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RESUMEN

En esta investigacion el objetivo fue determinar el efecto sinérgico
antibacteriano in vitro del latex de Croton lechleri en su estado puro combinado
con Oxacilina a 1ug sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923. El disefio de
investigacion realizado fue experimental, in vitro. La poblacion fue una cepa
de Staphylococcus aureus ATCC 25923. La siembra de ésta cepa se realizo
mediante la técnica de Kirby-Bauer, con discos embebidos con 15 p del latex
de Croton lechleri en su estado puro, disco de Oxacilina 1 pg, la combinacién
de ambos y control negativo, luego de las 24 horas de incubacién se hizo
lectura de los halos inhibitorios, los datos se trabajaron en el programa SPSS,
comparando los didmetros promedio de los halos inhibitorios, latex de Croton
lechleri, evidencio efecto antibacteriano sobre S. aureus con una media de 17
mm, y una media de 31 mm para Oxacilina, mediante el analisis de varianza
encontramos un valor de F=196,050 y significacion igual a 0,000 < 0,01,
indicando una diferencia altamente significativa entre los promedios de los
halos inhibitorios, con la prueba Tukey determinamos la mejor opcion
terapéutica; la combinacién de Croton lechleri con Oxacilina no muestra

efecto sinérgico antibacteriano.

Palabras clave: Croton lechleri, efecto sinérgico antibacteriano, halo inhibitorio
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ABSTRACT

In this research the aim was to determine the synergistic antibacterial effect in vitro
of Croton lechleri latex in its pure state combined with Oxacillin at 1g on
Staphylococcus aureus ATCC 25923. The research design was experimental, in
vitro. The population was a strain of Staphylococcus aureus ATCC 25923. The
seeding of this strain was carried out through Kirby-Bauer's technique, with disks
embedded with 15 p of Croton lechleri's latex in its pure state, Oxacillin disk 1g, the
combination of both and negative control, after 24 hours of incubation, it was made
reading of the inhibitory halos, the data were worked in the SPSS program,
comparing the average diameters of the inhibitory halos, Croton lechleri's latex,
evidenced antibacterial effect on S. aureus with a mean of 17 mm, and a mean of
31 mm for Oxacillin, through the analysis of variance we found a value of F=196.050
and significance equal to 0.000 < 0.01, indicating a highly significant difference
between the averages of the inhibitory halos, with the Tukey test we determined the
best therapeutic option; the combination of Croton lechleri with Oxacillin does not

show a synergistic antibacterial effect.

Keywords: Croton lechleri, antibacterial synergistic effect, inhibitory halo
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INTRODUCCION

El sistema tegumentario es parte esencial del sistema inmune, siendo asi el
inicio de la barrera protectora contra las infestaciones de microorganismos. Lo
gue usualmente conlleva a desencadenar una infeccién de la piel y de los tejidos
blandos (SSTI) es el dafio o irrupciéon de esta barrera protectora.*
Primordialmente nuestra piel y sus anexos forman parte de la barrera de
proteccion del cuerpo contra elementos externos, esta constituida de tres
importantes capas: en primer lugar, tenemos a la epidermis, la “principal capa
protectora”, superficialmente sin aporte sanguineo; seguidamente encontramos
a la dermis e hipodermis, las cuales son muy irrigadas. La piel se encuentra en
permanente balance huésped - microorganismo, de tal manera que la alteracion
o abolicién del balance fomentaria el inicio de una infeccién.?

La piel nos brinda una barrera muy eficaz frente a infestaciones de
microorganismos especialmente frente a bacterias, pese a tener bacterias que
residen en la piel, pero no generan alguna infeccion. La infestacion bacteriana
puede lesionar una minima parte en la piel o puede afectar una gran superficie;
al mismo tiempo puede ser poco agresiva como también potencialmente
riesgosas. Por su caracteristica de funcion protectora externa corporal esta
expuesta a lesiones y a multiples infecciones. Frecuentemente, son originadas
por un solo microbio, y perjudican desde la epidermis hasta la dermis profunda.
Generalmente las infecciones son tratadas de forma ambulatoria, otras
infecciones mas severas y graves necesitan manejo quirtrgico.3

Las SSTI son un motivo muy comun de consulta en los centros de salud;
ademds ocupan la segunda razén mas habitual de internalizacién hospitalaria
en los servicios de medicina interna.*

El aislamiento de los microorganismos en los SSTI esta condicionado por los
diagnosticos actualmente disponibles e influenciado por factores del huésped y
factores geograficos.® Segun algunos datos epidemiolégicos de estas
infecciones, que paralelamente son escasos; el S. aureus y S. pyogenes son
principalmente los mas causantes etiolégicos de los SSTI.6

