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Resumen

El propésito del trabajo fue determinar la sinergia antibacteriana del extracto
etandlico de cascara de Myrciariadubia con amoxicilina a 25 pg sobre
Streptococcus pneumoniae. Disefio: experimental puro con repeticiones multiples,
post test. Poblacion: Cultivos de Streptococcus pneumoniae cepa ATCC 6305, tuvo
como criterios de inclusion: cepas de Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 con
24 horas de cultivado y como criterio de exclusion: cultivos de Streptococcus
pneumoniae contaminados. Muestra: 10 repeticiones por cada grupo.
Procedimiento: Se aislo la cepa Streptococcus pneumoniae ATCC 6305.Se aplicé
método de Kirby Bauer en 10 placas petri. Los grupos experimentales fueron
tratados con discos de papel filtro embebidos de extracto etandlico de cascara de
Myrciaria dubia solo y combinado con amoxicilina; mientras que el grupo control
con amoxicilina sola. Se realizé medicion y registro de halos. Resultados: extracto
etandlico de la cascara de Myrciaria dubia tuvo efecto antibacteriano sobre
Streptococcus pneumoniae generando halos de 14,40mm=0.6996 , mientras que
amoxicilina gener6é 43.7+1.252 y en sinergia el extracto etandlico de cascara de
Myrciaria dubia con amoxicilina fue de 42,40 £1,350. Se concluyo que el extracto
etandlico de Myrciaria dubia, no presentan efecto sinérgico antibacteriano in vitro
sobre cepas de Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 .

Palabras clave: Myrciaria dubia, Streptococcus pneumoniae, efecto antibacteriano



Abstract

The purpose of the work was to determine the antibacterial synergy of the ethanolic
extract of Myrciaria dubia husk with amoxicillin at 25 pg on Streptococcus
pneumoniae. Design: pure experimental with multiple repetitions, post test.
Population: Cultures of Streptococcus pneumoniae strain ATCC 6305, had as
inclusion criteria: strains of Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 with 24 hours of
cultivation and as exclusion criteria: cultures of contaminated Streptococcus
pneumoniae. Sample: 10 repetitions for each group. Procedure: Streptococcus
pneumoniae strain ATCC 6305 was isolated. Kirby Bauer's method was applied in
10 Petri dishes. The experimental groups were treated with filter paper disks soaked
in ethanolic extract of Myrciaria dubia husk alone and combined with amoxicillin;
while the control group with amoxicillin alone. Halo measurement and recording was
carried out. Results: ethanolic extract of Myrciaria dubia peel had an antibacterial
effect on Streptococcus pneumoniae generating halos of 14.40mm £ 0.6996, while
amoxicillin generated 43.7 £ 1.252 and in synergy the ethanolic extract of Myrciaria
dubia peel with amoxicillin was 42.40 + 1,350. It was concluded that the ethanolic
extract of Myrciaria dubia does not present a synergistic antibacterial effect in vitro

on strains of Streptococcus pneumoniae ATCC 6305.

Keywords: Myrciaria dubia, Streptococcus pneumoniae, antibacterial effect



l. INTRODUCCION

Actualmente vivimos en un mundo con tantas prioridades de salud en competencia
que las enfermedades respiratorias agudas y crénicas no han recibido la atencién
gue realmente merecen. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta
156 millones de personas infectadas con neumonia al afio, mas del 95% de los
casos ocurren en paises con economia emergente. En la poblacion menor de 5
afos, excluyendo la etapa neonatal, la neumonia esta en primer lugar como
generadora de muerte a nivel mundial, causando 920 136 muertes al afio, siendo

la causa del 16% de muertes en este grupo etario.!

A nivel nacional en el 2018, Ministerio de Salud notific6 28 334 sucesos de
neumonia en menores de 5 afios, cuya incidencia acumulada registrada fue 100,6
x 10000 habitantes. Esto nos evidencia ser una patologia relevante tanto nacional

como internacional.?

Hoy por hoy se vienen realizando investigaciones dirigidas a buscar nuevas terapias
antimicrobianas como opciones alternativas a tratamientos ya establecidos y siendo
nuestro pais rico en flora alimentaria y medicinal, es factible y fundamental la
investigacion cientifica de ésta. Esto avalado por aporte de la OMS y la Comunidad
Andina de Naciones (CAN), quienes establecen que mediante la bioprospeccién y
aprovechando los recursos naturales, se podrian disefiar alternativas de

tratamiento.3

Por lo anteriormente mencionado se planted el siguiente problema de estudio:
¢ Existe sinergia antibacteriana del extracto etandlico de cascara de Myrciaria

dubia con amoxicilina sobre Streptococcus pneumoniae, in vitro?

