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RESUMEN

Se evalud el efecto antibacteriano del extracto acuoso del fruto del Vaccinium corymbosum
“arandano azul” a las siguientes diluciones (al 100%, 75%,50% y 25%), sobre cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 comparado con mupirocina 200 ug, y un grupo neutro, in
vitro. Se observaron 10 placas por grupo (60 cultivos). Se observé que desde la dilucién del 25%
existe inhibicién en las cepas; siendo mayor a la concentracion del 100%, casi duplica el halo de
inhibicién del Staphylococcus aureus en relaciéon a la concentracién del 25% (29.2 mm DE+- 1.9
IC95%, con valor min de 27 y max. de 33), sdlo superado por la Mupirocina con un halo promedio
de 38.3 mm DE+ 1.7 mm IC 95% con un halo maximo de 40mm. El ANOVA (0,000) indicé que los
valores obtenidos fueron altamente significativos. La prueba Post ANOVA de Tukey, evidencid que
los grupos eran homogéneos y que a mayor concentracion del extracto acuoso, mayor el efecto
antibacteriano, pero no superan a los de mupirocina. Se concluye que el extracto acuoso del

Vaccinium corymbosum “arandano azul” tiene efecto antibacteriano en todas las diluciones,
superando el valor considerado segun el estandar M100 del CLSI (Sensible 214 mm), sin embargo,

no supera a Mupirocina.

Palabras claves: efecto antibacteriano, extracto acuoso, Vaccinium corymbosum,
Staphylococcus aureus, arandano azul.
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ABSTRACT

The antibacterial e%fect of the aqueous extract of the fruit of Vaccinium corymbosum "blueberry"
was evaluated at the following dilutions (100%, 75%, 50% and 25%), on strains of Staphylococcus
aureus ATCC 25923 compared to Mupirocin 200 ug, and a neutral group, in vitro. Ten plates per
group (60 cultures) were observed. It was observed that from the dilution of 25% there is inhibition
on the strains; the concentration of 100% being greater, almost double the zone of inhibition of
Staphylococcus aureus in relation to the concentration of 25% (29.2 mm SD +- 1.9 Cl 95% [a ], with
minimum value of 27 and maximum value of 33), only surpassed by Mupirocin with an average zone
of 38.3 mm SD+ 1.7 mm Cl 95% [ a ] with a maximum zone of 40 mm. The ANOVA (0.000) indicated
that the values obtained were highly significant. Post-ANOVA Tukey-test showed that the groups
were homogeneous and that the higher thé-concentration of the aqueous extract, the greater the
antibacterial effect, but it does not surpass those of Mupirocin. It is concluded that the aqueous
extract of Vaccinium corymbosum "blueberry" has antibacterial effect in all dilutions, exceeding the
value considered according to the standard M100 of CLSI (Sensitive 214 mm), however, it does not

exceed Mupirocin.

LN

Keywords: antibacterial effect, aqueous extract, Vaccinium corymbosum, Staphylococcus aureus,

blueberry.
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I. INTRODUCCION

1.1.

REALIDAD PROBLEMATICA

Las lesiones dérmicas son un problema constante en nuestra sociedad peruana, debido a
gue vivimos en un pais con climas calidos y tropicales, siendo esto un factor condicionante
para la aparicién de infecciones?. Las infecciones por S. aureus son una causa importante de
morbilidad y aumento de los costos de hospitalizacion en todo tipo de pacientes desde
aquellos sin comorbilidades hasta inmunodeprimidos. Se reportan muchos casos de
infecciones dérmicas por este patégeno, en pacientes pediatricos, en donde, la tasa de
infeccion puede llegar a 30 casos por cada 100,000 habitantes, pudiendo ocasionar
infecciones superficiales en la piel y tejidos blandos o profundas como neumonia o

bacteriemia, entre otras.?

En el afilo 2009, en el Peru, se realizd un estudio sobre la Prevalencia de Enfermedades
Dermatoldgicas en una comunidad rural, alli se menciona la importancia de dar tratamiento
oportuno a aquellas lesiones que pueden acarrear complicaciones severas; mas del 60% de
las consultas diarias en los puestos de salud de categoria 1 abarcan lesiones en la piel, ya
sean cortantes, infecciones o sus complicaciones (abscesos, infeccion de tejidos

profundos).?

S. aureus es una de las principales bacterias relacionadas con las infecciones dérmicas y de
tejidos blandos. Pero puede ser rapidamente combatido con un buen antibidtico tanto via
oral como tépico. Para un 60% de profesionales de la salud, el tratamiento ideal seria (en el
caso de infecciéon dérmica) un buen antibiético via oral o via tépica como por ejemplo la
“mupirocina”; sin embargo, el elevado costo de éste, asociado a un periodo considerable de
duracion del tratamiento, son motivos suficientes para que los pacientes abandonen el

tratamiento farmacolégico y opten por medidas naturales.*

Los vegetales son una alternativa al tratamiento de infecciones, como por Vaccinium
corymbosum conocido como arandano azul, que viene siendo estudiado en nuestra ciudad
como antibacteriano; asi lo reportan los estudios realizados por Monroy y Macias® en

Meéxico, y el trabajo de Adianzén y Chiroque® desarrollado en Truijillo, Peru.
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1.2.