S. aureus es una bacteria gram positiva, huésped y patdégena; coloniza

principalmente las narinas como otras areas por ejemplo la ingle, entre otros;



mas del 30% de las personas se encuentran colonizados. Este proceso de
colonizacion facilita un reservorio por el cual este microorganismo puede
penetrar exactamente cuando la proteccion del individuo esta alterada.
Personas con infeccion por S. aureus se aisla comunmente piel y tejidos
blandos, entre otras afectaciones como osteomielitis, neumonias y mas.’ Los
betalactamicos son los de primera linea en el tratamiento, gracias a su potencial
efecto inhibitorio de toxinas.2

Croton es un vegetal integrante de la familia Euphorbiaceae; con poco mas de
1.300 tipos, repartido en su mayoria en zonas calidas alrededor de la tierra.
Diferentes tipos poseen un rol primordial principalmente como plantas
medicinales en América del Sur, Asia hasta en Africa. EI género Croton es el
mas caracteristico siendo Croton lechleri “Sangre de grado” (SG), la especie
mas utilizada y estudiada.®

El latex o “sangre de grado” es una de las medicinas tradicionales muy
reconocida, siendo mas usada en diversas culturas del mundo desde épocas
muy antiguas y actualmente se ha demostrado sus propiedades medicinales,
posee varios Us0S terapéuticos: cicatrizante, antiulceroso, antimicrobiano,
antifangico, antiviral, entre otros. La composicion quimica de SG es especifica
de la especie, por tal razén es probable que sea variable.°

De la revision anterior se formula el siguiente problema: ¢ El latex de Croton
lechleri muestra efecto sinérgico antibacteriano combinado con Oxacilina sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923, in vitro?

Esto debido a que S. aureus, en el desarrollo de la practica clinica es
considerado el mas trascendental de todos los microorganismos; ademas puede
provocar diversas enfermedades y el manejo de éstas actualmente se esta
convirtiendo en algo complejo a causa del brote de cepas de S. aureus
resistentes y que pueden provocar infecciones en pacientes que no tienen
factores de riesgo, acompafiado esto de la busqueda diaria y un gradual uso de
recursos naturales en el manejo de éstas infecciones y de generar productos
que logren complacer las necesidades de los pacientes, por ello se busca
fomentar el uso de métodos naturales como el latex de Croton lechleri y asi
poder tener nuevas opciones terapéuticas efectivas y sin reacciones adversas

entre la poblacion.
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El objetivo general de esta investigacion es evaluar el efecto sinérgico
antibacteriano in vitro del latex de Croton lechleri en su estado puro en
combinacion con la Oxacilina a 1ug sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Como objetivos especificos tenemos el determinar el efecto sinérgico
antibacteriano in vitro del latex de Croton lechleri en su estado puro combinado
con Oxacilina a 1ug sobre S. aureus ATCC 25923; identificar la eficacia
antibacteriana de Oxacilina a 1ug sobre S. aureus ATCC 25923 y determinar la
eficacia antibacteriana del latex de Croton lechleri en su estado puro sobre S.
aureus ATCC 25923.

Las hipotesis de la investigacion son Hi: La combinacion del latex de Croton
lechleri en su estado puro con Oxacilina a 1lug si posee efecto sinérgico
antibacteriano sobre S. aureus ATCC 25923 en estudio in vitro y Ho: La
combinacion del latex de Croton lechleri en su estado puro con Oxacilina a 1ug
no posee efecto sinérgico antibacteriano sobre S. aureus ATCC 25923 en

estudio in vitro.
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MARCO TEORICO

Segura S (Quito, 2018) el propésito de su investigacion era evaluar efecto
inhibitorio de Porphyromona gingivalis por Croton lechleri y extracto alcohdlico
de Uiia de Gato, in vitro; encontrando que Sangre de drago diluido al 50% tuvo
9 mm de halo inhibitorio sobre P. gingivalis, determinando que esta
concentracion si inhibe su crecimiento.

Aviles H!2 (Quito, 2017) para su propdsito de estudiar Croton lechleri su efecto
inhibitorio en cepas de S. mutans, obtuvieron su muestra de sangre de grado en
estado puro de las tierras ecuatorianas y determinaron que las concentraciones
al 75% y 100% si tienen efecto inhibitorio sobre la cepa con halos 8 y 11 mm
respectivamente; mientras que al 50% no inhibié el crecimiento bacteriano, con
un halo inhibitorio de 6 mm.

Corrales R, et al.'® (Cundinamarca, 2013) el objetivo del investigador fue
evaluar in vitro la capacidad antibacteriana de Croton lechleri, en pacientes
internados por Ulceras cutaneas trabajo con 7 aislamientos microbianos, en el
cual se incluyeron ensayos con cepas de E. coli y S. aureus que ayudaron al
control. En su investigacion hallaron que una dilucion 1:1 de extracto etanolico
de C. lechleri tiene efecto antibacteriano sobre todos los aislamientos
estudiados, con halos inhibitorios de 14.5 mm para S. aureus.

