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RESUMEN

En la investigacidn se evaluo la sinergia antimicrobiana entre el extracto acuoso del
fruto del Vaccinium corymbosum [. al 100% y vancomicina 30 pg, sobre
Staphylococcus aureus meticilino resistente ATCC 4300, para ello se tuvieron cuatro
grupos de estudio (el extracto del fruto, el antibiético, la combinacién de los dos
primeros y un control neutro); la sensibilidad bacteriana se midi6 con el método de
Kirby-Bauer. Los resultados demostraron: que la media de los halos de inhibicion
del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum | fue de 15.7mm (DS: +1.25167),
siendo eficaz segun lo establecido por el CLSI (= 15 mm), para vancomicina 23.9
mm (DS:+0.8756) y la combinacién de ambos agentes 24.2 mm (DS:+1.03280). El
analisis ANOVA evidencio que existen diferencias significativas en los promedios
de los halos de inhibicion en los grupos analizados (p= 0,000); el Post ANOVA de
Tukey prob6 que el mejor grupo que tuvo efecto antimicrobiano fue la combinacion
de los dos productos en estudio. Se concluye que la asociacion de estos productos,
demostré tener efecto sinérgico, sobre S. Aureus resistente a la meticilina,
superando moderadamente la accion antibacteriana del agente de primera linea
frente al SARM.

Palabras clave: Vaccinium corymbosum |, Staphylococcus aureus meticilino
resistente, vancomicina.
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ABSTRACT

This research assessed the antimicrobial synergy between the aqueous fruit extract
of Vaccinium corymbosum L. at 100% and vancomycin 30 pg, on Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus ATCC 4300, for this purpose, four study groups were
considered (the fruit extract, the antibiotic, the combination of these, and a neutral
control); the bacterial sensitivity was measured with Kirby-Bauer method. The results
showed that the inhibition zones measure of the aqueous extract of Vaccinium
corymbosum L. was 15.7 mm (SD: +1.25167), being considered effective as
established by CLSI (= 15 mm), for vancomycin 23.9 mm (SD:10.8756) and the
combination of both agents 24.2 mm (SD:£1.03280). The ANOVA test showed that
there are significant differences in the averages of the inhibition zones in the groups
analyzed (p= 0.000); the ANOVA Post Hoc Tukey test proved that the best group
that had an antimicrobial effect was the combination of the two products under study.
It is concluded that the association of these products was demonstrated to have
synergistic effect on S. Aureus resistant to methicillin, moderately exceeding the

antibacterial action of the first-line agent against MRSA.

Keywords: Vaccinium corymbosum L., Methicillin-resistant Staphylococcus

aureus, vancomycin.
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l. INTRODUCCION

Las patologias infecciosas, representan en la actualidad, una de las principales
probleméticas, en cuanto a morbilidad y mortalidad a escala global, especialmente
en el continente sudamericano. Por ende, una terapéutica adecuada de estas
enfermedades, cefiird un impacto positivo en los indices de salud de nuestro pais.
Actualmente, uno de los mayores problemas con los que lidiamos en el sector salud,
es la emergente resistencia, de una gran variedad de patdgenos, hacia los
antibiéticos convencionales.!

Staphylococcus aureus, principal agente relacionado a infecciones cutaneas y un
agente protagonista en demas patologias infecciosas multiorganicas y cuadros
sépticos fulminantes. Sin embargo, no es un patogeno facil de tratar. En los ultimos
afos, la terapéutica de estas infecciones se ve dificultada, por su cualidad de
desarrollar resistencia frente a los antimicrobianos usualmente sensibles al mismo.
A inicios del siglo XXI, se reportdé en Europa la aparicion de una variante resistente
a la meticilina (MRSA), el cual se extendi6 por todos los continentes, constituyendo
actualmente, un grave problema para la salud publica, dada su alta tasa de
presentacion en infecciones nosocomiales. Varios estudios en nuestro pais,
demuestran una alta prevalencia de MRSA, principalmente en el medio hospitalario,
definido como uno de los mas frecuentes agentes relacionados a infecciones
asociadas a la atencion en los servicios de salud, de los tltimos afios. Se evidencia
con el estudio multicéntrico desarrollado en 6 hospitales en Lima metropolitana, una
prevalencia de 63,3% de cepas de MRSA en infecciones intrahospitalarias de todo
tipo. 23

Dada la presente problematica, el sector salud, se encuentra obligado a buscar
nuevas alternativas para el tratamiento de estos agentes, asi como al desarrollo de
nuevos farmacos y a la busqueda de terapias alternativas o complementarias,
naturales, que puedan apoyar a vislumbrar una salida a este escenario, alin mas en
un pais como el nuestro, que cuenta con gran y variopinta cantidad de plantas

medicinales. 3



Se planteé como problema de investigacion: ¢ Existe sinergia antimicrobiana entre
el extracto acuoso del fruto del Vaccinium corymbosum | al 100% y Vancomicina 30
Mg, sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente ATCC43007?

La justificacion fue la siguiente: La incidencia de enfermedades infecciosas ha
tenido un notorio aumento en la Ultima década; hecho por el cual, se han ido
implementando nuevos farmacos antimicrobianos y terapias alternativas para
combatir las mismas.® El uso irracional de medicamentos, asi como la misma
evolucion resistente de los agentes, dificultan esta finalidad. La notoria problematica
ya establecida de las resistencias bacterianas, obliga a la busqueda exhaustiva de
nuevas soluciones, que podrian hallarse en alternativas naturales que ya han venido
siendo estudiadas en la dltima década. Los arandanos, por ejemplo, y el zumo de
estos, ha sido estudiado ampliamente como una de las mas vistosas alternativas
para hacer frente a multiples agentes, incluido en S. aureus. 2 34 Sin embargo, el
terreno abordado en cuanto a investigacion de su uso en cepas meticilino
resistentes, es aun escaso y dado que lo que se busca dar, es una solucién plausible
a esta problematica tan notoria, nacida de la resistencia bacteriana, surge la

necesidad de implementar un estudio que comprenda cepas resistentes del mismo.