La razon de esta investigacion esta motivada por la relevancia clinica y

epidemioldgica del Streptococcus pneumoniae, microorganismo bacteriano de tipo



gram-positivo, catalasa-negativo y anaerobio facultativo cuya colonizacion en
mucosa respiratoria superior puede tener lugar a las pocas horas o bien a los pocos
dias del nacimiento, siendo principal causa de muerte en edad pediatrica temprana,
ademas de ser el agente causal habitual de la NAC en la vida adulta.*

Actualmente se cuenta con guias de manejo clinico y terapéutico contra
la neumonia adquirida en la comunidad por Streptococcus pneumoniae, sin
embargo, conforme avanza el conocimiento terapéutico también evolucionan los
mecanismos adaptativos y de resistencia de los agentes patégenos, no siendo
exenta de esto la bacteria en estudio. Frente a esto es importante recurrir a otras

terapéuticas en la medicina alternativa y complementaria.®

Desde tiempos prehistoricos, el ser humano ha usado las plantas con fines no solo
alimenticios, sino también medicinales y cosméticos. Diferentes plantas han sido
fuente de investigaciones para descubrir propiedades biolégicas, con las cuales
logremos hacer frente a mdultiples enfermedades tanto transmisibles como no
transmisibles. Por ello, aparece la necesidad de materializar este estudio para

estudiar la terapéutica complementaria implantadas en las culturas del mundo.%’

Este proyecto, evidencié datos sobre el potencial antibacteriano de los compuestos
activos presentes en el extracto hecho en preparacién etanélico de cascara de
Myrciaria dubia sola y en combinacion con amoxicilina; aportando de esta manera
informacion relevante que pueda ser considerada en préoximos estudios in vivo y

ensayos clinicos.®°

El objetivo general fué determinar la sinergia antibacteriana del extracto etandlico
de cascara de Myrciaria dubia con amoxicilina a 25 pg sobre Streptococcus
pneumoniae, in vitro; y como objetivos especificos tenemos medir la eficacia
antibacteriana del extracto etandlico de cascara de Myrciaria dubia al 100% en

Streptococcus pneumoniae, establecer la eficacia antibacteriana de la amoxicilina



a 25 ug sobre Streptococcus pneumoniae y evaluar la sinergia antibacteriana del
extracto etandlico de cascara de Myrciaria dubia al 100% con amoxicilina a 25 ug

sobre Streptococcus pneumoniae, in vitro.

La hipdtesis de investigacion buscé la sinergia antibacteriana del extracto
etandlico de cascara de Myrciaria dubia con amoxicilina sobre Streptococcus

pneumoniae, in vitro.



. MARCO TEORICO

Kaneshima T et al® (Jap6n,2017), estudiaron el efecto antibiético de semilla y
cascara contra S. aureus. Evidenciaron que el extracto de la cascara presentd zona
de inhibicion de 3,1 mm; mientras que la semilla presentd 2,7 mm a misma
concentracion (5mg/ml), concluyendo que ambos componentes presentan efecto

antibacteriano, con predominio del efectode la cascara.

Myoda T et al'! (Jap6n,2017) investigaron tres caracteristicas del residuo del jugo
de cascara y semilla de Myrciaria dubia: porcentaje de composicion fendlica, poder
antioxidante y efecto antimicrobiano especificamente sobre Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae. Respecto a la ultima
caracteristica se encontr6 efecto antibiético positivo sdlo sobre Staphylococcus
aureus y ademas este efecto dependia de la dosis, ya que generaba zona de
inhibicion siempre y cuando la concentracion de extracto de cascara y semilla fuera
2 75% con un halo de inhibiciéon de 2.7mm. Tanto la semilla y cascara demostraron
actividad bactericida sin embargo la semilla mostr6 mayor actividad a menos
concentracion esto gracias a que contiene mas compuestos lipofilicos,

responsables de las actividades antibacterianas.

Fujita A et al.1? (Brasil,2015), demostraron las virtudes antibacterianas de la pulpa
de Myrciaria dubia sobre Staphylococcus aureus, la pulpa liofilizada mostr6 CMI de
0,08 mg/ml y pulverizada de 0,16 - 0,63 mg/ml. Entretanto, el control positivo
(Ampicilina) logré 0,26 mg/ml de CMI concluyendo que Myrciaria dubia genero una

inhibicion que supera la generada por la  ampicilina.

Silva J. et al '3 (Brasil, 2014), investigaron el efecto antibacteriano de Myrciaria
dubia contra Staphylococcus aureus, donde identificaron la menor concentracion
apta para suprimir el crecimiento de microorganismos con CMI, luego de mantener

las placas a temperatura de 37 °C por un dia. Se notifico que la CMI se encontro
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con concentraciones de 0,3 hasta 0,6 mg / ml para residuos del fruto sometidos a

congelamiento y secado por aire caliente.

A nivel nacional tenemos a Pardo K et al** (Per(,2019), quienes mediante una
revision sistemética de estudios experimentales in vitro demostraron que extractos
de diferentes partes de Myrciaria dubia presentan actividad antimicrobiana contra
microorganismos orales, mayoritariamente gram-positivos. De igual manera,
contra microorganismos gram negativos no pertenecientes a la cavidad oral,

debidoasu alta composicion en compuestos fendlicos.