Espinoza C, et al.'* (Lima, 2018) su propésito en su estudio era determinar
sobre S. aureus la accion antibacteriana del latex de Sangre de drago “C.
lechleri”, quienes obtuvieron el latex en la regiéon de Tingo Maria y estudiaron
concentraciones desde 25%, 50%, 75% y 100% del latex ademas un control
positivo utilizando Oxacilina 1ug con 5 repeticiones por cada grupo, hallaron que
S. aures es susceptible a todas las concentraciones, obteniendo la media de
sus diametros mayores de 14mm, 20 mm, 25 mm y 29 mm respectivamente y
el diametro del halo para el control positivo es de 31 mm.

Chininin V, et al.*®> (Chimbote, 2018) su objetivo fue evaluar del latex de Croton
lechleri la accidon antibacteriana in vitro sobre S. aureus comparandolo con
eritromicina. La cosecha de la sangre de grado la realizaron de un arbol del
Distrito de Iquitos ubicado entre 106 a 220 m.s.n.m. En su estudio concluyeron

gue el tratamiento del latex de C. lechleri al 100% reporta un halo inhibitorio con
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una media de 15.33 mm mostrando efecto in vitro antibacteriano del 54.75 %, y
mediante ANOVA hallé F=61,671 y significacion igual a 0,000 < 0,01, lo cual nos
evidencia una diferencia altamente significativa entre los promedios de los halos
inhibitorios, pero no supera el efecto antibacteriano de eritromicina evidenciando
una media de 28 mm con un efecto antibacteriano in vitro del 100%.

Fura C% (Arequipa 2017) su finalidad fue determinar si Croton Lechleri
presenta efecto antimicrobiano a diferentes concentraciones 50%, 75% y 100%,
contra L. acidophilus, comparando su efecto con Gluconato de Clorhexidina al
0.12%. El investigador obtuvo la sangre de grado al 100% de empresa de
productos naturales Santa Natura, quien luego prepard las diluciones a estudiar.
Evidencio que C. lechleri al 100% obtuvo mejor resultado, a las 24 y a las 48
horas presentando 18.64 mm y 18.04 mm de halos inhibitorios respectivamente,
concluyendo que si presenta efecto antimicrobiano, pero de igual manera no
sobrepasa el efecto antimicrobiano de Gluconato de Clorhexidina al 0.12% el
cual evidencié una media de 21.42 mm a las 24 horas y 20.15 mm a las 48
horas.

Cayo C, et al.'” (Huacho, 2014) su finalidad fue estudiar sobre S. mutans
(ATCC 25175) la actividad antibacteriana de Croton lechleri in vitro al 100%,
75% y 40% concluyendo C. lechleri tuvo efecto inhibitorio al 100% con halos de
15 mm, en comparacién a una concentracion del 75% y 40% que no evidencio
inhibicién reportando halos por debajo de los 9 mm.

Croton, integrante de Euphorbiaceae (familia), es singular por los diferentes
usos a nivel etnobotanico. El producto rojo latex conocido desde la antigtiedad
con otros nombres “Palo de Grado”, “Sangre de Dragoén”, o “Sangre de Grado”
(SG) en la medicina tradicional es muy utilizado. Hoy en dia la familia de las
Euphorbiaceae es una de las plantas provistas de flores con mas diversidad, en
relacion a su habitat. La encontramos en toda América tropical y sub-tropical;
en Sudameérica esta en Peru, Bolivia, Colombia, Ecuador. C. lechleri es la mas
utilizada y estudiada, este arbol se localiza en 200 hasta 1000 m.s.n.m
aproximadamente, en selva tropical. En Peru la encontramos en la selva alta,
este arbol es de buen grosor, sus hojas tienen forma triangular, con colores

entre amarillas, verdes, rojas y forma muchos racimos.*®
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En relacion a la tipificacion de la planta, es del reino Plantae: division
Magnoliophyta; clase  Magnoliopsida; orden  Malpighiales; familia
Euphorbiaceae; género Croton y especie Lechleri.t®

Croton, es un arbol muy caracteristico, tiene 40 cm de diametro y entre 5 a 6
metros de alto, llegando a medir 10 a 20 metros; ademas corteza blanquecina
con un espesor de 20-25 mm. C. lechleri o también denominado “Sangre de
grado” debido a la gran semejanza con la sangre; es un fluido gelatinoso, denso,
pastoso de color rojo sangre, es una especie selvatica que ultimamente
aumentado su requerimiento nacional e internacional por sus cualidades
medicinales otorgadas por el latex.'® Actualmente la obtencion de la resina latex,
surge de los arboles en renovacion natural y agil crecimiento, presentes en
bosques amazoénicos.?°

Para conseguir el latex es ideal hacerlo en épocas de lluvia y en las primeras
horas del dia, de otra forma su volumen y calidad disminuye; se realizan
hendiduras transversales encima de la corteza, por el cual discurre en el
extremo final del corte y se recoge en vasijas.?! Otra manera es por medio de
machetazo, haciendo derribar al arbol, teniendo en consideracion que para
obtener una mayor cantidad de latex el espesor del arbol debe ser superior a
los 30 cm.*8

Dentro de la composicion quimica encontramos: alcaloides, siendo la tapsina el
mayor compuesto alcaloide; compuestos fendlicos (lignanos y taninos) y
diterpenos; ademas vitamina A, E y C, grasas, proteinas.®

El principio activo como antimicrobiano son los compuestos fendlicos (CF).
Blanco A, et al 22 (2015), explica que la actividad antibacteriana de los CF esta
correlacionada de acuerdo a su condensacion. La farmacocinética se remite en
desintegrar la membrana celular bloqueando los procesos enziméaticos. Es
decir, los CF tienen doble acciéon ya sean bactericidas o bacteriostaticas.
Resultando eficaz contra bacterias Gram positivas.??