El objetivo general fue: Evaluar la sinergia antimicrobiana entre el extracto acuoso
del fruto del Vaccinium corymbosum I. al 100% y vancomicina 30 pg, sobre
Staphylococcus aureus meticilino resistente ATCC 4300, estudio in vitro.

Los objetivos especificos fueron: Estimar la efectividad del extracto acuoso del fruto
de Vaccinium corymbosum I, a dilucion de 100%. Establecer la accién de la
vancomicina, sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente. Determinar el

efecto antibacteriano de la combinacién de ambos tratamientos.

Las hipétesis planteadas fueron: H1: Existe sinergia antimicrobiana entre el extracto
acuoso del fruto del Vaccinium corymbosum |. al 100% y vancomicina 30 g, sobre

Staphylococcus aureus meticilino resistente ATCC 4300.



HO: No existe sinergia antimicrobiana entre el extracto acuoso del fruto del
Vaccinium corymbosum. al 100% y vancomicina 30 pg, sobre Staphylococcus

aureus meticilino resistente ATCC 4300.



Il. MARCO TEORICO

Risco* (Espafia, 2010), estudiaron los efectos del Vaccinium corymbosum, sobre la
Escherichia coli, utilizando ratas Wistar. Hallaron en la orina de las ratas que habian
ingerido arandano azul, una notoria inhibicion del 83% y 52%, del crecimiento y la
adherencia de Escherichia coli, El arandano azul, usado en las presentaciones de
polvillo y comprimidos, mostré inhibicion del crecimiento bacteriano a todas las
variedades de concentraciones que fueron ensayadas. Se encontrd, que en las
cantidades de 5 hasta 75 miligramos por mililitro, el crecimiento se redujo en un
25%, 36% y 34%.

Pervin® (Korea, 2013), demostraron la efectividad de la capacidad antimicrobiana
del Vaccinium corymbosum |, in vitro, sobre la Salmonella typhymurium, siendo el
resultado, un halo inhibitorio de 23.18 milimetros y sobre Enterococcus faecalis, de
14.08 mm, respectivamente. Concluyendo con haber encontrado una importante

alternativa en el uso de esta planta, frente a la creciente farmacorresistencia.

Shen® (China, 2014) evaluaron la eficacia bactericida, del extracto del arandano
azul, en patdgenos como: Listeria monocytogenes y Salmonella enteritidis. Los
resultados del estudio determinaron la dosis inhibitoria minima. Las concentraciones
a 112,5-900 mg/ml evidenciaron una potencia inhibitoria dosis dependiente, del
crecimiento de las bacterias mencionadas anteriormente. Se demostré6 que los
compuestos fendlicos de los extractos de Vaccinium, le brindaban a este fruto, su

capacidad antibacteriana.

Biswas’ (Reino unido, 2015), realizaron una investigacion acerca de las
caracteristicas antimicrobianas del zumo de arandano azul contra patégenos tales:
E. coli, Listeria monocytogenes y Salmonella typhimurium. Se evidencio que la
proliferacion de los ya mencionados agentes, se redujo por debajo del nivel de

deteccion (100 cfu / ml) por el jugo de arandanos.

Silva® (Portugal, 2015) evaluaron la capacidad bactericida del arandano azul, sobre
Staphylococcus aureus sensible a la meticilina (MSSA). Para ello, se clasificaron los

extractos de esta planta, se midieron las concentraciones inhibitorias y los halos de

4



inhibicion, para denotar el resultado sobre la actividad del patégeno. Los resultados
mostraron que la parte de la planta, con mayor potencial antimicrobiana, fue el fruto,
que termin6 mostrando un efecto bactericida, a una concentraciéon de 50mg/mL,
frente a MSSA.

Angel® (Pert, 2014), demostr6 que existe mayor inhibicion sobre cepas sensibles a
meticilina de Staphylococcus aureus, con extracto de Vaccinium corymbosum,

alcanzando el mayor nivel inhibitorio con la concentracion al 100%.

Sachun'® (Pert, 2019), realiz6 un estudio en el que demostr6 la eficacia
antimicrobiana del arandano azul frente a la mupirocina, sobre S. aureus, en un
estudio in vitro. El resultado mas prominente, lo tuvo la dilucién del 100%, con un

halo medio de 29.2 mm.

Reyes!! (Peru, 2019), trabajé usando extracto de Vaccinium corymbosum I. sobre
bacterias como E. coli y S. aureus meticilino sensible, demostrando que dicho
extracto poseia efecto antimicrobiano en todas las diluciones salvo en la de 25% y
teniendo como resultados, notorios efectos inhibidores frente al S. aureus, con un

halo inhibitorio de 16.5 mm.

Las teorias relacionadas al tema son las siguientes: Staphylococcus aureus es el
mas importante patégeno de su género, es causante de diversas infecciones, tanto
adquiridas en la comunidad, como intrahospitalarias. En la actualidad, el interés
cientifico de este patdgeno, recae en su elevada frecuencia y en ser representante,
en caso de las cepas del mismo resistentes a la meticilina, de una de las mas
importantes causas de brotes de infecciones intrahospitalarias en nuestro pais.?

