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RESUMEN

En el presente trabajo, se evalu6 la sinergia bactericida del extracto etandlico
concentrado de la semilla de Vitis vinifera (EEVV) con oxacilina (OXA) a 1 ug
sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923; considerandose 4 grupos: G1:
extracto etandlico, G2: oxacilina, G3: combinacion del extracto etandlico y OXA
G4: grupo de control, con 10 repeticiones de cada grupo; obteniéndose los
siguientes resultados: Los halos de inhibicion del EEVV, mostraron una media
de inhibicién de 34,60 mm (DS: 1,57762 + 0,49889, IC 95% 33,4714 - 35,7286),
siendo mayor que lo considerado por el CLSI (>13 mm), pero no supera a la OXA
(43,60 mm, DS: 1,57762 + 0,49889, IC 95% 42,4714 - 44,7286). La combinacion
de EEVV mas OXA no evidencio tener efecto sinérgico (43,10 mm, DS: 1,19722
+ 0,37859, IC 95% 42,2436 - 43,9564). El andlisis de varianza ANOVA reportd
una diferencia significativa entre los promedios de los halos de inhibicion
(p:0.000). La prueba post ANOVA de Tukey, determin6 que no existe diferencia
entre OXA sola y la combinacion con EEVV. Conclusion: el extracto etandlico de
Vitis vinifera al 100% combinado con oxacilina, no evidencia halos de inhibicion

mayores a los obtenidos con OXA, sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, oxacilina, Vitis vinifera, extracto
etandlico, bactericida.
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ABSTRACT

The present study assessed the bactericidal synergy of concentrated ethanol
extract of Vitis vinifera seed (EEVV) with oxacilin (OXA) at 1 pg on
Staphylococcus aureus ATCC 25923; in which four groups were considered: G1.:
ethanol extract, G2: oxacillin, G3: combination of ethanol extract and OXA G4:
control group, with 10 replicates from each group; obtaining the following results:
EEVV inhibition zones, showed an average inhibition of 34.60 mm (SD: 1.57762
+ 0.49889, Cl 95% 33.4714 - 35.7286), being higher than the one considered by
the CLSI (>13 mm), but not higher than OXA (43.60 mm, SD: 1.57762 + 0.49889,
Cl 95% 42.4714 - 44.7286). The combination of EEVV plus OXA was not shown
to have a synergistic effect (43.10 mm, SD: 1.19722 + 0.37859, Cl 95% 42.2436
- 43.9564). The Analysis of variance ANOVA revealed a significant difference
between the averages of the inhibition zones (p:0.000). Tukey post ANOVA test
determined that there is no difference between OXA itself and the combination
with EEVV. Conclusion: the ethanol extract of Vitis vinifera 100% combined with
oxacillin, does not show inhibition zones higher than those obtained with OXA,
on Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Keywords: Staphylococcus aureus, oxacillin, Vitis vinifera, ethanol extract,

bactericidal.

vii



l. INTRODUCCION

Las patologias infecciosas de piel y tejido blando en la poblacién pediatrica son
muy prevalentes, de facil diseminacién en los nifios.! Estas infecciones son uno
de los motivos de mayor demanda en la consulta pediatrica en establecimientos

de atencién primaria y atencién ambulatoria.?

La tasa de infeccidn en nifios es aproximadamente de 28.4 casos por cada
100.000 personas.® Tales infecciones son causadas por aerobios Gram
positivos, donde el agente patdgeno mas frecuente es el Staphylococcus aureus
porque en cultivos de infecciones de piel resulta en un 72 % para este germen.
Este patdégeno tiene como reservorio principal el hombre, coloniza piel y/o
mucosa nasofaringea. Genera infecciones cuando son diseminadas de las fosas
nasales como aerosoles y por contacto entre personas.* Las Infecciones, en
muchas ocasiones se deben a la falta de educacion en el aseo personal y

hacinamiento.

El Staphylococcus aureus elabora una serie de toxinas y enzimas que
contribuyen a la colonizacién y patogenia de la enfermedad.® Genera desde leves
infecciones de piel y tejidos blandos tales como una forunculosis, foliculitis e
impétigo, hasta graves infecciones como una osteomielitis, neumonia,

endocarditis y bacteriemias poniendo en peligro la vida del paciente.®

En cuanto a su tratamiento, S. aureus es sensible a cefalosporinas,
aminoglucoésidos, aun asi, hay cepas que son multirresistentes, por lo que se
debe determinar la sensibilidad antimicrobiana.® Dentro de las opciones
terapéuticas orales estan cefalexina, amoxicilina mas acido clavulanico; dentro
de los intravenosos esta oxacilina, cefazolina.” Oxacilina ejerce su accién en la
pared bacteriana al inhibir la sintesis de peptidoglicano, depende de la union a
la proteina ligadora de penicilina (PBPs) localizada en la pared bacteriana, luego
conduce al debilitamiento vy lisis bacteriana.®

La Vitis vinifera es usada con fines medicinales en enfermedades con patron
inflamatorio, bacteriano. Actualmente es considerada un fruto con accién

farmacologica, contiene flavonoides un compuesto con gran capacidad de influir



en los factores biolégicos como el ADN, sobre radicales libres y enzimas
bioldgicas, se ha demostrado que la semilla ejerce efecto antimicrobiano.® Tiene
propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y captadoras de radicales libres;
como protector de la piel y anexos, de las mucosas; para facilitar su paso a través

de la capa cérnea de la piel.1°

Segln Escolona et al ' La OMS informé que el 80 % de habitantes del mundo
hacen uso de plantas como remedio principal. En el Peru dificiimente se ha
logrado determinar la cantidad exacta de personas que hacen uso de la

fitoterapia debido a la tasa elevada de migracién entre departamentos. *?

El problema de investigacion formulado fue: ¢Tiene sinergia bactericida la
combinacion del extracto etandlico concentrado de la semilla de Vitis vinifera con
oxacilina a 1 pug sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, en un estudio in

vitro?

Una de las consultas mas frecuentes en la poblacion pediatrica son las
infecciones de la piel causadas por Staphylococcus aureus en un 72%. Ademas,
el agente tiene como reservorio principal al hombre. Por tal motivo en el primer
nivel de atencién es prioritario su manejo ya que la tasa de infeccion es elevada.
Segun la OMS el 80% de la poblacion mundial hace uso de fitoterapia. En este
caso, se puede usar el extracto de semilla de Vitis vinifera para combatir
patologias que son causadas por Staphylococcus aureus. Algunos tratamientos
farmacolégicos necesitan ser co administrados a fin de generar un efecto
sinérgico, de modo que la oxacilina puede combinarse con el extracto etandlico
de semillas de Vitis vinifera, ya que contienen compuestos polifendlicos,
flavonoides, antocianinas, taninos entre otros, es importante mencionar que

estos compuestos no han demostrado efectos colaterales en su uso.

Ademds, por la gran accesibilidad a estas semillas que se tiene en el
departamento de La Libertad no generaria costos excesivos que limiten su uso
a fin de llevar un tratamiento sinérgico bactericida con oxacilina frente a

Staphylococcus aureus.



El objetivo general: Evaluar la sinergia bactericida del extracto etandlico
concentrado de la semilla de Vitis vinifera con oxacilina a 1 pg sobre

Staphylococcus aureus ATCC 25923, en un estudio in vitro.

Los objetivos especificos: Establecer la actividad bactericida del extracto
etandlico concentrado de la semilla de Vitis vinifera. Comprobar el efecto
bactericida de la oxacilina a 1 ug sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Determinar la actividad bactericida de la combinacion del extracto etandélico con

el antibiético.