Los polifenoles son CF y se considera que su efecto antibacteriano se basa en
inhibir el crecimiento de microbios como S. aureus, H. pylori y E. coli.?® Otro
componente antimicrobiano son las proantocianidinas que también se las
conoce con el nombre de "taninos condensados”, los cuales bloquean la

adhesion de la bacteria, siendo ésta otra caracteristica bacteriana.?*
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El latex de C. lechleri es usada en el area de la medicina tradicional desde la
antigiiedad por los indigenas.?®

Se ha logrado verificar la accion antibacteriana de C. lechleri sobre gram
positivos como: S. aureus y S. epidermidis; ademas también sobre gram
negativos entre ellos Pseudomona spp. y Klebsiella spp”.?6 Ademas in vitro
posee actividad antiviral, entre ellos se evidencia su accion sobre VHS tipos 1y
2, ademas VHB y VHA.?’

Tradicionalmente en la poblacién rural como urbana, el latex se utiliza en heridas
con la finalidad de parar la hemorragia, estimula la cicatrizacion previniendo
secuelas de huellas queloideas, proteger lesiones de la infeccion, mediante un
secando rapido formando una barrera rojiza, generando una "segunda piel".'8
La SG puede utilizarse en diferentes presentaciones: via oral, se diluye en poca
cantidad de agua; por via tépica directamente sobre erosiones, heridas, etc. y
como enjuague bucal, se diluye con un vaso de agua.?®

Los estafilococos tienen una pared celular interna y una pared de peptidoglicano
(PG) por ello son una gran especie de bacterias Gram positivas; estas paredes
fluctian entre 0.5 y 1.5 micras de didmetro. Este género posee una gran
capacidad para adaptarse, afectando a todas las especies; siendo asi mas facil
de propagarse.?®

Staphylococcus aureus, derivado del griego staphulé por su forma en racimo de
uvas; ha sido siempre y hoy un patégeno importante en las infecciones
comunitarias y hospitalarias, ademas causa muy frecuente de infecciones
progresivas de piel y tejidos blandos.2°

Se estima a portadores del estafilococo en relacion de uno cada tres individuos
sanos. S. aureus es un patdgeno extraordinariamente bien dotado para
colonizar e invadir al huésped; también es parte de la microbiota nasofaringea
e intestinal de la persona y también agente causante de multiples patologias
entre las mas frecuentes encontramos la infeccion de piel y tejidos blandos y
otros.3!

Los estafilococos pueden desencadenar una infeccién al penetrar la piel por
medio de una herida como es un corte, una Ulcera, o ingresan al organismo por
medio de la insercion de un catéter, o un tubo respiratorio, o al colonizar sobre

las mucosas que se encuentran en contacto con exterior.?®
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S. aureus puede ocasionar infecciones locales al coleccionar pus, diseminacion
y siembra. Por ello con frecuencia se presenta procesos en foco tales como
Foliculitis, inflamacién con pus en torno al foliculo piloso; Forunculosis, aqui el
foliculo piloso es rebasado por una coleccion purulenta formando un saco de
pus que en su mayoria son dolorosos; Antrax, area de necrosis tisular;
Abscesos, coleccion purulenta que afecta varios planos tisulares. Celulitis,
lesién inflamatoria difusa de piel y tejido celular subcutdneo. Compromiso de
planos mas profundos segln orden como piomiositis, artritis u osteomielitis.°
La patogénesis de infecciones por S. aureus esta involucrada con multiples
factores de la superficie bacteriana. La patogénesis de esta bacteria se da
cuando se unen los factores de virulencia en conjunto con un descenso en el
sistema inmune del individuo; esto predispone que S. aureus tenga caracteres
de virulencia y dafios muy singulares.3?

