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RESUMEN

En el presente estudio se evalud la eficacia sinérgica antimicrobiana de la miel
de Apis mellifera con vancomicina sobre Staphylococcus aureus meticilino
resistente in vitro; considerandose 4 grupos de tratamiento: miel de Apis
mellifera, miel de Apis mellifera con vancomicina, vancomicina (control positivo)
y solucién salina (control negativo), con 7 repeticiones por grupo, de acuerdo a
cada concentracion. Se emple6 el método de macrodilucibn en tubos,
obteniéndose como resultados: La Concentracién Inhibitoria Minima (CIM)
obtenida del grupo de miel de Apis mellifera fue 50 mg/ ml (proporcién 2/7,
IC:95%,eficacia:28.6%), el grupo de miel de Apis mellifera con vancomicina
evidenci6 tener efecto sinérgico con 6.5 mg/ml (proporcion 4/7, 1C:95%, eficacia:
57.1%) , con valores similares a vancomicina con 6.5 mg/ml (proporcion 1/7,
IC:95%, eficacia: 14.2%). Al comparar las proporciones por el Test de Fisher, se
determind que existe significancia estadistica en cuanto al efecto antimicrobiano
entre el grupo de vancomicina sola y el grupo de miel de Apis mellifera con
vancomicina sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente in vitro.
Conclusién: La miel de Apis mellifera demostr6 tener eficacia sinérgica
antimicrobiana con vancomicina sobre Staphylococcus aureus meticilino
resistente, presentando la misma eficacia que la vancomicina a concentracion

de 6.5 mg/ml.

Palabras claves: MRSA, CIM, miel de Apis mellifera, Sinergia.
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ABSTRACT

In the present study, the synergistic antimicrobial efficacy of Apis mellifera honey
with vancomycin on methicillin-resistant Staphylococcus aureus was evaluated
in vitro; Considering 4 treatment groups: Apis mellifera honey, Apis mellifera
honey with vancomycin, vancomycin (positive control) and saline solution
(negative control), with 7 repetitions per group, according to each concentration.
The macrodilution method in tubes was used, obtaining the following results: The
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) obtained from the Apis mellifera honey
group was 50 mg / ml (proportion 2/7, Cl: 95%, efficacy: 28.6%), The Apis
mellifera honey group with vancomycin showed a synergistic effect with 6.5 mg /
ml (proportion 4/7, Cl: 95%, efficacy: 57.1%), with values similar to vancomycin
with 6.5 mg / ml (proportion 1/7 , Cl: 95%, efficacy: 14.2%). When comparing the
proportions by the Fisher test, it was determined that there is statistical
significance in terms of the antimicrobial effect between the group of vancomycin
alone and the group of Apis mellifera honey with vancomycin on methicillin
resistant Staphylococcus aureus in vitro. Conclusion: Apis mellifera honey
demonstrated synergistic antimicrobial efficacy with vancomycin on methicillin-
resistant Staphylococcus aureus, presenting the same efficacy as vancomycin at

a concentration of 6.5 mg / ml.

Keywords: MRSA, CIM, Apis mellifera honey, Synergy.
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l.INTRODUCCION
Las enfermedades infecciosas en tejidos blandos y piel comprenden un

importante motivo de consulta a nivel global, estas sumadas a las infecciones
respiratorias y urinarias comprenden el 71,8% de las causas de hospitalizacion
en emergencia a nivel de Estados Unidos.! La prevalencia de Staphylococcus
aureus se estima en aproximadamente 2 billones de personas, de los cuales
1% es Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA), ya que la mucosa

nasal es el area principal de colonizacién.?

A nivel de Latinoamérica, existe dificultad en la recoleccion de datos fidedignos
sobre la incidencia de MRSA, a causa de déficit de recursos en su adecuada
deteccion, por ello se evidencié por medio de investigacion a gran escala que
de los casos detectados en hospitales de 11 diferentes paises, un 48,3% del
total eran MRSA, de los cuales de acuerdo a la OMS en paises como:

Nicaragua, Cuba, Bolivia y Per( se reportan infecciones en un 51%.3

A nivel Nacional, en un estudio realizado en 3 hospitales de Lima entre 2011-
2014, se registraron 150 casos de bacteriemia por Staphylococcus aureus
(S.A), entre cepas resistentes y sensibles, evidenciandose mayor mortalidad en
casos expuestos a MRSA.# Asimismo en el Hospital Cayetano Heredia, entre
2017-2018, se registraron 211 aislamientos de S.A., encontrdndose que los
casos de MRSA tuvieron mayor estancia hospitalaria, asi como mayor nimero
de hospitalizados en UCI con 61,9%(p=0,123).°

Afecta predominantemente a jovenes y nifios aislandose en infecciones de
areas de la piel y en partes blandas. Por otro lado con menor incidencia y
asociando mayor morbimortalidad se encuentra en infecciones invasivas y
profundas como infecciones osteoarticulares, miositis, abscesos o neumonias

complicadas con empiema.®

En cuanto al manejo de la infeccién por MRSA se hace uso de antibi6ticos de
acuerdo a origen, en casos de origen comunitario se emplea dicloxacilina,
clindamicina o cotrimoxazol. En casos de presentar sepsis nosocomiales
graves por MRSA de origen hospitalario y con resistencia a los farmacos

anteriores, se usa vancomicina.’



La creciente aparicion de mecanismos de resistencia del Staphylococcus es
considerado un problema cada vez mas creciente a nivel mundial, por esta
razén para fijar una terapia empirica eficaz es necesario cada vez mas realizar
un monitoreo de sensibilidad antibacteriana. En casos de MRSA son ademéas
potentes ante los B-lactAmicos, asi como diversos farmacos antibacterianos,

incluso con reciente aparicion de reportes con resistencia a glicopéptidos.2

La miel es un alimento producido por abejas (Apis mellifera), cuyo uso como
medicamento data desde hace 2500 afios A.C. en Mesopotamia por la cultura
Sumeria, en la medicina moderna se usa por sus propiedades biolégicas y
fisicas.® Destaca su eficiencia como antimicrobiano y antiséptico, la cual es a
causa de su osmolaridad y alto contenido de azucares, asi como sus beneficios

en la aceleracién en el proceso de cicatrizacién.1°

El problema planteado en la investigacion es: ¢Tiene eficacia sinérgica
antimicrobiana la miel de Apis mellifera con vancomicina sobre

Staphylococcus aureus meticilino resistente in vitro?

Actualmente Staphylococcus aureus meticilino resistente viene a ser una
bacteria con elevada resistencia a los tratamientos, asi como el causante de
diversas enfermedades a nivel intrahospitalario como de la comunidad, dicha
situacion es alarmante no solo por la creciente falta de antibidticos para
responder el avance de dicha bacteria, sino por los elevados costos en salud
crecientes dia a dia; por tal motivo cobra mayor valor la investigacion por hallar
nuevos medicamentos naturales, accesibles a la poblacion y de uso comuan en
el consumo humano, como la miel, la misma que ha sido alimento natural desde
tiempos ancestrales ademas de no haber demostrado efectos adversos. Posee
diversas propiedades segun indican los estudios como antioxidante,
suplemento nutricional, antiinflamatorio y el principal como antibacteriano, entre

otras.