Las cepas meticilino resistentes (SARM), se identificaron con celeridad tras la
introduccién de la meticilina en los esquemas terapéuticos. Los primeros casos de
infeccion intrahospitalaria, se describieron en Europa entonces, su prevalencia ha
ido creciendo de forma exponencial en casi todas las areas geograficas. En el Perq,
las encuestas sobre aislados SARM muestran cémo los casos han ido
incrementando, yendo desde un 1,5% en 1986, hasta 18-23% en la actualidad,

transformando a numerosas areas hospitalarias, como las unidades de cuidados



intensivos, en regiones endémicas para este patdogeno. En ciertos estudios que
fueron realizados en determinados periodos, estas cifras, llegan a elevarse hasta el
40%.13

La notoria respuesta adaptativa del S. aureus, su maleabilidad a los cambios del
medio y su consecuente adquisicion de factores de resistencia antimicrobiana, han
hecho de este agente, un patégeno comun en el ambito hospitalario, donde genera
diversos problemas de multirresistencia. Aunque segun la terminologia, la
resistencia a la meticilina, acoge también a farmacos betalactamicos, los SARM
presentan, ademas, resistencia a multiples grupos antibiéticos. Por medio de
diversos mecanismos moleculares, pueden ser capaces de presentar resistencia a
macrolidos, lincosamidas, quinolonas, etcétera, reportandose, Ultimamente en
general, resistencia muiltiple a varios grupos de antibiéticos. Mostrandose,

dltimamente, ciertos brotes de SARM, Unicamente sensibles a glucopéptidos.*

Se han descrito en la literatura, algunos mecanismos mediante los cuales, el SARM,
puede generar resistencia a los betalactdmicos, estos son: la produccién de
betalactamasas, fendbmenos de tolerancia y resistencia intrinseca, mediada por PBP
(proteinas fijadoras de penicilina). Los grupos de penicilinas, tales como lo son la
familia de las isoxazolilpenicilinas (oxacilina, dicloxacilina), y las cefalosporinas,
presentan una estructura que las hace resistentes a la accion de las
betalactamasas, pero los SARM, han logrado desarrollar, un grupo de mecanismos
méas complejos, que los hace también resistentes frente a estas familias de
antibidticos usualmente eficaces. Este mecanismo de resistencia a la penicilina, se
asocia a la presencia de proteinas fijadoras de penicilina (PBP) con nula o poca

afinidad por la meticilina y betalactamicos, llamadas PBP2A. 1°

Las bases moleculares genéticas de esta nueva PBP, yacen en el gen Mec. Dicho
gen, posee locus diferentes, en los que el gen Mec A, codifica la PBP2A y el gen
Mec R, tendria una accion reguladora. Los SARM, poseen los marcadores Mec A,

a diferencia de los S. Aureus sensible a meticilina (SASM). 16



La hiperproduccion de betalactamasa o resistencia borderline, ha sido descrita en
muchas literaturas como uno de los principales mecanismos por los cuales el S.
aureus, fomentaria resistencia a numerosos agentes antibioticos. Esta consiste en
una produccién anémala de la penicilinasa comun, pero mediada por plasmidos.
Este tipo de cepas, producen cuantiosas cantidades de esta enzima, lo que permite
gue las penicilinas, resistentes a penicilinasas, que fueron disefiadas para la
finalidad de lidiar con la accién hidrolitica, sean degradadas. Esta resistencia, se
halla ain mas respaldada, por la ausencia de la PBP 2a en la pared celular del
SARM. Se considera ademas, que la accién de resistencia, no se debe solo a la
hiperproduccion de betalactamasas, sino también, a la adhesién de una nueva

betalactamasa, cuyo gen, alin no se ha podido identificar.’

Otro factor conocido también, de resistencia, es la modificacién de PBP, la cual se
correlaciona con una modificacion escasa de la composicién molecular de la PBP1,
PBP2 y PBP4, que cuentan con un similar peso molecular, sin embargo, contienen

una menor afinidad por los beta lactamicos.

Y finalmente, uno de los factores mas preeminentes, es el de la denominada
resistencia intrinseca a la meticilina, que se debe a la inclusién del Mec A en el
genoma de la bacteria. El Mec A, es un segmento de DNA adicional, que posee dos
conjuntos proteicos que lo regulan y que motivan su transcripcion. Es ademas, quien
motiva la sintesis de la PBP 22, que permite el mantenimiento de la pared celular y
la continuidad de la replicacién celular, aun cuando las PBP habituales son inhibidas

por distintos grupos antimicrobianos. 1°

S. aureus es poseedor de una gran gama de factores de patogenicidad, entre ellos,
destacan una cépside polisacarida, antigenos de pared, enzimas coagulasas,
catalasas, estafiloquinasas, betalactamasas y toxinas, como la toxina epidermolitica
y la de Panton Valentine. Ademas, interactla con variedad de receptores celulares

del hospedero, por medio de estos factores existentes en su superficie.?°



Los grupos de pacientes mayormente afectados, aumenta en aquellos sometidos a
punciones frecuentes, hospitalizados, con diabetes mellitus insulinodependientes,
personas que consumen drogas por via parenteral y pacientes de hemodialisis. La
infeccion se produce, entonces, a partir de estas vias de entrada, y desde esta
matriz endogena, inicia su proliferacion local o generalizada. La morbilidad y
mortalidad serén variables a razon del lugar de infeccién y de la efectividad en la

eleccion terapéutica. 2% 22

Se han descrito factores que pueden favorecer la infeccion intrahospitalaria por
SARM, entre ellos estan: La permanencia en unidades de cuidados intensivos, la
manipulacion terapéutica (sondaje, cateterismo, intubacién), comorbilidades de
base, previo tratamiento antibiotico, procedimiento quirdrgico previo, etcétera. Por
lo general, las acciones que resultan mas eficaces para evitar y controlar las

