UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
ESCUELA ACADEMICA PROFESIONAL DE MEDICINA

TiTULO
Efecto antibacteriano comparado entre el aceite de Copaiffera officinalis y oxacilina sobre
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213

TESIS PARA OBTENER EL TITULO PROFESIONAL DE MEDICO
CIRUJANO

AUTOR

Zavaleta Rosales Yajaira Astrid

ASESOR
Dr. Marco Antonio Alfaro Angulo

LINEA DE INVESTIGACION

Enfermedades infecciosas y transmisibles

Trujillo — Perd
2018



DEDICATORIA
A mi madre
Rosales Castro Flor del Carmen

Por regalarme la vida; por creer en mi, por el amor dado a mi persona en tus afios de vida,
por ser mi angel, mi confidente. Gracias por todo lo que hiciste por mi y por cuidarme desde

el cielo.
A mi abuela
Castro Ortiz Maria Galia

Més que abuela, una madre més, gran amiga. Te doy gracias por tus consejos tan acertados
que me alentaron a culminar mis estudios y alcanzar mis metas. Estoy agradecida porque

gracias a ti realicé mi suefio.

Yajaira Zavaleta



AGRADECIMIENTO
A los asesores

Por ser mis guias, quienes gracias a su esfuerzo, preocupacion, tiempo y profesionalismo

dedicado permitieron realizar éste trabajo de investigacion satisfactoriamente.
A mi familia

A mi madre que me ve desde el cielo y a cada uno de ustedes que me impulsaron a seguir

adelante y nunca rendirme ante las adversidades, por ustedes hago realidad este suefio.
A mis amigos

Quienes me dieron apoyo incondicional en cada meta propuesta, gracias a ustedes una vez

maés hago realidad una de ellas.
A la universidad

Por ser el alma mater que nos dio la oportunidad de iniciar nuestros estudios profesionales,

guiarnos durante todo el proceso de ensefianza y culminar positivamente.

Yajaira Zavaleta



PRESENTACION
Sefiores miembros del jurado:

En cumplimiento del reglamento de Grados y Titulos de la Universidad César Vallejo
presento ante ustedes la Tesis titulada: “Efecto antibacteriano comparado entre el aceite de
Copaiffera officinalis y oxacilina sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213, la
cual tiene como objetivo determinar el efecto antibacteriano comparado entre el aceite de
Copaiffera officinalis y oxacilina sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213. Se
divide en los siguientes capitulos: Introduccién, Método, resultados, discusion,
conclusiones, recomendaciones, referencias y anexos. Sometiéndola a vuestra consideracion
y espero que cumpla con los requisitos de aprobacion para obtener el titulo Profesional de
Médico Cirujano.

Yajaira Astrid Zavaleta Rosales



INDICE

PAGINA DEL JURADO ......oooovvveummmmmmmmmmnsssseesssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees
DEDICATORIA et e e e e e s r e e e e e e s s e baareeeeeas i
AGRADECIMIENTO ...ttt e e e e e s e ran e e e e e e a e i
DECLARATORIA DE AUTENTICIDAD ..ottt i
PRESENTACION w....covvvviiiecesssviissssss st iv
INDICE ...t v
RESUMEN ... e e s e e e e e e e s e eeeeeas Vi
A B S T R A T it e e e e e — e e e e e e e raaaeaaaaa Vil
I INTRODUCCION ..ottt 1
1.1, Realidad problemALICA .........cooveiiiiiiiiie e 1
1.2, TrabajOs PrEVIOS ....ooueiiiiiiiiie ittt 2
1.3.  Teorias relacionadas al tema ...........ccccveiiiieiiiie e 5
1.4, Formulacion del problema ..o 7
1.5, Justificacion del @StUAIO ........ccuevivieiieiiee e 7
1.6, HIPOTESIS. ..ottt e e et 7
A O ] 1= £ 1Yo OSSR OURRSPRRSTIS 8

. IMIETODO cooovveeeeeeeeessesssssssssssssss s 9
2.1, Disefio de INVESLIJACION .......cccuvieeiiieeciee ettt e e 9
2.2.  Variables, operacionalizaCion ............ccccveivieeiiiee i 9
2.3, PODIACION Y MUESLIA......ccciiieeciie e 10
2.4.  Téecnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad ......11
2.5.  Método de andlisis de datOS .......ccvveieieiieeiiieiie e 11
2.6, ASPECLOS BLICOS ....uvveeiiiee ettt ettt sttt e 12
U, RESULTADOS......oiestse ettt sttt sensnes 13
IV, DISCUSION ...ttt 15
V. CONCLUSIONES ..ottt ssesssens 16
VI.  RECOMENDACIONES ......cooitiiirininineiesisssissise st sssssessessssssssessesses 16
VI, REFERENCIAS ...t 17
ANEXOS ...t 24



RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto antibacteriano comparado entre el
aceite de Copaiffera officinalis y oxacilina sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC
29213. Se realiz6 mediante un estudio experimental, en el que se utiliz6 placas Petri con
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213, aceite de Copaiffera officinalis al 75% y 50%
ademas oxacilina, aplicandose el método Kirby Bauer en 10 placas Petri. ElI grupo
experimental fue tratado con aceite esencial de Copaiffera officinalis y el control fue la
oxacilina, realizdndose la medicion de los halos y registrando los datos. Se obtuvo como
resultado que no existié una diferencia significativa al comparar las dos concentraciones de
aceite de Copaiffera officinalis sobre las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213. El
aceite de Copaiffera officinalis al 75% tuvo un halo promedio de 13.5mm, al usar la
concentracion al 50% el halo promedio fue 10mm y finalmente la oxacilina obtuvo 28.5mm.
Concluyendo que el aceite de Copaiffera officinalis tiene menor efecto antibacteriano que la

oxacilina sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Palabras clave: efecto antibacteriano, Copaiffera, oxacilina, Staphylococcus.
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ABSTRACT

The objective of the present work was to determine the antibacterial effect compared
between Copaiffera officinalis oil and oxacillin on strains of Staphylococcus aureus ATCC
29213. It was carried out by an experimental study, in which Petri dishes with strains of
Staphylococcus aureus ATCC 29213, oil were used. of Copaiffera officinalis 75% and 50%
oxacillin, applying the Kirby Bauer method in 12 Petri dishes. The experimental group was
treated with essential oil of Copaiffera officinalis and the control was oxacillin, measuring
the halos and recording the data. It was obtained as a result that there was no significant
difference when comparing the two concentrations of Copaiffera officinalis oil on the strains
of Staphylococcus aureus ATCC 29213. The oil of Copaiffera officinalis 75% had an
average halo of 13.5mm, when using the concentration at 50% the average halo was 10mm
and finally the oxacillin obtained 28.5mm. Concluding that Copaiffera officinalis oil has less
antibacterial effect than oxacillin on strains of Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Keywords: efecto antibacteriano, Copaiffera, oxacilina, Staphylococcus.
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l. INTRODUCCION
1.1 Realidad problematica

Se tiene al staphylococcus aureus como una bacteria Gram positiva comensal de
aproximadamente el 30% de la poblacién humana. (1) Segun estudios, su incidencia es alta
al primer afio de vida y va en aumento gradualmente seglin avanza la edad, cada 100 de 100
000 personas por afio sufren infecciones por esta bacteria siendo el género masculino
predominante ademas de inmunodeprimidos como factor de riesgo principal. (2) Esta
bacteria causa infecciones en piel, tejidos blandos, coraz6n, osteomuscular y
pleuropulmonar. El staphylococcus aureus debe su accion a sus componentes, como son los
acidos teicoicos, peptidoglucano, catalasa y coagulasa entre otros. Considerandose como un
patogeno causante de una amplia serie de infecciones comunitarias y hospitalarias, ya sea

por su resistencia intrinseca como por su facilidad de mutacion (3)

En relacion al tratamiento para staphylococcus aureus se cuentan con distintos farmacos,
siendo las familias de las penicilinas y los betalactamicos los mas utilizados. (4) La
resistencia antimicrobiana es responsable de generar mayor morbimortalidad, en los paises
latinos se encontro que la resistencia en hospitales aumento en un 10% en los Gltimos afios.
Siendo la resistencia mas frecuente para piperaciclina, cefepime y con menor frecuencia para

amino glucdsidos, quinolonas y ceftazidima. (5)

Actualmente se sabe que el estafilococo tiene una gran adaptacion y habilidad para evadir el
efecto de diversos farmacos y sustancias generando gran contaminacion en la comunidad, es
asi que surge interés por estudiar las propiedades de la Copaiffera officinalis y sus bondades
pues internacionalmente ha mostrado tener efecto beneficioso contra dicho gérmen, pero en

nuestra nacion carecen estudios sobre sus efectos. (6)

La Copaifera officinalis es un arbol que posee tronco recto con una superficie rugosa,
caracterizada por tener una altura entre 20 y 30 metros de alto, sus flores son pequefias de
color blanco y olorosas. (7) Su origen se encuentra en Sudamérica, dentro de climas
himedos, secos Yy tropicales. Estudios demuestran que el aceite de copaiba posee
propiedades antimicoticas, antisépticas, antitumorales, antiinflamatorias, gastroprotectoras,

cicatrizacion de heridas, entre otros. (8)



1.2 Trabajos previos

Marques J (Brasil, 2017) evalud la accion antibacteriana de Copaifera spp frente a microbios
derivados de leche vacuna infectada con mastitis, en un disefio experimental. Las
oleorresinas y el aceite oleoso se pusieron a prueba frente a una poblacién de gérmenes
provenientes de muestras de mastitis. La concentracién inhibitoria minima del oleoso que se
puso a prueba fue menor igual a 100 pug/ml al enfrentarse a Staphylococcus aureus y
Corynobacterium. spp. Los aceites esenciales tuvieron buena actividad antimicrobiana
contra Staphylococcus y Corynebacterium spp coagulasa negativo. Las dos sustancias
puestas en practica fueron débiles al actuar contra E. coli. En general, la oleorresina tuvo una
mejor actividad antimicrobiana que el aceite esencial contra 55 cepas de bacterias aisladas.

