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RESUMEN

La presente investigacion, tuvo como objetivo evaluar la actividad antibacteriana
del extracto metanolico de hojas de “pajaro bobo” Tessaria integrifolia y “chamico”
Datura stramonium. La actividad antibacteriana se determind mediante el Método
de Kirby — Bauer o Método de difusion en placas; asi mismo, la determinacion de
la concentracion minima inhibitoria y la concentracion minima bactericida.

Se emplearon los cultivos de Vibrio spp., Edwarsiella spp., Aeromonas spp. y
Pseudomonas spp., las cuales se sembraron en placas con agar Mueller Hinton, para
luego colocar por triplicado discos con las concentraciones de 12.5 mg/ml, 25
mg/ml y 50 mg/ml de extracto metandlico de “pajaro bobo” Tessaria integrifolia 'y
“chamico” Datura stramonium. La mas alta actividad antibacteriana observada
frente a Vibrio spp. fue con el extracto metanolico de ‘“chamico” Datura
stramonium a la concentracion de 50 mg/ml obteniéndose un halo de inhibicion de
18 mm. La evaluacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB) del extracto metanolico de chamico D.
stramonium se realizd mediante las pruebas de microplacas a concentraciones de
1mg/mla 13 mg/mly 50 mg/mla 90 mg/ml. Se concluye que el extracto metanolico
de “chamico” Datura stramonium generé mayor halo de inhibicion con 18 mm
frente a Vibrio spp. y una concentracién minima inhibitoria y concentracién minima
bactericida de 70 mg/ml y 75 mg/ml respectivamente, con ello demostrando alta
actividad antibacteriana del extracto de D. stramonium siendo una buena opcion

para la inhibicidn del crecimiento bacteriano de Vibrio spp.

PALABRAS CLAVES: Actividad antibacteriana, extracto metanolico, Tessaria
integrifolia, Datura stramonium, Concentracion minima inhibitoria, Concentracién
minima bactericida, Vibrio spp., Edwarsiella spp., Aeromonas spp., Pseudomonas

spp.



ABSTRACT

The objective of this investigation was to evaluate the antibacterial activity of the
methanolic extract of the leaves of "pajaro bobo" Tessaria integrifolia and "chamico™
Datura stramonium. The antibacterial activity was determined by the Kirby-Bauer
method or the plate diffusion method; likewise, the determination of the minimum

inhibitory concentration and the minimum bactericidal concentration.

Cultures of Vibrio spp., Edwarsiella spp., Aeromonas spp. and Pseudomonas spp., which
were seeded on Mueller Hinton agar plates, and then placed in triplicate discs with
concentrations of 12.5 mg/ml, 25 mg/ml and 50 mg/ml of methanolic extract of "booby
bird" Tessaria integrifolia and "chamico” Datura stramonium. The highest antibacterial
activity observed against Vibrio spp. It was with the methanolic extract of "chamico™
Datura stramonium at a concentration of 50 mg/ml, obtaining an inhibition halo of 18
mm. The evaluation of the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum
bactericidal concentration (MCB) of the methanolic extract of chamico D. stramonium
was carried out by microplate tests at concentrations from 1mg/ml to 13mg/ml and
50mg/ml at 90mg/ml. It is concluded that the methanolic extract of “chamico” Datura
stramonium generated a greater inhibition halo with 18 mm compared to Vibrio spp. and
a minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration of 70
mg/ml and 75 mg/ml respectively, thereby demonstrating high antibacterial activity of
the D. stramonium extract, being a good option for the inhibition of bacterial growth of

Vibrio spp.

KEY WORDS: Antibacterial activity, methanolic extract, Tessaria integrifolia,
Datura stramonium, Minimum Inhibitory Concentration , Minimum Bactericidal
Concentration , Vibrio spp.,Edwarsiella spp., Aeromonas spp., Pseudomonas spp.
and Vibrio spp

vi



l. INTRODUCCION

La acuicultura es una actividad humana, cuyo objetivo principal es la produccién de
especies acuéticas bajo condiciones controladas o semi-controladas (Barnabé, 1996). Esta
industria sigue creciendo a mayor ritmo que otros sectores de la produccion de alimentos
(FAO, 2018), esto debido a la mayor demanda de productos acuicolas (Saucedo et al.,
2020). Asi mismo, cumple un papel esencial en la seguridad alimentaria mundial, por
ello su produccién ha aumentado un 7,5% por afio desde 1970 (FAO, 2020). En el Perl
esta actividad se divide en dos grupos: la que se realiza en aguas marinas (maricultura) y
la que se efectlia en aguas dulces (acuicultura continental) (Belaunde & Reto, 2014).

Osman et al. (2009) sostienen que el sector acuicola es afectado por enfermedades
infecciosas producidas por bacterias, virus y parasitos, asi mismo estas bacterias son
resistentes a los antibioticos que generan gran mortalidad y pérdidas econémicas. Ante
ello son las principales causas de mortalidad de las especies acuéticas, sobre todo las

generadas por las bacterias como Vibrio, Pseudomonas y Aeromonas (Austin et al., 1987).

Gomez et al. (2000) mencionan que dentro de la poblacion bacteriana que componen los
sistemas de produccion acuicolas, la familia Vibrionaceae representa el grupo mas
importante por su patogenicidad y abundancia, siendo la vibriosis una de las
enfermedades limitantes de la acuicultura marina. Asi mismo, Rodriguez et al. (2001)
comentan que existen una gran variedad de especies bacterianas causantes de
enfermedades en los peces; entre las cuales destacan, Aeromonas hydrophila y
Edwardsiella tarda, consideradas entre los agentes etiolégicos mas importantes. Estas
bacterias oportunistas hacen parte del microbiota normal de peces y otros animales
acuaticos (Reichelt et al., 1984).

El uso inadecuado de grandes cantidades de antibi6ticos como tratamiento preventivo en
la industria acuicola, puede traer consigo efectos potencialmente dafiinos para la salud
humana, animal y medio ambiente (Cabello,2006); ademas, genera residuos quimicos que
deterioran la calidad y seguridad de los cultivos, por lo que su uso es severamente
restringido, lo que ha generado la necesidad de desarrollar nuevos procedimientos para el
control de patdgenos (Gopa et al.,2005). Muchas investigaciones se han encaminado al
desarrollo de técnicas preventivas (Peeters et al.,1999); como, el potencial uso de plantas

medicinales en acuicultura (Osman et al., 2009). Riquera et al. (2005) concluyeron



mediante métodos in vitro, que los extractos de plantas inhiben el crecimiento bacteriano
en mayor o menor grado; sin embargo, los estudios de actividad antimicrobiana de
productos naturales, no se han estandarizado como en el caso de estudios clinicos, por
tanto, sus resultados son dificiles de comparar, tomando en cuenta que emplean
metodologias de andlisis que incluyen diferentes solventes y concentraciones de las cepas
microbianas (Nimsha, 2002).