TRABAJOS PREVIOS

Pervin M. et al (Korea, 2013), realizaron un estudio cuyo objetivo fue investigar la actividad
antibacteriana del extracto de Vaccinium corymbosum L. (ardndano azul). La actividad
antibacteriana se determind mediante el uso de difusién en disco para siete cepas de
bacterias, entre ellas Staphylococcus aureus. Los resultados obtenidos indican que el
extracto de V. corymbosum tuvo una actividad antibacteriana significativa. El extracto
analizado mostré efecto contra S. aureus con una zona de inhibiciéon de 15.88+1.35 mm a
10 mg/disco. Concluyen que estos hallazgos demuestran que el extracto de V. corymbosum

podria usarse como una terapia alternativa para las bacterias resistentes a los antibiéticos.’

Silva S. et al. (Portugal, 2013) estudiaron la actividad antimicrobiana de Vaccinium
corymbosum contra varios microorganismos patégenos a través de la determinacion del
halo de inhibiciébn, minimo concentracién inhibidora y bactericida (MIC y MBC,
respectivamente). Se trabajé con Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Listeria innocua NCTC 11286, entre otras. Obteniendo para S. aureus con un MBC >50
una MIC de 50 con un halo de inhibicidn de 7.00 (al 50%). Se llegé a la conclusiéon de que el

aradndano azul presenta moderada actividad contra S. aureus.®

Rodriguez JC. (Colombia, 2011), evalud la actividad antibacteriana de los jugos puros
filtrados de frutas comerciales, entre ellos el arandano azul, contra Staphylococcus aureus y
otras bacterias, comparando con los antibidticos ampicilina y clindamicina por el método de
difusion en agar (50l por pozo). Realizé 3 réplicas de cada prueba a concentraciones de 1,
10 y 100 mg/mL. Los resultados muestran que el jugo de arandano presenté actividad
contra S. aureus, obteniendo zonas de inhibicidn de 12.0+0.6mm. Concluyd que la actividad
antibacteriana del arandano tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de S. aureus y
puede ser considerado como potencial fuente de compuestos antibacteriales y como

materia para la elaboracidn de productos terapéuticos contra bacterias patégenas.®

Angel J. (Perua, 2014) evalud el efecto del Vaccinium corymbosum sobre el crecimiento de
Staphylococcus aureus y E. coli. El autor utilizo diluciones al 100%, 75% y 50% con agua
destilada, se usé el método de Kirby Bauer y el agar de Muller Hinton y se comparé con
Gentamicina. Los resultados demostraron que el extracto del Vaccinium corymbosum al

11



100% frente a S. aureus presentd un halo de inhibicién de 14.39mm, al 75% 12.36, al 50%
10.22 y comparandolo con el halo de Gentamicina (13.35mm) se concluyé que este
extracto tiene mejor uso en concentraciones al 100% y tienen gran efecto de S. aureus y E.
coli que obtuvo halos al 100% (11.90mm), al 75% (10.70mm) y al 50% (9.11mm) y con
gentamicina (14.87mm). Por ello, el ardndano al 100% mostrd ser mas eficaz que la

gentamicina.?
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1.3. TEORIAS RELACIONADAS AL TEMA

El Vaccinium corymbosum mejor conocido como “ardandano azul”, es una baya natural de
Ameérica, que crece de forma silvestre. El ardndano puede ser usado como una fruta fresca,

como producto seco, extracto e incluso, en los Gltimos afios como alimento procesado. !

Esta fruta tiene propiedades muy beneficiosas para nuestra salud, es por ello que la
Direccién General de Politicas Agrarias del Perd lo considera un alimento funcional que
presenta increibles propiedades nutritivas y terapéuticas, entre ellas se destacan sus
cualidades hipocaldricas, antioxidantes y medicinales. 12 Los arbustos logran llegar a medir
hasta 2.5 metros, con hojas simples, ovaladas o lanceoladas, cuyo fruto es de forma

redonda de 7 a 9 mm de didmetro de color negro azulado, con un sabor agridulce. '

Los ardndanos contienen factores protectores con capacidad antioxidante y distinta
compuestos bioactivos como por ejemplo la vitamina C y los fenoles que son capaces de

prevenir y/o ralentizar los procesos oxidativos de patologias e infecciones. 13

Dentro de este fruto existen distintos compuestos fendlicos (acidos fendlicos, catequinas,
flavonoles y proantocianidinas) a los cuales se les atribuye la capacidad medicinal. * Las
proantocianidinas son taninos condensados que poseen actividad antibacteriana, inhiben la
adhesién de las bacterias a las mucosas y son 50 veces mas eficaces que la vitamina Cy E,
mantienen la permeabilidad vascular y evitan la lesion de los radicales libres sobre las
paredes de las arterias. 1®

La mupirocina es una de los antibidticos tépicos que mas se acercan al término ideal y por
ello viene siendo usado frecuentemente en dermatologia, tiene un amplio espectro para
patdgenos cutdneos, su efecto es casi persistente e induce baja resistencia y sus efectos
adversos o interacciones son minimas e incluso nulas, penetrando muy bien en la piel y

costras, pero con un alto costo. 16

Este farmaco también es conocido como acido pseudoménico (se obtiene de Pseudomonas
fluorescens) siendo su eficacia similar a la flucloxacilina y mas efectiva que la eritromicina
contra S. aureus y similar a la cefalexina contra S. pyogenes. Actua inhibiendo la sintesis de
proteinas, y la enzima isoleucil ARN transferasa sintetasa. Se le considera a la mupirocina

como un antibidtico tépico efectivo para eliminar la colonizacion de estafilococo aureus,