Las hipotesis: Hi: El extracto etandlico concentrado de la semilla de Vitis vinifera
combinada con oxacilina a 1 pg evidencia sinergia bactericida sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923. y Ho: El extracto etandlico concentrado de
la semilla de Vitis vinifera combinada con oxacilina a 1 pug no evidencia sinergia

bactericida sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.



I. MARCO TEORICO

Kulastic et al*® (India, 2020) evaluaron las propiedades antibacterianas de
diferentes variedades de semillas de Vitis vinifera L. Obtuvieron el extracto con
etanol en varias concentraciones (50%, 60%, 70%), mostrando una actividad
antibacteriana con un halo de inhibicion frente a Staphylococcus aureus de 12
mm, 16mm, 25 mm respectivamente segun concentracion del extracto etandlico
en la variedad shiraz, determinaron una actividad antibacteriana lo que podria
deberse a la presencia de compuestos fendlicos, acido galico y la presencia de
tres grupos hidroxilo y el sustituyente del anillo de benceno son eficaces contra

las bacterias.

Defaz'# (Ecuador, 2019), investigé el efecto antibacteriano del extracto de
cascara de uva en comparacion con la clorhexidina al 12 % sobre streptococcus
mutans en estudio comparativo in vitro, a concentracion de 75y 50 %. La siembra
fue en cajas Petri de agar sangre, identific6 zona de inhibicion de 9 mm a
concentracion de 75 % y de 8 mm a concentracion de 50% del extracto. Concluye
en que el efecto se debe a que el fruto posee un alto nimero de componentes

polifendlicos.

Pavic et al*® (Croacia, 2019), investigaron la eficacia antibacteriana del extracto
de la piel de uva en sus variedades merlot y blaufrankisch, consideraron el
impacto de la defoliacion sobre la actividad antibacteriana, usando el medio
Mueller Hinton. Observaron que la variedad Merlot con defoliacién
inmediatamente después de la floracién, mostré6 una actividad antibacteriana
frente a S. aureus estadisticamente significativa, con concentracion minima
inhibitoria de 13.75 % 1.26, porque tras ese proceso aumenté la concentracion
fendlica total lo que logré la mayor concentracion de antocianinas conllevando a

mejor efecto antibacteriano.

Abouzeed et al'® (Africa, 2018) evaluaron los compuestos antibacterianos,
antioxidantes y fenodlicos de los extractos de pasas de Vitis vinifera. Usaron el
método de difusion de disco, con cefotaxima sédica 10 yg como control
positivo. Observaron que el extracto acetonico de pasas exhibio actividad contra
Staphylococcus aureus con un halo de inhibicion de 14 mm y la cefotaxima con
20 mm. Se debe a que las pasas contienen potentes compuestos polifendlicos,



catequina, rutina y quercetina; rutina es uno de los compuestos que contribuyen

a las propiedades antibacterianas.

Divyal’ (India, 2018) Determind que la sintesis de nanoparticulas de éxido de
zinc usando el extracto de la cascara de Vitis vinifera demostrd ser muy eficaz
como antimicrobiano in vitro en método de difusion de disco. Mostrando una zona
de inhibiciéon de 3.1 mm a concentracién de 170 ppm de AgNPs en cultivo de
Staphylococcus aureus, debido a que las nanoparticulas de 6xido de zinc tienen
la capacidad de anclarse a la pared bacteriana y penetrarla y provoca cambios
estructurales en la membrana, forman radicales libres al estar en contacto con
las bacterias, las cuales estan compuestas principalmente por azufre y fésforo
gue lleva a las nanoparticulas a provocar una reaccion con capacidad de dafiar
la membrana celular y hacerla porosa conllevando a la muerte celular, ademas

modulan la transduccion de sefiales en bacterias.

Caicedo'® (Ecuador, 2017) identific6 la eficacia antibacteriana del extracto
acuoso de semilla de uva al 100% sobre streptococcus mutans ATCC 35668,
comparando con clorhexidina (0.12%) y agua como sustancias de control; uso
medio de agar sangre. El efecto fue evaluado en 48 y 24 horas; Como resultados,
la concentracion del 100% del extracto de la semilla de uva identificé una zona
de inhibiciéon de 11 mm, para clorhexidina al 0.12% 10 mm y para agua 5 mm.
Concluye que a concentracion del 100% a las 48 horas presenta mayor efecto
inhibitorio, se debe a la capacidad antioxidante dependiente del contenido de
polifenoles totales, incluyendo &cidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico,
presentes en la fruta, ademas la actividad antibacteriana es menor cuando los

extractos se obtienen a partir de las semillas después de la fabricacién del vino.

Alkhulaifi et al'® (Arabia Saudita, 2017) investigaron el potencial antibacteriano
de los extractos de semilla de uva, compararon sus propiedades con antibiético
estandar en placas con Agar Mueller Hinton, observaron zonas de inhibicion de
20 mm ante Staphylococcus aureus utilizando el extracto de metanol; el farmaco
estandar usado fue ampicilina (29 mm). Este efecto se debe a los compuestos
flavonoides fendlicos bioldgicamente activos que actuan inhibiendo los factores
de virulencia bacteriana, la formacion de biopeliculas, la reduccion de la

adhesion de los ligandos del hospedador y la neutralizacion de las toxinas



bacterianas; el acido galico modifica las membranas de las bacterias de manera
irreversible generando efecto antibacteriano. Sugieren que el alcohol es el mejor
disolvente para la extraccion de compuestos activos (polifenoles) en
comparacion con el agua destilada La actividad antibacteriana se debe
principalmente a la interaccion sinérgica entre los metabolitos secundarios de

compuestos fenolicos.

Abdul et al?® (Irak, 2016) realizaron un andlisis quimico y actividad antibacteriana
de extractos de semilla de la uva (Vitis vinifera), usaron el método de difusion de
disco, se realiz6 diluciones del extracto (1, 1/2 1/3, 1/4), los resultados fueron
zonas de inhibicién para Staphylococcus aureus de 17 mm en concentracion de
1y 12 mm para concentracion de 1/2 del extracto alcohélico. Determinando que
en su composicion quimica el grupo alifatico y éster anhidrato interfieren en el
crecimiento bacteriano. Ademas de contener flavonoles, antocianinas, estilbeno
(resveratrol), acidos fendlicos y galatos que se distribuyen ampliamente en

semillas de uva.

Oikeh et al?* (Nigeria, 2016) investigaron la actividad antimicrobiana en
diferentes concentraciones, el jugo de uva sobre Staphylococcus aureus. Usaron
el extracto de fruta fresca, el cual fue liofilizado y el concentrado obtenido se
conservé a 4°C en recipientes herméticos, para el cultivo usaron agar Mueller-
Hinton. Se usé concentrado de 25y 12.5 ug/ml de la fruta, registrando una zona
de inhibicién de 10 mm, considerado buen efecto bactericida por la composicién
fitoquimica: presencia de alcaloides, flavonoides, esteroides, terpenoides,

saponinas, glucésidos cardiacos y azucares reductores.

Alarcon?? (Ecuador, 2016) compard la accién antibacteriana del extracto
etandlico de Vitis vinifera a concentraciones de 100%, 50%, 25% en cultivos de
S. mutans con clorhexidina en concentracion de 0,12%. La clorhexidina y el agua
destilada como control positivo y control negativo respectivamente. Usaron agar
Mueller Hinton con suplemento del 5% de sangre. Encontraron que el halo de
inhibicién del extracto de Vitis al 100% fue de 4,35mm, para clorhexidina al
0.12% fue 8,7 mm. Concluyen que no hubo diferencia significativa entre los

productos estudiados.