El Peru se caracteriza por su gran riqueza en flora y fauna, sin embargo, no siempre se ha
sabido aprovechar todas las bondades que nos brinda la naturaleza en beneficio de
nosotros mismos y del medio ambiente (Glomero, 2005); pues, las plantas son fuente rica
de metabolitos secundarios con importante actividad biolégica, demostrando que ejercen
un papel protector contra la formacion de radicales libres (antioxidante) y desempefian un
papel beneficioso en el tratamiento de las enfermedades (Tanaka et al., 2006). La flora
peruana ofrece grandes posibilidades para el descubrimiento de nuevos compuestos con
actividad antibacteriana (Brack,1999). Asi mismo, Sivaram et al. (2004) concluyen que
las aplicaciones de productos provenientes de plantas en los peces contribuyen al
fortalecimiento del sistema inmunoldgico, ademas de mostrar efectos antiestresantes,
antitoxigénicos, antiparasitarios y antimicrobianos. Por lo cual, Liscano et al. (2008)
mencionan que los extractos vegetales se han definido como un concentrado obtenido por
tratamiento de productos vegetales con solventes apropiados, tales como el agua, etanol,
metanol o éter, de elementos solubles, constituidos por una mezcla de principios activos
y sustancias inertes que se producen de la totalidad o de partes de una planta fresca o seca.
Hoy en dia se puede encontrar una amplia gama de productos de origen vegetal con efecto
ya sea bactericida o bacteriostatico que sirven para controlar el crecimiento de diversos
microorganismos patdgenos, debido a que presentan compuestos o metabolitos que

inhiben su crecimiento (Syahidah et al., 2015).

Marin et al. (2007) trabajaron con el extracto metandlico de las flores de Tessaria
integrifolia sobre la actividad antileishmaniasica, con las concentraciones de 100, 50 y
25 mg/ml, demostrando su mayor efectividad con la concentracion de 100 mg/ml,
logrando inhibir la actividad antilieshmaniasica. Asi mismo, Quintana & Ramirez (2018)
evaluaron la accion del extracto hidroalcoholico de hojas de T. integrifolia sobre el
crecimiento de Staphylococcus aureus, con las concentraciones de 50, 25 y 12,5 mg/ml
observando halos de inhibicion de 17,6; 14,7; 10,6 mm. Determinando inhibicion al 50

mg/ml. Mientras que Rodriguez & Chico (2012), trabajaron con el extracto metandlico
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de D. stramonium para el control del efecto antifungico sobre Asparagus officinalis
“esparrago”, concluyendo que la concentracion del 15 %, demostré ser un efectivo
controlador biolégico de Fusarium oxysporum y Stemphylium vesicarium hongos
patdgenos de A. officinalis, al inhibirse su crecimiento; también, Quintana et al. (2010),
trabajaron con el extracto metandlico de D. stramonium para el control in vitro e in vivo
de Ramularia cercosporelloides encontrando inhibicién del radio de la colonia de 33.70
+2.36, 46.41+2.11, 56.35+2.28 y 75.69+2.7 mm para las concentraciones de extracto
1.25, 2.50, 5.0, y 10% (v/v), respectivamente a las 96 hrs. encontrando mayor inhibicion
a mayor concentracién. Coronado (2011) demostr6 que la actividad antimicrobiana del
extracto de ajo mostro inhibiciéon de 1 cm en la placa de Staphylococcus aureus, mientras
que el resto de los extractos no tuvieron algun efecto considerable, en cuanto a la
toxicidad, los extractos evaluados se ubican en la categoria de baja toxicidad en

concentraciones de 5 mg/ml.

Pérez (2007) evaluo la actividad antimicrobiana de los extractos hexanico, cloroformico
y metanolico de las hojas de Oedogonium capillare sobre Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Vibrio
cholerae, Salmonella typhi y Klebsiella pneumoniae, siendo el extracto hexanico mas
activo a diferencia de los extractos de cloroformo y metanol. Asi mismo, Vasquez (2018)
investigo la eficacia inhibitoria del extracto metandlico de Plantago majot (llantén) y
Clindamicina sobre colonias de Staphylcoccus aureus, demostrando que Clindamicina
presenta actividad inhibitoria sobre el cultivo; mientras que Navarro et al. (1996)
evaluaron 12 extractos metanolicos de plantas contra Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida. albicans, resultando que los extractos de
Eucalyptus globolus, Punica granatum, Artemisia mexicana y Bocconia arbdrea, poseen
fuerte actividad antimicrobiana contra los organismos probados. Thiem et al. (2004)
demostraron la actividad antimicrobiana del extracto metandlico de Rubus en contra de

bacterias Gram positivas y Gram negativa.

Los organismos acuéticos en condiciones de cultivo pueden verse afectados por agentes
microbianos presentes en el medio acuatico y cuando esto ocurre se emplean diversos
productos para controlar o tratarlos, Hai (2015); pues, de ahi surge la idea de sustituir los
antibi6ticos por sustancias naturales como los extractos de plantas, que ayuden a impedir
el crecimiento bacteriano (Campoverde, 2015); de manera que, las sustancias

antibacterianos obtenidos de plantas superiores, estan siendo usada para el tratamiento de

3



infecciones presentan una significativa potencia contra bacterias y hongos patdgenos, por
otro lado, presentan diferentes caracteristicas por ejemplo con capacidad
inmunoestimulante, antimicrobiana, anti-estres, estimulante del apetito entre otros y por
lo tanto pueden ser efectivos frente a diversas enfermedades (Yoshiki et al .,2004; Hai,
2015).

En este sentido, los extractos vegetales no solo se han utilizado en el cultivo de crustaceos,
sino también en el cultivo de peces (Prieto et al., 2005). Garcia (2018) afirma que los
extractos de plantas son una fuente potencialmente Util de compuestos antimicrobianos
que pueden inhibir el crecimiento de determinadas bacterias y patdgenos o bloquear la

transcripcion de los virus.