En conclusion, el oleoso obtuvo un efecto antimicrobiano bueno frente a dichos patdgenos.
(9)

Guimarafies A et al (Brasil, 2016) evaluo la accion bacteriostatica del aceite Copaiba frente
a Staphylococcus aureus, el disefio fue experimental. La poblacion fueron las cepas de
Staphylococcus aureus incubadas en agar Brain Heart infusion. La CIM 0,3125 mg/ml del
oleoso fue el que determind su eficacia, mientras que el Pracaxi no tuvo accion. En
conclusion el oleoso posee un efecto minimo frente a dichos patdégenos y no sirve como base
para que se utilice dicha sustancia como un compuesto de algun nuevo producto

farmacéutico. (10)

Ziech R. et al (Brasil, 2013) estudiaron el efecto antimicrobiano de la Copaifera reticulata
Ducke versus Staphylococcus coagulase positive en otitis externa aguda, el disefio fue
experimental. La composicion quimica de la oleorresina fue llevada a cabo por
cromatografia de gas apareada con espectrometria de masas, habiéndose encontrado [3-
caryophyllene, B-bisabolene y a bergamotene como los principales compuestos. Obteniendo
resultados como CIM a los 0.164mg/mL de oleorresiona en alrededor del 50% de las cepas
que se aislaron y concentracion bactericida minima a los 1.3mg/mL en méas del 90% de las
muestras aisladas. En conclusion, se determino el efecto bacteriostatico de la oleorresina de

manera positiva, aunque también hubo presencia de multidrogorresistencia. (11)



Pieri F et al (Brasil, 2012) identificaron la accion antimicrobiana de aceite copaiba frente a
Streptococcus mutants, de disefio experimental. La poblacion fueron bacterias de
Streptococcus mutants y otras cepas, que tienen gran importancia en la formacion de placa
dental. Se aplicaron diversas diluciones del aceite sobre las cepas en los caldos de cultivo,
teniendo como control positivo a la clorhexidina al 0.12% ademas del propio 6leo de la
planta al 10%. Con respecto al empleo de 6leo copaiba al 10% hasta 0.78 ul/ml se obtuvo
inhibicién en cada una de sus concentraciones probadas. A su vez no existié presencia de
inhibicién por parte del control negativo, pero si efectividad para evitar crecimiento por parte
de la clorhexidina al 0.12% hasta el valor de 6.25 ul/ml. En consecuencia, el 6leo es una gran
alternativa como terapia antimicrobiana pues asi sean concentraciones menores las que se

aplican van a ser muy efectivas contra dicho agente. (12)

Reis E. et al (Brasil, 2010) evaluaron el efecto antibacteriano del 6leo copaiba y otros frente
a Streptococcus salivarius, Streptococcus pyojenes, Pseudomona aeruginosa, Enterococcus
faecalis, Streptococcus sanguinis etc. El disefio fue experimental, se empled las
microdiluciones en caldo, aplicando variaciones en la cantidad de 6leo desde 2000 a 0.976
ug/ml, la clorhexidina fue el control. De todos los dleos puestos en préactica la copaiba con
CIM 22.5 ug/mly CBM 15 ug/ml tuvo mayor efectividad. Se concluy6 que concentraciones
del 6leo copaiba posee una accién antibacteriana de gran espectro e importante para tenerla

en cuenta como terapia alternativa. (13)

Mendoza D. (Brasil, 2009) identificd la accion antibacteriana de oleorrersina Copaifera
multijuga hayne ante cepas Staphylococcus aureus y Escherichia coli, el disefio fue
experimental, se aplico la técnica de difusion en agar en el medio de Muller-Hinton a
continuacion incubar las placas a 35%C durante un dia, utilizando amoxicilina, cloranfenicol
y tetraciclina como los patrones. Los resultados obtenidos fueron halos inhibitorios de 8mm
a 1.56% de CIM de aceite copaiba para Escherichia coli ademas de halo inhibidor de 7mm
al 12,5% CIM de aceite para S. aureus. Se concluyo gue los aceites de copaiba pueden inhibir

el crecimiento de las bacterias evaluadas. (14)



Garcia R (Pert, 2013) evalué la accion de la resina aceitosa copaiba frente a
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Pseudomona aeruginosa, utilizando
13 placas, en un estudio experimental. La poblacion estuvo conformada por las cepas
estandares de los microbios antes mencionados y la muestra por cada una de las cepas
obtenidas del American Culture Collection ademas de la oleorresina a sus diferentes
concentraciones. La concentracion del 6leo copaiba puesto en practica fue: 0.19%, 0.39%,
0.78%, 1.56%, 3.12%, 6.25%, 12.5%, 25%, 50% y 100%. Se aplicé también clorhexidina
reflejando gran accion. La CIM para F. nucleatum fue 50%, para Pseudomona aeruginosa
48% y Porphyromonas gingivalis 1.56%. El 6leo copaiba manifestd gran actividad frente a
las tres cepas anteriores siendo el Porphyromonas gingivalis el mas sensible de todos. Por
lo cual se determina que este derivado de la planta posee gran accion contra microbios y es

una alternativa importante. (15)

Francia J (Peru, 2013) evalud el accionar antibacteriano del aceite Copaifera frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, en un estudio
experimental. La poblacion se formo con las 3 cepas mencionadas. El estudio se llevo a cabo
mediante difusiones discales Kirby-Bauer siguiendo correctamente el protocolo.
Estableciéndose asi 5 microlitros de Copaifera como la dosis estimada a ser impregnada en
dichos discos con el objetivo de estandarizar el procedimiento y asegurar su accion contra
los microbios. A la par de estas muestras también se emplearon discos comparativos que
seguian un patron determinado de 10 ug de Gentamicina, 30 ug de Ceftriaxona y 5 ug de
Ciprofloxacino.En conclusion, la Copaifera muestra gran actividad antibacteriana contra las

cepas ensayadas. (16)