infecciones por SARM, son las barreras que dificultan o limitan su extension. 22

El ardndano americano y el arandano azul, han demostrado un efecto beneficioso
sobre el mantenimiento de la homeostasis de las vias urinarias, dada su amplia
cantidad de proantocianidinas, que le confiere una actividad inhibitoria de las
adhesinas bacterianas, por lo que se ha corroborado también su efecto sobre ciertos
grupos patogenos, entre ellos, el S. aureus. La evidencia clinica demuestra que su
consumo se relaciona con una disminucioén de la recurrencia de ITU y también con
una probable sinergia de sitio de accion con ciertos grupos antibiéticos. Esto puede
deberse a su amplia cantidad de componentes bactericidas, como lo son las
proantocianidinas A, las antocianinas, los flavonoides, y su amplia cantidad de
acidos, citricos, malicos, fendlicos, entre otros. Ademas de ello, poseen una gran

cantidad de fructosa y otros azlicares.?® 24

El arAndano azul, en particular, es conocido por ser rico en compuestos fendlicos,
con distintas capacidades antioxidantes, bactericidas y antiproliferativas. De todos
estos metabolitos fendlicos, los mas representativos, son las antocianinas (que son

pigmentos hidrosolubles, estructuralmente compuestos por una union alfa o beta de
8



una antocianidina con una molécula de agua). En efecto, los arandanos azules,
exhiben una de las mas complejas agrupaciones de antocianinas, habiendo sido
aisladas en ellos, cerca de 15 grupos diferentes de las mismas. Ademas, se han
aislado cinco diferentes antocianidinas en estas frutas, como la malvidina, cianidina,
delfinidina, y la peonidina. Los arandanos azules, presentan menos niveles de
antocianinas que el arandano americano, pero, mientras que estos Ultimos
acumulan mayores cantidades de delfidinas y cianidinas, los ardndanos azules,
acumulan mayores cantidades de malvidinas. Las malvidinas poseen menos grupos
hidroxilo, por ello, son mas hidrofébicas y pueden ser transportadas con mayor
facilidad a las células y tejidos, lo que se traduce en mayor biodisponibilidad y

consecuentemente, mayor bioactividad. 25 2627, 28

Se han estudiado las capacidades de inhibicién del biofilm y de la adhesiéon de
patdégenos como el SARM, la E. Coli y el Acinetobacter baumannii, siendo la
malvidina, la responsable de patentar una accion tanto bactericida, como
bacteriostatica. Dentro de todo este grupo de patégenos, el mas sensible a la

actividad del arandano azul, fue el S. aureus. 2°



lll. METODOLOGIA
3.1. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION:

Tipo de investigacion:
Basica. 20

Disefio de investigacién: Experimental con mdltiples repeticiones, post prueba. 3!
(Anexo 01)

3.2. Variables y operacionalizacion:
Variable independiente: Agente antibacteriano

- Agente antibacteriano no farmacoldgico: Extracto acuoso del fruto de Vaccinium

corymbosum |.

- Agente antibacteriano farmacolégico: Vancomicina 30 pg/mil.
Variable dependiente: Efecto antibacteriano

- Eficacia antibacteriana: Halo de inhibicion 215mm.

- No eficacia antibacteriana: Halo de inhibicién <15mm.
Operacionalizacion de variables: (Anexo 02)

3.3. Poblacion, muestra y muestreo:

Poblacion:

Estuvo constituida por todos los cultivos con cepas de Staphylococcus aureus

meticilino resistente del laboratorio de Microbiologia de la Universidad César Vallejo.
Muestra:
Tamafo muestra:

Con la finalidad de hallar la cantidad necesaria de placas que logren validar la
investigacion, se aplico la féormula de diferencia de dos medias, obteniéndose una

muestra de 10 repeticiones por cada grupo. 32 (Anexo 03)

10



Unidad de analisis:

Cada uno de los cultivos de cepas de MRSA.

Unidad de muestra:

Las placas petri con unidades formadoras de colonias de MRSA.
Muestreo:

Probabilistico, aleatorio simple. 32

Criterios de seleccion: Se consideraron los siguientes criterios:

Criterios de inclusion: Todas las placas petri con cultivos viables, habiendo sido

cultivadas con un rango de 18 a 24 horas.
Placas de Agar Mueller Hinton con al menos 4 mm de altura.

Criterios de exclusién: Cepas de S. aureus que no crecieron en el agar Mueller-

Hinton.

Cepas 0 muestra contaminada.

3.4. Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos:
La técnica:

La técnica fue la observacion de campo experimental, que consistié en observar la
actividad y crecimiento de las unidades formadoras de colonias, de las cepas

cultivadas en las placas. °
Instrumento:

La informacion fue recolectada en la ficha recolectora de datos, en donde se
registraron los nimeros de placas y las mediciones de los halos inhibitorios. (Anexo
04)

11



Validacién y confiabilidad del instrumento:

El instrumento o ficha en donde se procedié a recoger los resultados, tuvo la
validacion de tres profesionales de salud (médicos y microbiélogos), quienes
aprobaron el instrumento y a la vez evaluaron, si era adecuado para la realizacion

del presente estudio. (Anexo 05)

3.5. Procedimientos: (Anexo 06)

a. Obtencién del Vaccinium corymbosum I. con certificacion del laboratorio de

biotecnologia vegetal del proyecto especial Chavimochic.

b. Se obtuvo el extracto acuoso de Vaccinium corymbosum |. usando el método de

decoccion.® 10.33

c. Se uso el medio de cultivo Agar Muller-Hinton para el cultivo de la cepa de S.
Aureus resistente a la meticilina ATCC 4300, y para la determinacion de la

sensibilidad, se utilizé el procedimiento de difusion en agar, técnica de Kirby-Bauer.
9, 10, 34