Es por esto que es una alternativa de solucion de origen natural para el manejo
preventivo y curativo en infecciones generadas por MRSA, sin reacciones
adversas y a bajo costo para la poblacion. Ademas, en miras a su efecto
sinérgico con los antimicrobianos en el manejo estandar, puede ser un gran

complemento al punto de poder disminuir la dosis y dias de tratamiento



necesarios para la erradicacién bacteriana completa asi como atenuar los

efectos adversos de los farmacos implicados.

Las hipotesis planteadas en la presente investigacion: H1: La miel de Apis
mellifera tiene eficacia sinérgica antimicrobiana con vancomicina sobre
Staphylococcus aureus meticilino resistente in vitro y HO: La miel de Apis
mellifera no tiene eficacia sinérgica antimicrobiana con vancomicina sobre

Staphylococcus aureus meticilino resistente in vitro.

El objetivo general fue evaluar si la miel de Apis mellifera tiene eficacia
sinérgica antimicrobiana con vancomicina sobre Staphylococcus aureus

meticilino resistente in vitro.

Asimismo, los objetivos especificos tienen como finalidad: Determinar el
efecto antibacteriano de miel de Apis mellifera sobre Staphylococcus aureus
meticilino resistente in vitro; Identificar si la miel de Apis mellifera asociado a
vancomicina tienen eficacia antibacteriana sobre Staphylococcus aureus
meticilino resistente in vitro; Determinar el efecto antibacteriano de la

vancomicina sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente in vitro.



I.MARCO TEORICO
Mama et al'! (Etiopia, 2019) Evaluaron la eficacia antibacteriana de la miel frente

a MRSA. Realizaron un estudio experimental, a través del método de dilucién en
tubos, para obtener Concentracion inhibitoria minima (CIM) siendo los valores
hallados 18.75% v / v con una eficacia de 70%, con valores de significancia de

p<0.05. Concluyeron que presenta propiedades bactericidas sobre MRSA.

Dela Cruz et al'? (Malasia, 2018) Determinaron el efecto antimicrobiano entre
miel natural en comparacion con la miel artificial contra MRSA. Aplicaron un
estudio experimental, usando el método de dilucion en tubos, con valores de CIM
de 20 mg/ml, a diferencia de la miel artificial que no mostré ningun tipo de efecto,
con valores de significancia de p<0,05. Comprobando la eficacia de la miel sobre
MRSA.

Mabrouka et al'® (Argelia, 2018) Analizaron la miel en el tratamiento de once
bacterias multirresistentes del tracto urinario en el embarazo, entre ellas
Staphylococcus aureus (S. aureus). Hicieron un estudio experimental, por
método de dilucion en tubos, para obtener la CIM y la CMB, siendo los valores
de 2,5 % (v/v) para ambos, con valores de significancia de p<0,05. Concluyendo

gue tienen eficacia antimicrobiana tanto en Gram positivas y negativas.

Jayanthi et al** (India, 2017) Estudiaron la eficacia antimicrobiana de la miel en
cepas de MRSA. Aplicaron un estudio experimental, por medio del método de
dilucién en tubos, para medir su CIM; siendo esta de 6,25 mg/ml; con valores de
significancia de p<0,05. Concluyeron, que la miel tiene tanto actividad
bacteriostatica como bactericida, en especial atribuida a su PH &acido frente a
MRSA.

Vayas'® (Ecuador, 2017) Evalu6 métodos de sensibilidad sobre la efectividad
antimicrobiana de miel de abeja (Apis mellifera) en S. aureus, realizé un disefio
experimental, aplicando el método de dilucién en tubos, obteniéndose una CIM
70mg/ml y la CMB con 90 mg/ml; los resultados muestran que existio efecto
bactericida atribuidos a su alta osmolaridad y su denominada actividad del agua

sobre la cepa de S. aureus.

Amuche et al*® (Nigeria, 2016) Compararon la eficacia antibacterial de miel (Apis

mellifera) y miel de abejas sin aguijon de Nsukka, contra diversas bacterias



resistentes, entre ellas MRSA. Realizaron un estudio experimental, aplicando el
método de dilucion en tubo; siendo la CIM 12,5 a 50 mg/ml, mostrando efecto
antimicrobiano similar a la de las abejas sin aguijon de Nsukka, con valores de
significancia de p<0,05, demostrando la eficacia de las mieles sobre MRSA.

Wasihun et al*” (Etiopia, 2016) Determinaron la eficacia antibacteriana de mieles
rojas y blancas frente a bacterias resistentes a multiples farmacos, entre ellas S.
aureus, usando un estudio experimental, por método de dilucion en tubos, para
obtener la CIM y la CMB, siendo la CIM media para mieles rojas y blancas para
S. aureus, 6.25% (v /v) y 12.5% (v / v). En la CMB la media de mieles rojas y
blancas fue 50% y 100% (v/v) respectivamente, demostrandose su eficacia

antibacteriana, siendo la miel roja de mayor eficacia sobre la blanca.

Poovelikunnel et al'® (Irlanda ,2016) Compararon la eficacia antibacteriana de la
miel sobre MRSA nasal en comparacién con mupirocina al 2%, en un estudio
experimental, por el método de microdiluciones, obteniendo la CIM y CMB,
lograndose la inhibicién al 5%, y la CMB para su accion bactericida con 12,5%,
con valores superiores a la mupirocina, con valores de significancia de p<0,05,

demostrandose su efecto antibacteriano en la erradicacién de S.aureus.

Eslami et al*® (Irdn, 2016) Determinaron la accién sinérgica antimicrobiana de la
miel (Apis mellifera) y propoleos Azarian, en microorganismos orales, entre ellas
MRSA, usando un estudio experimental, aplicando el método de microdilucion
en tubos; para medir la CIM, siendo 8,52 %, la misma que junto a propéleos fue
de 6.00% con valores de significancia de p<0,05, demostrando su eficacia

antimicrobiana y sinergia al disminuir dicha CIM en asociacién con el propéleo.

Akinkunmi et al?® (Nigeria, 2015) Compararon la eficacia antimicrobiana de la
miel contra agentes antisépticos de uso comun sobre cepas de MRSA, usando
un disefio experimental y aplicando el método de microdiluciéon en tubos para
hallar la CIM con valores de media entre 70-79 %, superior a los antisépticos,
dichos resultados fueron significativos a un valor de significancia de p<0,05,

demostrandose su alta eficacia antimicrobiana sobre MRSA.

Aamer et al*! (Egipto, 2014) Estudiaron la CMB y CIM de miel y propéleos de
abeja contra diversas cepas resistentes de Staphylococcus, entre ellas MRSA.

Emplearon un estudio experimental, por método de dilucibn en tubos,

5



obteniéndose una CIM=20-33%; las mismas que el agregado de propdleos nos
dio una CIM=6.2-7.25%, con diferencias significativas a p<0,01, demostrandose
la eficacia antimicrobiana y sinérgica, asi como la sensibilidad de las cepas,
siendo MRSA el méas sensible de los 4.

Ewnetu et al??> (Etiopia, 2013) Estudiaron la accién antimicrobiana de mieles de
Apis mellifera en cepas resistentes, entre ellas MRSA. En un estudio
experimental, por microdilucion en tubos, obteniéndose CIM y CMB diluidas,
siendo 6,25% (v/v) en todas las mieles sobre MRSA, con valor de significancia

p<0,05. Concluyeron que todas las mieles muestran actividad antibacteriana.