Pérez L (Perd, 2013) estudi6 la accion del aceite copaiba contra Pseudomona aeruginosa,
Candida albicans, Staphylococcus aureus a distinta concentracion. Disefio experimental,
con una poblacién conformada por cepas de los microbios antes mencionados. Se emplearon
diluciones de 50% (783.75g/ml), 75% (522.5g/ml), 100% (1.045g/ml); teniendo al etanol
como base de dilucion. La aplicacion de aceite copaiba al 100% mostré6 una accion
antibacteriana alta que solo fue superada por la oxacilina al aplicarse en Staphylococcus
aureus y superada por ceftazidima cuando se aplicé a las muestras de Pseudomona
aeruginosa, al aplicarse contra Candida albicans mostr6 ser la de principal accién y de
mayor efectividad. En sintesis, el aceite copaiba tiene capacidad antibacteriana y se muestra

como complemento viable para tratamientos alternativos. (17)



1.3 Teorias relacionadas al tema

Los Staphylococcus son Gram positivos en forma de cocos de 0.5 a 1.5 um, que se muestran
en cadenas cortas o racimos; inmdviles, no forman esporas ni pus, producen una enzima
catalaza que desdobla el peroxido de hidrdgeno. Una diferencia principal entre el
Staphylococcus Yy los enterococos es la cantidad de guanina citosina, la cual se encuentra
mas elevada en los primeros. La pared celular de los Staphylococcus tiene acidos teicoicos
lo cual lo diferencia de los micrococos. Los Staphylococcus se dividen en 32 especies, de las
cuales 16 infectan humanos, algunas son patdgenas y cada especie tiende a establecerse en
una localizacion especifica del sujeto, en el ser humano el mas importante es Staphylococcus
aureus. (18)

El Staphylococcus aureus posiblemente es el mas versétil de los microorganismos
patogenos. Puede producir enfermedad por toxinas o superantigenos, invadir cualquier
organo o tejido y originar supuracion, necrosis tisular, trombosis vascular y bacteriemia. Por
otro lado, si la densidad de poblacion bacteriana en el foco infeccioso es elevada, S. aureus
puede hacerse resistente a la mayoria de antibiéticos empleados en monoterapia. La eleccion
del antimicrobiano més apropiado para tratamiento de la infeccion producida por S. aureus,
no puede basarse solo en el patron de sensibilidad de la cepa y la localizacién de la infeccion,
principios que rigen la eleccion del antibiotico en infecciones producidas por la mayoria de
microorganismos. (19)

Un antibiotico de eleccion para el tratamiento de infeccion por Staphylococcus aureus es la
Oxacilina, que es una penicilina del grupo beta lactamico Isoxazolilpenicilinas, tiene una
actividad aumentada contra cepas de S. aureus, S. epidermidis que producen betalactamasas;
su mecanismo de accién se basa en la inhibicion del enlace de pentaglicina, mediante
transpeptidasas, las cuales dan lugar a una malla tridimensional que eliminan los residuos;
la d- alanina acetila el nucleo sérico de las enzimas transformandose en peniciloil,
inactivandolas de esta manera. Para ello, primero debe tenerse contacto con las proteinas
fijadoras de penicilina, el inhibir las transpeptidasas produce la apoptosis bacteriana, por lo
cual, si un germen no posee tales enzimas, el farmaco no tendrad efecto alguno. Tiene
adecuada absorcion gastrointestinal, pero esta disminuye en presencia de alimentos. Del 95%
a 99% se une a la proteina plasmatica a la hora, sobre todo indicado en infecciones
respiratorias altas y bajas. De metabolismo limitado, si se utiliza por via oral se excreta por
orina y heces, apropiado para el tratamiento de infecciones de piel, osteomielitis, entre otros.
(20)



Asi como el tratamiento antibiotico, en la actualidad se tiene conocimiento de gran cantidad
de aceites que actlan frente a los patdgenos, que fundamentan su accionar en descomponer
las membranas, provocando pérdida del equilibrio permeable lo cual genera huecos en el
metabolismo, impidiendo su respiracion celular, careciendo de produccion enérgica, etc.
Tanto el citoplasma como la pared sufren fuga de elementos idnicos, acabando con sus
reservas de ATP. El simple hecho de perder energia y dafiar una parte determinada de la
célula conlleva a descomposicion en cadena de diversos orgénulos, generando una
organizacion anormal de la célula y predisponiéndolas a la apoptosis. Se postula que los
aceites puros de las plantas mantienen una mayor accion contra los patdgenos y se les
atribuyen mejores beneficios. (21)

La designacion correcta del aceite de copaiba es oleoresina, un exudado resinoso que
consiste en &cidos resinosos y otros elementos. La oleorresina de copaiba se usa como
antiséptico urinario y dermatologico, tiene otras propiedades como estimulante de la
actividad gastrointestinal. Algunas resinas tienen propiedades antiinflamatorias de las vias
superiores e inferiores y cicatrizantes y protector gastrico, otros presentan actividad
antibacteriana selectiva sobre Gram positivos, actividad parasiticida, asi como cicatrizante.
(22).