S. aureus presenta una amplia diversidad de factores de virulencia entre ellos
los mas resaltantes son: 1) proteinas de superficie las cuales favorecen la
migracion a los tejidos; 2) invasinas o factores de invasion favorecen la
propagacion de bacterias en el tejido; 3) factor de superficie (proteina A)
bloguean la fagocitosis; 4) toxinas destructoras de membranas que producen
lisis en las membranas; 5) exotoxinas que dafian los tejidos.*°

Su pared celular contiene PG, siendo su funcion sostener rigida dicha pared, los
acidos teicoicos activan el proceso inflamatorio, la proteina A actia como factor
de virulencia, siendo utilizada también en pruebas de identificacion de la
bacteria; su capsula tiene propiedades antifagocitarias, otorgando otro factor de
virulencia.33

Los antimicrobianos son componentes quimicos que impiden la proliferacion
bacteriana o las matan, por ello permiten un manejo etioldgico especifico en
pacientes con procesos infecciosos.*

Los betalactamicos tienen un anillo betalactamico el cual es parte estructural de
distintas familias de antibiéticos; es un anillo heterociclico formado por un atomo
de nitrodgeno y tres de carbono; sus cadenas laterales complementarias estan
relacionadas con la funcion antibacteriana y farmacocinética. La
farmacodinamia esta basada en impedir la formacion de la pared bacteriana,

bloqgueando la elaboracion de PG en el punto final de su produccion-
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transpeptidacion- al mismo tiempo activan la autolisina bacteriana cuya funcion
es desintegrar el PG, llevando a la lisis celular; por ello los betalactamicos son
bactericidas parciales, so6lo ejercen su funcion en la fase de proliferacion, y su
eficacia es tiempo dependiente; ademas su espectro antimicrobiano abarca a
COC0S grampositivos.

La oxacilina es un betalactamico de amplio espectro; de eleccion para la
mayoria de enfermedades por estafilococo; la elaboracion de PG de la pared
celular es inhibida; limitando el cruce de cadenas compuestas por PG, las cuales
son necesarias para la rigidez de la bacteria. Su accion bactericida, esta definida
por la competencia de unirse a proteinas fijadoras de penicilina (PBPs) las

cuales promueven la sintesis de la pared bacteriana.36
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.  METODOLOGIA
3.1. Tipoy disefo de investigacion:

Tipo de Investigacion: Basico3’

Disefio de Investigacion: Experimental con repeticion mdltiple, post prueba.3’

RGA XA o1
RGB XB 02
RGC XC O3
RGD XD 04

En el que:
RGA-B : Grupos de cepas de S. aureus ATCC 25923
XA: Latex de Croton lechleri en su estado puro mas Oxacilina a 1ug
XB: Latex de Croton lechleri en su estado puro
XC: Tratamiento con Oxacilina 1pug como control positivo
XD: Suero fisiologico como control negativo

O: Efecto antibacteriano a través de las medidas de los halos inhibitorios

3.2. Variables y operacionalizacion: (Anexo 1)

Independiente: Los agentes antibacterianos para cepas de S. aureus ATCC
25923.

e Latex de Croton lechleri es agente no farmacolégico

e 1 ug de Oxacilina es agente farmacoldgico.

Dependiente: Evaluar el efecto sinérgico antibacteriano
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3.3. Poblacion, muestray muestreo:

Poblacion: Los cultivos con halos inhibitorios medidos frente a S. aureus
ATCC 25923.

Criterios de seleccion:

e C.deinclusion:
- S. aureus ATCC 25923 debidamente sembradas.
e C.deexclusion:

- S. aureus ATCC 25923 sembradas en PP contaminadas.

Muestra: Su obtencién estuvo basada en una formula que compara 2
promedios, uno correspondiente al halo inhibitorio de oxacilina y otro que
corresponde al halo inhibitorio del latex de Croton lechleri.3® (Anexo 2) 40

repeticiones.
Muestreo: No probabilistico por conveniencia

Unidad de andlisis: Placas Petri (PP) sembradas con cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 en su totalidad.

3.4. Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos:
Técnica:

Observacion in vitro de cada siembra sobre las PP.
Instrumento:

El investigador elaboré una ficha para el recojo de datos (Anexo 3); se tomaron
los datos analizados in vitro de los halos inhibitorios en las PP.

Validacién y confiabilidad del instrumento
De la Universidad César Vallejo, tres expertos entre ellos un biélogo y dos
médicos, validaron la ficha para el recojo de datos, quienes garantizaron que

toda informacién recogida estuvo alineada con los objetivos del estudio.
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3.5. Procedimientos:

1. Se obtuvo el latex de Croton lechleri. certificado por el laboratorio. (Anexo 4)

2. Se obtuvo la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

3. Serealizé el preparado del Agar Muller-Hinton y luego se sembré la cepa de
S. aureus ATCC 25923, la sensibilidad se realizé con la técnica de Kirby
Bauer.3°

4. Se evalué la susceptibilidad antibacteriana segun el CLSI.*®

3.6. Meétodo de analisis de datos:

Se hizo uso del programa Excel 2019 para la tabulacion de datos recolectados,
luego el sistema SSPP version 25.0 Windows para el analisis de datos. La
determinacién del efecto sinérgico antibacteriano se realizé por el método
ANOVA (analisis de varianza), y se desarroll6 pruebas post-ANOVA- y Tukey

para la determinacion de la mejor opcidn terapéutica.