Yadav et al?® (India, 2015) estudiaron la accién antibacteriana contra
Staphylococcus aureus resistentes a antibiotico con extractos de cascara de uva
negra combinada de modo individual con metanol, etanol, acetona y agua.
Evidenciaron que el extracto de metanol poseia una alta actividad antibacteriana
con zona maxima de inhibicién de 22 mm y el extracto con etanol mostré 10 mm.
Se encontr6 que el crecimiento de especies bacterianas se inhibe
significativamente (P <0.05) con todos los extractos solventes. Se debe a que
los polifenoles penetran la membrana celular semipermeable donde reaccionan
con el citoplasma y proteinas celulares, contienen una mayor cantidad de
dimeros y trimeros de (-) epicatequina que poseen mayor efecto antimicrobiano;
los taninos inhiben enzimas microbianas extracelulares. Ademas, determinan
gue los polifenoles con méxima extraccion de antocianinas son mas solubles en

metanol que en agua.

Shrestha et al®* (Asia, 2012) estudiaron el efecto antibacteriano del extracto de
semilla de Vitis vinifera en cultivos de Staphylococcus aureus en agar Mueller
Hinton, evidenciaron 12.5 mm de halo de inhibicion para el extracto y el control
positivo de eritromicina al 4% mostré una zona de inhibicion media de 43 mm.
Este estudio correlaciona que las propiedades antibacterianas se deben a los
contenidos fendlicos (medida en equivalentes de &cido galico) que se encuentran
en la semilla que son parcialmente hidrofobos y se considera que interactian
con la pared celular bacteriana y las interfaces de los lipopolisacaridos al

disminuir la estabilidad de la membrana.

Al-Habib et al®® (Kuwait, 2010) determinaron la accién bactericida del extracto de
la semilla de uva en cultivos de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA). Se encontro que todas las cepas de MRSA eran sensibles al extracto.
La inhibicion completa de todas las cepas bacterianas analizadas se observé a
concentracion de 3 mg/ml de extracto de proantocianidinas de semilla de uva
cruda, equivalente a 20,7 pg /ml de contenido de flavonoides. La actividad
antibacteriana fue bactericida, con interrupcién de la pared celular bacteriana
observada en la microscopia electronica de barrido y transmisién, porque el

extracto de semilla de uva es rico en potentes polifenoles antioxidantes.

Parekh et al?® (Africa, 2006) investigd el efecto antimicrobiano del extracto de
Vitis vinifera en cultivos de Staphylococcus aureus en tres repeticiones al
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comparar extracto etandlico y acuoso de Vitis vinifera. El extracto etandlico

mostré 15 mm de diametro, concluyendo que tuvo mas efecto antibacteriano.

Gokturk et al?*’ (Turquia, 2006) determinaron el efecto antibacteriano y contenido
fendlico del extracto de Vitis vinifera, cultivaron el S. aureus en caldo de
nutrientes, la concentracion del extracto de semilla de uva siguié una secuencia
de 10 %, 5%, 2.5%, 1%. Se mostro actividad bactericida contra S. aureus al final
de las 48 h de exposicion del extracto sobre la bacteria con una zona de
inhibicién de 25.67 + 0.58 mm, esto se debid al alto contenido de compuestos
fendlicos de 589.09 mg equivalente de acido galico por g en extractos de semilla

de uva.

El género Staphylococcus, tiene 42 especies diferentes, algunas especies
forman parte de la flora normal de la piel y mucosas del humano. La especie que
coloniza piel y fosas nasales del humano con importancia clinica infecciosa es
Staphylococcus aureus, son cocos Gram positivos de forma esférica que miden
de 0.5 a 1.5 um de didmetro agrupados de modo irregular en racimo de uvas.

Son inmdviles, no forman esporas y son resistentes al calor.?®

Elaboran catalasa, enzima que da la capacidad de desdoblar el peroxido de
hidrégeno (H202) en oxigeno libre y agua. Es coagulasa positiva, crece en forma
de colonias lisas, de bordes enteros, brillantes de color amarillento o dorada de
1 a 3 mm de diametro en medio de cultivo después de 18 — 24 horas de
incubacién. Cuando crecen en medio de cultivo agar sangre tienen un halo de (3-

hemdalisis.28

En la pared celular contiene peptidoglucano que ofrece forma y estabilidad al
patdgeno, tiene accion endotoxina que participa en la fisiopatologia de la
infeccidn. Contiene acidos teicoicos, polimeros que ayudan en la unién del
Staphylococcus aureus con la mucosa por medio de la fibronectina. Asimismo,
la membrana citoplasmética esta constituida de proteinas, hidratos de carbono,
lipidos que se encargan de la barrera osmotica para la célula, ademas tiene una
capsula mucoide denominada slime que le da mayor capacidad de adherenciay

aumenta su efecto antifagocitico.?®

Oxacilina es un farmaco betalactamico isoxazolil penicilina que tiene actividad

sobre Staphylococcus aureus. El mecanismo de accion es a nivel de la pared
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bacteriana, inhibe la sintesis de peptidoglucano. Esta inhibicion se da por la gran
capacidad que tiene de llegar y lograr unirse a las proteinas ligadoras de
penicilina (PBPs). Las endopeptidasas, carboxilasas transpeptidasas, son
enzimas que comprenden las PBPs y se encuentran involucradas en fases
finales del ensamblaje de la pared bacteriana, ademas en el remodelamiento de
la bacteria interfiriendo en su division y crecimiento. Este farmaco al ligarse a las

PBPs inactiva a la bacteria y resulta en lisis de la pared bacteriana.®

La botanica sistemaética incluye a la Vid (Vitis vinifera L.) en el grupo Cormofitas,
perteneciente al tipo Faner6gamas y subtipo Angiospermas, de clase
dicotiledoneas, perteneciente a la familia Vitaceae y género Vitis. El género Vitis
esta subdividido en 2 secciones (seccion Muscadinia y seccion Euvitis). En la

seccién Euvitis se encuentra la serie Vitis vinifera, Unica especie cultivable.?®

Es una planta trepadora y lefiosa originaria de la zona mediterranea y Asia
menor, pero actualmente es cultivada en todo el mundo. Conocida también como
Vid o parra. Normalmente se opta porque su cultivo sea en climas templados y
puede vivir por lo menos cien afos. El fruto es la uva, tiene forma esférica y/o
ovalada de 12 a 18 mm de diametro. Compuesto de tres partes: mesocarpio,
endocarpio y epicarpio.®® Endocarpio es la capa fina que protege y envuelve a
las semillas, cada baya contiene entre 0 a 4 semillas, ricas en taninos y aceites.?®

Las Semillas representan el 10 % del peso en el fruto.3!

El epicarpio conocido también como hollejo, es la capa externa de la uva,
representa el 7 % del total del fruto. Es membranoso y elastico, forma una capa
denominada pruina que es serosa Y fija las levaduras fermentadoras de mosto
gue a la vez protege al fruto. Su color y aroma esta determinado por su estado
fenoldgico; cuando se encuentra en fase herbacea toma coloraciones amarillas
en variedades blancas, rosadas o violaceas tintas. EI mesocarpio conocido como
pulpa, simboliza la mayor parte del fruto en un 84%, de color transltcido, excepto
de las variedades tintoreras. Es rica en acidos (tartarico y malico), azucares,

agua, aromas.3!