Dentro de estos aceites, el aceite de la copaiba se encuentra en las regiones Amazonica y
Centro-oeste de Brasil, sus flores son pequefias, apétalas, hermafroditas y dispuestos en
paniculas axilares, la floracion y el fructificacion de las copas se producen a partir de los 5
afios de edad. Dan lugar a su flor en los meses de octubre y julio, teniendo frutos de junio a
octubre segun la zona y el clima presente. Se conoce que uno de sus mecanismos principales
es la destruccion directa de la pared bacteriana y sus constituyentes proteicos, lo cual genera
gran interferencia y frena las divisiones celulares de los patdgenos, este efecto esta ligado
mas especificamente a los terpenos teniendo al bisaboleno como uno de los miembros mas
importantes en el referido grupo. (23)

Las propiedades curativas de heridas y Ulceras, una de las principales indicaciones de aceite
de copaiba, fueron estudiados en aceites comerciales en el modelo de herida abierta, los
ratones que recibieron copaiba en la region dorsal mostraron aumento de tejido de
granulacion y el nimero de vasos sanguineos, sin embargo, disminuyo la cantidad de fibras
de colageno (24). En otro experimento, el aceite resultd ser muy activo en ratas en modelos
de heridas abiertas, resistencia a la traccion y la Glcera de estbmago crdnica, producida por

acido acético. (25)



El aceite de copaiba también se utiliza en las industrias de cosméticos por sus propiedades
emolientes tales como antibacteriano y anti-inflamatoria, en la fabricacion de jabones,
cremas y espumas de bafio, cremas de acondicionamiento lociones y capilares, para suavizar
el cabello. En la industria de los revestimientos balsamo de copaiba se utiliza en la

formulacion como secativo. (24)

1.4 Formulacién del problema

¢Cudl es el efecto antibacteriano comparado entre el aceite de Copaiffera officinalis y

oxacilina sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213?

1.5 Justificacién del estudio

La poca cantidad de estudios nacionales sobre las propiedades de la Copaiffera officinalis
son el motivo esencial del desarrollo de este estudio. Con el objetivo de conocer nueva
informacion sobre las propiedades medicinales de la planta y empleo como coadyuvante

terapéutico en infecciones producidas por S.aureus.

1.6 Hipotesis

H1: El extracto oleoso del aceite de Copaiffera officinalis tiene mayor efecto antibacteriano

que la oxacilina sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Ho: El extracto oleoso del aceite de Copaiffera officinalis tiene menor efecto antibacteriano

que la oxacilina sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213.



1.7 Objetivos:

Objetivo General:
Determinar el efecto antibacteriano entre el aceite de Copaiffera officinalis y oxacilina sobre

cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Objetivos Especificos:

e Determinar el efecto antibacteriano del aceite de Copaiffera officinalis, sobre las
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213.

e Determinar el efecto antibacteriano de la oxacilina sobre las cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 29213.



Il. METODO

2.1.  Disefio de investigacion: experimental, multiples repeticiones con post- prueba.
RG1 X1 01

RG2 X2 02

RG3 X3 03

RG4 X4 04

R: asignacion al azar.

RG1+4: Placas Petri con cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213 elegidas al azar.
G1: Control negativo con dimetil sulfoxido.

G2: Concentracion del extracto oleoso de Copaiffera officinalis al 75%.

G3: Concentracion del extracto oleoso de Copaiffera officinalis al 50%.

G4: Concentracion positivo con Oxacilina.

O1+4: Observacion del didmetro del halo de inhibicion post tratamiento.

2.2. Variables y operacionalizacion

Variable independiente: Administracion de aceite de Copaiffera officinalis y oxacilina.

Variable dependiente: Efecto antibacteriano.



Operacionalizacion de variables:

Variable Definicion conceptual Deflnlplon Esca_la_ ,de
operacional Indicadores medicion
o La  administracion
~ | Aplicacion  de  un | consistio en aceite
Administracion | procedimiento especifico | 4ijyido de Copaiffera | Tratamiento
de aceite de empleado para  el| inalis a  dos | antibacteriano
Copaiffera mejoramiento de una traci _ Cualitativa
officinalis y enfermedad o condicion con(():en railones_ _ | Tratamiento nominal
Oxacilina patoldgica, en este caso (75@)_/50/0),d|metll control
antibacteriano.(26) sulfoxido 'y 500
mg/ml de oxacilina.
“Resultado de la accién | Se considerd efecto Con efecto
de un antibi6tico. Con ar_w,tlbacterlano si el Sntibacteriano Cualitativa
Efecto capacidad de inhibir su | diametro del halo de nominal

antibacteriano

desarrollo, eliminandolo
del organismo sin dafiar al
ser humano” (26)

inhibicion es mayor a
18 mm (27) (Anexo
1)

Sin efecto
antibacteriano

2.3 Poblacion y muestra

La poblacion estuvo conformada por cepas cultivadas de Staphylococcus aureus ATCC

29213 estandarizadas y observadas en el laboratorio clinico San José de Trujillo. La muestra

fue por conveniencia.