Tessaria integrifolia es una de las especies de mayor anfitolerancia que crecen en los
bosques fluviales (Silva et al., 2018), sus hojas son aprovechadas por sus propiedades
antibacterianas y antiinflamatorio (Sagastegui, 1995); pues, muestra un efecto positivo
como agente antimicrobiano, competitivo a muchas plantas con aplicaciones similares
(Tanaka et al.,2006). Se trata de una planta ampliamente utilizada con gran valor
medicinal y economico (Bruneton, 2001). Asi mismo, el extracto acuoso de Datura
stramonium tiene propiedades antibacterianas (Rubio, 2016); es utilizada por sus
propiedades antibacterianas y medicinales Glomero (2005). Debido a que Tessaria
integrifolia y Datura stramonium presentan principios antimicrobianos y no hay
investigaciones sobre el uso en la inhibicion de Vibrio spp., Aeromonas spp.,
Edwardsiella spp. y Pseudomonas spp., se pretende realizar este trabajo y de esta manera
contribuir a disminuir las mortalidades de organismos en cultivo o0 como una alternativa

para los acuicultores para tratamientos de enfermedades bacterianas.

Por los diversos principios y usos de T. integrifolia y D. stramonium, demostrando la
accion inhibitoria sobre microoganismos de importancia en acuicultura como causantes
de enfermedades bacterianas, estos productos se podrian probar aplicandolos en el medio
y en las especies en cultivo. Se plantea el siguiente problema de investigacion: ¢Evaluar
la actividad antibacteriana de diferentes concentraciones del extracto metandlico de hojas
de “pajaro bobo” Tessaria integrifolia y “chamico” Datura stramonium en Vibrio spp.,

Edwarsiella spp., Aeromonas spp. y Pseudomonas spp. de interés acuicola?



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

. Evaluar la actividad antibacteriana de diferentes concentraciones del extracto
metandlico de hojas de “pajaro bobo” Tessaria integrifoliay “chamico” Datura stramonium

de interés acuicola.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar la mejor concentracion (50, 25 y 12.5 mg/ml) del extracto metandlico de
hojas de “pajaro bobo” Tessaria integrifolia y hojas de “chamico” Datura stramonium sobre
la mayor inhibicién del crecimiento bacteriano de Vibrio spp., Edwarsiella spp., Aeromonas
spp. y Pseudomonas spp.

o Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima
Bactericida (CMB) del extracto metanolico de hojas de “pajaro bobo” Tessaria integrifolia

sobre los cultivos de Vibrio spp., Edwarsiella spp., Aeromonas spp. y Pseudomonas spp.

o Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Minima
Bactericida (CMB) del extracto metanolico de hojas de “chamico” Datura stramonium

sobre los cultivos de Vibrio spp., Edwarsiella spp. , Aeromonas spp. y Pseudomonas spp.



2.1.

2.2.

Il. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del &rea de trabajo

El trabajo de investigacion fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia y
Bioquimica del Departamento de Biologia, Microbiologia y Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias en la Universidad Nacional del Santa, ubicado en el distrito Nuevo
Chimbote (9° 7' 17" Latitud Sury 78° 30" 46" Longitud oeste) (Ancash, Peru).

Muestra y recoleccion de las hojas de T. integrifoliay D. stramonium

Las hojas de T. integrifolia y D. stramonium fueron obtenidas del humedal de Villa
Maria, ubicado en la zona demarcatoria de los distritos de Chimbote y Nuevo Chimbote
(9° 6" Latitud Norte y 74° 34" Latitud Este), en el kilometro 421 de la Panamericana

Norte.

La muestra consistio de 2kg. de hojas de Tessaria integrifolia y 2 kg de Datura
stramonium, con las siguientes caracteristicas Tessaria integrifolia: hojas enteras,
linear-lanceoladas, de color verde lustroso y las caracteristicas de Datura stramonium:
Hojas dentadas (ovadas, ovado-lanceoladas, oblanceoladas o romboideas. Las hojas T.
integrifolia y D. stramonium fueron colectadas en diferentes puntos del humedal, las
cuales fueron transportadas en bolsas plasticas limpias al Laboratorio de Microbiologia

y Bioquimica de la Universidad Nacional del Santa.

2.3. Lavado, secado, molienda y tamizacion de hojas de T. integrifolia y D.
stramonium

Las hojas fueron lavadas con abundante agua potable y enjuagada con agua destilada,
colocandose sobre papel Kraft en un lugar fresco y seco durante 24 horas evitando la
humedad (Fig.1). Luego se llevaron a una estufa a una temperatura de 40 °C, durante
48 horas (Quintana & Ramirez, 2018).

Una vez secado el material vegetal, se procedidé a moler en un mortero, tamizando el
polvo obtenido utilizando el tamiz N° 0.75mm y se almaceno en placas Petri en un lugar

sin humedad y luz directa hasta su posterior utilizacion.


https://es.wikipedia.org/wiki/Hoja

Figura 1. Recoleccién de la muestra A) Hojas de D.stramonium B) Hojas de T. integrifolia.

2.4. Preparacion del extracto metanolico de hojas de T. integrifolia y D.
stramonium

Se mezclé 10 g de polvo seco de T. integrifolia y D. stramonium con 50 ml de metanol,
en un matraz estéril Pirex de 250 ml, conteniendo una capsula magnética estéril. Luego
la mezcla se homogenizo usando agitador magnético a 7 rpm por 30 minutos,
inmediatamente se filtr6 con una gasa estéril sobre un matraz estéril Pirex de 50 ml
(Fig.2). Posteriormente el volimen del extracto recuperado se centrifugo a 3400 rpm
por 30 minutos usando un centrifugador angular Selecta de 10 000 rpm, y finalmente el
sobrenadante de cada planta vertido en una placa petri esteril previamente pesado (Fig.
3), para su secado a temperatura ambiente dentro de una camara axénica con el fin de

separar el extracto del solvente (Abanto & Castillo, 2011).

Figura 2.Preparacion del extracto metanolico de hojas de T. integrifolia y D. stramonium A)
Filtracidn con gasa estéril, B) Sobrenadante vertido en placa Petri estéril.
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Figura 3.Diagrama de flujo para la preparacion de los extractos metanolicos de hojas de T.
integrifolia y D. stramonium.