3.6. Métodos de andlisis de datos:

Los datos recogidos, fueron evaluados y analizados en la vigésimo sexta version
del programa SPSS, para el sistema operativo Windows. Las pruebas estadisticas
gue se llevaron a cabo, fueron la de analisis de varianza (ANOVA), usada con la
finalidad de evaluar si habia o no, diferencias significativas entre los halos de
inhibicion resultantes del experimento; y la técnica post ANOVA de Tukey, usada
con la finalidad de estimar la homogeneidad entre los diferentes grupos estudiados

y a la vez, valorar al grupo con mayor eficacia inhibitoria. 3%
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3.7. Aspectos éticos:

En el presente estudio se tomaron en consideracion, las medidas protectoras de
bioseguridad dispuestas por el Ministerio de Salud y las medidas acufiadas en la ley
N° 26839, correspondiente a la conservacion sostenible de la biodiversidad.
Ademas, se consideraron los protocolos del manejo de material potencialmente
infeccioso, y se siguieron los reglamentos descritos en el manual de bioseguridad
de la organizacion mundial de la salud. También se respeto el principio de ética
nominado en el capitulo seis del cédigo vigente de ética del Colegio Médico del

Peru, especificamente, en el articulo 48. 36 37,38, 39.
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IV. RESULTADOS

Tabla 1. Valores estadisticos descriptivos de la media del efecto antibacteriano del
extracto acuoso de Vaccinium corymbosum [, la vancomicina y la combinacion de
ambos, sobre S.aureus resistente a la meticilina ATCC 4300.

TRATAMIENTO N Media Desv. 95% del intervalo de Minimo Maximo
Desviacién confianza para la media
Limite Limite
inferior superior
EAVC 10 15.7000 1.25167 14.8046 16.5954 14.00 18.00
EAVC + VAN 10 24.2000 1.03280 23.4612 24,9388 23.00 26.00
VAN 10 23.9000 0.87560 23.2736 24,5264 23.00 26.00

Fuente: Reporte SPSS version. 26
Nota : EAVC: Extracto acuoso de Vaccinium corymbosum |, VAN: Vancomicina.

Tabla 2. Andlisis de varianza de las medias del efecto antibacteriano del extracto
acuoso de Vaccinium corymbosum |, la vancomicina y la combinacién de ambos,
sobre S. aureus resistente a la meticilina ATCC 4300.

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media F Sig.
cuadratica
Entre grupos 465.267 2 232.633 205.265 0.000
Dentro de grupos 30.600 27 1.133
Total 495.867 29

Fuente: Reporte SPSS version. 25
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Tabla 3. Comparacion de las medias de los halos de inhibicién con la prueba de
Tukey entre el extracto acuoso de vaccinium corymbosum [, la Vancomicina y la

combinacion de ambos, sobre S. aureus resistente a la meticilina ATCC 4300.

HSD Tukeya
Agente antibacteriano N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2
EAVC 10 15.7000
VAN 10 23.9000
EAVC + VAN 10 24.2000
Sig. 1.000 0.805

Fuente: Reporte SPSS version. 25
Nota: EAVC: Extracto acuoso de Vaccinium corymbosum |, VAN: Vancomicina.
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V. DISCUSION

Tras evaluar la sinergia antibacteriana del extracto acuoso de Vaccinium
corymbosum | y la Vancomicina, sobre S. aureus resistente a la meticilina ATCC

4300 in vitro, se observaron los siguientes resultados.

Los resultados que se observan en la Tabla 1, muestran la actividad antibacteriana
de los tres tipos de productos utilizados, se evidencia que respecto al efecto
antibacteriano del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum |[; los halos de
inhibiciéon tuvieron una media de 15.7mm (DS: +1.25167, IC 95% 14.8046 a
16.5954, Rango: 14 — 18mm), por lo que demostré ser eficaz, segun lo establecido
por el CLSI (= 15mm) para S. aureus resistente a la meticilina. El efecto hallado en
este estudio fue menor al de Sachin'® (29.2 mm) y similar valor reporta Reyes!
(16.5mm). Pero hay un aspecto importante a evaluar en ambas investigaciones, y
es que las cepas estudiadas en ellas, corresponden a especies no resistentes de
Staphylococcus aureus, mientras que en este estudio se enfrenté el mismo extracto,
contra la variante resistente a la meticilina, encontrando aun, eficacia antibacteriana

del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum |, por si mismo.3*

También encontramos en la Tabla 1, a los halos de inhibicion de vancomicina
(23.9mm DS:+0.8756, IC 95%: 23.2736 a 24.5264, Rango: 23 - 26mm), que
mostraron mayor efectividad que el extracto en solitario; mientras que la
combinacién de ambos agentes (vancomicina + extracto acuoso de Vaccinium
corymbosum ), mostré una media de: 24.2mm (DS:+1.03280, IC 95%: 23.4612 a
24.9388, Rango: 23 - 26mm), siendo estos, los halos de inhibicion que alcanzaron

el mayor diametro.