13



reduce infecciones recurrentes y controla la infeccién localizada. ¥’

El Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo , que se encuentra agrupado en cadenas
cortas formando racimos de uvas, son responsables de mas del 80% de inflaciones y
supuracion de lesiones dérmicas, Estas bacterias se caracterizan por ser no moéviles y
desarrollar una capa de limo o biofilm, son anaerobias facultativas y en su mayoria

productores de catalasa. 8

Contiene mas de 32 especies de las cuales 16 se encuentran en la micro flora de la piel y
mucosas. Algunas son patdgenas cuando existe la predisposicion del huésped, como en el

caso de la inmunosupresion. *°

Las infecciones cutdneas causadas por esta bacteria tienden a aparecer luego de la pérdida
de continuidad de la epidermis, lo cual favorece a la penetracidon de la bacteria hacia los
tejidos profundos; causando abscesos y lesiones supurativas. En el peor de los casos, una

bacteriemia y shock séptico. 2
En el caso Unico de la piel, puede causar la aparicion de vesiculas, foliculitis pidgena,
impétigo, hidrosadenitis supurada, celulitis, fasceitis necrotizante, entre otras. Son de

especial cuidado las infecciones causadas en diabéticos y la colonizacién de heridas

quirurgicas profundas. %

1.4 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Tiene efecto antibacteriano el extracto acuoso del Vaccinium corymbosum sobre cepas de

Staphylococcus aureus ATCC 25923, en un estudio in vitro?
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1.5 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El interés de realizar esta investigacion, se basa en la necesidad de encontrar un
tratamiento natural, no invasivo y de bajo costo para las pacientes con lesiones dérmicas
con gran probabilidad de contaminacién y colonizacion por Staphylococcus aureus,
mediante el uso del Vaccinium corymbosum, un fruto poco conocido en nuestra sociedad.
La investigacidon se enfoca en la comparacion del extracto acuoso Vaccinium corymbosum

IM

“ardndano azul” con Mupirocina sobre cepas de Staphylococcus aureus, siendo la
mupirocina en ungliento al 2% el farmaco mas usado en la actualidad, en establecimientos

del sector salud, para tratar infecciones dérmicas.?

En esta investigacion se debera conseguir el extracto acuoso de Vaccinium corymbosum por
medio de procesos quimicos para evaluar su eficacia contra Staphylococcus aureus, o si por

el contrario la Mupirocina le supera en eficacia contra esta bacteria.’

Es por ello que este estudio pretende responder a la interrogante planteada, a través del
método cientifico y de esta manera contribuir con la comunidad médica, dando a conocer
una nueva alternativa para el tratamiento de las infecciones dérmicas por Staphylococcus
aureus, y por qué no, brindar una alternativa natural para la prevencion de infecciones en
heridas limpias. Ademas, se sentaria un precedente para iniciar nuevos estudios y poder
conocer su efecto sobre otros agentes como hongos y protozoos, quienes causan patologias

asociadas.

1.6 HIPOTESIS

H1: El extracto acuoso del Vaccinium corymbosum “ardndano azul” tiene efecto
antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus aureus comparado con Mupirocina, en un

estudio In vitro.

HO: El extracto acuoso del Vaccinium corymbosum “ardandano azul” no tiene efecto

antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus aureus comparado con Mupirocina, en un
15
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estudio In vitro.

1.7. OBIJETIVOS

1.7.1 OBIJETIVO GENERAL: Se consideré

Evaluar el efecto antibacteriano del extracto acuoso del Vaccinium corymbosum “arandano
azul” sobre cepas de Staphylococcus aureus comparado con Mupirocina, en un estudio In

vitro.

1.7.2. OBJETIVO ESPECIFICO

1.7.1. Determinar el efecto antibacteriano del extracto acuoso del Vaccinium
corymbosum a la concentracién de 100%,

1.7.2. Determinar el efecto antibacteriano del extracto acuoso del Vaccinium
corymbosum a la concentracién de 75%-

1.7.3. Determinar el efecto antibacteriano del extracto acuoso del Vaccinium
corymbosum a la concentracion de 50%.

1.7.4. Determinar el efecto antibacteriano del extracto acuoso del Vaccinium
corymbosum a la concentracion de 25%.

1.7.5. Determinar el efecto antibacteriano de la Mupirocina a la concentracién de

200pug sobre cepas de Staphylococcus aureus, en un estudio In vitro.
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1. METODO.

2.1. DISENO DE INVESTIGACION Y TIPO DE INVESTIGACION:

TIPO DE INVESTIGACION: Bésico

DISENO DE INVESTIGACION:
Experimental con repeticiones multiples, post prueba.

RG: X1 01
RG; Xz 0,
RGs X3 O3
RG4 Xa O4
RGs Xs Os
RGs Xs Os¢

Donde:

RGi6: Grupos de cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Xi1: Extracto acuoso de Vaccinium corymbosum al 100%

X2: Extracto acuoso de Vaccinium corymbosum al 75%

Xs: Extracto acuoso de Vaccinium corymbosum al 50%

Xa: Extracto acuoso de Vaccinium corymbosum al 25%

Xs: Control negativo (DMSO)

Xes: Control positivo (mupirocina 200ug)

O1.6: Observaciones de la actividad bacteriana (halo de inhibicion).