Srisayam et al?® (Tailandia ,2010) Evaluaron las propiedades antimicrobianas y
antioxidantes de miel (Apis mellifera) en cepas bacterianas, entre ellas MRSA,
usando un estudio experimental, por medio del método de dilucién en tubos, para
obtener la CIM, encontrandose valores que variaron de 6% (v / v) a 22% (v / v),
con valores de significancia de p<0,05; encontrandose que la miel inhibi6 todas
las bacterias.

Rajeswari et al** (India,2010) Determinaron la eficacia antimicrobiana de la miel
sobre S. aureus, usando un estudio experimental, empleando muestras de miel
de diversas areas, por el método de dilucion en tubos, siendo la CIM diluida al
25 mg/ml con un 80 % de eficacia, con valores de significancia de p<0,05.

Comprobando su eficacia antibacteriana para fines terapéuticos.



Los cocos Gram-positivos comprenden bacterias con caracteristicas como: no
presentan esporas y su forma es esférica, dentro de los cuales el nombre del
género Staphylococcus hace referencia a un grupo de cocos Gram-positivos que
desarrollan patron en forma de uvas, de estos el que se relaciona a mayor
incidencia de enfermedad en el ser humano es el Staphylococcus aureus (méas
virulencia).A su vez MRSA, se encuentra asociado a infecciones graves ya sea

en niflos o adultos previamente saludables.?®

Los estafilococos presentan polisacéaridos, proteinas antigénicas, asi como otros
compuestos en su pared celular, siendo uno de los principales el peptidoglucano
(polimero de polisacéarido que presenta subunidades ligadas), el cual concede la
rigidez en la pared celular, por su parte la proteina A es una proteina de superficie
(adhesina), la cual reconoce las moléculas en la matriz adhesiva generando la

capacidad de adhesion a las células hospedadoras.?®

La capacidad infecciosa de la bacteria se genera por medio de sus factores de
virulencia, como la coagulasa que es un factor de aglutinacién, que genera un
coagulo de fibrina por medio de la activacién de protrombina, produciendo
agregacion bacteriana. En cuanto a sus toxinas citoliticas (a, B, y), resalta el tipo
a, esta es una citotoxina la misma que se inserta a nivel de la bicapa lipidica
formando poros transmembranales, que generan la salida de moléculas vitales
con posterior muerte celular. A nivel de piel resalta la toxina exfoliativa, la cual
genera una divisién en la epidermis, entre el estrato granuloso y espinoso, por

medio de la separacion de uniones intercelulares.?’

La capacidad de virulencia y resistencia desarrollada por MRSA, lo establece
como un creciente problema en la salud publica, al momento del abordaje del
tratamiento y manejo de infecciones estafilococicas. El creciente surgimiento de
cepas resistentes a meticilina (MRSA) y otros antibiéticos actualmente ha
generado dos tipos de acuerdo al escenario de la infeccidn, el primero cuyo
origen es comunitario (CA: Community-acquired) y el segundo con la aparicion
de cepas hospitalarias (HA: Hospital-acquired) que incrementa la
morbimortalidad poblacional.?®

Actualmente se conoce la secuencia de varias cepas de Staphylococcus aureus,

las cuales poseen similitud en la secuencia de nucleétidos, transferencia



horizontal por medio del cual intercambian informacién genética de otras
especies bacterianas, islotes de patogenicidad, los cuales contienen cumulos de
genes de enterotoxinas y exotoxinas que en conjunto participan en la resistencia
antimicrobiana. En cuanto a los genes de dichos islotes resalta los que llevan el
gen mec A, el cual otorga a las bacterias su resistencia a la meticilina, entre estos
los tipos 1-3 pertenecen a cepas hospitalarias de MRSA y los tipos 4-6

pertenecen a las cepas de MRSA extrahospitalarias (CA-MRSA).2°

Dicho gen mec A, esta insertado dentro de la isla gendmica denominada en
espafnol “Cromosoma mec de casete estafilococico”, el cual codifica la PBP2A,
al adquirir esta nueva PBP conforma el principal mecanismo de resistencia a
meticilina, otorgando al S.aureus propiedades fundamentales, como disminuir la
afinidad hacia el antibiético, ya que su centro activo limita el acceso al presentar
su hendidura muy angosta, disminuyendo las concentraciones del antibiético e

impidiendo su efectividad, permitiendo que la transpeptidacion continue.3°

Los estafilococos presentan un rapido desarrollo de resistencia, como la
presencia de la enzima penicilinasa ( betalactamasa especifica de penicilinas);
cuya funcion es hidrolizar el anillo B-lactamico de penicilina, dicha problema
impulsoé la creacion de penicilinas semisintéticas con resistencia a la hidrolisis
generada por betalactamasas entre ellas meticilina, dicloxacilina, nafcilina y
oxacilina; en respuesta a ello la bacteria generd resistencia a las mismas e

incluso a todos los antibidticos B lactamicos.?®

Dichas penicilinas semisintéticas presentan semejanza farmacologica, las cuales
tienen gran estabilidad a nivel del medio acido, asi como resistentes ante las
penicilinasas, los cuales son los farmacos de primera linea en tales casos,
excepto en aquellas cepas resistentes a meticilina, de la cual resalta la
dicloxacilina con mayor actividad contra S.aureus, ante el desarrollo de MRSA,
se debe resaltar, que en muchos casos de infeccion por MRSA de la comunidad
aun se retiene la sensibilidad a farmacos como trimetoprim-sulfametoxazol y
clindamicina, sin embargo en pacientes con infeccién hospitalaria severa o en
caso se produzca una resistencia a los medicamentos previos, se emplea el uso

de vancomicina.3!



Actualmente en cuanto al manejo de las infecciones causadas por MRSA de
acuerdo a las guias de tratamiento, el farmaco de eleccion en infecciones graves
de origen hospitalario es la vancomicina, siendo la mas usada para una mayor
eficacia en infecciones graves, se recomienda iniciar dosis de 15 mg/Kg cada
12h, hasta alcanzar valores de 15 mg/L; cabe resaltar que en pacientes con
neumonia, endocarditis y bacteriemia causadas por MRSA y tratados con
vancomicina presenta tasas elevadas de fracaso y mortalidad, por lo cual en
alguno de esos casos se debe considerar a linezolid y daptomicina como farmaco

alternativo en dichos casos.3?

En cuanto a la vancomicina, es un antibidtico glucopéptido bastante estable,
cuyo mecanismo se fundamenta en impedir la formacion de pared bacteriana al
unirse al extremo D-ala-D-ala del pentapéptido peptidoglucano, inhibiendo la
transglucosilasa, generando debilidad en dicho peptidoglucano y evitando su
elongacién haciéndolo susceptible a la lisis celular. La vancomicina elimina a los
estafilococos de manera lenta, encontrandose entre estos la gran mayoria de
estafilococos perjudiciales, incluidos aquellos que presentan resistencia a
nafcilina, meticilina o que producen 3-lactamasas, se eliminan a concentraciones

de 2 mg/ml.33

La miel se define como un elemento natural dulce generado por abejas en base
al néctar de plantas y secreciones de estas, que retnen, combinan y transforman
con sustancias propias especificas; esta no debe contener ningun aditivo, o
sustancias extrafias a su composicion de lo contrario no podra ser llamado miel.
En base a esto se presentan diversos tipos de mieles, de las cuales se
diferencian miel en panal (almacén natural); miel liquida (retirada de panal y sin

cristales) y miel cristalizada (semisélida con presencia de cristales de azucar).3*