Se utilizaron 10 placas Petri y se llevaron a cabo 10 observaciones al azar, donde se

administro el tratamiento con Copaiffera officinalis, oxacilina y dimetil sulfoxido como

control negativo.

La unidad de analisis fue el diametro del halo inhibitorio.

Los criterios de inclusion fueron: cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213, cultivadas

en laboratorio clinico San José de Trujillo, placas con Agar Mueller — Hinton con una altura

de 4 mm y cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213, que tuvieran, como maximo 24

horas de cultivadas.

Como criterios de exclusion: las placas con cepas contaminadas.
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2.4 Técnicas e instrumentos de recoleccidn de datos, validez y confiabilidad

La técnica es la observacion directa.

El instrumento consiste en la ficha de registro, en la cual se recolectaron datos sobre el

namero de repeticiones, las diluciones y el farmaco utilizado (Anexo 2).

El aceite de copaiba que se utilizo fue el que produce los Laboratorios Kaita del Pert S.A.C,
que garantiza la correcta elaboracion y procesamiento del producto dentro de los mas altos
estandares, el producto posee el nombre de “aceite de copaiba” y esta compuesto de aceite
de copaiba al 100% con registro DIGESA RSA C10050N NAKISR, posteriormente se

transporto6 hasta el laboratorio clinico San José de Trujillo. (Anexo 3)

Las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213 utilizadas se obtuvieron en el Instituto
Nacional de Salud, para luego transportarlas y cultivarlas en el laboratorio. Se determind la
sensibilidad y resistencia bacteriana teniendo en cuenta los halos de inhibicion de acuerdo
al Instituto de normas clinicas y laboratorio (CLSI) (27). La distribucion se hizo en las placas

Petri, que contenian agar Mueller Hinton y se incubaron a 37°C. (Anexo 4)

El analisis del efecto antibacteriano de la Copaifera officinalis se realizd mediante el método
Kirby Bauer (28), con discos filtrados de papel en los que se impregno el aceite esencial de
la Copaifera officinalis al 75% y al 50%, para evaluar el efecto. Posteriormente se colocaron
sobre las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213 que fueron cultivadas en las placas
Petri (Anexo 5) para luego interpretar los resultados. Como parte del control positivo se
tuvieron discos de oxacilina de 500 mg patentados por PHARMAGEN S.A.C con registro
sanitario EG5855, certificados por el Ministerio de la Salud y finalmente dimetil sulféxido

como control negativo.
No fue pertinente validar y establecer la confiabilidad del instrumento.
2.5 Métodos de andlisis de datos

Los datos se digitaron en Microsoft Excel 2013. Para analizar la informacion se aplicaron
promedios y varianzas segun los datos obtenidos en los resultados, que permitio evaluar el
cumplimiento de los objetivos de trabajo. Ademas, se utilizé la prueba de tukey, la cual se
basa en la comparacion de todas las medias de los tratamientos aplicados en la experiencia.
(29)
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2.6 Aspectos éticos

Se consider0 el permiso del laboratorio clinico San José para realizar el proyecto (Anexo 6).
Fue un ensayo in vitro por lo cual estuvo ligado a cumplir con las normas de bioseguridad
establecidas para el laboratorio segin Manual de Bioseguridad en laboratorios de ensayo,
biomédicos y clinicos dadas por el Ministerio de la Salud (30)
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I RESULTADOS

Tabla 1 Efecto antibacteriano del aceite de Copaiffera officinalis, sobre cepas de
Staphylococcus aureus ATTC 29213

grupos cuenta promedio  varianza
Concentracion al 10 13.5 0.72
75%
Concentracion al 10 10 0.44
50%

Fuente: datos obtenidos de ficha elaborada por el autor.

Se observa que la concentracion del aceite de Copaiffera officinalis al 75% tiene mayor

efecto antibacteriano que la concentracién al 50%.

Tabla 2. Efecto antibacteriano de la oxacilina sobre Staphylococcus aureus ATCC 29213

grupos cuenta promedio
oxacilina 10 28.5
Fuente: datos obtenidos de ficha elaborada por el autor.

Se observa que las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213 fueron sensibles a

oxacilina.

Tabla 3a. Comparacion del efecto antibacteriano del aceite de Copaiffera officinalis, sobre

Staphylococcus aureus ATCC 29213
origen de suma de grados  promedio de F significancia

las cuadrados de los cuadrados
variaciones libertad
entre grupos 1931.7 2.0 965.8 965.8 7.6198
dentro de los 27.0 27.0 1.0
grupos
Total 1958.7 29.0

Fuente: datos obtenidos de ficha elaborada por el autor.

Se evidencia un valor p de significancia > 0.05 indicando una diferencia estadisticamente
poco significativa entre las concentraciones del aceite de Copaiffera officinalis y la

oxacilina.

13



Tabla 3b. Comparacion del efecto antibacteriano del aceite de de Copaiffera officinalis y

oxacilina (HSD tukey)

tratamiento N subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4 5
50% 10 10.0
75% 10 135
oxacilina 10 28.5
Sig. 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Fuente: datos obtenidos de ficha elaborada por el autor.

