. DATOS GENERALES

1.1. Apellidos y nombres del Juez s Guavsere . Deceyrg PLX \/le‘ﬁl -
1.2. Grado Académico / mencién I 1o 12 X =2F £'9 o SUNUOUR SRR
1.3. DNI/ Teléfono fijo o celular : H3L3N523..LA306AR3 T G........
1.4. Cargo e institucion donde labora @ ...20¢C.uke. ~ O S
1.5. Autor del instrumento (s) T T R T
1.6. Lugary fecha fedge 130080 A

ASPECTOS DE LA EVALUACION

Esta formulado con lenguaje apropiado y

1. CLARIDAD comprensible. \(
2. OBJETIVIDAD Permite medir hechos observables. X
3. ACTUALIDAD Adecuado al avance de la ciencia y la tecnologia. )(

4. ORGANIZACION | Presentacion ordenada y logica

Comprende aspectos de las variables en cantidady
5. SUFICIENCIA calidad suficiente.

Permite conseguir datos de acuerdo a losobjetivos
6. PERTINENCIA | planteados.

Pretende conseguir datos basado en teorias o
7. CONSISTENCIA modelos tedricos.

Entre problema, objetivos, hipétesis con las
8. COHERENCIA variables, dimensiones, indicadores e items.

La estrategia responde al propdsito de lainvestigacién.
9. METODOLOGIA

Los datos permiten un tratamiento estadistico
10. APLICACION pertinente.

o € | af? | 0

CONTEO TOTAL DE MARCAS
1!

(realice el conteo en cada una de las categorias de la escala) 2 L_{ 2 0

b

-
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n 0
CALIFICACION GLOBAL: Coeficiente de validez =1x4*+2xB5+3x §0+ sxpesyp 0 38

3. OPINION DE APLICABILIDAD (Ubique el coeficiente de validez obtenido en el
intervalorespectivo y marque con un aspa en el circulo asociado).

CATEGOR INTERVAL
iA 0
No vilido, reformular [0,20 — 0,40]

No vilido, modificar <0,41 - 0,60]

Valido, mejorar <0,61 - 0,80]

B O O O

Vilido, aplicar <0,81 - 1,00]

4. RECOMENDACIONES
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Anexo 7: Declaraciones juradas de no plagio

Yo.

N =
LNI UNIVERSIDAD NACIONAL DE JAEN

Ley de creacién N° 29304 8
Universidad Licenciada con Resolucién del Consejo Directivo N° 002-2018
SUNEDU/CD

FORMATO 04: DECLARACION JURADA DE NO PLAGIO

Bryan Alexis Marquina Vallejos identificado con DNI  N°74060466

estudiante/egresado o Bachiller de la Carrera Profesional de Tecnologia Médica de la

Universidad Nacional de Jaén; declaro bajo juramento que Soy Autor del Trabajo de

Investigacion: “Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Moringa

oleifera (Moringa) frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922 Yy Salmonella
Typhi ATCC 14028.”

1;
2

(95}

Ll mismo que presento para optar () Grado de Bachiller (X ) Titulo Profesional .

Ul Trabajo de investigacién no ha sido plagiado ni total ni parcialmente, para la
cual se han respetado las normas internacionales de citas y referencias para las
fuentes consultadas.

El trabajo de Investigacién presentado no atenta contra los derechos de terceros.
El trabajo de investigacién no ha sido publicado ni prestado anteriormente para
obtener algtin grado académico previo o titulo profesional.

Los datos presentados en los resultados son reales, no han sido falsificados, ni
duplicados, ni copiados. Por lo cxpuesto, mediante la presente asumo toda
responsabilidad que pudiera derivarse por la autoria, originalidad y veracidad den
contenido de trabajo de investigacién, asi como por los derechos sobre la obra y /o
invencion presentada. Asimismo., por la presente me corresponde asumir ademds
todas las cargas pecuniarias que pudicran derivarse para la UNJ en favor de terceros
por motivo de acciones. reclamaciones o conflictos derivados del incumplimiento de
lo declarado o las que encontraren causa en el contenido del Trabajo de
Investigacion.