Saldarriaga E et al'® (Perd,2017), evaluaron la accién antibiética del extracto tipo
etandlico de la cascara a distintas concentraciones en Streptococcus mutans,
encontrando halos de inhibicibn presentes en todas las concentraciones
estudiadas, especificamente al 100% el extracto logré un halo inhibitorio de
crecimiento bacteriano de 16.38mm. Entretanto la media de la zona de inhibicion
generada por el control positivo (penicilina G) resulté en 17.31mm. Por tanto, su

accion demostrd ser similar al del antibiético ortodoxo.

Camere R et al ¢ (Per(1,2015), evaluaron la funcién bacteriostatica y bactericida del
extracto tipo metandlico a partir de pulpa y semilla sobre dos tipos de
Streptococcus; S. mutans y S. sanguinis. Las zonas de inhibicion de pulpa
registradas fueron de 16,20mm y 19,34mm en cada Streptococcus
respectivamente. Los halos generados por la semilla fueron de 21.36mm vy
19.21mm, resultando la semilla con mayor potencia antibiética que la pulpa sobre

ambas bacterias, en su presentacion de extracto metandlico.

Castillo C. et al 7 (Per1,2013), quienes demostraron que la CMI del extracto de tipo
etandlico de la cascara contra Staphylococcus aureus a una concentracion del 75%
al igual que al 50% tuvieron efecto antimicrobiano. Esto gracias a que la cascara

posee la alta concentracion de flavonoides como antocianinas y antocianidinas los
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cuales son metabolitos activos con efecto antibacteriano. Donde el promedio de los
halos de inhibicion fue de 23 mm (DS: £0.690, IC 95%).

Streptococcus pneumoniae es un bacilo gram positivo del tipo A generador de
variadas infecciones tanto menores, como invasivas. La mayor parte de las
investigaciones publicadas coinciden en que aproximadamente 30 % de las otitis
medias agudas, 40% de los cuadros inflamatorios agudos de senos nasales y 50%
de las NAC, tienen como agente causal al Streptococcus pneumoniae. Su
transmision es por via aérea y su capsula polisacaridica no permite que se logre su
fagocitosis, lo que genera mayor riesgo de invasividad en comparacion con otras
bacterias, esto ocurre en pacientes pediatricos con frecuencia en forma sinérgica

con infecciones generadas por virus.*®

Los virus en la via respiratoria, logran un impacto citopatico de la mucosa ciliar
respiratoria, generando cambios bioquimicos, moleculares y morfolégicos de los
cilios que los vuelven inviables, destruyéndolos o modificando su cédigo genético.
Estos cilios actian como barrera de defensay su alteracidon en esta coyuntura actla
favoreciendo el incremento de los in6culos de Streptococcus pneumoniae. Por ello

es que las infecciones virales predisponen a infecciones bacterianas.®

Streptococcus pneumoniae produce toxinas patdgenas, entre ellas la hemolisina
gue genera su accién favoreciendo en la colonizacién y proliferaciéon bacilar en
nasofaringe, pulmoén y via hemaética de la persona infectada; a su vez favorece el
rompimiento de la membrana eritrocitaria.?® Son conocidos mas de 90 serotipos de
Streptococcus pneumoniae, de los cuales solo 12 son causantes de infecciones

neumococicas invasoras.?!

El mecanismo de contagio se da esencialmente por medio de las gotitas de Fligge,
los aerosoles generados por una persona infectada al toser, hablar o contacto oral.

Ademas, también es posible el contagio a través de via dérmica y parenteral. No
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todas las personas en contacto con la bacteria desarrollaran la enfermedad, pero si
existe gran probabilidad de desarrollarla y llevar a complicaciones en grupos de
riesgo como lo son la poblacibn menor a 2 afios y poblacion mayor o igual a 60

afios.??

La Myrciaria dubia es un arbusto frutal de tipo riberefio, propia de la familia Mirtacea
y conocido popularmente como “camu camu” en Peru y “Araza de Agua” en Brasil.
Actualmente valorado principalmente por su prominente contenido de vitamina C
de hasta aproximadamente 3100 mg/100 g. La cascara del fruto es de coloracion
“rojiza” gracias a su alta composicion en antocianinas principalmente cianidina 3
glucosido, compuesto organico natural clasificado también como un flavonoide al
tener en su composicion a dos de subtipos, flavones y flavonoles. Las
antocianidinas cumplen funcion antioxidante, mientras que como flavonoide genera

efecto antibiotico.2324

La Myrciaria dubia tanto fruto, cascaras y semillas presenta actividad antibacteriana
gracias a su alta composicién en flavonoides. Estos impiden el anabolismo de
acidos nucleicos bacterianos, sustancias que dirigirdn y controlaran la sintesis de
proteinas bacterianas, que les brinda su especificidad que contienen las
instrucciones necesarias responsables de todas las funciones vitales e infectantes
del agente bacteriano. Ademas, diversos autores que estudiaron su efecto sobre
Staphylococcus aureus, bacteria de tipo gram positiva, con estructura similar y
sensible a similares antibidticos que el Streptococcus pneumoniae; proponen que
el anillo B de los flavonoides actian sobre la union de bases de los acidos nucleicos,