2.5. Determinacion de la concentracion del extracto metanolico de hojas de T.
integrifolia y D. stramonium

Un volumen de 10 ml de los filtrados de extracto metandlico de T. integrifolia y D.
stramonium se vertieron en placas Petri de vidrio respectivamente para someterlos a
evaporacion en estufa a 56°C por 24 horas, hasta la obtencion de cristales tal como se
muestra en (Fig.4), los cuales fueron pesados y suspendidos con 5 ml de metanol y obtener
la concentracion en mg/ml, los mismos que fueron transferidos a tubos Eppendorf para su

conservacion hasta su uso (Rojas et al., 2005).

Figura 4. Preparacion de los extractos metanolico A) Obtencion de cristales del extracto
metanolico de hojas de T. integrifolia y D. stramonium. B) Resultado de cristales con metanol
en tubos Eppendorf.

2.6. Preparacion de los discos con los extractos de T. integrifolia y D. stramonium.

Se tomaron 20ul de las soluciones concentradas, con el uso de una micropipeta de 100
ul y se utilizé la técnica de difusion con discos estériles de papel filtro Whatman N°2
con un diametro de 9 mm vertido sobre cada disco de papel de manera equidistantes
sobre una placa Petri estéril (Fig. 5), estos discos impregnados se dejaron en reposo en
la campana de flujo laminar hasta la completa evaporacion del disolvente (Rojas et al.,

2004), a temperatura ambiente por 18 horas.



Figura 5. Preparacion de discos A) Tecnica de difusion con discos estériles de
papel filtro Whatman N°2 B) Discos impregnados con extractos.

2.7. Activacion de los cultivos de Vibrio spp., Edwarsiella spp., Aeromonas spp. y
Pseudomonas spp.

Los cultivos de Vibrio spp., Edwarsiella spp., Aeromonas spp. y Pseudomonas spp.,
fueron proporcionados por el Laboratorio de Microbiologia y Bioquimica del
Departamento de Biologia (Fig. 6), Microbiologia y Biotecnologia de la Universidad
Nacional del Santa. El in6culo de cada bacteria se preparé sembrando en frascos de
penicilina estériles correspondiente en 10ml de agar TSA, se incubaron a 37 °C por 24

horas a temperatura ambiente en campana de flujo laminar.

Figura 6. Frascos conteniendo cepas de Pseudomonas spp., Vibrio spp., Aeromonas
spp. y Edwarsiella spp.
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2.8. Determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos metanolico de
hojas de T. integrifolia y D. stramonium

La actividad antibacteriana se determind mediante el Método de Kirby — Bauer o
Método de difusion de placas, en una cdmara de flujo laminar (Barry et al., 1979). Para
lo cual se realizo la siembra de extension en superficie con hisopos de algoddn estériles
en las placas con agar Mueller Hinton a partir de las suspensiones bacterianas (bacterias
previamente activadas) comparadas con el estandar 0.5 del Nefelometro (Fig,7).
Después de 5 minutos de haber sido sembrados los cultivos en las placas, se colocaron
por triplicados discos cargados con cada concentracion del extracto metandlico
(Vésquez, 2018).

Accion Antibacteriana de los Extracto
Metodo de Kirby-Bausr o Metodo de difusion sn placas

d

Cultivos bacterianos (TSA)

4 . Y

Cuitivo de Vibrio sp. Edwarsislia sp., Cultivo de bacterias clinicas
sp.yP sp

& ¢

Patron ds turbidez - 0.5 de ia sscala 02 MC FARLAND

d

Placas experimentales - Medio Agar M -H
(20,0 ml por placa)

Control Grupos Experimentales
I 1 %
R o z - Las pruebas se realizaron por
Caja Petri Caja Petri triplicado en Placas Petri
{Medio M - H) (Medio M - H) " &
1 Inocutado con & cultivo bacteriano
Discos da ssnsibilidad Disco impregnado
del solvente a
s En las piacas Patr 83 colocaron 03 dlscos
estaries ds papsd titro cargados con &l
Tetraciclina L extracto 5
incubacion a 35°C por 24 horas

de haios da In {mm)

Figura 7. Diagrama de flujo para la determinacién de la actividad antibacteriana de los
extractos metanolico de hojas de T. integrifolia y D. stramonium.
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2.9. Preparacion de la actividad antibacteriana de controles positivos y negativos

Para los grupos controles se utilizo discos con antibiotico comercial, tetraciclina como
control positivo (Fig. 8) y discos de papel filtro cargado del solvente como control
negativo, los cuales fueron colocados en las placas con agar Mueller Hinton, sembradas
con cada cultivo bacteriano, posteriormente las placas fueron incubadas a 37 °C durante
24 horas (Lizcano &Vergara, 2008).

Figura 8. Preparacion de control positivo (discos de tetraciclina).

2.10. Determinacion de la concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de Vibrio spp.

La concentracidbn minima inhibitoria se evalu6 a los extractos que evidenciaron
inhibicion frente a las bacterias utilizadas. Se realiz6 por el método de dilucidn seriadas
en medio liquido ( Herndndez & Rodriguez, 2001), usando caldo BHI (Infusiéon Cerebro
Corazon). La técnica fue realizada en microplacas de fondo plano de 96 pozos (Fig.9),
en los cuales se dispusieron diferentes volimenes de solucion de los extractos en cada
pozo y se realizaron diluciones con el medio de cultivo. Las concentraciones probadas
fueron de 1 mg/ml hasta 13 mg/ml sucesivamente y 50 mg/ml, 55 mg/ml, 60 mg/ml, 65
mg/ml, 70 mg/ml, 75 mg/ml, 80 mg/ml, 85 mg/ml y 90 mg/ml. En cada pozo se
sembraron 1ul de solucion bacteriana (Vibrio spp.) a una concentracion de 1.5X108
UFC/ml. Como control negativo se utiliz6 metanol y como control positivo tetraciclina
en volumen de 1000 ul. Se incubaron a 36°C por 24 horas, examinado visualmente
mediante un esteroscopio (Corzo,2012). El primer pozo que no presentd crecimiento

fue considerado como la CMI (Toribio et al., 2005).
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Figura 9. Microplacas conteniendo suspensién bacteriana de Vibrio spp

2.11. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) de Vibrio

Spp.