Su origen botéanico y geogréfico es dificil de determinar incluso a la fecha, por
esta razén se hace cada vez mas necesario plantear protocolos para la
verificacion de su calidad, debido a que sus propiedades tanto de calidad como
fisico-quimicas, se encuentran dadas de acuerdo al origen botéanica, cuyos usos
estan relacionados a la industria alimentaria, cosmética, asi como farmacéutica.
En cuanto al aroma de la miel estd dada por diversos compuestos volatiles con

bajo peso derivadas de las flores cosechadas por las abejas.3®



En cuanto a su composicion la miel de Apis mellifera, presentan diversas
variaciones, ya que existen cambios en relacion a la humedad, tipo de apicultura,
temperatura, etc.; destacan por presenta gran cantidad de azucares variadas
entre las que destacan glucosa y fructosa en concentraciones superiores al 30%,
ademas de agua en un 17%, y el resto de compuestos se presentan en escaso
porcentaje, encontrandose sacarosa, maltosa, entre otros azlcares, proteinas,

vitaminas y minerales.3¢

Dichas vitaminas presentes son definidas por los nutricionistas como las mas
importantes para la buena salud como; grupo B; biotina, tiamina, riboflavina,
niacina, asi como &cido ascorbico y vitamina C, asimismo, a diferencia de
verduras o frutas que al ser cosechadas, almacenadas o preparadas pierden su
contenido en vitamina, la miel no pierde nunca sus vitaminas (a menos que sea
calentada), incluso presenta contenido rico en minerales que van desde hierro,
fosforo, aluminio y magnesio. De manera empirica nuestros ancestros
descubrieron sus propiedades, siendo usada como medicina desde hace miles

de afios documentando sus propiedades de curacién.®’

Usada durante milenios como alimento, asi como medicina, posee gran cantidad
de efectos beneficiosos como antioxidante, suplemento nutricional ya sea para
pacientes sanos, asi como con intolerancia a la glucosa, diabetes mellitus u otras
comorbilidades; disminuye los niveles de glucemia generando un efecto
normoglicemiante o hipoglucemiante, asi como de los niveles de lipidos
sanguineos, ademas de su actividad sobre el sistema inmune y su actividad

antibacteriana.38

La propiedad antibacteriana en la miel se debe al efecto denominado “actividad
del agua”, que hace referencia a la concentracion minima requerida por el
microorganismo para su proceso de reproduccién, generando un medio de
elevada osmolaridad (bajo contenido de agua) por su elevada concentracion de
glucosa, generando la inhibicion bacteriana por la misma actividad del agua en
el sustrato. Ademas, posee inhibinas dentro de las cuales se encuentran los
flavonoides, entre ellos la piocembrina y la galangina cuyo mecanismo consiste
en actuar a nivel de la membrana bacteriana, deteniendo el desarrollo

bacteriano. Posee un PH entre 3-4 (acido) el mismo que disminuye la potencia
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necesaria para la interaccion proteica transmembrana, en especial a nivel de

macrofagos potenciando la quimiotaxis y la actividad fagocitica (en vacuolas).2®

Ademas de manera complementaria presenta eficacia en el manejo de
guemaduras y heridas, al ser considerado como un elemento tépico ideal, al no
adherirse a la superficie de la herida, ejerciendo actividad antiinflamatoria y de
desbridamiento y cicatrizacién; también crea una barrera, asi como un medio
hamedo con la finalidad de la eliminacion rapida del tejido necrdtico y la escara,
promoviendo el proceso de epitelizacion, asi como la sintesis colagena y su
maduracién. Concluyendo que representa una buena alternativa como agente

topico, ademas de ser bajo costo y efectivo.*°
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lIl. METODOLOGIA

3.1.-TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION
TIPO DE ESTUDIO: Béasica*

DISENO DE INVESTIGACION: Experimental con repeticiones multiples con
postprueba.** (ANEXO 01)

3.2.-VARIABLES Y OPERACIONALIZACION (ANEXO 02)
IDENTIFICACION DE VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE: Agente antibacteriano.
e No farmacoldgico: Miel de Apis mellifera
e Farmacoldgico: Vancomicina

VARIABLE DEPENDIENTE: Efecto antibacteriano segiin CLSI M100.4°
e Si efecto antibacteriano: CIM <2 mg /ml

e No efecto antibacteriano: CIM >2mg/ml

3.3.-POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

Poblacion: Estuvo conformado por cultivos de MRSA.
Criterios de seleccion:

e Criterios de inclusion: cultivos de Staphylococcus aureus meticilino
resistente donde se evidencio crecimiento bacteriano.
e Criterios de exclusion: cultivos de Staphylococcus aureus meticilino

resistente donde no se evidencio crecimiento.

Muestra: El tamafio muestral se estimé por medio de la formula estadistica
para comparacion de dos medias.** (ANEXO 03). Se trabaj6 con 7

repeticiones.

Muestreo: Se aplicé un muestreo aleatorio simple de cada grupo de cultivo
de MRSA.
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3.4.-TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS,
VALIDEZ Y CONFIABILIDAD
Técnica: Observacion directa de aparicion de turbidez por el método de

macrodilucion en tubos, por concentracion decreciente del agente
antimicrobiano, en tubos con caldo de cultivo que mantuvo el crecimiento de
los microorganismos.

Instrumento: El instrumento empleado fue la ficha de recoleccion de datos
hecha por el investigador para registrar todos los datos recopilados en el
laboratorio de manera codificada (ANEXO 04).

Validacion y Confiabilidad del Instrumento: La validacion del instrumento
se realiz6 por medio de la opinién de un biélogo y dos médicos, los mismo
gue evaluaron los items y variables contenidos en la ficha de recoleccion de

datos, para garantizar la relevancia del instrumento. (ANEXO 05)

3.5.-PROCEDIMIENTOS (ANEXO 06)
1. Obtencidn de la miel de Apis mellifera a utilizar.

2. Obtencién de muestras de MRSA.

3. Método de macrodilucién en caldo de cultivo.

3.6.-METODO DE  ANALISIS DE DATOS
A la informacién obtenida, se registro en la ficha de recoleccién de datos, al

ser tabulada a través del programa Microsoft Excel, realizandose una
estadistica descriptiva al procesarlo con el software estadistico SSPS versién
25, para posteriormente obtener las tablas de frecuencia absolutas simples y
relativas (porcentajes), que implica el porcentaje de eficacia en la dilucion.

En la estadistica inferencial las muestras tomadas aleatoriamente fueron
evaluadas en su efectividad proporcionalmente en cada dilucién y por ser la
muestra pequefia (n=7), se realizd6 la comparacion de proporciones con la
estadistica de Prueba Test de Fisher (Prueba F de Fisher), a un nivel de
confianza de 95%.%

3.7.-ASPECTOS ETICOS
Se emplearon las Normas de bioseguridad de la OMS en cuanto a la

disposicion y adecuado manejo de los residuos en el laboratorio de ensayo,
biomédicos y clinicos del Ministerio de Salud de la Norma Técnica N°18 46y
la Ley de biodiversidad N°26839.36.47

13



IV. RESULTADOS

Tabla 01. Test de Fisher utilizado para la comparacion de la eficacia sinérgica
antimicrobiana de miel de Apis mellifera y vancomicina sobre Staphylococcus
aureus meticilino resistente.