impidiendo la creacién de ADN y ARN bacteriano.?°26

Este fruto proveniente de la amazonia peruana y brasilefia, presenta diversos
compuestos fendlicos entre ellos tenemos a los flavonoides, antocianinas, pro -
antocianinas y elagitaninos, teniendo concentraciones diferentes del contenido
fendlico segun la parte de la planta. En pulpa la concentracion es 8,6 mg/100 g, en
cascara 10,5mg/100 g, y en semillas 336,03 mg/100 g. Entre otras presentaciones
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del fruto tenemos a la pulpa en polvo la cual registra componentes fenélicos de 48,5
mg/100 de manera que se evidencia como los cambios fisicos lograran aumentar
su efecto antibiético al concentrar mas cantidad de compuestos fendlicos. Otra
presentacion fue de harina de Myrciaria dubia con 672,49 mg/100g, siendo esta la

presentacién con mayor concentracion fenélica encontrada .2728

En cuanto a la amoxicilina, es un medicamento del grupo farmacologico
aminopenicilina y grupo terapéutico antibidtico indicado en infecciones diversas
como urinarias, de piel, tejidos blandos; otitis media aguda, faringitis, sinusitis.
También usado en enfermedades como gonorrea, fiebre tifoidea, infecciones del

tracto biliar, bronquitis, enfermedad de Lyme.?%30

Este farmaco bactericida, cumple con su accion al enlazarse a proteinas fijadoras
de penicilinas dispuestas en la membrana celular bacteriana, una vez ubicada
comienza la supresion de la sintesis de componentes propios de pared celular
bacteriana, suprimiendo el entrecruzamiento de cadenas de peptidoglicanos que
son los generadores de la estabilidad de la pared, logrando con esto finalmente su
destruccion. Su espectro bactericida incluye diversos géneros de bacterias dentro

de los cuales se encuentra Streptococcus pneumoniae.3!

Respecto a la terapéutica usada en la neumonia por Streptococcus pneumoniae
hay evidencia de que una cantidad de amoxicilina de 15 mg/kg/dia logra una
concentracion en sangre de hasta 14 mcg/ml, lo que equivale a 14 veces la CIM de
un neumococo con sensibilidad intermedia. Otros farmacos como ceftriaxona y
cefotaxima son usados en infecciones con agentes resistentes o que no responden
al tratamiento debido a que estos generan casi 100 veces la CIM (0,1-1 mcg/ml) y

su uso solo deberia reservarse para infecciones mayores.3?

Respecto al efecto sinérgico, es aquel cuya actividad conjunta de la mezcla binaria

sea mayor que la suma de actividades por separado y esto es lo que se buscara al

14



combinar la amoxicilina con el extracto etandlico del fruto en estudio. Esto sera
reflejado en el aumento de la region ubicada alrededor de la zona donde se inocule

la sustancia antibiética natural, el farmaco por separado y en conjunto.33
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.  METODOLOGIA
3.1. Tipo y Disefio de investigacion
Tipo de investigacion: Aplicada 34

Disefio : Experimental puro con repeticiones multiples, post test. 34

Representado de la siguiente manera:

RG1 X1 01
RG2 X2 02
RG3 X3 03
RG4 4 04

3.2. Variables y operacionalizacion

Matriz y operacionalizacion de variables se ubic6 en el (Anexo 2)

Variable independiente: Agente antibacteriano 3°

- No farmacoldgica: Extracto etanolico de Myrciaria dubia

- Farmacologica: Amoxicilina

Variable dependiente: Efecto antibacteriano®

- Eficaz

- No eficaz



3.3. Poblacion (criterios de seleccion), muestra, unidad de analisis

Poblacion :

Estuvo constituida por todos los cultivos de Streptococcus pneumoniae cepa ATCC
6305.

Criterios de seleccion:

Criterios de inclusion:

» Cepas de Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 con 24 horas de cultivado.

Criterios de exclusion:

* Cultivos de Streptococcus pneumoniae contaminados.

Muestra: 10 repeticiones por cada grupo.