2.2. VARIABLES Y OPERALIZACION

Identificacion de la variable:

Variable independiente: Agente antibacteriano
- No farmacoldgico: Extracto acuoso de Vaccinium corymbosum

- Farmacolégico: mupirocina 200ug.

Variable dependiente: Efecto antibacteriano
- Eficaz: zona de inhibicién mayor que agente farmacoldgico. (214 mm)

-No eficaz: zona de inhibicion menor que agente farmacoldgico. (<14 mm)
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Operacionalizaciéon de variables:

DEFINICION DEFINICION ESCALA DE
VARIABLE INDICADORES .
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
El extracto de arandano
Agente antibacteriano
fue dividido en las
no farmacoldgico:
siguientes diluciones:
Vaccinium
V. I a)100% RG1
corymbosum Cualitativa
Agente b)75% RG2
“ardndano”.?® nominal
antibacteriano c)50% RG3
Agente antibacteriano
d)25% RG4
farmacoldgico:
e) DMSO RG5
Mupirocina.’
f)Mupirocina RG6
Se midido mediante el Se considero el Eficaz: 214
V. D: incremento del halo estandar M100.26 del mm
Cualitativa
Efecto de inhibicion por CLSI:
nominal
antibacteriano | medio del método Sensible 214 mm No eficaz: <14
Kirby Bauer.?? Resistente <14 mm mm

2.3. POBLACION Y MUESTRA

Poblacion: Estuvo constituida por todos los cultivos con cepas de Staphylococcus aureus del
laboratorio de Microbiologia “San José”.

Unidad de analisis: Lo constituyé cada una de las cepas de Staphylococcus aureus.

Unidad muestral: Se consideré cada una de las unidades formadoras de colonia de

Staphylococcus aureus en cada placa Petri.

Muestra: Para seleccionar la muestra se aplicé la formula estadistica para comparar dos medias y
estimacion de la diferencia que existe entre ellas. Se obtuvo una muestra de 10 repeticiones para
cada grupo a experimentar (Anexo 01). Se realizaron 60 observaciones.

Método de muestreo: Las cepas utilizadas en el estudio, se seleccionaron considerando un
muestreo aleatorio simple de las colonias, dentro de las mismas colonias sujetas a
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experimentacion por cada grupo estudiado.

Criterios de inclusién:
e Todas las cepas de S. aureus ATCC 25923 con 18 a 24 horas de cultivadas.

e Placas con Agar Muller-Hinton con 4mm de altura.

Criterios de exclusion:

e Cultivos de cepas de S. aureus ATCC 25923 contaminadas.

e C(Cepasinertes.
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2.4. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS, VALIDEZ Y CONFIABILIDAD

LA TECNICA: consistio en la observacién del crecimiento de las colonias de S. aureus ATCC
25923.
PROCEDIMIENTO: En el estudio se siguieron los siguientes pasos: (Ver Anexo 02)

a) La planta fue identificada taxonémicamente por el Herbario Antenor Orrego - HAO.
(Anexo 02)

b) Se obtuvo el extracto acuoso de Vaccinium corymbosum, mediante el método de
prensado en frio.22 (Anexo 03)

c) Se utilizé el medio de cultivo agar Muller-Hinton, para el cultivo de la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, en la prueba se susceptibilidad, de acuerdo a las
recomendaciones del CLSI a través del estdndar M02-A12.22 (Anexo 04)

d) Se evalud la susceptibilidad antibacteriana siguiendo las normas y procedimientos
establecidos en los estdndares M02-A122% y M100%del CLSI. (Anexo 05)

INSTRUMENTO:
Se utilizé una ficha de recoleccién de datos, elaborada para el presente estudio donde
constan el nimero de placas, las diluciones y las mediciones de los halos de inhibicién.
(Anexo 06)

VALIDACION Y CONFIABILIDAD DEL INSTRUMENTO
La ficha de recoleccién de datos fue validada por opinidn de tres profesionales médicos y
Microbidlogos. Los procedimientos para la prueba experimental son validados por el
estandar M02-A1222 y los valores de los halos de inhibicion que determinan la sensibilidad
del patégeno son validados por el estandar M100-52823 del CLSI, que es la institucién que
da la confiabilidad.

2.5. METODOS DE ANALISIS DE DATOS

Los datos obtenidos en los resultados de laboratorio fueron procesados en el Software
estadistico IBM SPSS vs. 25. Se contrasté los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas, comprobandose que los datos tienen un comportamiento normal y sus
varianzas son homogéneas, por lo cual se aplicaron las pruebas estadisticas de analisis de
varianza (ANOVA) y prueba post hoc de Tukey. Asimismo, se utilizo el Diagrama de Cajas y
bigotes para representar la comparacion de la efectividad del extracto acuoso, ademads de
complementar con estadisticas descriptivas como la media y desviacion estandar.

2.6.  ASPECTOS ETICOS:
El estudio se realizé respetando los criterios de bioseguridad en el laboratorio con las
personas y con el medio ambiente. Se considerard los protocolos de tratamiento de
material potencialmente infeccioso y no exposicidn al peligro de las personas, segun el
“Manual de Bioseguridad en el Laboratorio” de la OMS.?* Se obtuvo también la
aprobacion del Comité de Investigacidon de la Facultad de Ciencias Médica de la
Universidad César Vallejo de Trujillo.
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lll.  RESULTADOS.