Tratamientos

Diluciones en

(mg/mi) Miel / Miel+Vanc. Miel /Vancomicina Miel+Vanc/Vanc
hi F hi F hi F

> 100 717) _ 717) ~ 717)

S0 (2/7) p=001 (2/7) p=001 (7/7)

25 (0/7) p=0.0003 (0/7) p=0.0003 (7/7) _

12.5 (0/7) p=0.0003 (0/7) p=0.0003 (7/7) _

6.5 (0/4) p=0035 (0/1) p=05 (4/1) p=0.13

<3.3 (0/0) (0/0) (0/0)

Fuente: s_alida del software SISSS 25.0

S/D: Sin Diferencia entre Tratamientos

Interpretacién: En la tabla 01, se encontr6 que La miel +vancomicina vs la
vancomicina tiene el mismo efecto en todas sus diluciones, por otro lado, al
comparar la miel vs vancomicina ambos resultaron igual de efectivos en
diluciones superiores a 100mg; pero a diluciones inferiores a 25 mg/ml solo la
vancomicina resulto efectivo. El comportamiento de la miel vs miel+vancomicina
es similar a miel vs la vancomicina, solo difiere a diluciones de 6.5mg/ml. Por
otro lado, a diluciones de 3.3 mg/ml 0 menos ninguno de los tratamientos resulto

efectivo.
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Tabla 02. Efecto antibacteriano de la miel de Apis mellifera sobre

Staphylococcus aureus meticilino resistente.

Miel de Apis mellifera (mg/ml)  Sin Turbidez  Eficacia

> 100 (mg/ml) 7(7)

100%
50 (mg/ml) 2(7) 28.6
<25 (mg/ml) 0(7) 0%

Fuente: Laboratorio de microbiologia de la UCV

Interpretacién: En la tabla 02, en relacion a las diluciones, a 50mg/ml se
encontré que en 2 de 7 ensayos presento concentracion inhibitoria por ello se

considera a esta como la concentracion inhibitoria minima de la miel de Apis
mellifera.
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Tabla 03. Efecto antibacteriano de la miel de Apis mellifera asociado a

Vancomicina sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente.

Miel + Vancomicina (mg/ml) Sin Turbidez Eficacia
> 12.5 (mg/ml) 7(7) 100

6.5 (mg/ml) A(7) 57.1
<3.3 (mg/ml) 0(7) 0%

Fuente: Laboratorio de microbiologia de la UCV.

Interpretacién: En la tabla 03, se encontré que en la dilucion de 6.5mg/ml se
encontré efecto inhibitorio en 4 de 7 ensayos (57.1%) considerandose como
concentracion inhibitoria minima de la Miel + Vancomicina (mg/ml) sobre

Staphylococcus aureus meticilino resistente.
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Tabla 04. Efecto antibacteriano de la vancomicina sobre Staphylococcus aureus

meticilino resistente.

Vancomicina (mg/ml) Sin Turbidez  Eficacia
> 12.5 (mg/ml) 7(7) 100
6.5 (mg/ml) 1(7) 14.2
<3.3 (mg/ml) 0(7) 0%

Fuente: Laboratorio de microbiologia de la UCV

Interpretaciéon: En la tabla 04, en la dilucion de 6.5mg/ml se encontré efecto
inhibitorio de la vancomicina es 1 de 7 ensayos (14.2%) considerandose como

concentracion inhibitoria minima de la Vancomicina sobre Staphylococcus

aureus meticilino resistente.
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V. DISCUSION

Esta investigacion tuvo como finalidad evaluar el efecto sinérgico antimicrobiano
de la miel de Apis mellifera con vancomicina sobre Staphylococcus aureus
meticilino resistente (MRSA) in vitro, mostrando respuesta inhibitoria a diversas
concentraciones de miel y vancomicina, realizandose un total de 7 repeticiones
por grupo, dentro de las cuales estuvo conformado por 10 tubos de acuerdo a su
respectiva concentraciéon, generando los siguientes resultados sometidos a

discusion y analisis.

En la tabla 01 A dilucién de 50mg/ml encontramos que el efecto entre la miel de
abeja + vancomicina vs vancomicina mostraron igual efecto s/d(7/7) pero al
comparar la vancomicina con la miel de Apis mellifera la estadistica de prueba
test exacto F de Fisher indica que la vancomicina es mas efectivo que la miel de
Apis mellifera con una significancia p=0.01; de la misma manera la asociacion
sinérgica entre la miel de Apis mellifera con vancomicina es eficaz como
antimicrobiano sobre MRSA in vitro. En lo referente a la comparacion con otro
antiséptico, otros estudios como: Akinkumi et al??, al comparar la eficacia
antimicrobiana de la miel con antisépticos de uso comun se encuentra CIM= 30
mg/ml con una eficacia de 70 a 90%, demostrando ademas eficacia

antimicrobiana superior al no verse afectada por la resistencia a meticilina.

A Diluciones de 25 y 12.5mg/ml el efecto de la asociacién entre la miel y la
vancomicina resultaron ser méas efectiva que la misma miel de Apis mellifera con
p=0.00029, cuando la dilucion es de 6.5mg/ml solo fue efectiva la asociacion miel
con vancomicina que solo la miel, esta diferencia fue significativa segun la
estadistica F de Fisher con valor p = 0.035, mientras que a diluciones menores
o iguales a 3.3mg/ml solo encontramos turbidez de las diluciones indicando el
crecimiento bacteriano S/D (0/7) siendo mas efectiva que la del grupo de la miel
de Apis mellifera sola, dicho valor contrasta con la investigacion de Mabrouka et
al*® quien en su estudio sobre la miel como medicina alternativa sobre bacterias
resistentes, obtuvo valores de CIM= 2.5%, hallando mayor susceptibilidad a la
miel de Apis mellifera en bacterias gram positivas en especial MRSA.

En la tabla 02, en relacién a las diluciones inferiores a 25mg/ml presentaron

turbidez de la dilucién la cual indica que todavia existe crecimiento bacteriano
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(0/7), pero ya en 50mg/ml se encontré6 que en 2 de 7 ensayos presento
concentracion inhibitoria por tanto, se considera que la CIM de la miel de Apis
mellifera sobre MRSA es 50mg/ml, dichos hallazgos son respaldados con otros
autores como Rajeswari et al** al evaluar la actividad antimicrobiana de miel de
Apis mellifera sobre MRSA de heridas infectadas, encontrando una CIM=25
mg/ml con un 80% de eficacia para fines terapéuticos y en un estudio de Mama
et al*, indicé que la CIM de la miel de Apis Mellifera sobre MRSA fue de 18.75
mg/ml con una eficacia de 70% concluyendo sus propiedades bacteriostaticas y

bactericidas.

En investigaciones relacionadas al efecto antibacteriano de la miel de Apis
mellifera datos similares al presente estudio evalian y comparan dicho efecto en
relacion a otras variedades de miel, por ejemplo, Amuche J. et al'®, el mismo que
comparo la eficacia antibacteriana de miel (Apis mellifera) y miel de abejas sin
aguijon de Nsukka, contra diversas bacterias resistentes, con valores de CIM de
miel de Apis mellifera que oscilaron entre 12,5 a 50 mg/ml, encontrandose
ademas que el efecto antibacteriano en las mieles de abejas sin aguijon era
similar a las de Apis mellifera. Asimismo, De la Cruz et al'?2 comparé el efecto de
la miel natural contra la miel artificial, con una CIM=20%, mostré mayor eficacia

sobre la miel artificial, asi como mayor sensibilidad a esta por parte de MRSA.