Unidad de analisis: Cada placa Petri cultivadas con Streptococcus pneumoniae
cepa ATCC 6305.
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3.4. Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos

Técnicas de recoleccion de datos:

Se utilizé la observacion directa, mediante la lectura en milimetros de diametro de

las zonas de inhibicién completa del crecimiento bacilar con una regla milimétrica.*

Instrumento de recoleccidon de datos:

Se aplic6 una ficha de recolecciéon de datos elaborada por la autora, donde se
registrd cada cultivo, se anot6 la medida de los halos de inhibicion generados por
tres sustancias la primera a partir del extracto metandlico de Myrciaria dubia, la
segunda a partir de amoxicilina con una concentraciéon de 25 microgramos y la
tercera que es una combinacion de las dos primeras determinandose el efecto de
estas tres sobre las cepas de Streptococcus pneumoniae, de tal manera que logré
sintetizar la informacion de manera que se pueda analizar cada variable del

presente estudio (Anexo 02).34
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3.5. Procedimientos

Procedimiento para la evaluacion de efecto sinérgico antibacteriano:36
1. Se recolect6 la Myrciaria dubia procedente del distrito de Iquitos

2. Se hizo la identificacion taxonomica de Myrciaria dubia en el Herbarium

Amazonenze AMAZ de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana.

3. Los frutos de Myrciaria dubia se lavaron con agua destilada ,luego con
hipoclorito de sodio a 200 ppm durante 5 min. Posteriormente se volvieron a

enjuagar con agua destilada y luego se pelaron.

4. Para el secado las cascaras del fruto se colocaron el papel Kraft a temperatura
ambiente por 24 hr. Y luego en la estufa a una temperatura de 44,5°C durante 4
horas.

5. Se peso6 20gr. de céscara , luego se humect6é con 30ml de etanol de 96°, se

agitd y se procedio a filtrar 3 veces y se pas6 a guardar en un frasco ambar.

6. Para la preparacion de la cepa se prepardé un medio de agar sangre. Una vez
que este solidifico, se inoculd y bafi6 con la suspension bacteriana de
Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 de 1-2 x 108 UFC / ml con un bastoncillo

de algodon.

7. Los pozos se prepararon perforando el agar de una medida de seis milimetros

de didmetro estandar con un taladro de corcho estéril de acero inoxidable.

8. Estos pozos se llenaron con 25 yL de la solucién antimicrobiana (Amoxicilina

25 ug.+ Extracto etandlico de Myrciaria dubia al 100%)
9. Las placas se incubaron a 35 + 2 ° C durante 18-24 h.

10. La actividad antimicrobiana se calcul6 en milimetros usando la expresion:
ZOIl = Diametro total de la zona inhibida de crecimiento menos diametro del pozo,

donde, ZOIl es zona de inhibicion.
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3.6. Método de analisis de datos

Para contrastar los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas,
comprobando que los datos tienen un comportamiento normal y sus varianzas
son homogéneas, por lo cual se realizaron las pruebas de analisis de varianza
(ANOVA) y prueba post hoc de Tukey.3*

3.7. Aspectos éticos

Se mostraron los resultados objetivamente, me comprometi a no incurrir en
alteraciones ni plagio y no tener conflictos de intereses. Se siguieron los protocolos

establecidos para el procedimiento a realizar.3’
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VI. RESULTADOS

Tabla 01. Datos estadisticos descriptivos de la media los halos de inhibicién
del extracto etandlico de Myrciaria dubia , amoxicilina a 25ug y la combinacion

de ambos sobre Streptococcus pneumoniae, in vitro.

Datos Descriptivos

Halos de inhibicién medidos en (mm)

N Media Desviacién Desv. IC(95% de confianza) Minimo Méaximo
Error
Limite Limite
inferior superior
Extracto 10 14,40 ,699 ,221 13,90 14,90 14 16
etanolico
de céscara
de
Myrciaria
dubia
Extracto 10 42,40 1,350 427 41,43 43,37 41 45
etanolico
de cascara
de Myrciaria
dubia +
Amoxicilina
Amoxicilina 10 43,70 1,252 ,396 42,80 44,60 42 46
Total 30 33,50 13,791 2,518 28,35 38,65 14 46

Fuente: Reporte de resultados SPSS Ver.25

Se encontrd que la media del halo de inhibicion generado por el extracto etanélico
de Myrciaria dubia fue de 14,40mm+0.699, amoxicilina sola gener6 43,7+ 1,252 y
en sinergia el extracto etanolico de cascara de Myrciaria dubia con Amoxicilina fue
de 42,40 +1,350.
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Tabla 2. Andlisis de varianza de las medias del efecto antibacteriano del extracto
etandlico de Myrciaria dubia, amoxicilina a 25ug y la combinacion de ambos sobre

Streptococcus pneumoniae, in vitro.

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media F Sig.
cuadratica
Entre grupos 5480,600 2 2740,300 2120,00 0.000
Dentro de grupos 34,900 27 1,293 °
Total 5515,500 29

Fuente: Reporte de resultados SPSS Ver.25

Utilizando la prueba estadistica de Levene; se observa que existe un valor de
p>=0.05, esto quiere decir que la varianza de los grupos es homogénea. A su vez
en la prueba de ANOVA se observa diferencia estadisticamente significativa, dado
que el valor de p es menor que 0.05 (p=0.000), es decir que al menos un grupo

difiere de los demas.
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Tabla 3. Comparacion de las medias de los halos de inhibicién con la prueba de
Tukey entre el extracto etandlico de Myrciaria dubia, amoxicilina a 25ug y la

combinacion de ambos sobre Streptococcus pneumoniae, in vitro.