De cada uno de los pozos de la prueba anterior, demostraron crecimiento visible, se
tomaron indculos de 50 ul hasta 90 pl, esta suspensién fue inoculada en placas Petri de
agar Mueller Hinton (MH), debidamente rotuladas en la concentracion correspondiente
para ser diseminadas en toda la superficie de la placa, luego se dejaron incubar durante
24 horas a 37°C. La lectura de los resultados se realizd en aquellas donde el
antimicrobiano fue capaz de eliminar completamente el desarrollo bacteriano o que
elimino al 99.9% de bacterias (Isenberg, 1999). Por este método se determind la

Concentracion Minima Bactericida (Fig. 10).

Figura 10. Concentracion Minima Bactericida A) Concentracién desde 50 mg/mi
hasta 65 mg/ml B) Concentracion desde 70 mg/ml hasta 90 mg/ml.
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2.12. Evaluacion cualitativa y cuantitativa de la actividad antibacteriana del
extracto metandlico de hojas de D. stramonium

Después del periodo de incubacidn, se registro los diametros de halo de inhibicién usando

un vernier calibrador de 0 — 170 mm. con valores triplicados determinando la desviacion

estandar, la evaluacién cualitativa de la actividad antibacteriana se usd una escala

valorativa por Rios et al. (2009). Para el tratamiento estadistico de los datos, se empled

el programa SPPS mediante la herramienta ANOVA.

Tabla 1: Escala valorativa propuesta para evaluar la actividad antibacteriana.

DIAMETRO DE HALO .
ESCALA DESCRIPCION DE ESCALA
(mm)

) 0 Ninguna actividad antibacteriana
(1+) 1-5 Poca actividad antibacteriana
(2+) 6-8 Ligera actividad antibacteriana
(3+) 9-10 Mediana actividad antibacteriana
(4+) 11-18 Alta actividad antibacteriana

Fuente: Rios et al. (2009)
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I1l. RESULTADQOS

3.1. Actividad antibacteriana del extracto metanolico de hojas de T. integrifolia y
D. stramonium.

La actividad antibacteriana del extracto metandlico de hojas de T. integrifolia mostr6 halos
de inhibicion entre 5mm a 7mm frente a las bacterias evaluadas, tal como se observa en la
Fig. 11 que detalla dichos halos, siendo Aeromonas spp, la que presentd una mayor
sensibilidad (7 mm) de manera similar al control positivo con una inhibicién de 11 mm
(Tabla 6). En la Fig.11 se observa el diametro promedio (mm) de halos de inhibicion del
extracto metandlico de T. integrifolia de diferentes concentraciones frente a las bacterias;
asi mismo, en la tabla 2 se muestran los promedios de los halos de inhibicion de las
diferentes concentraciones de extractos metandlicos de hojas de T. integrifolia contra
bacterias evaluadas. En la tabla 3 muestra una probabilidad de significancia de 0.966.

Figura 11. Actividad antibacteriana del extracto metanolico de hojas de T. integrifolia
A) Pseudomonas spp. B) Vibrio spp. C) Aeromonas spp. (—=Inhibicion) D) Edwarsiella
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Tabla 2: Halos de inhibicion promedio de los discos (mm) de diferentes concentraciones

de extractos metanolicos de hojas de planta Tessaria integrifolia contra bacterias acuicolas.

Extracto de . Repeticiones o
Bacterias Tessaria Concentraciones Promedio DeS\{laC|on

integrifolia (mg/mil) R1 R? R3 estandar
PB C1 B1 12.5 5.0 5.0 5.0 5.0 -1.25
Pse“gsg_‘onas PB C2 B1 25.0 50 | 50 | 50 5.0 1.25
PB C3 B1 50.0 5.0 5.0 5.0 5.0 -1.25
PB C1 B2 12.5 7.0 6.0 6.0 6.0 -0.25
Vibrio spp. PB C2 B2 25.0 6.0 70 | 6.0 6.0 -0.25
PB C3 B2 50.0 6.0 6.0 7.0 6.0 -0.25
PB C1 B3 12.5 7.0 7.0 6.0 7.0 0.75
Aeromonas spp. PB C2 B3 25.0 7.0 7.0 7.0 7.0 0.75
PB C3 B3 50.0 7.0 7.0 7.0 7.0 0.75
PB C1 B4 12.5 6.0 8.0 6.0 7.0 0.75
Edwarsiella spp. | PB C2 B4 25.0 6.0 7.0 7.0 7.0 0.75
PB C3 B4 50.0 6.0 7.0 6.0 7.0 0.75

En relacién al analisis estadistico, la tabla 3 se obhserva el analisis de varianza de actividad

antibacteriana del extracto metanolico de hojas de Tessaria integrifolia, el cual nos muestra una

significancia de 0.966, lo cual significa que existen diferencias significativas entre los halos de

inhibicion del extracto metandlico de Tessaria integrifolia con respecto a las tres concentraciones

(12.5, 25 y 50 mg/ml) frente a las bacterias utilizadas.

AMNOVA
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 086 2 028 035 JHE6
Dentro de grupos 26,167 33 793
Total 26,222 35

Tabla 3: Analisis de varianza de actividad antibacteriana del extracto metandlico de hojas

de Tessaria integrifolia.
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Concentracion 50 mg/ml

Concentracion 25 mg/ml

o N B O

Concentracion 12.5 mg/ml

Pseudomona Vibrio spp. Aeromonas Edwarsiella
spp. Spp. Spp.

Figura 12. Diametro promedio (mm) de halos de inhibicion del extracto metanolico
de hojas de T. integrifolia en diferentes concentraciones frente a bacterias acuicolas.

En la actividad antibacteriana del extracto metandlico de hojas de D. stramonium se observé
inhibicién frente a Vibrio spp. a diferencia de las demas bacterias que resultaron con menor
inhibicién (Fig.13). Los halos de inhibicién observados van desde 5mm a 13 mm (Fig. 14);
en relacion al control positivo (Tabla 6) el cual no mostro ninguna actividad antibacteriana
con el antibiético comercial (Tetraciclina). En la tabla 4 , encontramos la cantidad de
repeticiones junto a los resultados finales y en la tabla 5 tenemos los resultados
estadisticamente, mostrando inhibicién de una o dos bacterias ante el extracto metanolico

de hojas de D. stramonium.

Figura 13. Actividad antimicrobiana de D. stramonium sobre A) Pseudomonas spp. B)
Vibrio spp. (—=Inhibicion) C) Aeromonas spp. D) Edwarsiella spp.
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Figura 14. Didmetro promedio (mm) de halos de inhibicion del extracto metanolico de
hojas de D. stramonium en diferentes concentraciones frente a bacterias acuicolas.