En la tabla 03, las diluciones inferiores a 3.3mg/ml presentaron turbidez de la
dilucién indicando crecimiento bacteriano (0/7), pero en la dilucion de 6.5mg/ml
se encontrd efecto inhibitorio en 4 de 7 ensayos (57.1%) considerdndose como
CIM de la Miel + Vancomicina (mg/ml) sobre MRSA, con valor similar al hallado
por otros autores en cuanto a la eficacia antibacteriana de miel de Apis mellifera
sola como: Srisayam et al*® que evalu6 propiedades antimicrobianas de la miel
de Apis mellifera, con valores de CIM que variaron de 6% a 22% (v / v) que son
similares a otros tipos de miel. Ewnetu et al?> en su investigacion sobre la miel
de Apis mellifera sobre cepas resistentes y sensibles encontré valores de
CIM=6.25 % para MRSA demostrando su potencial como agente terapéutico

complementario.

En relacion a la sinergia en el presente estudio en la tabla 04 las diluciones de

vancomicina inferiores a 3.3mg/ml presentaron turbidez de la dilucién, es decir
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existiendo crecimiento bacteriano (0/7), pero en la dilucibn de 6.5mg/ml se
encontré efecto inhibitorio de la vancomicina en 1 de 7 ensayos (14.2%)
considerandose como CIM de la vancomicina sobre Staphylococcus aureus
meticilino resistente, que pese a ser estadisticamente similar en comparacion
con la CIM de la Miel + Vancomicina (mg/ml), presenta una disminucién
considerable en el porcentaje de eficacia en relacidon a la frecuencia relativa del
namero de repeticiones donde se inhibié a Staphylococcus aureus meticilino

resistente, pero presentando el mismo efecto en las diluciones.

Al realizar la comparacion de nuestros hallazgos sobre la potencia sinérgica,
difiere con la de otros investigadores, que pese a no haber empleado a
vancomicina en sus investigaciones pusieron a prueba el efecto antibacteriano
de la miel junto a otros compuestos, como Aamer et al?® en su investigacion
sobre cepas resistentes de MRSA, obtuvo valores de CIM= 20 a 33%, las mismas
gue junto a propoleos maximizaron la actividad antimicrobiana (CIM=6.2 a
7.25%). Asimismo, Eslami et al*® con su estudio de sinergia de miel y propéleos,
obtuvo una CIM=8.52% al usar miel sola, siendo potenciada con propdleos hasta
una CIM=6.00%, siendo desiguales con nuestros hallazgos en el grupo de
sinergia, ya que hubo igualdad en la eficacia con la vancomicina sola, mas no

superandola como en los estudios donde se logré valores de CIM inferiores.

Algunos autores coinciden sobre los mecanismos de accion de los compuestos
activos de la miel de Apis mellifera. Vayas'®, atribuye que la miel es una solucién
saturada de azucares(alta osmolaridad) , la interaccion de estas moléculas con
las del agua disminuyen la disponibilidad del agua para los microorganismos con
el que inhibe completamente su crecimiento, dicha “agua libre” es la denominada
actividad del agua, la misma que inhibe el crecimiento bacteriano, ademas
agrega Poovelikunnel et al'® en su estudio, que la miel actla como
inmunomodulador con propiedades pro inflamatorias y antiinflamatorias capaz
de inducir la liberaciéon de TNF-a, interleucina 1B, IL-6 y monocitos de sangre

periférica, actuando como un excelente agente curativo.

Asimismo, en su investigaciéon Jayanthi et al*4, menciona ademas que dicha
actividad antibacteriana también es atribuida por su alta naturaleza &acida (PH:

3.2-4.5), lo suficientemente bajo para inhibir el desarrollo de microorganismos.
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Wasihun et al'’, establece que, dada su naturaleza osmética, naturalmente su
bajo PH hace a la miel un importante elemento antibacteriano y cicatrizante ya
gue aumenta el proceso de cicatrizacion por la epitelizacién. Asimismo, su
capacidad de producir peréxido de hidréogeno juega un papel clave en dicha
actividad, esto contribuye al crecimiento de tejidos, reduce el dolor y el olor de

manera rapida.

De acuerdo a Ewnetu et al?? el mayor efecto antibacteriano, es por el peréxido
de hidrégeno, que es dado en la oxidacién de la glucosa por la enzima glucosa-
oxidasa, dicha enzima también es mencionada por Mama et al*!, que manifiesta
convierte dicha glucosa en gluconolactona y peroxido de hidrégeno, cuya
liberacion es de manera continua para su efecto antibacteriano, ya que elimina
los microorganismos sin dafar el tejido del huésped. Ademas, Aamer et al’!
manifiesta que, pese a que su actividad antibacteriana es a causa del peréxido
de hidrégeno, por si sola puede no ser suficiente para la actividad completa, ya
gue actla junto a otros de sus componentes, entre ellos los polifenoles,
contenido lisosomal y flavonoides, que producen un efecto citotoxico bacteriano

y la degradacion del ADN que finalizan con la destruccion bacteriana.

En cuanto a su efecto sobre la bacteria en estudio, Mabrouka et al*® establece
gue las bacterias Gram-positivas son mas sensibles a los biocidas que las Gram-
negativas: esto esta relacionado con la composicion de la envoltura celular. La
pared celular de las bacterias Gram positivas tiene una capa gruesa de
peptidoglucano, que facilita el acceso de la pared celular a biocidas activos a su

sitio de accion.
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VI, CONCLUSIONES

e La miel de Apis mellifera demostro tener eficacia sinérgica antimicrobiana
con vancomicina sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente,
presentando la misma eficacia que la vancomicina a concentracion de 6.5

mg/ml.

e La miel de Apis Mellifera evidencia efecto antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus meticilino resistente a partir de 50 mg/ml y con
una eficacia del (28.6%) y efecto inhibitorio en 2 de 7 ensayos.

e La miel de Apis mellifera asociado a Vancomicina sobre Staphylococcus
aureus meticilino resistente tienen eficacia antibacteriana a partir de
6.5mg/ml y efecto inhibitorio en 4 de 7 ensayos (57.1%).

e La vancomicina evidencia efecto antibacteriano sobre Staphylococcus
aureus meticilino resistente in vitro a partir de 6.5mg/ml, con efecto

inhibitorio de la vancomicina en 1 de 7 ensayos (14.2%).
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VIl. RECOMENDACIONES

e Evaluar diferentes variedades de miel de Apis mellifera para determinar
los factores que puedan estar asociados a una potencial actividad
antimicrobiana.

e Evaluar si los propoleos de Apis mellifera tiene efecto sinérgico al igual
que la miel.

e Ampliar estudio del efecto sinérgico antimicrobiano en otros patégenos
similares, gram positivas 0 gram negativas y hongos.

e Realizar una investigacion sobre los principios activos que presenta la
miel de Apis mellifera.

e Evaluar el efecto sinérgico antimicrobiano de la miel de Apis mellifera con

vancomicina sobre modelos vivos (animales).
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ANEXOS

ANEXO 01
DISENO DE INVESTIGACION

RG1 X1 01

RG2 X2 02

RG3 X3 03

RG4 X4 04
Dénde:
*RG: Grupo de Staphylococcus aureus meticilino resistente, seleccionados
aleatoriamente.
*X1: Tratamiento con miel de Apis mellifera (400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.13, 1.56 y 0.78 mg/ml).
*X2: Tratamiento con miel de Apis mellifera asociada a vancomicina (400, 200,
100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56 y 0.78 mg/ml).
*X3: Tratamiento con vancomicina (400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56
y 0.78 mg/ml) (control positivo).
*X4: Tratamiento con solucion salina (control negativo).
*O: Observacion de crecimiento bacteriano
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ANEXO 02

MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADORES ESCALA
CONCEPTUAL OPERACIONAL DE
MEDICION
Son sustancias quimicas | Se hara la dilucion en los | Grado de Cualitativa
Agente gue inhiben o destruyen el | siguientes 4 grupos: turbidez en Nominal
antibacteriano de.sarrollo _ de39 otros e Miel de Apis mellifera al grupos:
microorganismos 400, 200, 100, 50, 25, | RG1
Agente no farmacoldgico: 125, 6.25, 3.13, 1.56 y
Miel de Apis mellifera. 0.78 mg/ml con
Agente farmacoldégico: Vancomicina a 400,
Vancomicina 200, 100, 50, 25, 12.5, | Ko
6.25, 3.13, 1.56 y 0.78
mg/mi
e Miel de Apis mellifera al | RG3
400, 200, 100, 50, 25,
125, 6.25, 3.13, 1.56 y
0.78 mg/ml. RG4
e Vancomicina 400, 200,
100, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.13,1.56 y 0.78 mg/ml
e Solucién salina
Acciébn directa en la | Se considera segun CLSI | Si efecto | Cualitativa
Efecto erradicacion del agente sin | M100%: antibacteriano: | nominal
antibacteriano afectar al huésped . e Sensible: <2 mg/ml eEficaz: CIM <2
e Intermedio: 4-8 mg/ml mg/ml
e Resistente: 16 mg/mi eNo eficaz: CIM
>2 mg/ml
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ANEXO 03

TAMANO DE MUESTRA

FORMULA UTILIZADA: Formula estadistica para comparacion de dos medias.

(Za/2 + ZB)? 202

(X1 =X2)2
Dénde:
Z a/2=1.96 Para un nivel de confianza del 95%

Z 3 = 0.84 para una potencia de prueba del 80%

X1 = 8.52 (19)
X2 = 2 (45)
02 = 3.04 (19)

n = 3,41 = 4 repeticiones

Se trabajé con 7 repeticiones, a criterio de autor y sugerencia de los

especialistas.
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ANEXO 04
INSTRUMENTO: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS: GRADO DE
TURBIDEZ EN TUBOS SEGUN LAS DILUCIONES DE LA MIEL DE APIS
MELLIFERA Y EL FARMACO EMPLEADO.

Inhibicion del crecimiento de MRSA

N° repeticion

Miel de abejas (mg/ml)

400 1200 (100 | 50 | 25 |125| 6.25 | 3.13 1.56 0.78
1 + + + | — | — | — — — — —
2 + + + + —_ — — — — —
3 + + + | — | — | — — — — —
4 + + + — — — — — — —
5 + + + | — | = | — — — — —
6 + + + | — | — | — — — — —
7 + + + + —_ — — — — —

N® repeticion Miel de abejas + Vancomicina (mg/ml)

400 | 200 (100 | 50 | 25 |125| 6.25 | 3.13 1.56 0.78
1 + + + + + + — — — —
2 + + + + + + + — — —
3 + + + + + + + = — —
4 + + + + + + + — — —
5 + + + + + + — — — —
6 + + + + + + + — — —
7 + + + + + + —_ — — —

. Vancomicina (mg/ml)
N° repeticion

400 1200 (100 | 50 | 25 |125| 6.25 | 3.13 1.56 0.78
1 + + + + + + —_ —_ —_ —_
2 + + + + + + — — — —
3 + + + + + + — — — —
4 + + + + + + —_ — — —
5 + + + + + + — — — —
6 + + + + + + + —_ — —
7 + + + + + + — — — —
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ANEXO 05

VALIDACION Y CONFIABILIDAD DEL INSTRUMENTO

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 continuacién, 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 |
(8 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.
2 Claridad en la redaccion.

& Consistencia Logica y Metodologica.

Recomendaciones:

Gracias, por su generosa

colaboracién

Apellidos y nombres B Betinn b s
Q Joime

){qg\b*er

Mencid f
encion Dewaca Un}%"o\'\c\ /

Jeimd 4. Polo Gemboa
e

Grado Académico R

Firma
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FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

ITEM

CALIFICACION DEL

JUEZ

1 2

OBSERVACION

Numero de placas de Staphylococcus aureus meticilino resistente
ATCC 43300

Tratamiento con miel de 4pis Mellifera

Tratamiento con Vancomicina 2 ug

Tratamiento con miel de Apis Mellifera + Vancomicina 2ug

Solucién de NaCl al 0.9%

SIGNIFICADO

Descriptor no adecuado y debe ser eliminado

Descriptor adecuado pero debe ser modificado

g
W | — 2
3

Descriptor adecuado

Firma y sello: ___
CBP: 6951
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VALIDEZ DE TEST: JUICIO DE EXPERTOS
——=—=a D Do 1 JUICIO DE EXPERTOS

INSTRUCTIVO PARA LOS JUECES

Indicacién: Sefior especialista se Ie pide su colaboracién para que luego de un riguroso
anilisis de los ftems del cuestionario/ guia de observacién o ficha de recoleccion de datos,
el mismo que le mostramos a continuacion, indique de acuerdo a su criterio ¥ su experiencia
profesional el puntaje de acuerdo a si la pregunta permite capturar las variables de
investigacién del trabajo.

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

[RANGO| _ SIGNIFICADO B
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 consideracién los
siguientes criterios:

& Vocabulario adecuado al nivel académico de los entrevistados.
& Claridad en la redaccién.
& Consistencia Légica y Metodoldgica.

Recomendaciones:

Gracias, por su generosa colaboracién

- Apelidos ¥ mombres fZQccﬁe Fockilia U3 Foeellq

; Heédio Cruyona

Mencitn | Hedico G oy om0







FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

39

CALIFICACION DEL OBSERVACION
ITEM JUEZ
1 2
Numero de placas de Staphylococcus aureus meticilino resistente

ATCC 43300
Tratamiento con miel de Apis Mellifera

Tratamiento con Vancomicina 2 ug

Tratamiento con miel de Apis Mellifera + Vancomicina 2ug

Solucién de NaCl al 0.9%

| B XX

RANGO SIGNIFICADO

Descriptor no adecuado y debe ser eliminado

Descriptor adecuado pero debe ser modificado
3 Descriptor adecuado




ANEXO 06
A) OBTENCION DE MIEL DE APIS MELLIFERA

Miel recolectada y distribuida a través de botica de alimentos y suplementos

naturales Shangri-la.
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B) OBTENCION DE MUESTRAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS
METICILINO RESISTENTE

Los cultivos del proyecto fueron obtenidos en el laboratorio de la U.N.T.

C) METODO DE DILUCION PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD
ANTIMICROBIANA PARA BACTERIAS QUE CRECEN AEROBICAMENTE 48

METODO DIRECTO DE SUSPENSION DE COLONIAS PARA LA
PREPARACION DEL INOCULO

Este procedimiento es el mas conveniente para preparar el indculo, ya que se
puede usar con casi todos los organismos; es el método recomendado para
probar los organismos exigentes y para analizar la cefoxitina y estafilococos para
detectar la resistencia a meticilina u oxacilina.