3.7. Aspectos éticos:

En este proyecto, dentro del laboratorio se tuvo en consideracion medidas de
bioseguridad brindadas por parte del Ministerio de Salud.*® Se respetd el

principio de ética del Colegio Médico del Peru; Cap. 6, art 48.4*

20



IV. RESULTADOS

Tabla 1 Valores estadisticos descriptivos de la media del efecto sinérgico
antibacteriano del latex de Croton lechleri con Oxacilina 1 ug sobre S. Aureus

ATCC 25923.

95% del intervalo de

TRATAMIENTO N Media  Desv. confianza para la Minimo Maximo
media
Limite Limite
inferior superior
CL 10 17 1.494 15.63 17.77 14 19
CL+OXA 10 24.5 2.014 23.06 25.94 20 27
OXA 10 31 1.247 30.11 31.89 29 33

Fuente: Datos recolectados en laboratorio clinico San José.
CL: Croton lechleri

CL+OXA: Croton lechleri con Oxacilina 1 ug
OXA: Oxacilina 1 ug
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Tabla 2 Andlisis de varianza de las medias del efecto sinérgico antibacteriano

del latex de Croton lechleri con Oxacilina 1 ug sobre S. Aureus ATCC 25923.

ANOVA
Suma de | Media = Sj
cuadrados 9 cuadratica 9-
Entre Grupos 1025.267 2 512.633 196.050 0.000
Dentro de 70.600 27 2615
grupos
Total 1095.867 29

Fuente: Datos recolectados en laboratorio clinico San José.
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Tabla 3 Comparacion de las medias de los halos de inhibicién con la prueba de

Tukey entre Croton lechleri, Oxacilina 1 ug y la combinacion de estos sobre S.

aureus ATCC 25923.

Tukey HSDa
] ] ) Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento antibacteriano N
1 2 3
CL 10 16.70
CL+OXA 10 24.50
OXA 10 31.00
Sig. 1.000 1.000 1.000

Fuente: Datos recolectados en laboratorio clinico San José.

CL: Croton lechleri

CL+OXA: Croton lechleri con Oxacilina 1 ug

OXA: Oxacilina 1 ug
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llustracion 1 Diagrama de caja de los halos de inhibicién por grupos de estudio.

Efecto sinérgico antibacteriano del latex de Croton lechleri con

35
30
25
20

s ——

10

Halos de inhibicién

CL

Fuente: Elaborado por el autor.

Oxacilina

——

CL+OXA

Tratamiento

——

OXA
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V.

DISCUSION

En el Perd contamos con un infinito recurso de plantas medicinales, siendo este
cada vez més importante en el campo de la investigacion.

Actualmente, innumerables investigaciones se vienen desarrollando con el
objetivo de buscar modernos compuestos con funcion bioldgica a base de origen
naturales. Tenemos un cuantioso numero de investigaciones encaminados a la
evaluacion de la actividad antibacteriana, antioxidante o antiinflamatoria a partir
de productos de plantas medicinales.

En los ultimos afios se esta haciendo muy comun el uso de medicina tradicional
como tratamiento y/o manejo de ciertas enfermedades, usandose sin tener una
base cientifica de la efectividad de ello, ademas de tener un facil acceso y a una
minima probabilidad de presentar efectos adversos entre la poblacion.

Solo si realizamos una investigacion acerca de como funciona la planta y la
efectividad de ello podremos confirmar cuan efectivo es el uso de la medicina
tradicional en el manejo de ciertas enfermedades.

Son pocas las investigaciones relacionadas netamente a la accion
antibacteriana de la Sangre de grado o Croton lechleri, entre los encontrados en
relacién con nuestro estudio, lo presentamos como base cientifica para nuestros
resultados.

Tras estudiar el efecto sinérgico antibacteriano in vitro del latex de Croton
lechleri en combinacion con la Oxacilina a 1ug sobre Staphylococcus aureus
ATCC 25923, se hallo lo siguiente:

Los resultados observados en la Tabla 1, nos evidencian la actividad
antibacteriana de los tres productos tanto farmacologico y no farmacolégico
utilizados; en lo que se refiere al efecto antibacteriano del latex de Croton
lechleri en su estado puro, los datos de los halos inhibitorios mostraron una
media de 17mm (DS: £1.494, IC 95% 15.63 a 17.77, Rango: 14 — 19mm), con
lo cual nos demostro ser eficaz, segun lo establecido por el CLSI (= 13mm) para
Staphylococcus aureus; sin embargo, este efecto encontrado en nuestro estudio
fue menor al hallado por Espinoza C y Serna Z** en Lima, quienes demostraron
gue Staphylococcus aureus es susceptible desde concentraciones del 25%,