Dentro de su composicidén quimica, la acidez es un constituyente elemental en el
sabor por el depésito de &cidos organicos. Los acidos primordiales son el malico
y el tartdrico que representan el 90 % de acidez total, contiene pequefia



proporcion de fumarico, succinico, citrico, otros. Las bayas y hojas verdes son
cuna de la sintesis de acidos grasos, pero en el lapso de la maduracion la sintesis
de &cidos organicos va en descenso. Ademas, el clima posee un efecto sobre la
acumulacion y produccién de acidos organicos en la baya y en el Peru las
plantaciones estan distribuidas a lo largo de la costa, departamentos como La
Libertad, Piura, Ica, Lima, Arequipa, durante el periodo de maduracién en
temperaturas altas hay una acidez menor y en zonas con temperatura baja la

acidez es mayor®?

En el primer periodo de crecimiento una considerable parte de los azucares se
elaboran en las hojas y en el periodo de madurez en las bayas. Principalmente
se encuentra fructosa y glucosa, de 150 a 250 gr por litro de jugo de bayas
maduras. En el momento en que el fruto es verde la glucosa representa el 85 %
del contenido de azucar, la correlacion de fructosa-glucosa al inicio de la

maduracion es alrededor de 1:1, post maduracion sobresale la fructosa.3?

Los compuestos fendlicos, son una combinacion de proantocianidinas (galato de
catequina, galato de epicatequina, epicatequina) dan la pigmentacién de la uva.
Entre ellos se hallan taninos, flavonoides, antocianos y acidos fendlicos. Los
taninos se forman por los azlcares; en pulpa de bayas inmaduras hay una
cantidad considerable, y en su madurez son hidrolizados generando descenso
de su concentracién en el fruto. Estos compuestos polifendlicos en V. vinifera
han evidenciado ser responsables de las funciones antimicrobianas,
antiinflamatorias, antioxidantes y antitumorales. Las proantocianidinas de V.
vinifera tienen un papel como metabolitos de defensa contra herbivoros y

patégenos.33

Las semillas contienen taninos y acidos fendlicos; la pulpa contiene acidos
fendlicos, algunos taninos, excepcionalmente antocianos y los hollejos contienen
taninos, antocianos, &acidos fendlicos, un poco de flavonoides.?* Las
proantocianidinas tienen la capacidad de unirse a polisacéaridos, alcaloides,

proteinas, iones metdlicos y radicales libre por actividad reactiva-antioxidante.3®

En los hollejos los taninos tienen mayor tamafio de polimerizacion y poseen
epigalocatequina, mientras que los taninos de las semillas tienen un menor

tamafio de polimerizacion y carecen de epigalocatequina, pero poseen
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subunidades de (-)-epicatequina-3-galato a diferencia que los hollejos lo
presentan débilmente.®® La baya contienen bastantes metabolitos secundarios
bioactivos, especialmente en los polifenoles como las catequinas, acidos

fendlicos, antocianinas.36

El efecto antimicrobiano est4 dado por los compuestos polifendlicos, incluida las
antocianinas, que ante una amplia gama de microorganismos poseen actividad
antimicrobiana bactericida, fundamentalmente en la inhibicion del crecimiento de
agentes patdégenos transmitidos. Las antocianinas son glucosidos que tienen
azucar; cuando no contienen azucar se las denomina antocianinas.®’ En frutas y
verduras de color purpura, azul y rojo son los esenciales bioactivos para evitar
infeccidn microbiana. Exhiben accién antimicrobiana por diferentes mecanismos,
como el dafio celular inducido al destruir la pared celular, la membrana y la matriz

intercelular.38

Las antocianinas pueden llegar a ser potentes antioxidantes debido a su
estructura. Tienen un alto poder reductor al prevenir o detoxificar procesos que
generan radicales libres y muerte celular, por lo que estan consideradas como
protectoras de las plantas de dafios producidos por especies reactivas de

oxigeno.3°

Resveratrol es un compuesto que se produce en la piel y hojas de las uvas en
respuesta a una infeccién o a un estrés inducido por herbicidas, fungicidas o luz
UV. Va disminuyendo considerablemente durante la maduracion del fruto de la
uva.*® Es una molécula activa redox que se une facilmente con el cobre de iones
de metales de transicion y lo reduce y asi genera especies reactivas de oxigeno
(ROS) que puede dafiar moléculas vitales dentro de una célula como el ADN,
proteinas y membranas, altera el estado redox dentro de una célula que conduce
a efectos pleiotropicos que podrian culminar en la muerte celular. Su metabolito
piceatannol se unen a iones de cobre y generan ROS y dafian el ADN. El

resveratrol inhibe una amplia gama de bacterias.*
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[I. METODOLOGIA.

3.1. Tipo y disefio de investigacion.

- Tipo de estudio: Basica.*?
- Disefio de investigacion: Experimental con repeticiones multiples con post

prueba.*? (Anexo 01)

3.2. Variables y operacionalizacién. (ANEXO 02)

Independiente: Agente bactericida.*3

1. No farmacolégico: extracto etandlico concentrado de la semilla de Vitis

vinifera.
2. Farmacoldgico: oxacilina a concentracion de 1 ug.

Dependiente: Efecto bactericida*4, segun la técnica de Kirby Bauer.*®

1. Si efecto bactericida: halo de inhibicién >13 mm.

2. No efecto bactericida: halo de inhibicién < 13 mm.

3.3. Poblacion, muestray muestreo.

Poblacion: Los cultivos de Staphylococcus aureus ATCC 25923,

Criterios de inclusion:

- Cultivos jévenes de Staphylococcus aureus ATCC 25923, (con menos de
24 horas de cultivo).
- Frutos frescos y sanos.

Criterios de exclusion:

- Cultivos contaminados.
- Cultivo que no crecieron.
- Frutos fermentados, fumigados con insecticidas y herbicidas.

12



Muestra: El tamafio se determin6 mediante la formula estadisticas para

comparacion de dos medias.*? (Anexo 03).
Muestreo: Probabilistico, aleatorio simple.*?

Unidad de andlisis: Cada cultivo de staphylococcus aureus tratado y sujeto

a experimentacion.

Unidad muestral: Cada placa Petri, conteniendo el cultivo de la cepa en

estudio.

3.4. Técnica e instrumentos de recoleccion de datos.

Técnica: Observacion directa del crecimiento de las colonias de bacterias en

placas Petri y los halos de inhibicion.4¢

Instrumento: Se elabor6 una ficha de campo para la recolecciéon de datos por el
investigador, donde fueron registrados los diametros de halos de inhibicién
segun la dilucién del extracto etandlico de la semilla de Vitis vinifera y el farmaco
utilizado. (Anexo 04)

Validacion y confiabilidad del instrumento: La ficha de campo fue revisada
por especialistas.*® Apoyaron tres profesionales (médico Internista, médico
general y bidlogo) asi aseguraron que la ficha de campo recoja la informacién

apropiada para el estudio. (Anexo 05)

3.5. Procedimiento. (ANEXO 06)

a. La planta a usar fue identificada en el Herbarium Truxillense Hut de la
Universidad Nacional De Trujillo. (Vitis vinifera).