La asociacion de estos productos, demostro tener efecto sinérgico, sobre S. aureus
resistente a la meticilina, superando moderadamente la accion antibacteriana del

agente de primera linea frente al SARM. 34

La razén de este resultado, se remite a las bases moleculares de los mecanismos

de accion, de ambos componentes antibacterianos, en el caso de la vancomicina,

inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana, al detener el nexo de union de la
17



transpeptidasa, bloquear la conversion del péptidoglicano al complejo
pentapeptidico y en consecuencia, inducir permeabilidad en la membrana celular, y
en el caso del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum |, al hidrolizar los puentes
bacterianos que conforman el biofilm y en consecuencia, reduciendo la capacidad
de respuesta, resistencia y adherencia de la colonia bacteriana, mediante la accion
de la delfidina, malvidina y cianidina, de esta manera, el extracto acuoso de
Vaccinium corymbosum |, unido con la Vancomicina, actuaron generando una
interaccidn sinérgica positiva por portar diferentes sitios de accion, potenciando el

efecto antibacteriano.?? 24.26. 28

Desde el punto de vista farmacolégico, la sinergia demostrada, podria ser ain mas
potente, teniendo en cuenta el medio interno de un hospedero humano, dado que
los diversos fitoquimicos presentes en el fruto del Vaccinium corymbosum I, poseen
varias cualidades, entre ellas, la posesién de numerosos compuestos fendlicos
apolares, fenoles hidrosolubles y antocianidinas, que han demostrado ejercer una
inhibicién cinética de la adhesion bacteriana, sobre todo en vias urinarias. Lo
descrito, en conjunto con la accion de la Vancomicina, motivaria una mayor
cobertura de sitios de accion y por lo tanto, un resultado 6ptimo frente a las

infecciones en vias urinarias, causadas por el SARM.16: 21, 22,23, 24

En la Tabla 2, se evalué la varianza de las medias mediante la prueba de Levene,
demostrando que los grupos estudiados son homogéneos. Asi mismo se trabajo el
ANOVA que nos indica que existe diferencias significativas en los promedios de los
halos de inhibicion en los grupos analizados (p= 0,000).

Lo que se refuerza con la Tabla 3y figura 1, es la diferencia de los promedios de
los halos de inhibicion y cudl de los grupos en estudio evidencian mayor eficacia,
gue en este caso, seria la combinacion entre extracto acuoso de Vaccinium
corymbosum | y la Vancomicina. Es por ello que, los resultados indican que habria
qgue considerar la eleccion de esta combinacion como alternativa terapéutica, en

lugar de la de Vancomicina por si sola.
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No se han encontrado muchos estudios donde se evalle el efecto antibacteriano
del Vaccinium corymbosum |, sobre el SARM. Sin embargo, trabajos como el de
Pervin, también demuestran el efecto antibacteriano del extracto acuoso de
Vaccinium corymbosum |, pero sobre otras bacterias, como Salmonella
typhymurium (23.18 mm) y Enterococcus faecalis (14.08 mm), asi como Angel,

guien us6 también el mismo extracto, frente a Escherichia coli (11.90). >°
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VI. CONCLUSIONES

e El extracto acuoso del fruto de Vaccinium corymbosum I, a dilucion de 100%,
demostré tener efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus meticilino
resistente ATCC 4300.

e LaVancomicina en el estudio también evidencio su efecto antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus meticilino resistente ATCC 4300.

e La combinacion del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum |,
vancomicina, mostré tener mayor inhibicion sobre Staphylococcus aureus
meticilino resistente ATCC 4300.
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VIl. RECOMENDACIONES

La terapia combinada entre el extracto acuoso del fruto de Vaccinium
corymbosum |. y la vancomicina, podria ser considerada como una opcion en

medicina alternativa.

Se recomienda complementar este estudio, evaluando la actividad individual de
cada uno de los componentes fitoquimicos presentes en el extracto acuoso del
fruto de Vaccinium corymbosum |., con la finalidad de poder identificar los
compuestos y los mecanismos sobre las cuales se ejerce la inhibicién de la
actividad antibacteriana, puesto que existen escasas investigaciones acerca de
ello.

Realizar estudios para definir la sensibilidad de otros patégenos frente al
extracto acuoso del fruto de Vaccinium corymbosum |.

Elaborar investigaciones sobre este efecto sinérgico, en animales de

experimentacion.
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ANEXOS

Anexo 01

Disefio de investigacion:

Experimental con multiples repeticiones, post prueba. 2°
RG1 X101
RG2 X2 02
RG3 X3 03
RG4 X4 O4
Doénde:
RG: Cepas de S. aureus meticilino resistentes.
X1: Extracto acuoso del fruto de Vaccinium corymbosum | al 100%
X2: Control positivo: Vancomicina 30 ug.

X3: Extracto acuoso del fruto de Vaccinium corymbosum | al 100% en conjunto con

Vancomicina 30 pg.
X4: Control negativo: Dimetil sulféxido (DMSO)

O: Observaciones de la actividad bacteriana (halo de inhibicién).

29



Anexo 02

Operacionalizacion de variables:

VARIABLE

V. |

antibacterian

Agente

o

V. D: Efecto
antibacterian

o

DEFINICION
CONCEPTUAL

Sustancia
producida mediante
sintesis  quimica,

que cuenta con la

capacidad de
impedir el
crecimiento 0
destruir

microorganismos.#°

Capacidad
mediante la cual,
una sustancia
inhibe el
de

bacterias o induce

crecimiento

su eliminacion. 40

DEFINICION
OPERACIONAL

Se
cuatro grupos:
A) El

acuoso

trabajara con

extracto

del

fruto de
Vaccinium
corymbosum
l. al 100%

B) Vancomicina
a la
concentracio
n de 30ug

C) A+B

D) Dimetil

sulféxido

Se considera segun

el estandar del
CLSI:

Sensible: 215 mm
Resistente: <15
mm 41

INDICADORE
S

RG1
RG2
RG3
RG4

Si efecto

antibacteriano

=215 mm
No

antibacteriano

efecto

<15 mm

ESCALA
DE
MEDICIO
N
Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal
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Anexo 03

Tamafo de muestra

Se utiliz6 la férmula para comparacion de dos medias.?®

_ (Zx24+2Zp)*2s?
(X1 - X2)2

Dénde:

zal/2 = 1.96 Nivel de confianza al 95%

Z/b= 0.84 Potencia estadistica de 80%

X1l =12mm?1

X2 =15mm13.34
S:1.976 13
n = 7 nimero minimo de repeticiones por cada concentracion

Por motivos académicos, para el presente estudio, se realizaran 10 repeticiones por
cada grupo.
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Anexo 04
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
Ficha de recoleccion de datos
Cepa de estudio: Staphylococcus Aureus resistente a meticilina ATCC 4300
Tratamientos antimicrobianos:
- Dimetil sulfoxido
- Vancomicina a 30pg/ml
- Extracto acuoso de Vaccinium Corymbosum | al 100%.