Subconjuntos homogéneos

Halos
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamientos N 1 2 3
Extracto 10 14,40
etanolico de
Myrciaria dubia
Extracto 10 42,40
etandlico de
Myrciaria dubia
+ amoxicilina
amoxicilina 10 43,70
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdénica = 10.000.

Fuente: Reporte de resultados SPSS Ver.25

Se evidencia que la amoxicilina sola presenta mayor eficacia,con un valor de 43,70
mm seguida de la combinacion entre extracto etanolico de Myrciaria dubia mas
amoxicilina con un valor de 42,40mm y por ultimo el extracto etanolico de Myrciaria

dubia solo con una valor de 14,40mm.
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Figura 1. Diagrama de caja de los halos de inhibicion por grupos de estudio.
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V. DISCUSION

Esta investigacion tuvo objetivo determinar la sinergia antibacteriana del
extracto etandlico de cascara de Myrciaria dubia con amoxicilina a 25 ug
sobre Streptococcus pneumoniae, in vitro, observandose la formacion de halos

de inhibicién del crecimiento de la bacteria en estudio.

Los resultados que se observan en la Tabla 1, muestran la actividad
antibacteriana de los tres tipos de productos utilizados en el presente estudio,
se evidencia que respecto al efecto antibacteriano del extracto etandlico de la
cascara de Myrciaria dubia, los halos de inhibicibn generados tuvieron una
media de 14,40 mm (DS: £0.699, IC 95%), por lo que demostré ser eficaz, segun
lo establecido en el CLSI (= 13mm) para Streptococcus pneumoniae; sin
embargo el efecto hallado en este estudio fue menor al presentado por
Saldarriaga E et al*® ,donde el mismo extracto a la misma concentracion logré
un halo inhibitorio de crecimiento bacteriano de 16.38 mm (DS: £2.220, IC 95%),
frente a Streptococcus mutans evidenciando de esta manera su efecto
antibacteriano, un valor similar es reportado por Castillo C et al'” quien encontrd
promedios de halo de inhibicién de 23 mm (DS: +£0.690, IC 95%), contra
Streptococcus aureus. Sin embargo, hay dos aspectos importantes a evaluar en

ambas investigaciones.

El primer aspecto es que las cepas presentes en los estudios mencionados
anteriormente, corresponden a especies no resistentes de Staphylococcus
aureus y Streptococcus mutans , mientras que el Streptococcus pneumoniae de
este estudio presenta factores de virulencia como : la capsula polisacéarida que
inhibe la fagocitosis por impedir la formacion de c3b convertasa , la hemolisina
gue ejerce accion citolitica ,las neuraminidasas. , las proteinas de adhesiéon A
,C y D, los acidos teicoicos cuya liberacion por la lisis bacteriana activa el
complemento y provoca la liberacion de citoquinas proinflamatorias ; todos
estos factores sumados a que es una bacteria con elevados niveles de
resistencia debido a mutaciones genéticas repetidas de la bacteria y por

presion selectiva por el uso indiscriminado de antibiéticos . Explican que la
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zona de inhibicion sea menor a comparacion de otros estudios. Esto se
evidencia en la elevacion de la resistencia bacteriana que va en aumento, esto
es demostrado en varios estudios hechos en portadores nasofaringeos

de Streptococcus pneumoniae . 4°

El segundo aspecto implica la cantidad de flavonoides presentes en la Myrciaria
dubia utilizada. Estos son los componentes que le brindan la propiedad
antibiética a esta planta. Los flavonoides principalmente las antocianinas y
antocianidinas ejercen su efecto antibidtico gracias a la presencia de su anillo B
gue no permite la intercalacion de los puentes de hidrogeno para la formacién
de &cidos nucleicos bacterianos, lo cual inhibe la sintesis de ADN Y ARN
bacteriano, también actian dafiando la bicapa bacteriana al penetrarla
directamente, generando pérdida de la funcion de barrera y ocasionando la
salida de los componentes propios de la bacteria.*! La cantidad de flavonoides
es influenciada por factores como: terreno, minerales en las tierras de cultivo,
temperatura, humedad que se encuentran sincronizados positivamente en la
época de fructificacidon. Esta época abarca los meses de diciembre hasta marzo.
Sin embargo, el presente estudio utiliz6 Myrciaria dubia cosechada en el mes
de setiembre que es correspondiente a época de baja produccion. Es por esto
que, el desarrollo de la Myrciaria dubia se dio sin el total aprovechamiento de
los componentes y pese a que la planta esta adaptada a crecer en suelos acidos
de baja fertilidad , ésta se desarrolla mucho mejor en suelos aluviales de alta
fertilidad en época de fructificacion.®® De aqui que las propiedades fisicas y
quimicas del suelo influyen fuertemente en el desarrollo de los cultivos y por
tanto determinan la composicion y la concentracion de sus componentes

fitoquimicos; entre ellos el de los flavonoides.