b. Técnica para recoleccién, conservacion de la semilla de Vitis Vinifera. 18

c. Procedimiento de obtencion del extracto etanolico de la semilla de Vitis
Vinifera.4’

d. Técnica de la siembra del Staphylococcus aureus ATCC 25923 en medio
Mueller-Hinton y aplicacion de discos embebidos con extracto etandlico

de Vitis vinifera.*4

13



3.6. Método de analisis de datos.

Los datos obtenidos fueron tabulados en Excel 2016, posteriormente se
analizaron en el programa SSPP version 26.0 para Windows. Se determind la
normalidad de los datos y homogeneidad de varianzas, después se trabajo el
analisis de varianza ANOVA con un nivel de significancia de 0.05, para
determinar si existe diferencia significativa entre los promedios de los halos de
inhibicion de los grupos analizados. Una vez hechas las pruebas respectivas se
aplicé una prueba post ANOVA de Tukey para determinar cuél es el mejor
tratamiento y sila combinacion de extracto etandlico concentrado de Vitis vinifera
con oxacilina tiene mayor eficacia, con lo que se demostraria el efecto

sinérgico.*’(Anexo 07)

3.7. Aspectos éticos.

Se tuvo en cuenta el Manual de procedimientos de bioseguridad en laboratorios
de ensayo, biomédicos y clinicos del Ministerio de Salud de la Norma Técnica N°
18.%8 (Anexo 08) Ley sobre la conservacion y aprovechamiento sostenible de la
diversidad bioldgica. Ley N° 26839.4° (Anexo 09)
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V. RESULTADOS

Tabla 1. Datos descriptivos del efecto bactericida segun las medidas de halos
de inhibicion del extracto etandlico concentrado de la semilla de Vitis vinifera y

oxacilina a 1 pg. sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

95% del intervalo de
confianza para la

media
Media Desv. Limite Limite
N (mm) Desviacion inferior superior Minimo Maximo
EEVV 34,60 1,57762 33,4714 35,7286 32,00 37,00
EEVV+OXA 10 43,100 1,19722 42,2436 43,9564 41,00 45,00
OXA 10 43,600 1,57762 42,4714 44,7286 41,00 46,00

Fuente: Reporte SPSS Vs 26

EEVV: Extracto etandlico de Vitis vinifera

EEVV + OXA: Extracto etanélico de Vitis vinifera + Oxacilina

OXA: Oxacilina
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Tabla 2. Andlisis de Varianza (ANOVA) del efecto bactericida segun las
medidas de halos de inhibicion del extracto etandlico concentrado de la

semilla de Vitis vinifera y oxacilina a 1 pg. sobre Staphylococcus aureus

ATCC 25923.
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 511,667 2 255,833 119,71 0,000
4
Dentro de 57,700 27 2,137
grupos
Total 569,367 29
Fuente: Tabla 1y reporte SPSS V.s 26 p = 0.000

EEVV: Extracto etandlico de Vitis vinifera
EEVV + OXA: Extracto etandlico de Vitis vinifera + Oxacilina

OXA: Oxacilina
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Tabla 3. Andlisis post ANOVA de Tukey, del efecto bactericida segun las
medidas de halos de inhibicién del extracto etandlico concentrado de la semilla
de Vitis vinifera y oxacilina a 1 pg. sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
Grupos N 1 2
EEVV 10 34,6000
EEVV+OXA 10 43,1000
OXA 10 43,6000
Sig. 1,000 0,727

Fuente: tabla 1 y reporte SPSS V.s 26

EEVV: Extracto etandlico de Vitis vinifera
EEVV + OXA: Extracto etandlico de Vitis vinifera + Oxacilina

OXA: Oxacilina
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Fuente: tabla 01 y reporte SPSS V.s 26

Figura 1: Diagrama de Cajas y bigotes, del efecto bactericida segun las medidas
de halos de inhibicién del extracto etandlico concentrado de la semilla de Vitis
vinifera y oxacilina a 1 ug. sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

EEVV: Extracto etandlico de Vitis vinifera

EEVV + OXA: Extracto etanélico de Vitis vinifera + oxacilina
OXA: Oxacilina
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V. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se evalla la sinergia bactericida del
extracto etandlico concentrado de Vitis vinifera con oxacilina a 1 pg. sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923 in vitro; se realizaron un total de 10
repeticiones de cada tipo de concentracién, como resultados se obtuvo lo

siguiente:

En la tabla 1, se muestran las medias de los halos de inhibicién sobre cepas de
S. aureus, por cada grupo de experimentacion, evidenciandose que los halos de
inhibicion del EEVV concentrado muestran una media de inhibicion de 34,60 mm
(DS: 1,57762 + 0,49889, IC 95% 33,4714 - 35,7286, con un rango de 32,00 a
37,00 mm), segun el CLSI esta concentracion tiene efecto inhibidor del
crecimiento de las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (>13mm). El
halo de inhibicion con OXA es de 43,60 mm (DS: 1,57762 + 0,49889, IC 95%
42,4714 - 44,7286, con un rango de 41,00 a 46,00 mm). La combinacién de
EEVV mas OXA evidenci6 una inhibicion de 43,10 mm (DS: 1,19722 + 0,37859,
IC 95% 42,2436 - 43,9564, con un rango de 41,00 a 45,00 mm).

En la Tabla 2, se muestra los resultados de la prueba paramétrica, del analisis
de varianza (ANOVA) obteniéndose que las varianzas de los grupos evaluados,
fueron homogéneas. Se hall6 diferencias entre los promedios de los halos de
inhibicion (p:0.000).

La Tabla 3 presenta el analisis post ANOVA de Tukey, donde se observa que no
existe diferencia entre OXA 'y la combinacion del EEVV mas OXA, lo que también

se aprecia en la Figura 1.

Los resultados del estudio evidenciaron mayores halos de inhibicion del extracto
etandlico concentrado de la semilla de Vitis vinifera sola y combinada con
oxacilina sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923. Algo similar evidencian,
Gokturk et al?’ (25.67 + 0.58 mm), Alkhulaifi et al 1° (20mm), Kulastic et al*® quien
empled extracto etandlico (al 50, 60 y 70%) y obtuvo halos de inhibicién de 12
mm, 16mm, 25 mm. Yadav et al 2 para Staphylococcus aureus resistentes a
antibidticos con el extracto metandlico de la cascara de uva (22 mm) y el extracto

etandlico (10 mm).
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Otros autores evidencian valores menores como Abdul et al ?° quienes
emplearon extractos de semilla de la uva obteniendo una inhibiciébn para
Staphylococcus aureus de 17 mm a concentracion de 1 y 12 mm para
concentracion de 1/2 del extracto alcohdlico. Pavic et al *° analiza el efecto
antibacteriano de la cascara de uva (13.75 + 1.26). Abouzeed et al '® trabajaron
con pasas de Vitis vinifera y observaron que el extracto acetonico de pasas
exhibié actividad contra Staphylococcus aureus (14 mm). Divya!’ (3.1 mm a
concentracion de 170 ppm de AgNPs), Oikeh et al 2! con jugo de uvaal 25y 12.5
ug/ml (10 mm), Shrestha et al** extracto de semilla de Vitis vinifera

Staphylococcus aureus 12.5 mm. Parekh et al 26 (15 mm).

Por otra parte, otros investigadores también encontraron efecto bactericida sobre
otras bacterias similares; asi Defaz* comparando el extracto de cascara de uva
con clorhexidina al 12 % sobre streptococcus mutans obtuvo al 75% 9mm, y al
50% 8 mm. Caicedo!® trabaj6 con extracto acuoso de semilla de uva al 100%
sobre streptococcus mutans ATCC 35668, obteniendo un halo de 11 mm y
Alarcén?? con extracto etandlico (100, 50, 25%) en cultivos de S. mutans obtuvo:
100%: 4,35mm, para clorhexidina al 0.12% fue 8,7 mm) y no establece

diferencias significativas.