De identificarse fraude, piraterfa, plagio, falsificacién o que el trabajo de investigacion
haya sido publicado anteriormente; asumo las consccuencias y sanciones civiles y
penales que de mi accién se deriven.

Jaén, 04 de julio del 2024
=L
i //f;‘"/

/

¥

I'irma-Huella Digital
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N =
LN' INIVERSIDAD NACIONAL DE JAEN

Ley de creacién N° 29304 2
Universidad Licenciada con Resolucién del Conscejo Directivo N° 002-2018
SUNEDU/CD

FORMATO 04: DECLARACION JURADA DE NO PLAGIO

Yo, Vilcamango Fernandez Anshela Yasmit identificado con DNI N° 60054787
estudiante/egresado o Bachiller de la Carrera Profesional de Tecenologia Médica de la
Universidad Nacional de Jaén: declaro bajo juramento que Soy Autora del Trabajo de
Investigacion: “Efecto antibacteriano in vitro del extracto ctanélico de Moringa

oleifera (Moringa) frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella
Typhi ATCC 14028.”

1. Elmismo que presento para optar ( ) Grado de Bachiller (X') Titulo Profesional .
El Trabajo de investigacién no ha sido plagiado ni total ni parcialmente, para la
cual se han respetado las normas internacionales de citas y referencias para las
fuentes consultadas.

3. El trabajo de Investigacion presentado no atenta contra los derechos de terceros.

4. El trabajo de investigacién no ha sido publicado ni prestado anteriormente para
obtener algin grado académico previo o titulo profesional.

5. Los datos presentados en los resultados son reales, no han sido falsificados, ni
duplicados, ni copiados. Por lo expuesto, mediante la presente asumo toda
responsabilidad que pudicra derivarse por la autorfa, originalidad y veracidad den
contenido de trabajo de investigacién. asi como por los derechos sobre la obray /o
invencién presentada. Asimismo, por la presente me corresponde asumir ademdas
todas las cargas pecuniarias que pudieran derivarse para la UNJ en favor de terceros
por motivo de acciones, reclamaciones o conflictos derivados del incumplimiento de
lo declarado o las que encontraren causa en el contenido del Trabajo de
Investigacion.

De identificarse fraude. pirateria, plagio. falsificacién o que el trabajo de investigacion
haya sido publicado anteriormente; asumo las consecuencias y sanciones civiles y
penales que de mi accién se deriven.

Jaén. 04 de julio del 2024

Firma-Tluella Digital
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Anexo 8: Compromiso del asesor

‘ |
LNI UNIVERSIDAD NACIONAL DE JAEN

Ley de creacién N°© 29304
Universidad Licenciada con Resolucién del Conscjo Directivo N° 002-2018
SUNEDU/CD

FORMATO 01: COMPROMISO DEL ASESOR

El que suscribe, José Celso Paredes Carranza ,con Profesion de Quimico Farmacéutico
grado de Doctor D.NLIL (X) | pasaporte () I Carnet de Extranjeria ( ) N° 18203074 con
conocimiento del Reglamento General de Grado Académico y Titulo Profesional de la
universidad nacional de Jaén | se compromete y dcja constancia de las orientaciones del
estudiante/egresado o bachiller Vilcamango Fernandez Anshela y Bryan Alexis
Marquina Vallcjos de la carrera profesional de Teenologia Médica en la formulacion y

¢jecucion del:

() Plan de Trabajo de Investigacion () Informe Final de Trabajo de Investigacién

() Proyecto de Tesis (X) Informe Final de Tesis

() Informe Final del Trabajo por Suficiencia Profesional

Por lo indicado doy testimonio y visto bueno que ¢l Asesorado ha cjecutado cl Trabajo
de Investigacion: por lo que la [e a la verdad suseribo lo presente.

Jaén, 04 de julio del 2024

f

Iirma del Asesor
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