50%, 75% y 100% del latex, obteniendo la media de sus diametros mayores de
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14mm, 20 mm, 25 mm y 29 mm respectivamente, esta diferencia de valores
podemos atribuirlo al lugar donde se encontraba el arbol al momento de la
recoleccion de la muestra, los investigadores obtuvieron la sangre de grado de
un arbol ubicado en la region de Tingo Maria-Huanuco el cual se encuentra por
sobre los 647 m.s.n.m mientras que la muestra de esta investigacién segun la
ficha técnica, fue obtenida en la region des de Tarapoto-San Martin
encontrandose a 271 m.s.n.m, tierras con diferentes caracteristicas en relacion
ala altura, climay fertilidad, para la cosechay siembra de los arboles de Croton
lechleri, un valor similar reporta Chininin V y Cisneros H'> en Chimbote, que al
estudiar la accion antibacteriana in vitro de Croton lechleri hallaron una media
de 15.33 mm para la misma cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923, la
procedencia de nuestro latex con la de Chininin V y Cisneros H se aproximan
entre los 220 a 271 m.s.n.m.; ademas nuestros resultados son similares con los
reportes de Fura'® quien evidencia una media de 18.64 mm contra Lactibacillus
acidophilus , ademas Aviles HI'2 reporta un halo inhibitorio de 11 mm para
Streptococcus mutans; que a pesar de ser diferentes bacterias, ambas
pertenecen al mismo grupo de Gram positivas las cuales poseen una pared de
peptidoglucano, siendo el érgano diana para el mecanismo de accion de Croton
lechleri.??

Al mismo tiempo, en la Tabla 1 también encontramos datos de los halos
inhibitorios de Oxacilina a 1pg (Media: 31 mm DS: £1.247, IC 95%: 30.11 a
31.89, Rango: 29 - 33mm), el cual mostro tener mayor efectividad que el propio
latex de Croton lechleri; estos resultados obtenidos son similares al estudio de
Chininin V y Cisneros H'® en Chimbote en el cual concluyé que el tratamiento
del latex de C. lechleri reporta un halo inhibitorio sobre S. aureus pero a pesar
de ello no supera el efecto antibacteriano de eritromicina evidenciando una
media de 28 mm con un efecto antibacteriano in vitro; al igual que los resultados
de Fura C en Arequipa 2017 evidencié que C. lechleri obtuvo halos inhibitorios
contra L. acidophilus, concluyendo que si presenta efecto antimicrobiano, pero
de igual manera no sobrepasa el efecto antimicrobiano de Gluconato de
Clorhexidina al 0.12% .

Mientras que la combinacion de ambos agentes, mostraron una media de
24.5mm (DS: £2.014, IC 95%: 23.06 a 25.94, Rango: 20 - 27mm); este resultado
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evidencia que el efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri en
combinacion con la Oxacilina fue mayor que el latex solo; sin embargo, fue
menor que Oxacilina 1 ug. La combinacion de Oxacilina con el latex de Croton
lechleri disminuy6 el efecto antimicrobiano de Oxacilina, a pesar de superar los
13 mm establecidos por el CLSI.#°

Esto puede deberse a la composicion del latex que podrian estar interfiriendo
en la actividad antibacteriana de la Oxacilina. No se hallan reportes de
componentes del latex que bloqueen la potencialidad de los antibidticos.
Sustentdndose en los mecanismos de accién, de ambos componentes
antibacterianos, en el caso de la Oxacilina, inhibiendo la elaboracion de PG de
la pared celular; limitando el cruce de cadenas compuestas por PG, las cuales
son necesarias para la rigidez de la bacteria, y en el caso del latex de Croton
lechleri, sus compuestos fendlicos desintegran la membrana celular bloqueando
los procesos enzimaticos, ademas las proantocianidinas bloquean la adhesion
bacteriana, de esta manera, las saponinas alteran la permeabilidad de la
membrana celular, que al administrarlo en conjunto con otros agentes facilitan
el ingreso de éstos al interior de la célula inactivandola o destruyéndola ya sea
por su efecto bacteriostatico o bactericida respectivamente.19,22 24,36

En la Tabla 2, se trabajo el ANOVA en el cual evidenciamos diferencias
significativas en los promedios de los halos inhibitorios en los grupos analizados
con resultados F= 196.050 y p= 0,000, estos resultados son similares al de
Espinoza C y Serna Z! reportando altas diferencias estadisticas muy
significativas entre sus grupos de estudio con un nivel de confianza del 95% y a
los resultados de Chininin V y Cisneros H quien reporté F=61,671 y significacion
igual a 0,000 < 0,01, que al igual que Espinoza nos indica altas diferencias
estadisticas muy significativas entre sus grupos de estudio.

Con la Tabla 3y figura 1, se refuerza la diferencia de los promedios de los halos
inhibitorios y cual de los grupos de estudio evidencia mayor eficacia, en este
estudio seria s6lo Oxacilina. Los resultados nos indican que el tratamiento con
Oxacilina sigue siendo de eleccion para la mayoria de enfermedades por

estafilococo.
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VI.

CONCLUSIONES

La asociacion del latex de Croton lechleri con Oxacilina, evidencio tener efecto
antibacteriano sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, en estudio in vitro.
Sin embargo, no supera el efecto antibacteriano de Oxacilina.