Tabla 1: Estadisticas descriptivas del efecto antibacteriano del extracto acuoso del Vaccinium
corymbosum “arandano azul” sobre cepas de Staphylococcus aureus comparado con

Mupirocina, en un estudio In vitro, mediante el halo de inhibicién.

Descriptivos

N  Media Desviacion Error 95% del intervalo de Minimo Maximo
estandar estandar  confianza para la media
Limite Limite
inferior superior
Vaccinium 10 15.3000 2.31181 .73106 13.6462 16.9538 10.00 18.00
corymbosum
al 25%
Vaccinium 10 19.6000 2.59058 .81921 17.7468 21.4532 16.00 25.00
corymbosum
al 50%
Vaccinium 10 21.4000 2.31900 .73333 19.7411 23.0589 18.00 25.00
corymbosum
al 75%
Vaccinium 10 29.2000 1.93218 .61101 27.8178 30.5822 27.00 33.00
corymbosum
al 100%
Mupirocina 10 38.3000 1.70294 .53852 37.0818 39.5182 36.00 40.00
Total 50 24.7600 8.47700 1.19883 22.3509 27.1691 10.00 40.00

Fuente: Datos obtenidos de laboratorio
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Tabla 2: ANOVA del efecto antibacteriano del extracto acuoso del Vaccinium corymbosum
“arandano azul” sobre cepas de Staphylococcus aureus comparado con Mupirocina, en un

estudio In vitro, mediante el halo de inhibicion.

ANOVA
Fuente de variacion Suma de | Media Si
cuadrados J cuadratica &
Entre grupos 3304.5 4 826.1 171.6 0.000
Dentro de grupos 216.6 45 4.8
Total 3521.1 49

Fuente: Datos obtenidos de laboratorio
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Tabla 3: Subconjuntos obtenidos del efecto antibacteriano del extracto acuoso del Vaccinium
corymbosum “arandano azul” sobre cepas de Staphylococcus aureus comparado con

Mupirocina, en un estudio In vitro, mediante el halo de inhibicién.

Prueba post ANOVA de Tukey

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N
1 2 3 4

Vaccinium corymbosum al 25% 10 15.3

Vaccinium corymbosum al 50% 10 19.6

Vaccinium corymbosum al 75% 10 21.4

Vaccinium corymbosum al 100% 10 29.2

Mupirocina 10 38.3
Sig. 1.00 0.37 1.00 1.00
Fuente: Datos obtenidos de laboratorio
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Grafico 01: Box Plot del efecto antibacteriano del extracto acuoso del Vaccinium corymbosum

“arandano azul” sobre cepas de Staphylococcus aureus comparado con Mupirocina, en un

estudio In vitro, mediante el halo de inhibicion.
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IV. DISCUSION

En el estudio realizado se evalud el efecto antibacteriano del extracto acuoso del fruto del
Vaccinium corymbosum “arandano azul” sobre cepas de Staphylococcus aureus comparado con
Mupirocina 200 ug, se desarrolld un estudio in vitro donde se observaron 10 placas por grupo,
con un total de 50 cultivos. En cada placa Petri se colocaron un total de 5 discos de los cuales 4 de
ellos representaban al extracto acuoso del fruto del Vaccinium corymbosum “arandano azul” a
distintas concentraciones (100, 75, 50 y 25%), el patron de mupirocina 200ug y agua destilada
(DMSO).

En la tabla N°01 se puede observar la media de los halos de inhibicién del extracto acuoso del
Vaccinium corymbosum, evidencidndose que desde la dilucién del 25% existe inhibicion segun el
estandar M100.26 del CLSI (Sensible 214 mm). El halo va aumentando segin aumenta el
porcentaje de concentracion, observandose que al 100% casi duplica el halo de inhibicién del
Staphylococcus aureus en relacién a la concentracidn del 25% (29.2 mm +- 1.9 con intervalo de
confianza de 95%, con valor min de 27 y max. de 33), sélo superado por la Mupirocina con un halo
promedio de 38.3 mm + 1.7 mm (intervalo de confianza de 95%) alcanzando un halo maximo de
40mm.

En la tabla N°02, al realizar el ANOVA (andlisis multivariado para evaluar la significancia de los
resultados y la diferencia entre grupos), observamos que el valor de ANOVA es a 0,000, indicando
que los valores obtenidos en el estudio son altamente significativos y que, en este caso, el

IM

extracto acuoso del Vaccinium corymbosum “ardndano azul” si logro tener efecto antibacteriano

sobre cepas de Staphylococcus aureus.

En la tabla N°03 de Tukey, se evaluan las medias de los halos de inhibicidn de todos los grupos de
estudio, corroborandose nuevamente que el extracto del Vaccinium corymbosum “arandano azul”
muestra un buen efecto antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus aureus en todas las
concentraciones estudiadas, siendo este efecto mayor, cuando la concentracidon del extracto
aumenta. Sin embargo, mupirocina continda teniendo mayor halo de inhibicién. En todo el
estudio todos los halos de inhibicion de las diferentes diluciones del extracto acuoso del

I”

Vaccinium corymbosum “ardandano azul” y la mupirocina so mayores de 15 mm indicando que el

Staphylococcus aureus es sensible a este producto.