. Se realiza una suspension salina o un caldo directo de aislados de colonias
selectas de una placa de agar sangre (medio no selectivo) de 18 a 24 horas.

. Se ajusta la suspension para obtener una turbidez semejante al estandar de 0.5
Mc Farland.

. Utilice un dispositivo fotométrico o de hacerse visualmente, se emplea la
iluminacién apropiada con el fin de contrastar el estandar 0.5 Mc Farland con el
in6culo sobre una tarjeta contrastante de lineas negras y fondo blanco.

METODO DE CALDO DE MACRODILUCION (TUBO)

Preparacion y almacenamiento de
agentes antimicrobianos diluidos

. Utilice tubos de ensayo estériles de
13 x 100 mm para realizar la prueba.

Si los tubos se van a guardar para
mas tarde, asegurese de pueden ser
congelados.

. Cierre los tubos con tapones de
rosca sueltos, cierre de plastico o
metal gorras, tapones dorados de
algododn.

. Utilice un tubo de control de
crecimiento que contenga caldo sin
antimicrobiano agente para cada
organismo probado.

. Prepare las diluciones finales dobles (u otras) de agentes antimicrobianos
volumétricamente en el caldo. Se necesita un volumen final minimo de 1 ml de
cada dilucién para la prueba.
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5. Use una pipeta con el objetivo de medir los diluyentes y luego adicionar la
solucién antimicrobiana original en el primer tubo. Posteriormente en el proceso
de dilucion posterior, se empleara una nueva pipeta.

6. El dia de la preparacion use los tubos y seguidamente péngalos al congelador a
<-20 °C (preferiblemente a < -60 °C) hasta que sea necesario.

Los agentes antibacterianos permanecen estables durante varios meses puestos
en tubos congelados.

Las soluciones antimicrobianas descongeladas no deben volverse a congelar;
repetido los ciclos de congelacion y descongelacion aceleran degradacion de
algunos antimicrobianos agentes, particularmente betalactamasa.

INCUBACION

Incubar los tubos de macrodilucion inoculadas a 35°C + 2 °C por 16-20 horas a
través de la incubadora aire ambiente dentro de 15 minutos de agregar el in4culo.
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INOCULACION

El inéculo final fue de 5 (se
tolera de 3 a 7) x10° CFU/ml,
o de 5x10* CFU/ pocillo en la
técnica de macrodilucién. En
funcion de ello la suspension
del inicio se diluyé en caldo
Mueller- Hinton. En lo que
respecta el método de
macrodilucion se hizo una
dilucion 1:100 de manera que
al afiadir 1ml a los tubos con
1ml de medio antimicrobiano

queden 108 CFU en 2ml, es
decir 5x10° CFU/ml. Las placas de microdilucién deben taparse o sellarse con

adhesivo para evitar la evaporacion del medio de cultivo cuando se incuben.

Es necesario realizar el control del inéculo ya preparado, por medio del sembrado
de alicuotas diluidas en un medio sélido, que una vez incubadas, permitan

realizar el recuento del indculo realmente usado.

Para evitar diferencias de temperatura en la incubacién de bloques de tubos de
micro titulacibn no se apilan mas de cuatro o cinco tubos. Posterior a la
incubacion se continta con la lectura de resultados. La CIM se define como la
menor concentracion de antimicrobiano que a simple vista inhibe completamente
el crecimiento del microorganismo en estudio. La interpretacion de los
resultados, que muchas veces es compleja, se facilita tomando como referencia

la observacion del crecimiento en los tubos empleados en el control positivo.
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Evaluacion del grado de turbidez en los tubos de acuerdo a grupo.
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Sinergia antimicrobiana de la miel de Apis mellifera con vancomicina sobre

ANEXO 07

ANALISIS ESTADISTICO

Staphylococcus aureus meticilino resistente in vitro

N° Concentracion Inhibitoria Minima - CIM (mg/ml)
repeticion Miel Miel + VAN VAN Sol. salina

1 100 12.5 12.5 > 400
2 50 6.25 12.5 > 400
3 100 6.25 12.5 > 400
4 100 6.25 12.5 > 400
5 100 12.5 12.5 > 400
6 100 6.25 6.25 > 400
7 50 12.5 12.5 > 400
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ANEXO 08

Manual de Procedimientos de Bioseguridad

o

Minadero de Sahx

MINISTERIO DE SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS

BIOSEGURIDAD EN LABORATORIOS
DE ENSAYO, BIOMEDICOS Y CLINICOS

SERIE DE NORMAS TECNICAS N° 18
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ANEXO 09

Ley N° 26839

Ley sobre la conservacién y aprovechamiento sostenible de la diversidad biolégica

Ley N° 26839

EL PRESIDENTE DE LA REPUBLICA POR CUANTO: El Congreso de la Republica ha dado la Ley siguiente:
EL CONGRESO DE LA REPUBLICA

Ha dado la Ley siguiente:

LEY SOBRE LA CONSERVACION Y APROVECHAMIENTO SOSTENIBLE DE LA DIVERSIDAD BIOLOGICA
TITULO I: DISPOSICIONES GENERALES

Articulo 1.- La presente ley norma la conservacion de la diversidad biologica y la utilizacion sostenible de sus
componentes en concordancia con los articulos 660. y 68o. de la Constitucion Politica del Peru.

Los principios y definiciones del Convenio sobre Diversidad Biologica rigen para los efectos de aplicacion de la presente
ley.

Articulo 2.- Cualquier referencia hecha en la presente Ley a "Convenio" debe entenderse referida al Convenio sobre la
Diversidad Biologica, aprobado por Resolucion Legislativa No. 26181.

Articulo 3.- En el marco del desarrollo sostenible, la conservacion y utilizacion sostenible de la diversidad biolégica
implica:

a) Conservar la diversidad de ecosistemas, especies y genes, asi como mantener los procesos ecologicos esenciales de
los que dependen la supervivencia de las especies.
b) Promover la participacion justa y equitativa en los beneficios que se deriven de la utilizacion de la diversidad biologica.

c) Incentivar la educacion, el intercambio de informacion, el desarrollo de la capacidad de los recursos humanos, la
investigacion cientifica y la transferencia tecnolégica, referidos a la diversidad biologica y a la utilizacion sostenible de sus
componentes.

d) Fomentar el desarrollo econémico del pais en base a la utilizacion sostenible de los componentes de la diversidad
biolégica, promoviendo la participacion del sector privado para estos fines.

Articulo 4.- El Estado es soberano en la adopcion de medidas para la conservacion y utilizacion sostenible de la
diversidad bioldgica.
En ejercicio de dicha soberania el Estado norma y regula el aprovechamiento sostenible de los componentes de la
diversidad biologica.

Articulo 5.- En cumplimiento de la obligacion contenida en el articulo 68o. de la Constitucion Politica del Peru, el Estado
promueve:

a) La priorizacion de acciones de conservacion de ecosistemas, especies, y genes, privilegiando aquellos de alto valor
ecolégico, econémico, social y cultural identificados en la Estrategia Nacional sobre Diversidad Biolégica a que se refiere
el articulo 70. de la presente ley.

b) La adopcion de un enfoque integrado para el manejo de tierras y agua, utilizando la cuenca hidrografica como unidad
de manejo y planificacion ambiental.

c) La conservacion de los ecosistemas naturales asi como las tierras de cultivo, promoviendo el uso de técnicas
adecuadas de manejo sostenible.
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