Tabla 4: Halos de inhibicion promedio de los discos (mm) de diferentes concentraciones
de extractos metanolicos de hojas de planta Tessaria integrifolia contra bacterias acuicolas.

Extracto de

Concentraciones

Repeticiones

Desviacion

Bacterias Datura Promedio )
stramonium (mg/ml) R1 | R2 | R3 estandar

CHC1BL 125 50 | 50 | 50 | 50 28
Pse“gssonas CHC2 Bl 25.0 50 | 50 | 50 | 50 28
CH C3BL 50.0 50 | 50 | 50 | 50 28
CH C1 B2 125 60 | 70 | 80 | 7.0 0.8
Vibrio spp. | CH C2 B2 25.0 19 | 18 | 12 16 8.2
CH C3 B2 50.0 18 | 19 | 18 18 102
CH C1B3 125 60 | 60 | 60 | 60 18
Aergg;f”as CHC2 B3 25.0 60 | 60 | 70 | 60 18
CH C3B3 50.0 70 | 60 | 70 | 70 0.8
CHCLB4 125 60 | 70 | 60 | 60 18
Edv"si)r;_ie"a CHC2B4 250 60 | 70 | 60 | 60 18
CHC3B4 50.0 70 | 70 | 60 | 70 0.8
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El resultado estadisticamente nos muestra una significancia de 0.193, lo cual significa una
mayor inhibicion del extracto metanolico de Datura stramonium frente a las bacterias.

Tabla 5: Anélisis de varianza de actividad antibacteriana del extracto metandlico de hojas
de Datura stramonium.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 65,722 2 32,861 1,732 183
Dentro de grupos 626167 33 18,474
Total 691,889 35
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3.2. Actividad antibacteriana del control positivo y negativo

La actividad antibacteriana de los controles positivos y negativos se muestran en la
Fig.15, en el control positivo (tetraciclina) mayor actividad antibacteriana en Aeromonas
spp. y Edwarsiella spp. en el rango de halo de inhibicion entre 6mm a 8mm, mientras
que, Vibrio spp. y Pseudomonas spp. no observamos halos de inhibicién. Asi mismo, en
los controles negativos, no visualizamos inhibicién frente a las bacterias Pseudomonas

spp., Vibrio spp., Aeromonas spp. y Edwarsiella spp. (Tabla 6).

Figura 15. Halos de inhibicion en las pruebas antibacterianas en controles A) En
Pseudomonas spp. (control positivo) B) En Vibrio spp. (control positivo) C) En Aeromonas
spp. (control positivo) D) En Edwarsiella spp. (control positivo) E) Control negativo.
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Tabla 6. Didmetro (mm) de los discos de control positivo y control negativo frente a
Pseudomonas spp., Vibrio spp., Aeromonas spp. y Edwarsiella spp.

CONTROL (+) CONTROL (-)
REFERENCIAL REFERENCIAL
REPETICIONES REPETICIONES
BACTERIAS

R1 R2 X R1 R2 X
Pseudomona spp. 12 11 12 5.0 5.0 5.0
Vibrio spp. 10 09| 10 5.0 5.0 5.0
Aeromonas spp. 11 12| 11| 50| 50| 50
Edwarsiella spp. 14 16 15 5.0 5.0 5.0
PROMEDIO 12 10 12 5.0 5.0 5.0
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3.3. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitorio (CMI) y la
Concentracion Maxima Bactericida (CMB) del extracto metandlico de hojas de T.
integrifolia y D. stramonium.

Se determind la Concentracion Minima Inhibitorio (CMI) con 70 mg/ml del extracto
metanolico de hojas de Datura stramonium, mientras que la Concentracion Méaxima
Bactericida (CMB) se present6 a 75 mg/ml en Datura stramonium (Fig.16). De cada

pocillo se tom6 una asada y se sembraron en placas de agar TSA (Fig. 17).
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Figura 16. Determinacion de Concentracion Maxima Bactericida (CMB) vy
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto metandlico de hojas de Datura
stramonium en pozos de microplacas con medio liquido, observando control positivo y
control negativo.
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Figura 17. Determinacion de Concentracion Maxima Bactericida (CMB) y Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) del extracto metandlico de hojas de Datura stramonium
mediante placas petri, observando control positivo y control negativo .

De todos los extractos que presentaron respuesta antibacteriana, el 25% se ubican en la
escala (1+) poca actividad antibacteriana, el 67% en la escala (2+) ligera actividad
antibacteriana y 8% de alta actividad antibacteriana (Anexo 1).

De los 72 extractos ensayados, 2 extractos (8%) de Datura stramonium inhibieron el
crecimiento de las bacterias empleadas, de las cuales presentan actividad antibacteriana a

la concentracion de 25mg/ml y 50 mg/ml.
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IV.  DISCUSION

En acuicultura las plantas medicinales estdn siendo utilizadas por su capacidad
inmunoestimulante, antimicrobiana, antiestrés, estimulante del apetito entre otros por ello
pueden ser efectivos frente a diversas enfermedades (Hai, 2015). Los extractos vegetales
son una alternativa amigable no solo porque ayudan a controlar las enfermedades y
obtener una mejor supervivencia, sino porque mejoran la calidad de los organismos en
cultivo, por consecuente un mayor rendimiento econémico, siendo una opcion muy
considerable de usar (Campoverde, 2015). En este contexto, Mohammadmehdi et al.,
(2017) argumentaron que el uso de extractos crudos de plantas poseen propiedades
antifungicas, antibacterianas y anti virulentas. Asi mismo, Santiago et al., (2009)
recomiendan buscar fuentes alternativas al uso de farmacos, como los extractos de plantas
ya que poseen efectos antibacterianos. Tal es asi, que Los resultados de nuestra
investigacion demostraron la actividad anti bacteriana de los extractos metanolicos de

hojas de “chamico” Datura stramonium frente a Vibrio spp.