Algunos autores consideran que la actividad antibacteriana podria deberse a la
presencia de compuestos fendlicos, acido galico y la presencia de tres grupos
hidroxilo y el sustituyente del anillo de benceno.'® Observaron que la defoliacién
inmediatamente después de la floracion aumenta la concentracion fendlica total
obteniéndose mayor concentracion de antocianinas que contribuye a mejorar la
actividad antibacteriana frente a S. aureus.!® Se encuentran también compuestos
antibacterianos, antioxidantes y fendlicos en los extractos de pasas de Vitis
vinifera.’® El efecto antibacteriano y contenido fendlico del extracto de Vitis
vinifera, se debe al alto contenido de compuestos fendlicos, equivalente al &cido

gélico encontrados en la semilla de uva.?’

El efecto bactericida se ejerce por la interrupcién de la pared celular bacteriana
al ser el extracto de semilla de uva rico en potentes polifenoles antioxidantes.?®
Abdul et al?® encontraron que el grupo alifatico y éster anhidrato interfieren en el

crecimiento bacteriano, al contener flavonoides, antocianinas, estilbeno
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(resveratrol), acidos fendlicos y galatos contenidos en mayor concentracion en
la pepa de la uva. Asi mismo Alkhulaifi et al'® también encuentra flavonoides
fendlicos biolégicamente activos que suprimen los factores de virulencia
bacteriana, formacién de biopeliculas, reduce la adhesién de los ligandos del
hospedador, neutraliza las toxinas bacterianas y el acido galico ejerce efecto
inhibidor bacteriano al modificar las membranas bacterianas irreversiblemente.
Indica que probablemente las diluciones con alcohol facilitan la extraccion de
polifenoles a diferencia que los extractos acuosos. Sugiere que la actividad
antibacteriana proviene de la interaccion sinérgica entre los metabolitos

secundarios de compuestos fendlicos.

Shrestha et al?* relacionan el contenido fendlico (equivalentes de acido galico en
la semilla) que son parcialmente hidrofobos, que podrian estar interactuando
sobre la pared celular bacteriana y las interfaces de los lipopolisacaridos

disminuyendo estabilidad de la membrana.

En algunas investigaciones se considera que los polifenoles solubles en metanol
(dimeros y trimeros de (-) epicatequina) reaccionan con el citoplasma y proteinas
bacterianas al penetrar la membrana semipermeable celular, y que los taninos
inhiben enzimas microbianas extracelulares sobre cepas de Staphylococcus

aureus resistente a antibiotico. 23

Otros autores refieren que la capacidad antibacteriana es dependiente de la
concentracion de componentes polifendlicos (mayor concentracion en la
semilla)'® 14 sobre cepas de S. mutans. Abouzeed et al*® considera a catequina,
rutina y quercetina. El efecto bactericida para Oikeh et al?! se debe a alcaloides,
flavonoides, esteroides, terpenoides, saponinas, glucésidos cardiacos y

azucares reductores, ejercen actividad sobre S. aureus.

El efecto se debe a los compuestos fendlicos de la semilla que son una
combinacion de proantocianidinas (galato de catequina, galato de epicatequina,
epicatequina) que corresponden a taninos, poseen subunidades de (-)-
epicatequina-3-galato®® y los compuesto flavonoides, antocianos de la Vitis
vinifera®” ademas de ser bactericidas, también tiene funciones antiinflamatorias,

antioxidantes y antitumorales.3?
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Las proantocianidinas tienen un papel como metabolitos de defensa contra
herbivoros y patégenos.® con capacidad de unirse a polisacaridos, alcaloides
(como lo refieren Oikeh et al?t), proteinas, iones metalicos (azufre y fésforo como
lo refiere Divyal’) y radicales libres con actividad reactiva-antioxidante.3 lo que
explica la capacidad de ejercer efecto sobre el S. aureus porque en su pared
celular contiene peptidoglucano que ofrece forma y estabilidad al patdégeno, la
membrana citoplasmatica esta constituida de proteinas, hidratos de carbono,
lipidos %2 que son alterados cuando entran en contacto con el extracto etanélico

de Vitis vinifera.

Las frutas de color purpura contienen los bioactivos esenciales para evitar
infeccion microbiana, su accion radica en el dafio celular inducido al destruir la
pared celular, la membrana y la matriz intercelular.®® en el caso de la variedad
de uva Gross Colman usada en este estudio que es de color oscura indica la

presencia de bioactivos esenciales para accion antibacteriana.
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VI. CONCLUSIONES

1. El halo de inhibicién obtenido con el extracto etandlico concentrado de la
semilla de Vitis vinifera, evidencia efecto bactericida sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923, segun el CLSI (>13 mm).

2. La combinacion del extracto etandlico concentrado de la semilla de Vitis
vinifera con oxacilina, muestra efecto bactericida sobre Staphylococcus

aureus ATCC 25923, similar a los hallados con oxacilina.
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VII.

RECOMENDACIONES

Realizar estudios con diferentes variedades de Vitis vinifera para

determinar su efecto bactericida.

Evaluar el efecto antibacteriano con otros componentes estructurales
de Vitis vinifera.

Investigar los principios activos de los componentes de la Vitis vinifera
segun variedad y comprobar su efecto bactericida.

Evaluar el efecto antimicrobiano de Vitis viniferal en modelos
bioldgicos.
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Dénde:

X1
X2
X3
X4

ANEXOS

ANEXO 01

Disefio de investigacion

o1
02
O3
04

RG1: Grupo tratado con el extracto etandlico concentrado de la semilla de Vitis

vinifera.

RG2: Grupo estandar tratado con oxacilina a 1 pg (control positivo).

RG3: Grupo expuesto a sinergia de extracto etandlico concentrado de la semilla

de Vitis vinifera con oxacilina a 1 pg.

RG4: Grupo estandar tratado con solucion salina (control neutro)

O: Las observaciones son posteriores al estimulo porque no hay medicion basal.
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ANEXO 02

Matriz de variables y operacionalizacion

VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADOR | TIPO DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
Variable Compuesto que | Se dividi6 en 4 Cualitativa
independiente ejerce una accion | grupos: nominal
Agente bactericida letal para la 1. Extracto
bacteria.*3 -
etandlico
Tratamiento no concentrado de la | RG1
farmacologico  con semilla de Vitis
extracto etandlico de vinifera y
la semilla de Vitis oxacilina a 1 pg.
vinifera 2. Extracto RG2
. etandlico
Tratamiento
L concentrado de la
farmacologico  con
. semilla de Vitis
oxacilina
vinifera. RG3
Combinacion de | 3 oxacilina 1 ug.
ambos tratamientos 4. Solucién salina. RG4
Variable Mecanismo de | Se evalu6 a través
dependiente interferencia del | del diametro del halo
Con efecto
- crecimiento de inhibicion CLSI #4 -
Efecto bactericida m shis Y| bactericida =
microbiano, mediante la técnica
13 mm
afectando la sintesis | Kirby Bauer.4® Cualitativa
Sin  efecto .
de la pared Resistente <10 mm. . nominal
bacteriana, bactericida
membrana Intermedio 11-12mm. | <13mm.
citoplasmica, € | Sensible >13mm.*

inhibicion de la
sintesis de ADN.43
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ANEXO 03

Tamaino de muestra

Férmula utilizada: Férmula estadistica para comparacion de dos medias.*?