Al analizar las medias en los subconjuntos homogéneos de los 3 grupos y comparando el
efecto antibacteriano obtenido, se observa que el efecto antibacteriano es mayor y
predominante en el tratamiento con oxacilina. Esta prueba es méas confiable ya que se basa

en la comparacion de todas las medias de los tratamientos aplicados en la experiencia.
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IV DISCUSION

Para determinar el efecto antibacteriano comparado entre el aceite de Copaiffera officinalis
y oxacilina sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213, se estudié 10 muestras de
Staphylococcus aureus ATCC 29213 las cuales fueron cultivadas en 10 placas Petri. Cada
una de las placas recibi6 4 tratamientos distintos: aceite esencial de Copaiffera officinalis a
concentraciones de 50% y 75%, dimetil sulféxido (DMSO) como control negativo y
oxacilina como control positivo. No se consider6 el DMSO en el analisis estadistico ya que

en las 10 placas Petri obtuvo un valor de 0.

En el estudio realizado el aceite de Copaiffera officinalis tuvo menor efecto antibacteriano
comparado con la oxacilina. Similarmente Guimarafies A et al (Brasil, 2016) (10) encontro
que el aceite de copaiba tuvo una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 0,3125 mg/ml
sobre Staphylococcus aureus concluyendo que no tiene efecto importante. Sin embargo, en
otro estudio, Mendoza D. (Brasil, 2009) (14) evidencio que el aceite de Copaiffera multijuga

hayne si inhibe el crecimiento de las bacterias (dentro de ellas Staphylococcus aureus).

A pesar de no contar con investigaciones previas como antecedentes que demuestren mayor
efecto del aceite de Copaiffera officinalis frente a la oxacilina, si existen referencias
internacionales y nacionales sobre su efecto frente a Staphylococcus aureus. Por ejemplo, a
nivel internacional, un estudio realizado por Reis E. et al (Brasil, 2010) (13) evaluo el efecto
antibacteriano de la copaiba frente a Staphylococcus aureus y otros agentes. Concluyendo
que la copaiba posee una accidn antibacteriana de gran espectro e importante para tenerla en
cuenta en terapias alternativas. En el ambito nacional Francia J (Perd, 2013) (16), encontrd
que el aceite de copaiba frente a Staphylococcus aureus muestra gran efecto antibacteriano.
Con concentraciones inhibitorias minimas para la dilucién al 50% de 783.75 g/ml y al 75%
de 522.5 g/ml.

Finalmente considero que estas diferencias encontradas en el experimento frente a los
antecedentes, se pueden atribuir a diversos factores como el origen de la muestra y estacion
en la cual se obtuvo el precursor del aceite, etc. Segun los resultados, considero que la
investigacion sirve como aporte e incentivo para futuras investigaciones y tratamientos

alternativos coadyuvantes contra Staphylococcus aureus.
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V CONCLUSIONES

1.

El aceite de Copaiffera officinalis tiene menor efecto antibacteriano que la oxacilina
sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213.

El efecto antibacteriano del aceite de Copaiffera officinalis al 75% y al 50% tuvo un
halo promedio de 13.5 mm y 10 mm sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC
29213, respectivamente.

El efecto antibacteriano de la oxacilina tuvo un halo promedio de 28.5 mm sobre

cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213

VI RECOMENDACIONES

1.

Realizar este tipo de investigaciones comparando el efecto antimicrobiano entre otros
tipos de aceites esenciales.

Realizar investigaciones de este tipo comparando el efecto antibacteriano de aceites
esenciales con otras bacterias distintas.

Realizar investigaciones con otras cepas bacterianas estandar para evitar sesgos y
resultados adversos no esperados por el investigador.

Incentivar el estudio de las demas cualidades del aceite de copaiba como la curacion

de Ulceras y heridas o su capacidad antiinflamatoria.
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V. ANEXOS

ANEXO 1
testreport antimirobial disk interpretative categories and zone diameter breakpoints
group agent content (nearest whole mm)
S SDD I R
nitrofuranos
A Oxacilina lug >=18 - - <=17

Fuente: CLSI (27)
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ANEXO 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Efecto antibacteriano comparado entre el aceite de Copaiffera officinalis y oxacilina sobre
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213.

ZONA DE INHIBICION (mm)
Aceite _ _
Ne| Copaiba | Oxacilina SEI'frgfit('j'o
75% | 50%
1] 15 | 10 28 0
2| 14 | 11 30 0
3| 13 | 10 28 0
4| 14 | 10 27 0
5|12 | 9 27 0
6| 13 | 11 27 0
7| 14 | 10 30 0
8| 13 | 10 30 0
9| 13 | 10 30 0
10| 14 | 9 28 0
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ANEXO 3
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ANEXO 4

AGAR MUELLER - HINTON (31)

Es utilizado para analizar sensibilidad antibacteriana con respecto a microorganismos

aislados segun las normas del Comité Europeo de Antibiogramas (EUCAST).

Como parte del control de calidad para el usuario existen las recomendaciones de EUCAST.
Las cuales establecen que las muestras con las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213
se deben incubar en placas, invirtiendo su posicion preferentemente, valorar que la

temperatura y tiempo sea 41 + 1 °C en atmdsfera micro aerobia durante 24 h.