El efecto inhibitorio del extracto de D. stramonium sobre el crecimiento bacteriano puede
deberse a la presencia de alguno de los compuestos o principios activos que posee, como
el carvacrol; principio activo que posee actividad antifingica y antibacteriana (Chirino et
al., 2001) y los terpenoides, saponinas sustancias que producen la inhibicion (Garcia et
al., 2018). Cabe senalar, el porcentaje de inhibicion antibacteriana podria verse afectada
también por factores ambientales, cantidad de inoculo, y la susceptibilidad de la bacteria
(Rodriguez et al., 2012).En este estudio se determind la mejor concentracion del extracto
metanolico de hojas de pajaro bobo Tessaria integrifolia y hojas de chamico Datura
stramonium que causa la inhibicion del crecimiento bacteriano frente a Vibrio spp.,
Edwarsiella spp., Aeromonas spp. y Pseudomonas spp.; lo cual, el extracto metanolico
de D. stramonium con 50 mg/ml obtuvo mayor halo de inhibicién con 18 mm frente a
Vibrio spp.,(Figura 13 y tabla 4) en relacién a las otras concentraciones, considerado de
alta actividad bacteriana segun la escala valorativa propuesta por Rios et al. (2009); del
mismo modo, investigaciones realizadas mostraron actividad antimicrobiana con otros
solventes y otros microorganismos, tal es asi que Quintana & Ramirez (2018) evaluaron
la accion del extracto hidroalcoh6lico de hojas de Tessaria integrifolia sobre el
crecimiento de Staphylococcus aureus, con las concentraciones de 50, 25 y 12,5 mg/ml

demostrando la concentracion de 50 mg/ml mayor halo de inhibicion de 17.6 mm sobre
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la bacteria. Asi mismo, Requejo & Callao (2021) evaluaron la actividad antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de D. Stramonium sobre Staphylococcus aureus, obteniendo
halos de inhibicion con didmetros de 6,4 mm, 6,3mm y 6,2 mm para las concentraciones
al 100%, 75% y 50% respectivamente; también el extracto de etanélico de Allium sativum
con las concentraciones de 100%, 75% y 50% obtuvieron halos de inhibicion de 20,4 mm,
17,1 mmy 10,7 mm respectivamente. En tanto, Marin et al (2007) realizaron el estudio
del extracto metandlico de las hojas de T. integrifolia para determinar su actividad
antileishmaniédsica con concentraciones de 100;50;25;12,5;6,2 y 3,1 mg/ml
respectivamente; obteniendo que a una concentracion de 100mg/ml se produjo la lisis de
las formas promastigotas de Leishmania peruviana y frente a su tratamiento control el
estibogluconato de sodio a la misma concentracion solo inmovilizé a los paréasitos,
demostrando mejor actividad antileishmaniasica que el estibogluconato de sodio. Por otro
lado, Calachua (2019), determino la antibacteriana del extracto de Ruta graveolens sobre
Staphylococcus aureus, con concentraciones de 100% y 80%, dando como resultado
halos de inhibicion promedio de 20.5y 18.3 mm.

En relacion con la actividad antibacteriana; frente a Pseudomonas spp. el resultado de los
extractos T. integrifolia y D. stramonium, se evidencia que no hubo actividad
antibacteriana, con un didmetro de inhibicion de 5 mm. Por otro lado, Jaimes et al. (2013)
utilizaron tres extractos; Matricaria chamomilla, D. stramonium y Lippia alba a tres
concentraciones 0.5%, 1.0% y 1.5%; encontrando a los extractos D. stramonium a
concentracion de 1% y 1.5% y L. alba a concentracion 1% y 1.5% mayor inhibicion de
zoosporas para el control de Spongospora subterranea. Asi mismo, Pandey et al. (2012)
registro en sus estudios sobre Pseudomonas aeruginosa que el extracto etandlico de las
hojas Casssia occidentalis evaluada a 75 mg/ml, produjo diametro de inhibicion de
15.3mm. Igualmente, Arya et al. (2010) demostraron para Pseudmonas aeruginosa
sensibilidad al extracto acuoso de C. occidentalis con un halo de inhibicion de 18mm. En
tanto, Prieto et al. (2018) realizaron un extracto del vegetal Caesalpinia spinosa a una
concentracion de 0.14 mg/ml, utilizandolo en peces Oreochromis niloticus enfermos de
Flavobacterium columnare, obteniendo una sobrevivencia del 90% a los 15 dias del

tratamiento, demostrando con ello actividad antibacteriana del extracto vegetal.

Respecto a la actividad antibacteriana contra Aeromonas sp., segun la tabla 2, el extracto
de T. integrifolia en este estudio presenté halos de inhibicion de 7 mm de didmetro,

inferiores a los referenciados en los criterios de interpretacion con respecto a la

25



clasificacion de ligera actividad antibacteriana; sin embargo, Ranjithkumar et al. (2011)
obtuvieron con el extracto de Cassia occidentales en acetato de etilo sensibilidad para
Aeromonas sp. con un didmetro de 20mm. Corroborando con Nufiez et al. (2001) que
determind que el extracto de Eucaliptus sp. tuvo actividad antibacteriana en Aeromonas
sp. demostrando amplio espectro y Cardemas (2013) comenta que la mayor resistencia de

Equisetum arvense lo obtuvo en Aeromonas sp.

Se observa en la figura 16, la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion
Minima Bactericida (CMB) del extracto metanolico de hojas de D. stramonium sobre los
cultivos de Vibrio spp., Edwarsiella spp., Aeromonas spp. y Pseudomonas spp., en el cual
la Concentracion Minima Inhibitorio se present6 en 70 mg/ml y la C. Minima Bactericida
en 75 mg/ml, en relacién a los resultados obtenidos por Quintana & Ramirez (2018),
quienes trabajaron con el extracto hidroalcohdlico de hojas de T. integrifolia sobre el
crecimiento de Staphylococcus aureus, obteniendo la concentracién minima inhibitoria
(CMI) de 2000 ug/mL y un porcentaje de efecto inhibitorio relativo maximo de 80,73%.
En tanto, Garcia (2018) trabajo con el extracto de ajo Allium sativum frente a Vibrio
harveyi encontrando la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de 3,13 mg/ml; con el
extracto de Callistemom citrinus 50 mg /ml; con Myrtus communis 12,5 mg/ml, el
extracto de aceite de Cymbopogon citratus 31,25 ul/ml; el extracto de aceite de Aloysia
citriodora 31,25 ug/ml; el extracto de aceite de arbol de té Melaleuca alternifolia 31,25
ul/ml y el extracto de aceite de clavo Syzygium aromaticum 7,81 ul/ml, asi mismo con
Aeromona hydrophila con el extracto de ajo 6,25 mg/ml, el extracto de Calistemo 50
mg/ml, el extracto de Mirto 12,5 mg/ml, el extracto de aceite de citronella 62,5 ul/ml y el
extracto de aceite de clavo 31,25 ul/ml, siendo A. hydrophila mas sensible frente a V.
harveyi, ya que el extracto de ajo y aceite de clavo tienen los mas bajos valores de CMI.
Quintana & Ramirez (2018), trabajaron con el extracto hidroalcohdlico de hojas de T.
integrifolia sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus, obteniendo la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de 2000 ug/mL y un porcentaje de efecto inhibitorio relativo
méaximo de 80,73%. Del mismo modo, Pajaro (2018), evalu6 la actividad antibacteriana
in vitro del extracto etandlico del peciolo de Rheum rhabarbarum frente a cepas de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, determinando la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida (CMB), donde el CMI > 700