En el grafico N°01 se puede visualizar el efecto antibacteriano del Vaccinium corymbosum

“arandano azul” y la mupirocina, observandose el mismo comportamiento de las tablas
anteriores. Mupirocina muestra mayor halo de inhibicidn, seguido del extracto de Vaccinium

corymbosum “ardndano azul” al 100, 75,0 y 25%.

Trabajos similares son los de Pervin M. et al” encuentra que el extracto acuoso del Vaccinium

IH

corymbosum “arandano azul” presento un halo de inhibicién de 15.88+1.35 mm a 10 mg/disco
sobre Staphylococcus aureus. Menores valores encontraron, Rodriguez JC.° (12.0+0.6 mm), Angel
J.1% a la concentracion del 100% evidencié efecto antibacteriano sobre S. aureus y E. coli

(112.90mm); al 75% (10.70mm) y al 50% (9.11mm) y con gentamicina (14.87mm), a menor
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concentracién el halo va disminuyendo. La diferencia que puede existir con el estudio es
probablemente por la técnica de preparacion y obtencidn del extracto.

Al realizar esta tesis se comprobd que las proantocianidinas o taninos condensados presentan una
importante actividad antioxidante y capacidad inhibitoria frente al S. aureus, teniendo como
mecanismo principal lainhibicidon de la sintesis de proteinas en la membrana de la bacteria. Sin
embargo no supera el valor de mupirocina, debido a que no actua a nivel de ARN transferasa.

La necesidad de obtar por elaborar un extracto acuoso y no usar otros componentes, es debido, a

que la mayoria de infecciones por S. aureus son dérmicas; por ello se necesitdé obtener un
producto natural, que cause un nulo o minimo dafio sobre la epidermis.
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V. CONCLUSIONES

|ll

1. Se concluye que el extracto acuoso del Vaccinium corymbosum “arandano azul” tuvo
efecto antibacteriano en todas las diluciones, superando el valor considerado segun el
estandar M100 del CLSI (Sensible 214 mm). Por lo tanto, Staphylococcus aureus es
sensible a este producto. Sin embargo, mupirocina continda teniendo mayor efecto

antibacteriano.

2. Al 100% el halo de inhibicion del extracto acuoso del Vaccinium corymbosum “ardndano
azul” fue mayor (29.3 mm = 1.9 mm).

3. Al 75% el efecto antibacteriano del extracto acuoso del Vaccinium corymbosum

“arandano azul” tuvo un halo de 21.4 mm +- 2.3mm.

4. Al 50% el efecto antibacteriano del extracto acuoso del Vaccinium corymbosum
tuvo un halo de 19.6 mm +- 2.5mm.

IM

“arandano azu

5. Al 25% el efecto antibacteriano del extracto acuoso del Vaccinium corymbosum
“arandano azul” tuvo un halo de 15.3 mm +- 2.3mm.

6. Mupirocina mostro un halo promedio de 38.3 mm * 1.7 mm alcanzando un halo maximo
de 40 mm sobre cepas de Staphylococcus aureus.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Al evidenciarse que en el estudio existe efecto antibacteriano del extracto acuoso del

Vaccinium corymbosum “ardndano azul” frente a cepas de Staphylococcus aureus, seria
adecuado realizar un estudio en modelos animales para evaluar su comportamiento en

seres Vivos.

2. Se recomienda ampliar el estudio con diferentes cepas, especialmente Gram positivos,
para evaluar su efecto.

3. Se debe considerar realizar otras técnicas de preparacion del Vaccinium corymbosum

|Il

“arandano azul” y probar su efecto antibacteriano contra Staphylococcus aureus.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 01

TAMANO DE MUESTRA

(Z, _a+ Z1_p)?s?
n= 2

(X1 - X2)?

Donde:
Z,_a=1,96 (Nivel de confianza al 95%)
2

Z,-3= 0,842 (Potencia estadistica del 80%)
S2= Se toma de antecedente Angel, J.®
X,= Promedio 1 tomado antecedente Angel, J.°®

X,=Promedio 2 tomado de antecedente Angel, J.®

Entonces:

Alfa(a) =0.01

Beta (#) =0.01

Promedio en grupo 1(X;)= 14.39
Desvi¢ estandar en el grupo 1 =0.124
Promedio en grupo 2 (X,)= 13.24
Desvi¢ estandar en el grupo 2 = 0.04
Tasa (Grupo 2/ Grupol) =1

Al calcular:
Menor tamafio muestral requerido para el grupo 1:1
Menor tamafo muestral requerido para el grupo 2:1

Menor tamafo muestral total requerido: 2

Por motivos académicos se decide tomar como menor tamafio muestral requerido 10.
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ANEXO 02

Identificacién taxondmicamente de Vaccinium corymbosum por el Herbario Antenor

Orrego - HAO.




ANEXO 03
Obtencion del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum, mediante el prensado en
frio y Preparacion del medio de cultivo
Tratamiento de la muestra
vegetal
Los frutos frescos de Vaccinium

corymbosum “arandano azul”, se
obtuvieron en el  mercado
Mayorista de Trujillo, en una
cantidad de 4 Kg aproximadamente
y se llevaron al laboratorio de
Microbiologia  “San  ose” de
Trujillo, donde se seleccionaron los
frutos con buenas condiciones; de
este modo, se obtuvo la “muestra
fresca” (MF). La MF se lavé con
agua destilada clorada y se enjuag6
con agua destilada estéril. Luego,
se dej6 orear por en papel
absorbente estéril hasta que los

frutos se secaron completamente.
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2.