Por tanto, siendo la Myrciaria dubia extraida en periodo fuera de su época de
fructificacion explica la disminuida disponibilidad de componentes flavonoides y
con esto su menor efecto antibiético, evidenciado en el tamafio de los halos de

inhibicién encontrados en este estudio .
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En la tabla 1 también se observa la media de los halos de inhibicién generados
por la amoxicilina que fueron de 43,70mm (DS: +1.252, IC 95%) contra
Streptococcus pneumoniae , a su vez Saldarriaga et al*® en su estudio usé como
gold estandar a penicilina G quien logr6 17.31mm contra Streptococcus mutans
y Castillo et al'” observo el efecto de vancomicina sobre una cepa no resistente
de Staphylococcus aureus obteniendo como media de los halos de inhibicion de
14,77 mm (DS: +1.642, IC 95%) deduciendo con estos datos que todos los

estudios tuvieron eficacia antibacteriana sobre las cepas en las que actuaron.

El extracto etandlico de Myrciaria dubia posee propiedad antibacteriana, pero
no supera la accion antibacteriana de la amoxicilina, farmaco de primera linea

contra Streptococcus pneumoniae.

Y respecto a la sinergia el extracto etandlico de cascara de Myrciaria dubia
con Amoxicilina mostré una media de los halos de inhibicion de 42,40mm (DS:
+1.350, IC 95%). Disminuyendo ligeramente el efecto generado por la
amoxicilina en solitario la cual generé una media de 43,70mm (DS: £1.252, IC
95%) . Siendo estos ultimos, los halos de inhibicibn que alcanzaron mayor

diametro.

La razon de este resultado , se remite a las bases moleculares de los
mecanismos de accion , de ambos componentes antibacterianos , en el caso de
la amoxicilina inhibiendo la dltima etapa de la sintesis de la pared bacteriana al
unirse a unas proteinas especificas llamadas Penicillin Binding- Proteins (PBPs)
impidiendo que la pared se construya correctamente , generando cambio en la
permeabilidad de la membrana celular y finalizando con lisis, y en el caso del
extracto etandlico de Myrciaria dubia actia sobre los puentes de hidrégenos
necesarios para la formacion de acidos nucleicos y también sobre la membrana
celular generando dafio en ésta. Pero contrariamente a un efecto sinérgico
ocurri6 un efecto de competencia en el mecanismo que actué sobre a la
membrana celular del Streptococcus pneumoniae. De manera que generd una

leve disminucion en su efecto antibidtico.
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En cuanto a la varianza de las medias, ésta se determiné mediante la prueba de
Levene, demostrando que los grupos estudiados son homogéneos.(Tabla 2)
Asi mismo el ANOVA indicé que existe diferencia significativas en los promedios
de los halos de inhibicién en los grupos analizados (p= 0,000).

Lo que se refuerza con la Tabla 3 y figura 1, es la diferencia de los promedios
de los halos de inhibicién y cual de los grupos en estudio evidencian mayor
eficacia que, en este caso, seria amoxicilina sola seguida de la combinacién
entre extracto etanolico de Myrciaria dubia con amoxicilina y por dltimo el
extracto etanolico de Myrciaria dubia solo. Los resultados indican que habria
que evitar la combinacion de extracto etandlico de Myrciaria dubia con

amoxicilina frente al Streptococcus pneumoniae.

Ademas, la sinergia del extracto y amoxicilina generd disminucion en el tamafio
de la zona de inhibicién de crecimiento bacteriano evidenciando la no existencia

de sinergia antibacteriana.

Para culminar , podemos decir que Myrciaria dubia tiene potencial como agente
antibacteriano el cual debe explotarse ya que como se demostrd, ésta presentd
eficacia antibacteriana y aunque se encontraron zonas de inhibicion menores en
comparacion a los resultados de los distintos estudios. Consideramos que estos
varian segun la época de cultivo y segun el tipo de cepa utilizada para realizar
cada experimento , pues influiran en sobremanera las propiedades adquiridas

por la planta en estudio frente a la bacteria .
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VI. CONCLUSIONES

1. Se demostr6 la presencia de efecto antibacteriano sobre Streptococcus

pneumoniae, pero no supera al efecto de amoxicilina.

2. Laamoxicilina en el estudio también evidenci6 su efecto antibacteriano sobre

Streptococcus pneumoniae; considerandose el tratamiento de primera linea.
3. La combinacién del extracto etandlico de cascara de Myrciaria dubia,con

amoxicilina, demostré6 no tener efecto sinérgico antibacteriano sobre

Streptococcus pneumoniae.
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VII.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar la obtencion de Myrciaria dubia cosechada en

época de fructificacion para aprovechar al maximo sus componentes

fitoquimicos.