(Za, +Zg)2
(X1 +X;)

DONDE:

Zay,: 1.96 (Nivel de confianza del 95 %)
Zp: 0.84 (Potencia de prueba del 80 %)

X;
X,: 25.67 mm?’

n: 0.06

Se trabajara con 10 repeticiones, a criterio del autor y sugerencia de los

especialistas.
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ANEXO 04

Instrumento: ficha de recoleccion de datos: diametros de halos de inhibicion
segun dilucidn del extracto etandélico concentrado de la semilla de Vitis vinifera 'y
el farmaco utilizado.

Agentes antibacterianos y controles
Placas con cepas de Periodo de Extracto Extracto etandlico | Oxacilina | Solucion
Staphylococcus tiempo etandlico de | de semilla | 1 ug salina
aureus ATCC 25923 semilla concentrado de (NaCl
IR (Gold 0
(N° de repeticiones) concentrado de | Vitis vinifera con estandar) 9%)
vitis vinifera. oxacilina 1 pg.
ZONA DE INHIBICION EN mm
1 24 horas 37 44 45 0
2 24 horas 35 43 41 0
3 24 horas 35 45 44 0
4 24 horas 32 44 42 0
5 24 horas 36 43 44 0
6 24 horas 34 42 43 0
7 24 horas 33 41 44 0
8 24 horas 33 43 45 0
9 24 horas 35 44 46 0
10 24 horas 36 42 42 0
Promedio 34,60 43,100 43,600 0
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ANEXO 05

Validacion del instrumento

VALIDEZ DE TEST: JUICIO DE EXPERTOS

INSTRUCTIVO PARA LOS JUECES

Indicaci6n: 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 recoleccién de datos,
el mismo que le mostramos a continuacion, indique de acuerdo a su criterio y su
experiencia profesional el puntaje de acuerdo a si la pregunta permite capturar las
variables de investigacion del trabajo.

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

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

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

& Vocabulario adecuado al nivel académico de los entrevistados.
& Claridad en la redaccion.

&+ Consistencia Logica y Metodologica.

Recomendaciones:

Gracias, por su generosa

colaboracién
Apellidos y nombres ¥
Tolo Gombog Joume Abderd
Grado Académi i
rado Académico Masnter v
Menci g
Bl Dexgaca Oni o /
Firma STt
f.g.d‘ A. Pele Gamboa
BICROBIR OGO

car sy
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FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

CALIFICACION OBSERVACION
ITEM DEL JUEZ
1 2 3
Numero de placas X
Halos de inhibicién de oxacilina
Ing.

X

Halo de inhibicién del extracto
etandlico concentrado de la semilla

de vitis vinifera.
Halo de inhibicién del extracto
etandlico concentrado de la semilla
de vitis vinifera y oxacilina Ipg. x
Solucién salina )(
GO SIGNIFICADO

Descriptor no adecuado y debe ser eliminado

Descriptor adecuado pero debe ser modificado

WN—‘E

Descriptor adecuado
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FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

CALIFICACION OBSERVACION
ITEM DEL JUEZ
1 2
Numero de placas
Halos de inhibicion de oxacilina
Ipg

Halo de inhibicion del extracto
etanodlico concentrado de la semilla
de vitis vinifera

Halo de inhibicion del extracto
etandlico concentrado de la semilla
de vitis vinifera y oxacilina lpg.

Solucién salina

Sl s | | il

Descriptor no adecuado v debe ser eliminado

RANGO SIGNIFICADO
1
2 Descriptor adecuado pero debe ser modificado
3

Descriptor adecuado
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VALIDEZ DE TEST: JUICIO DE EXPERTOS

INSTRUCTIVO PARA LOS JUECES

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

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

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

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

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

& Consistencia Légica y Metodoldgica.

Recomendaciones:

Gracias, por su generosa colaboracion

Apellidos y nombres hStJera\ a Vases Haela Lawsa
Grado Académico \ /\1@&»% Gievjono

Mencién Hedico 2 Sy

Firma -
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FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

CALIFICACION OBSERVACION
ITEM DEL JUEZ
1 2 3
Numero de placas
Halos de inhibicién de oxacilina
Ing

Halo de inhibicion del extracto
etanolico concentrado de la semilla
de vilis vinifera.

Halo de inhibicion del extracto
etandlico concentrado de la semilla
de vitis vinifera y oxacilina 1pg.

Soluci6n salina

X | 2 e

SIGNIFICADO ‘
Descriptor no adecuado v debe ser eliminado

Descriptor adecuado pero debe ser modificado

MN—-E
g

Descriptor adecuado
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ANEXO 06
Procedimiento

a. ldentificacion de la planta de Vitis vinifera en el Herbarium Truxillense
Hut de la Universidad Nacional De Trujillo.

JEPBARUA THUMRLEREIT (W5
'Jm—-—u:u Nacionat s Trupile I

h3 60477

TAUIIAD - PEND

nmasnsn acien e prisis UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO o
UNT HERBARIUM TRUXILLENSE (MUT) 2 y
FLORA PERUANA

Familia: Vitaceae
Nembee Cientifico: Vigis virnfera I s

N. Vulgar: "uva™ Det. For: Herbario HUT
Hibito: Planta fefosy fruatos 4 Y di e
Procedencia: Cascas-Cascas

Prov.: Gran Chimg

e ke Region.: La Libertad
Altitud: 1255 menm Fecha: 0S/102020
Colector: Villanueva Vakdez, Thenny Yovana - N:sn

Facultad de Ciencias Médicas, Escucin de Medicins Humana, Universidad Cesar Vallejo, Trojilla
Vitey winifera con oxacilina sobre

Peris.
Tesis: “"Sinergia bactericida del extracto etandlico de
e e— Shapimiocoscus curemt ATCC 23923 i viro
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b. Técnica para recoleccion, conservacion de la semilla de Vitis Vinifera.
Material Vegetal: La semilla del fruto de Vitis Vinifera fueron recolectados

al azar del distrito de Cascas, La Libertad.

Para poder generar extracto se usé 5 Kg de uvas y se llevo al laboratorio
de microbiologia San José de la ciudad de Truijillo, se lavé el fruto con
agua clorada, luego se obtuvo la semilla tras la separacion del fruto,
seguidamente fue colocado en estufa a 40°C para deshidratar por tres
dias, se peso la semilla en balanza electronica. Seguidamente se triturd
en un mortero de porcelana y se depositaron en bolsas plasticas oscuras

herméticas.

Semilla de Vitis vinifera

Fruto de Vitis vinifera
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c. Procedimiento de obtencidn del extracto etandlico de la semilla de Vitis

Vinifera.4’

El extracto etandlico de la semilla de Vitis Vinifera se obtuvo por el método
de maceracion en etanol de 96°; para ello, se colocé en un frasco de vidrio
20 g de la muestra triturada previamente y 200 ml de etanol 96°, se tapo el
frasco herméticamente y se envolvié con papel aluminio. Seguidamente se
llevé al horno a 40°C por 8 dias con agitacion de 4 veces diarias. Después,
se hizo una doble filtracion; primero se filtr6 a través de una gasa estéril y
segundo a traves de un papel filtro Whatman N°41. Este filtrado, se evaporo
por conveccién en estufa a 40°C, por 2 dias, hasta que quede a una
concentracion mayor a 100 mg/mL. De este modo, se obtuvo el extracto
etandlico (EE) concentrado, considerando concentracion al 100%; que fue

guardado en un frasco de vidrio ambar a 4°C hasta su utilizacion.