Obtencion del extracto acuoso

El extracto acuoso del fruto de Vaccinium corymbosum se
obtuvo por el método de decoccion en agua. Para ello, se
pes6 50 gramos de ardndanos y se coloco en un matraz de
vidrio estéril. Inmediatamente se le incorporé 100 ml de agua
destilada estéril y se llevd a una cocina eléctrica donde se
sometio al calor hasta la ebullicion, por espacio de 15
minutos. Al término del cual, se hizo una doble filtracion.

Primero, a través de una gasa estéril y, segundo, a través de

papel filtro Whatman N° 41. El filtrado se colocé en placas Petri y se llevo a estufa a
40°C hasta que quedd a una concentracion de 200 mg/ml. Esto fue considerado

Extracto acuosos de arandano al 100%.

Preparacion del medio de cultivo

Se utiliz6 agar Mueller-Hinton como medio de cultivo. Se prepard suficiente medio
para 10 placas Petri. Este medio de cultivo se esterilizo en autoclave a 121°C por 15
minutos. Después, se sirvio en Placas Petri estériles de plastico desechables, 18-20 ml

por cada placa, y se dejé reposar hasta que solidific6 completamente.
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ANEXO 04

Prueba de susceptibilidad (Prueba de disco difusion)

Se evalud utilizando el método de Kirby-Bauer de disco difusion en agar. Para ello, se

considero los criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI de Estados
Unidos de América. Se tomo en cuenta los estdndares M02-A12 y M100-S28.

a)

b)

Preparacion del inéculo

El indculo se prepar6 colocando 3-4 ml de suero
fisioldgico en un tubo de ensayo estéril, al cual se
le adicion6 una alicuota del microorganismo
Staphylococcus aureus, cultivado hace 18-20
horas, de tal modo que se observd una turbidez
equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland
(1,5 x108 UFC/ml).

Siembra del microorganismo

Se sembré el microorganismo Staphylococcus aureus, embebiendo un hisopo
estéril en el indculo y deslizandolo sobre toda la superficie del medio de cultivo en
las Placas Petri (siembra por estrias en superficie); de tal modo, que el

microorganismo qued6 como una capa en toda la superficie.

aracion de las concentraciones del EA
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A partir del EA, se prepararon 4 concentraciones (100%, 75%, 50% y 25%)
utilizando como solvente Dimetil Sulféxido (DMSO); para ello, se rotularon 4
tubos de ensayo de 13x100mm estériles con las 4 concentraciones y se colocé 750
uL de EE y 250 uL de DMSO al tubo de 75%, 500 uL de EE y 500 uL de DMSO
al tubo de 50%, y 250 pL de EE y 750 pL de DMSO al tubo de 25%.

d) Preparacion de los discos de sensibilidad con EA

\ A partir de cada una de las concentraciones,
se colocd 10 L en cada disco de papel filtro
Whatman N° 1 de 6mm de didmetro,
previamente esterilizados. Se tom6 10 pL de
EA al 25% y se colocé en un disco, 10 pL de
AE al 50% en otro disco, 10 uL de EE al
75% en otro disco y 10 pL de EE al 100% en

otro disco. Esto se repitié por 10 veces.

e) Confrontacion del microorganismo con el agente antimicrobiano
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Con la ayuda

de una pinza
metalica
| estéril,  se !

1 tomaron los
- discos  de
sensibilidad

preparados, uno de cada concentracion con EE, y

se colocaron en la superficie del agar sembrado
con el microorganismo Staphylococcus aureus, de tal modo que quedaron los
discos (uno de cada concentracion) a un cm del borde de la Placa Petri y de forma
equidistante. Adicionalmente, se coloco el disco con Mupirocina 200ug (control
positivo). Se dejaron en reposo por 15 min y después las placas se incubaron de
forma invertida en la estufa a 35-37°C por 18-20 horas.

Lectura e interpretacion

La lectura se realiz6 observando y midiendo con una regla Vernier, el diametro de
la zona de inhibicion de crecimiento microbiano. Esta medicion se realizé para

cada una de las concentraciones de EA de Vaccinium corymbosum y para la

mupirocina. Se interpreté como sensible o resistente, segun lo establecido en el
Estandar M100-S28 del CLSI.
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ANEXO 05