Se recomienda asociar la combinacion de extracto de Myrciaria dubia con

otro agente antibacteriano para evaluar el efecto sinérgico.
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ANEXOS

ANEXO 1

MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

ESCALA
CONCEPTUAL OPERACIONAL .
MEDICION
VI -Entidad generada a
Ao partir de Extracto etandlico de | RG1
gente : . Myrciaria dubia al
antibacteriano. ricroorganismos o o A
producida a través de 100% + Amoxicilina
-No reacciones quimicas,
farmacol6gico: | q.e en Extracto etandlico de | rg2
Extracto concentraciones Myrciaria dubia al o
- . Cuantitativa
etandlico de especificad producira | 100%
Myrciaria dubia | inhibicién
al 100%. (bacteriostatico)e Amoxicilina a 25 g RG3
incluso, destruccién
) patdgena (bactericida)
Farmacoldgico: | . _ _
sin producir efectos Agua destilada RG4
Amoxicilina a toxicos en el
25 ug huesped33.
Se medira la zona
Accion d de inhibicion de
: ccion de matar o
v Electo det imiento d crecimiento, Cualitativa
- - etener crecimiento de
antibacteriano _ _ considerando los _
un microorganismo o nominal
) criterios del CLSI :
bacteriano®:. '
Eficaz 213 mm
No Eficaz <13mm




Anexo 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Poblacion de

placas Petri

EFECTO INHIBITORIO EN (mm)

Extracto etandlico de

Myrciaria dubia amonxicilina Agua

100% + destilada

100% o
Amoxicilina

10




Anexo 3

TAMANO MUESTRAL

Se utilizara la férmula para comparacién de dos medias :34

_(Zx 2+ 2ZB)%2s?
T (X1-Xx2)?

Donde:
zal2 = 1.96 (95%)

ZIb = 0.84 (80%)

X1=17mm 28
X2 =10 mm®®
o:1.976 20

n = 7 nimero minimo de repeticiones por cada concentracion

Para el estudio se realizaran 10 repeticiones por cada grupo.



Anexo 4

@

_ Cualidad y profesionalismo el servicio de tu se

CONSTANCIA DE EJECUCION DE PROYECTO

El Laboratorio “San José” deja constancia que ha cedido ad honorem sus instalaciones,
en donde LUCERO ASTO VELASQUEZ, estudiante de Medicina de la Universidad César
Vallejo de Trujillo, ejecuté la parte experimental de su proyecto de tesis titulado
“Sinergia antibacteriana del extracto etandlico de Myrciaria dubia con amoxicilina
sobre Streptococcus pneumoniae, in vitro”, durante los dias 20 al 24 de septiembre de
2020, bajo la orientacién y asesoramiento del Microbidlogo Jaime Abelardo Polo
Gamboa.

Se expide |a presente a solicitud del estudiante, solo para fines académicos, alos 27 dias

del mes de octubre de 2020.

Sede Principal: Francisco Bolognesi 678 0f. 203 - Centro Historico - Trujillo

Sucursales: Los Corales 277- Barrio Médico Urb. Santa Inés - Trujillo
769999 - (] 948649844
>4d sanjoselabs@hotmail.com © www.sanjoselabs.amawebs.com/
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Anexo 5
IUNAP T e

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA n.° 18-2020-AMAZ-UNAP

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del CIRNA, de la Universidad Nacional de la

Amazonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, las muestras botdnicas en forma de frutos presentada por LUCERO ASTO VELASQUEZ, estudiante
de |a Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Medicina de la Universidad César Vallejo
pertenece al proyecto de tesis de pre grado titulado “Sinergia antibacteriana del extracto etanélico de
Myrciaria dubia con Amoxicilina sobre Streptococcus pneumoniae, in vitro ” que ha sido
DETERMINADA en este Centro de Investigacidn y Ensefianza Herbarium Amazonense-AMAZ del Centro
de Investigacién de Recursos Naturales de la UNAP (CIRNA-UNAP) como se indica a continuacién:

N FAMILIA _ ~ ESPECIE
01 MYRTACEAE | Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh

A los siete dias del mes de diciembre del dos mil veinte, se expide la presente constancia a la interesada

para los fines que se estime conveniente.

Atentamente,
- v':, \
N L n {
e VLU' Ve l\
A apfannn
Rldmnf] ca)z'ostupa
Cganllmdor er n Amazonense
UNIVERSIDAD——
| et ! .“\ ‘ {
Direccion Fevos/MNanay - lquitos Perd Pagina 1 de ] \ FESCLOCION W* £12 2019 SUNEDU (D '
| 1 | s w0 200

Apdo 4496



Anexo 6

REGISTRO FOTOGRAFICO DEL PROCEDIMIENTO

Obtencién de Myrciaria dubia
procedente del distrito de lquitos

Extraccion y secado de cascara Mezcla de cascara -
de Myrciaria dubia de Myrciaria dubia Filtrado

con etanol a 96°




Sembrado de la cepa Streptococcus pneumoniae y observacion de los halos de inhibicién
generados por las variables antibioticas