La combinacion de Oxacilina con el latex de Croton lechleri disminuyé el efecto
antimicrobiano de Oxacilina.

Oxacilina evidencié su efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus
ATCC 25923; considerandose como tratamiento gold estandar.

El latex de Croton lechleri demostré tener efecto antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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VIl.  RECOMENDACIONES

e Considerar realizar la toma del latex segun las caracteristicas del arbol, en
épocas de lluviay en las primeras horas del dia, de otra forma su volumen'y
calidad disminuye, considerando los factores ambientales en los cuales

crecen las plantas.

e Se recomienda evaluar individualmente la actividad antibacteriana de cada
compuesto fitoquimico del latex de Croton lechleri, con el objetivo de
identificar los mecanismos de accién, ya que son muy escasos los trabajos

de investigacion en relacion a ello

e Realizar estudios in vitro del latex de Croton lechleri para definir su efecto
frente a otros patégenos desencadenantes mdltiples infecciones de interés

médico, teniendo en cuenta a los antibiéticos de primera linea.
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ANEXOS

ANEXO 1

Matriz de Operacionalizacion de Variables

DEFINICION DEFINICION ESCALA DE
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL INDICADOR MEDICION
V.
Independiente: Se consideré 4 grupos
de experimentacion:
Agente Compuesto obtenido
antibacteriano | en forma natural o | A. Latex de Croton . RGA
para cepas de | biosintética, asi lechleri al 100%
Staphylococcus | como los conseguido combinado con
aureus totalmente en el Oxacilina 1ug
laboratorio, se | B. Latex de Croton . RGB Cualitativa
Agente comportan de lechleri al 100% nominal
antibacteriano | diversas maneras: | C. Tratamiento con . RGC
no como bactericidas y Oxacilina 1ug
farmacolégico: | como D. Control negativo . RGD
Latex de Croton | bacteriostaticos3® con suero fisiolégico
lechleri
Agente
antibacteriano
farmacoldgico:
1 pg de
Oxacilina
Se determinara
V. Dependiente: | midiendo el tamafo .
del Halo inhibitorio, Efectivo 213mm Cualitativa
Efecto utilizando la técnica No efectivo <13mm3® nominal

antibacteriano

de Kirby Bauer.*®




ANEXO 2

Obtencién de la Muestra

Se formulé la comparacién de dos promedios:38

_(@§+zp)*2df
a (X1—X3)?
Donde:
o Zar: 1,96
« Zp: 0,842

* X1: 13 mm. Corresponde al halo inhibitorio de oxacilina.
* X2:17.07 mm. Corresponde al halo inhibitorio del latex de Croton lechleri
* 0. 1.46 mm

n= 2.0206 redondeado a 10 veces por grupo a estudiar
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MEDICION DE HALOS INHIBITORIOS (mm) EN CEPAS DE Staphylococcus

PATOGENO
Staphylococcus
aureus

Latex de Croton

lechleri al 100%

combinado con
Oxacilina 1ug

ANEXO 3

FICHA DE DATOS

aureus

Latex de Croton
lechleri al 100%

Control Positivo
Oxacilina 1ug

Control
negativo

Didmetros de Halos de inhibicién (mm)

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra §

Muestra 6

Muestra 7

Muestra 8

Muestra 9

Muestra 10

CIRUIANC

3 co
ﬂeoh'. 75963



ANEXO 4

Cadigo: F-CC-032

PROTOCOLO DE ANALISIS [V/grsion: 02

%ﬂw DTEE mﬂll ucTo Pagina: 1 de 1
L 193 Wit S‘ ~grd Fecha de emision: 05/01/18 |
CONTROL DE CALIDAD

Control F
PROTOCOLO DE ANALISIS N°: 38

isico Quimico y Microbiolégico

| N° Lote: 105089

| Producto: Sangre de Grado

N° de Analisis: RP1100319

Presentacion: Bolella de plastico x 15 mL

Fecha de Fabricacion: 05/2019

Cantidad Fabricada: 789

Procedencia: Produccion

Fecha de Expiracién: 05/2021

Norma Técnica: USP ; Norma Propia

Fecha de Analisis: 15/10/2019

Fecha de Recepcién de muestras: 10/10/2019

ulimi
? QFP:18370

FARMACEUTICA

PRUEBAS EFECTUADAS ESPECIFICACIONES RESULTADO
Aspecto Liquido mas o menos espeso CONFORME
Color Entre rojo sangre y rojo marrén CONFORME
Olor Caracteristico del Producto CONFORME
Sabor Astringente CONFORME
Humedad 70-90 % PIP 78,3 % PIP
pH 3-5 3,886
Frotacién Formacion def :Ji:::ma blanca al CONFORME
i Al colocar una gota en papel
Absorcién toalla, no forma un halo difuso. CONFORME
Recuento de microrganismos 3 2
Aerobios Totales €8 8x10
Aprobado Rechazado D
Observaciones:
........ LL LA
Lenin MerghdeTTineceyo Pavcer ANAJASTA