Comparaciones mtiltiples

Variable Halo de
dependiente:  Inhibicidn
Intervalo de
confianza al 95%
Diferencia de Error Limite Limite
(I) Tratamiento medias (I-J) | estdndar | Sig. inferior | superior
HSD Tuke Vaccinium Vaccinium .
uxey m m -4,30000° | 98116 | .001 | -7.0879 | -1.5121
corymbosum  corymbosum al 50%
al 25% Vaccinium *
-6,10000 .98116 | .000 | -8.8879 -3.3121
corymbosum al 75%
Vaccini )
gecinium -13,90000° | 98116 | .000 | -16.6879 | -11.1121
corymbosum al 100%
Mupirocina -23,00000" 98116 | .000 | -25.7879 | -20.2121
Vaccinium Vaccinium .
i i 4,30000° | 98116 | .001 | 1.5121| 7.0879
corymbosum  corymbosum al 25%
al 50% Vaccinium
-1.80000 .98116 | .367 | -4.5879 .9879
corymbosum al 75%
Vaccinium .
-9,60000 .98116 | .000 | -12.3879 -6.8121
corymbosum al 100%
Mupirocina -18,70000" 98116 | .000 | -21.4879 | -15.9121
Vaccinium Vaccinium .
6,10000 98116 | .000 3.3121 8.8879
corymbosum  corymbosum al 25%
al 75% Vaccinium
1.80000 98116 | .367 -.9879 4.5879
corymbosum al 50%
Vaccinium *
-7,80000 .98116 | .000 | -10.5879 -5.0121
corymbosum al 100%
Mupirocina -16,90000" 98116 | .000 | -19.6879 | -14.1121
Vaccinium Vaccinium .
13,90000 .98116 | .000 | 11.1121 | 16.6879
corymbosum  corymbosum al 25%
al 100% Vaccinium .
9,60000 .98116 | .000 6.8121 12.3879
corymbosum al 50%
Vaccinium .
7,80000 .98116 | .000 5.0121 10.5879
corymbosum al 75%
Mupirocina -9,10000" 98116 | .000 | -11.8879 -6.3121
Mupirocina Vaccinium .
23,00000 .98116 | .000 | 20.2121 | 25.7879
corymbosum al 25%
Vaccinium .
18,70000 .98116 | .000 | 15.9121 | 21.4879
corymbosum al 50%
Vaccinium .
16,90000 .98116 | .000 14.1121 19.6879
corymbosum al 75%
Vaccinium .
9,10000 .98116 | .000 6.3121 11.8879
corymbosum al 100%

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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ANEXO 06

Ficha de recoleccion de datos

Didmetro de halos de inhibicion en cultivos de Staphylococcus aureus ATCC 25923,

segun agente antibacteriano.

ZONA DE INHIBICION (mm)
NP 25%ExtraE_)(i)t;}0 acuos;% ;;e arandir)lg% Mupirocina DMSO
1| 18 21 20 28 40 0
2 17 25 25 28 37 0
3 15 18 18 27 40 0
4 16 18 22 29 39 0
5 16 20 19 32 37 0
6 16 21 20 33 40 0
7 17 17 24 30 36 0
8 10 16 23 29 36 0
9 15 21 23 28 40 0
10 13 19 20 28 38 0
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ANEXO 07
Validacién

iTEM

CRITERIOS DE EVALUACION DE LA

CRITERIOS DE EVALUACION DE LOS ASPECTOS ESPECIFICOS

VALIDEZ
CONTENIDO CONSTRUCTO RELEVANCIA COHERENCIA CLARIDAD SUFICIENCIA
(Se refiere al (Hasta donde el (El item es INTERNA (El item se (Los items que
grado en que el instrumento mide esencial o (El item tiene comprende pertenecen a una
instrumento realmente la importante, relacion I6gica fdcilmente, es misma dimension
refleja el variable, y con es decir, debe | con la dimensidn decir, sus bastan para

contenido de la

cuanta eficacia lo

ser incluido)

o el indicador que

sintdcticas y

obtener la

variable que se hace) estd midiendo ) semdnticas son | dimension de
pretende medir) adecuadas) esta)
Sl NO Sl NO Sl NO SI NO S| NO | NO
1
2
3
CRITERIOS DE EVALUACION DE LOS ASPECTOS GENERALES SI NO OBSERVACION

El instrumento contiene instrucciones claras y precisas para responder la ficha de cotejos

Los items permiten el logro del objetivo de la investigacion

Los items estan distribuidos en forma légica y secuencial

El nimero de items es suficiente para recoger la informacién. En caso de ser negativa la
respuesta sugiera los items a afiadir

VALIDEZ

APLICABLE

NO APLICABLE

APLICABLE TENIENDO EN CUENTA OBSERVACION

Instrumento validado por:

Firmay sello

Firmay sello

40

Firmay sello




ANEXO 08
Constancia de Ejecucion

(F5an Iose

*

Calidad y profesionalismo el servicio de tu salud __

CONSTANCIA DE EJECUCION DE PROYECTO

El Laboratorio “San José” deja constancia que ha prestado sus instalaciones, en donde
la Srta. JENNIFER ROSA ANGELICA SACHUN SANCHEZ estudiante de Medicina de la
Universidad César Vallejo de Trujillo, ejecutd la parte experimental de su proyecto de
tesis titulado “Efecto antibacteriano del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum
“ardandano” comparado con mupirocina sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Estudio in vitro”, durante los dias 5 al 12 de enero de 2019, bajo la orientacion y

asesoramiento del Microbidlogo Jaime Abelardo Polo Gamboa.

Se expide |la presente a solicitud de la estudiante, solo para fines académicos, a los 5

diasdel mes de febrero de 2019.

is Calla Qe

Sosé Luis L<
- MICROB
woogg_P, 8301

Sede Principal: Francisco Bolognesi 678 Of. 203 - Centro Histérico - Trujillo

Sucursales: Los Corales 277- Barrio Médico Urb. Santa Inés - Trujillo
&)769999 - (] 948649844
B4 sanjoselabs@hotmail.com & www.sanjoselabs.amawebs.com/
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