- Extracto acuoso del fruto de Vaccinium Corymbosum | al 100% junto a

Vancomicina a 30ug/ml.
Hora de aplicacién del disco:
Fecha de inicio: Fecha de término:

Antibacterianos

Halos de inhibicién (mm)

Extracto acuoso del fruto de Vaccinium Extracto acuoso del fruto de = Vancomicina a
Corymbosum | al 100% junto a Vaccinium Corymbosum | al 30pg/ml.
Vancomicina a 30ug/ml. 100%.

Dimetil
sulféxido.
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Anexo 05

VALIDEZ DE TEST: JUICIO DE EXPERTOS

INSTRUCTIVO PARA LOS JUECES

Indicacién: Sefior especialista se le pide su colaboracién para que luego de un riguroso anilisis de
los items de la ficha de recoleccién de datos, el mismo que le mostramos a continuacion, indique

deacuerdo a su criterio Y su experiencia profesional el Puntaje de acuerdo a si la pregunta permite
capturar las variables de investigacion del trabajo.

En la evaluacién de cada item, utilice la siguiente escala:

RANGO SIGNIFICADO
.

1 Descriptor no adecuado y debe ser eliminado

2 Descriptor adecuado pero debe ser modificado

3 Descriptor adecuado

Los rangos de la escala Propuesta deben ser utilizados teniendo en consideracion los siguientes
criterios:

L2 Vocabulario adecuado al nivel académico de los entrevistados.
2 Claridad en la redaccién.

L2 Consistencia Logica y Metodolégica.

Recomendaciones:

Gracias, por su generosa colaboracién.

Apellidos y nombres FERNANDEZ SOSAYA, José Luis

Grado Académico i
Maestria en Farn{acia y CC Bioguimicas

Productos naturaLs T

Mencién

Firma

% . C'RUUJANO

st e
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VALIDEZ DE TEST: JUICIO DE EXPERTOS

INSTRUCTIVO PARA LOS JUECES

Indicacién: Sefior especialista se le pide su colaboracion para que luego de un riguroso
analisis de los items del cuestionario/ guia de observacion o ficha de recoleccion de datos,
el mismo que le mostramos a continuacion, indique de acuerdo a su criterio y su
experiencia profesional el puntaje de acuerdo a si la pregunta permite capturar las
variables de investigacion del trabajo.

En la evaluacion de cada item, utilice la siguiente escala:

RANGO SIGNIFICADO
1 Descriptor no adecuado y debe ser eliminado
2 Descriptor adecuado pero debe ser modificado
3 Descriptor adecuado

Los rangos de la escala propuesta deben ser utilizados teniendo en consideracion los
siguientes criterios:

¢ Vocabulario adecuado al nivel académico de los entrevistados.
@ Claridad en la redaccion.
& Consistencia Logica y Metodologica.

Recomendaciones:

Gracias, por su generosa
colaboracion

Apellidos y nombres Jaime Abelardo Polo Gamboa
Grado Académico Magister en Microbiologia
/]
Mencion Docencia univer%ria /
B e ol Gabo
CBP 6351
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VALIDEZ DE TEST: JUICIO DE EXPERTOS

INSTRUCTIVO PARA LOS IUECES

Indicacion: Sefior especialista se le pide su colaboracién para que luego de un riguroso analisis de
los items de la ficha de recoleccion de datos, el mismo que le mostramos a continuacién, indique
deacuerdo a su criterio y su experiencia profesional el puntaje de acuerdo assi la pregunta permite

capturar las variables de investigacidn del trahaio.

s Qe 1gact 030

En la evaluacion de cada item, utilice la siguiente escala:

RANGO SIGNIFICADO
i Descriptor no adecuado y debe ser eiiminado
2 Descriptor adecuado pero debe ser modificado
L3 Descriptor adecuado

Los rangos de la escala propuesta deben ser utilizados teniendo en consideracién los siguientes
criterios:

© Vocabulario adecuado al nivel académico de los entrevistados.
+ Claridad en la redaccion.
i Consistencia Logica y Metodoldgica.

Recomendaciones:

Gracias, por su generosa colahoracidn

Apellidos y nombres DE LA CRUZ LUJAN, JOSE MILTON.
Grado Académico Maestria.
Mencion - Microbiologia y ciencias.