ug/ml para el extracto etandlico frente a todas las bacterias empleadas; el cual infiere su
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efecto bacteriostatico y no bactericida. En tanto, Torrenegra et al. (2017) evaluaron la
actividad antibacteriana in vitro del pericarpio de cuatro especies del género citrus, tales
como: Citrus sineasis, Citrus reticulata, Citrus aurantifolia y Citrus paradisi,
determinando la concentracion minima inhibitoria (CMI) a partir de 600 mg/ml frente a
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella, pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli.

Cuervo et al. (2019), emplearon las hojas de Drimys granadensis para obtener cuatro
extractos utilizando hexano, cloroformo, acetona y metanol, para obtener Ia
concentracion minima en la cual se inhibe el crecimiento bacteriano frente a dos cepas
bacterianas Gram positivas: Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermis y dos
Gram negativas: Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli; teniendo como resultado que
con el extracto acetonico a partir de una concentracion de 15 mg/ml, se inhibe el
crecimiento de todas las cepas bacterianas. Mientras que, Franco (2013), evaluo la
actividad antibacteriana in vitro de extractos de los célices de Physalis peruviana y
Caesalpinia pulcherrima frente a cepas de Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa, determinando la concentracion minima
inhibitoria (CMI) a partir de 0.256 mg/ml para los extractos en cloroformo, etanol y éter
de los célices de P. peruviana y las flores de C. pulcherrima .Neira & Pereda (2018),
reportaron una concentracion minima inhibitoria de 0,66 mg/ml (CMI) y la concentracién
minima bactericida (CMB) de 1 mg/mL del extracto etandlico de las hojas de Piper
acutifolium frente a Streptococcus pyogenes. Del mismo modo, Del castillo et al. (2017),
demostraron que el extracto hexanico de Cucurbita moschata tuvo actividad
antibacteriana (CMI) a partir de 19,5 ug/ml frente a Staphylococcus aureus y frente a
Escherichia coli a partir de 0,16 ug/ml., Calachua (2019), determino la antibacteriana del
extracto de Ruta graveolens sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli con
concentraciones de 100% y 80%, obteniendo la concentracion minima inhibitoria (CMI)
para S. aureus de 4 mg/ml y para E. coli de 8 mg/ml. Por ello, los resultados de este
estudio permiten afirmar que las bacterias Vibrio spp., Aeromonas spp. y Edwarsiella
spp., tienen efecto antibacteriano frente al extracto metandlico de hojas de D. stramonium
a diferencia de Pseudomonas spp. que no presenta dicho efecto, tal como se aprecia en
la Fig. 11 y Fig.12.

27



V. CONCLUSIONES

El extracto metanolico de Datura stramonium a una concentracion de 50 mg/ml
se obtuvo una mayor inhibicion con 18 mm frente a Vibrio spp. en relacion a las
otras bacterias evaluadas.

El extracto metandlico de hojas de Datura stramonium podria ser empleado con
fines terapéuticos para caso de vibriosis en organismos acuaticos.

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto metandlico de hojas de
Datura stramonium fue de 70 mg/ml y la Concentracion Maxima Bactericida
(CMB) de hojas de Datura stramonium fue de 75 mg/ml, sobre la bacteria Vibrio

spp.

VI. RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad antibacteriana de hojas de D. stramonium con otros solventes.
Evaluar los extractos con distintos solventes organicos de diferentes partes de la
planta de D. stramonium.

Evaluar la citotoxicidad del extracto metanolico de D. stramonium a través de
bioensayos en organismos acuaticos.

se recomienda el uso de plantas medicinales para el control de Vibrio spp., previo

andlisis de interaccion con organismos acuaticos.
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IV.  ANEXOS

Anexo 1. Escala de valores obtenidos de la actividad antibacteriana in vitro mostrada

por las diferentes concentraciones de extractos metanolicos de hojas de T. integrifolia 'y

D. stramonium contra bacterias acuicola.

Bacterias
Extractos de hojas Mg/ ml
Pseudomonas sp|  Vibriosp.| Aeromonassp| Edwarsiella sp.
12.5 - 2+ 2+ 2+
“pajaro bobo” Tessaria
) o 25.0 - 2+ 2+ 2+
integrifolia
50.0 - 2+ 2+ 2+
12.5 - 2+ 2+ 2+
“chamico” Datura
) 25.0 - 4+ 2+ 2+
stramonuim
50.0 - 4+ 2+ 2+
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Anexo 2. Preparacion de medio A) Frasco de Agar B) Frasco de TSA C) Pesar el
contenido D) Aforar con agua destilada E) Mezclar los agares con el agua
destilada F) Colocamos en la cocina eléctrica G) Distribucion de 3.5ml en cada frasco
H) Resultado de la distribucion I) Los frascos son llevados a la autoclave.
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Anexo 3. Preparacion del pulverizado de hojas de T. integrifolia y D. stramonium. ~ A) Muestra de
las hojas de Tessaria integrifolia y Datura stramonium  B) La muestraes colocada a una estufa
C) Con la ayuda de un motero se procede a moler D) Resultado del proceso anterior

Anexo 4. Materiales de la preparaciéon de CMI A) Mechero B) Pastilla de Tetraciclina C) Patrén de

turbiedad D) Vortex E) Medio VHI F) Puntas esterilizadas G) Extracto vegetal H) Tetraciclina liquida
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Anexo 5. Materiales de la preparacion de CMI A) Mechero B) Pastilla de Tetraciclina C) Patrén de

turbiedad D) Vortex E) Medio VHI F) Puntas esterilizadas G) Extracto vegetal H) Tetraciclina liquida
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