Obtencion del extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera
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d. Técnica de la siembra del Staphylococcus aureus ATCC 25923 en medio
Mueller-Hinton y aplicacion de discos embebidos con extracto etandlico de

Vitis vinifera.**

Se uso6 agar Mueller-Hinton (MHA) como medio de cultivo. Este medio de
cultivo se esterilizo en autoclave a 121° C por 15 minutos. Después, se
deposité en Placas Petri estériles, 18-20 ml por cada placa, y se dejé reposar
hasta que solidifique.

Se evalué utilizando el método de Kirby-Bauer de disco difusién en agar. Para
ello, se considero los criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute
- CLSI de Estados Unidos de América. Se tomo en cuenta los estandares
MO02 y M100.

- Se prepar6é el in6culo tomando con el asa de siembra previamente
esterilizada 5 colonias de un cultivo bacteriano menor de 24 horas y se
suspendié en 3 ml de suero salino estéril.

- Inoculé la superficie seca de una placa de MHA rayando con la torunda
embebida con inéculo, sobre toda la superficie de agar estéril y aseguro
una distribucién uniforme.

- Se prepardé 10 discos de sensibilidad colocando 10 uL del EE al 100%
sobre un disco con oxacilina 1 pg. Asimismo, se preparo otros 10 discos,
de papel Whatman N°1 de 6mm de diametro, con 10 pL del EE al 100%.

- Con una pinza, se coloc6 un disco con la combinacion de EE y oxacilina,
un disco con EE y un disco con oxacilina, sobre la superficie de una placa
con MHA sembrada, a una distancia minima unos de otros de 1 cm
presionando ligeramente con el fin de asegurar el contacto con el agar.
Se repitié en 10 placas.

- Luego se realiz6 la incubacién de las placas en posicion invertida a 37°C
durante 24 h.

- Se midieron los halos de inhibicion (expresado en mm) y se caracterizo la

actividad inhibitoria de la bacteria estudiada.
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Preparacion de los discos de papel filtro con los antibacterianos
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Siembra de S. aureus en Agar Colocacion de los discos con los
Mdieller Hinton antibacterianos

Halos de inhibicién del crecimiento de S. aureus
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ANEXO 07

Analisis estadistico

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Grupos Estadistico Gl Sig. Estadistico Gl Sig.
Halos EAVV 0,200 10 0,200 0,953 10 0,709
EAVVO 0,174 10 0,200 0,952 10 0,691
XA
OXA 0,200 10 0,200 0,953 10 0,709

*. Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccién de significacion de Lilliefors
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Prueba de homogeneidad de varianzas

ANOVA

Halos

Suma de Media

cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 511,667 2 255,833 119,7 0,000

14

Dentro de 57,700 27 2,137
grupos

Total 569,367 29




Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Halos
HSD Tukey
Intervalo de confianza al
Diferencia 95%
() J) de medias Desv. Limite Limite
Grupos Grupos (1-J) Error Sig. inferior superior
EAVV EAVVO -8,50000" 0,65376 0,000 -10,1210 -6,8790
XA
OXA -9,00000" 0,65376 0,000 -10,6210 -7,3790
EAVVO EAVV 8,50000° 0,65376 0,000 6,8790 10,1210
XA OXA -,50000 0,65376 0,727 -2,1210 1,1210
OXA EAVV 9,00000" 0,65376 0,000 7,3790 10,6210
EAVVO ,50000 0,65376 0,727 -1,1210 2,1210
XA

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Reporte de resultados SPPS Vs 26
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Datos Descriptivos de los halos de inhibicion producidos por los diferentes

agentes antibacterianos

Halos

EAVV Media 34,6000 0,49889
95% de intervalo de Limite 33,4714
confianza para la inferior
media
Limite 35,7286
superior
Media recortada al 5% 34,6111
Mediana 35,0000
Varianza 2,489
Desviacion estandar 157762
Minimo 32,00
Méaximo 37,00
Rango 5,00
Rango intercuartil 3,00
Asimetria -,229 0,687
Curtosis -,820 1,334
EAVVOXA Media 43,1000 ,37859
95% de intervalo de Limite 42 2436
confianza para la inferior
media
Limite 43,9564
superior
Media recortada al 5% 43,1111
Mediana 43,0000
Varianza 1,433
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Desviacion estandar 1,19722
Minimo 41,00
Méaximo 45,00
Rango 4,00
Rango intercuartil 2,00
Asimetria -,233 0,687
Curtosis -,369 1,334
OXA Media 43,6000 0,49889
95% de intervalo de Limite 42 4714
confianza para la inferior
media )
Limite 44,7286
superior
Media recortada al 5% 43,6111
Mediana 44,0000
Varianza 2,489
Desviacion estandar 1,57762
Minimo 41,00
Méaximo 46,00
Rango 5,00
Rango intercuartil 3,00
Asimetria -,229 0,687
Curtosis -,820 1,334
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ANEXO 08

Manual de procedimientos de Bioseguridad

@

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS

BIOSEGURIDAD EN LABORATORIOS
DE ENSAYO, BIOMEDICOS Y CLINICOS

=N

' MINISTERIO DE SALUD
T INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

Ministerio de Saha

SERIE DE NORMAS TECNICAS N° 18



ANEXO 09
Ley N° 26839

Ley sobre la conservacion 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 Pert.

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 biologica

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 tecnologica, referidos a la diversidad bioldgica 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
biologica, 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
ecologico, economico, social y cultural identificados en la Estrategia Nacional sobre Diversidad Biologica 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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ANEXO 10

Constancia de asesoramiento

CONSTANCIA DE ASESORIA DE PROYECTO DE TESIS

El que suscribe, Jd\me Abe\ofdo Polo  Gamboo docente de la Escuela Profesional

de Medicina de la Facultad de Ciencias Médicas.
Hace CONSTAR

Que, de conformidad con el Reglamento para elaboracidon y evaluacién de Proyectos de Tesis, el(la)
estudiante ViMonveva  Valde3 Thenow “ovesa de esta Superior Casa de

Estudios, viene trabajando bajo mi asesoramiento el Proyecto de Tesis titulado:
\L

Sipecaia bactesicaa  del gxmacto etand o de Viig Ninigena
Con Oxq el e Iococcus aucens  ATCC 26a273 vk

que sera presentado para optar el Titulo Profesional de Médico Cirujano.

En tal virtud, asumo el asesoramiento del Proyecto mencionado en calidad de ASESOR ESPECIALISTA, tarea

voluntaria y de cooperacion académica con la Escuela de Medicina.

Expedido el presente a solicitud de la parte interesada sélo para fines académicos que estime conveniente.

Dado en la ciudad de Trujillo a los 24  dias del mes de “"‘ﬁo delafio _ 2020 .
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ANEXO 11

Constancia de ejecuciéon en el laboratorio

( ’*f.-bc‘il-l Jose

CONSTANCIA DE EJECUCION DE PROYECTO

El Laboratorio “San José” deja constancia que ha cedido od honorem sus instalaciones,
en donde JHENNY YOVANA VILLANUEVA VALDEZ, estudiante de Medicina de la
Universidad César Vallejo de Trujillo, ejecuto la parte experimental de su proyecto de
tesis titulado “Sinergia bactericida del extracto etandlico de Vitis vinifera con oxacilina
sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 in vitro”, durante los dias 22 al 27 de
septiembre de 2020, bajo Ia orientacidn y asesoramiento del Microbidlogo Jaime

Abelardo Polo Gamboa.

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

del mes de octubre de 2020.

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

Sucursales: Los Corales 277~ Barrio Médico Urb. Santa Inés - Trujillo
L 769999 - [] 948649844
< sanjoselabs@hotmail.com © www.sanjoselabs.amawebs.com/
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