Firma
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Anexo 06
Procedimientos:

Constancia de sanidad vegetal emitida por el laboratorio de biotecnologia
del proyecto especial Chavimochic

PROYECTO ESPECIAL CHAVIMOCHIC
SUBGERENCIA DE DESARROLLO AGRICOLA
LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL

CONSTANCIA DE SANIDAD VEGETAL
ESPECIE: ciussimsimsinuiniiuisuisivisasassissassssssy casssssavasnminvos Vaccinium corymbosum
VARIEDAD/CLON ivvssvssrssinssassassassosmissassaseassasismsisasssssssinss “BILOXY”
TECNICA DE PROPAGACION .....ocovumnreirininiissssinninns MICROPROPAGACION IN VITRO
PROCEDENCIA ....ooovtiiireircri s ssssnsansessssssssss s LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA
ENTID AD s i s s PROYECTO ESPECIALCHAVIMOCHIC
EUGAR sissvsammm it i et e CAMPAMENTO SAN JOSE- VIRU
RESPONSABLE TECNICO ...oocvvvvereverinisreresssseresessnsseenns Mblgo José Peredo Arias
N LOTEissussssssssssssmssiasissssniansnssissasssssimarimmmnm 1
(6(5]B] [0 {1 S ORTUE RN ——— PERU
REGLAS Y NORMAS
MATERIAL e VEGETAL
CANTIDAD(PLANTAS) c:osisussvvasvsssssvivssssssossannanan NUEVE (9)
CODIGO DEL: PRODYCTO:issuissisvissssnsssusnssnimassinssussasinss s/C
FECHADEEMISION'  iusissssnrrssssisisisin 09.10.2020
~ Mblgo. JOSEF. PEREDO ARIAS
Jefatura Divisién de Produccion Agraria (e )
Firma del Responsable
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Obtencidn del extracto acuoso de Vaccinum corymbosum |

Las plantas frescas de Vaccinum corymbosum |, se obtuvieron del laboratorio de
biotecnologia del proyecto especial Chavimochic, portando todas, sus respectivos
frutos. La muestra se obtuvo tras enjuagar y lavar los frutos con agua destilada, para

posteriormente dejarse orear con papel absorbente estéril, hasta que los frutos

estuvieran completamente secos.® 1°
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La obtencion del extracto acuoso del fruto de
Vaccinium corymbosum |, se realizé mediante
el método de decoccioén. Este procedimiento
consisti6 en primer lugar, en pesar una
cantidad de 50g de arandano azul y ponerlos
en un matraz estéril. Posteriormente, se
incorpord en el recipiente, una cantidad de
100ml de agua destilada, para luego llevarlo
a una cocina eléctrica en donde se le expuso

al calor hasta la ebullicibn, durante 15

minutos. 10
s & Una vez finalizado ello, se realiz6 una
. 9|8
_._-J filtracion por medio de gasa estéril y

P también por medio de papel filtro. El
resultante, se coloc6 en placas Petri y se
pas6 a una estufa a 40°C, hasta que
quedase a una concentracién total de
200mg/ml, obteniéndose asi, extracto
acuoso de Vaccinium corymbosum | al
100%.°: 10
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Prueba de sensibilidad

La prueba de sensibilidad fue realizada utilizando el método de Kirby-Bauer,
teniendo en cuenta los criterios descritos en el Clinical and Laboratory Standards
Institute — CLSI, de los Estados Unidos de América. % 1934

Preparacion del in6culo bacteriano

A partir de colonias de Staphylococcus aureus resistente a meticilina cultivadas
previamente hace 18 horas, se procedid a recoger una muestra con un asa
bacterioldgica, equivalente al tubo N°5 de la escala de McFarland; para ser
depositada en un tubo de ensayo estéril con 4 ml de suero salino fisiologico. Tras

ello, se agité la muestra, manualmente y se constituy6 el indculo. ° 1034
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Siembra del microorganismo

Para la siembra, se introdujo un hisopo estéril en la suspension, embebiéndolo y
posteriormente, desplazandolo sobre la superficie de las placas Petri, permitiendo

una siembra uniforme. ® 1034
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Preparacion de los discos de sensibilidad

Se realizaron 4 excavaciones de 6mm en el agar Miller-Hinton de las placas usando
un sacabocado. Luego, se procedié a agregar 10 uL de extracto acuoso de
Vaccinium corymbosum | al 100%, Vancomicina 30 pL, extracto acuoso de
Vaccinium corymbosum | al 100% junto a Vancomicina 30 pL y dimetil sulfoxido, en
cada excavacion, respectivamente, con la ayuda de una micropipeta. Este
procedimiento, se repitié 10 veces. Luego, las placas se incubaron por 18 horas de

forma invertida en la estufa a 37°C. ° 10. 34
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Lectura e interpretaciéon de los resultados

La lectura fue realizada, observando y midiendo con una regla Vernier, el diametro
de la zona de inhibicion de crecimiento bacteriano. Se interpreté como sensible o

resistente, segun lo establecido por el CLSI. % 10.41
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Anexo 07

2dn JOSE

Calidad y profesionalismo el servicio de tu salud

CONSTANCIA DE EJECUCION DE PROYECTO

El Laboratorio “San José” deja constancia que ha cedido ad honorem sus instalaciones,
en donde LUIS FERNANDO ESPINOZA SANCHEZ, estudiante de Medicina de la
Universidad César Vallejo de Trujillo, ejecutd la parte experimental de su proyecto de
tesis titulado “Sinergia antimicrobiana entre el extracto acuoso del fruto de Vaccinium
corymbosum L. “ardndano” y vancomicina sobre Staphylococcus aureus resistente a
meticilina”, durante los dias 21 al 24 de septiembre de 2020, bajo la orientacion y

asesoramiento del Microbidlogo Jaime Abelardo Polo Gamboa.

Se expide la presente a solicitud de la estudiante, sélo para fines académicos, a los 26

dias del mes de octubre de 2020.

........ BLOG0 - MICROB
C.8.P, 8301
Gerente General

Sede Principal: Francisco Bolognesi 678 Of. 203 - Centro Histarico - Trujillo
Sucursales: Los Corales 277- Barrio Médico Urb. Santa Inés - Trujillo

769999 - (] 948649844
>4 sanjoselabs@hotmail.com @& www.sanjoselabs.amawehs.com/