Preparar el agar a base de deshidratacion. Post autoclavado enfrie en bafio a 45-50° C, Verter
a placa en superficie horizontal 4 mm de profundidad. Volumen: 60-70 ml para placas de
150 mm y 25-30 ml para placas de 100 mm enfriar a temperatura ambiente y almacenar en

refrigeracion (4-8 °C). Duracion: 7 y hasta 14 dias.

Finalmente, el analisis de susceptibilidad antibacteriano se basa en el método Kirby-Bauer,
en el cual un indculo de crecimiento confluente del microorganismo se extiende con ayuda
de una torunda sobre la superficie total del medio. Seguidamente, son colocados sobre los
discos de papel, los cuales tendran impregnados cantidades determinadas de antibiotico,
incubandose asi la placa y prosiguiendo con la medicion del halo inhibitorio en cada disco
de antibiotico. Para establecer la sensibilidad de un organismo se tiene en cuenta la
comparacion de los diametros de las zonas inhibitorias obtenidas con los didmetros
establecidos en las tablas del comité Europeo de Antibiogramas, de esa manera se
determinara si el organismo es sensible (S), intermedio (1) o resistente (R) a un agente

especifico.
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ANEXO 5
Preparacion de las cepas y cultivo (32)

1. 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 esterilizd en autoclave a 121°C por 15 minutos.
Después, se sirvié en Placas Petri estériles de plastico desechables, 18-20 ml por cada placa,

y se dejé reposar hasta que solidificd completamente.

2. Prueba de susceptibilidad (Prueba de Disco difusion en agar)

Se evalud utilizando el método de Kirby-Bauer de disco difusion en agar. Para ello, se
considerd los criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI de Estados
Unidos de América. Se tomo en cuenta los estandares M02-A12 y M100.

a) Preparacion del inoculo

El indculo se prepard colocando 3-4 ml de suero fisiologico en un tubo de ensayo estéril,
al cual se le adiciond una alicuota del microorganismo Staphylococcus aureus ATCC
29213, cultivado hace 18-20 horas, de tal modo que se observé una turbidez equivalente
al tubo 0,5 de la escala de McFarland (1,5 x108 UFC/ml aprox.) (28)

b) Siembra del microorganismo

Se sembro6 el microorganismo Staphylococcus aureus ATCC 29213, 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 quedd como una capa en toda la superficie.

c) Preparacion de las concentraciones del AE

A partir del AE, se prepararon 4 concentraciones (100%, 75%, 50% y 25%) utilizando
como solvente Dimetil Sulfoxido (DMSO); para ello, se rotularon 4 tubos de ensayo de
13x100mm estériles con las 4 concentraciones y se colocé 750 pL de AE y 250 uL de
DMSO al tubo de 75%, 500 pL de AE y 500 pL de DMSO al tubo de 50%, y 250 pL
de AE y 750 pL de DMSO al tubo de 25%.
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d) Preparacion de los discos de sensibilidad con AE

A partir de cada una de las concentraciones, se colocd 10 pL en cada disco de papel
filtro Whatman N° 1 de 6mm de diametro, previamente esterilizados. Se tom6 10 pL de
AE al 25% vy se colocé en un disco, 10 puL de AE al 50% en otro disco, 10 uL de AE al
75% en otro disco y 10 pL de AE al 100% en otro disco. Esto se repitié por 10 veces.

e) Confrontacion del microorganismo con el agente antimicrobiano

Con la ayuda de una pinza metalica estéril, se tomaron los discos de sensibilidad
preparados, uno de cada concentracién con AE, y se colocaron en la superficie del agar
sembrado con el microorganismo Staphylococcus aureus ATCC 29213, de tal modo que
quedaron los discos (uno de cada concentracién) a un cm del borde de la Placa Petri y
de forma equidistante. Adicionalmente, se colocé el disco con Oxacilina (control
positivo). Se dejaron en reposo por 15 min y después las placas se incubaron de forma
investida en la estufa a 35-37°C por 18-20 horas.

f) 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 realizo para cada una
de las concentraciones de AE de Copaiffera officinalis y para Oxacilina. Se interpretd

como sensible o resistente, segun lo establecido en el Estandar M100 del CLSI. (29)
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ANEXO 6

CONSTANCIA DE EJECUCION DE PROYECTO

i Loboratonio “San José® degs constanca gue ha prestado sus instalaciones, en donde
L Seta. JAVALETA ROSALES YAJAIRA ASTRID, estudSanto de Medicina de la Universidad
César Vallejo de Truglio, ejecuta la parte experimental ge su proyecio de tess ttulado
“Flecto antbacterniana comparado entre ol scete de Copaiffeva officinalis v ceaciling
sobre cepas de Stophiococcws owveus ATCC 292137, durante los cias 21 al 25 ce agosto
de 2018, a0 la orsetacion y ssssormmiecta del Morcbiclogo sime Abelardo Polo

Garnbog.

Se wxpidde L peasente a solicitud de & estudiame, 340 para fines acaddémicos, 2 las 78

diascel mes de agosto de 2013,

,-J >

Sk duis ¢ 4..-;;.
0+ WRSNORF. &
W a3l

Sede Principal: Francisco Bolognesi 678 0L 203 - Centro Histérice - Trujille

Sucursales: Los Corales 277~ Barrio Médico Urh. Santa Inés - Trujillo
769999 - _ 948649844
sanjoselabs@hotmail.com O www.sanjoselabs.amawebs.com/
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