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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion fue de tipo experimental, enfoque cuantitativo y
de corte transversal. Se realizo con el objetivo de evaluar en forma individual el efecto
antibacteriano in vitro de los extractos hidroalcohdlicos de Vaccinium corymbosum
(arandano) y Vaccinium floribundum (mullaca) sobre Staphylococcus aureus. Se
trabajo con 30 placas con cultivos del microorganismo divididas en 6 grupos: grupo
blanco (solucion salina fisiologica), grupo estandar farmacoldgico (ciprofloxacino
5ug), y dos grupos experimentales al 50% y 75% para ambos extractos. Mediante el
método de difusion de disco se evalud el efecto antibacteriano de los extractos
hidroalcoholicos sobre la bacteria, a través del halo de inhibicion. En los resultados se
observo halos de inhibicion en ambas concentraciones, sin embargo la mayor
inhibicidn se presento en el grupo con el farmaco estandar ciprofloxacino (21.2 + 1.06
mm.); diferenciandose entre ellos significativamente mediante la prueba de ANOVA
(P<0,05). En la comparacion de grupos por medio de la prueba T-Student existe una
diferencia significativa entre ellos, siendo la concentracion al 75% del extracto
hidroalcoholico de ardndano (11.9 + 0.55 mm) el que presentd mayor efecto
antibacteriano que el extracto de mullaca (10.3 + 0.80 mm). Se concluye que ambos
extractos presentan efecto antibacteriano, siendo mayor en el extracto de arandano al
75%.

Palabras clave: Ciprofloxacino, efecto antibacteriano, Vaccinium corymbosum,

Vaccinium floribundum.
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ABSTRACT

The present research work was experimental, quantitative and cross-sectional
approach. It was carried out with the objective of individually evaluating the in vitro
antibacterial effect of the hydroalcoholic extracts of Vaccinium corymbosum
(blueberry) and Vaccinium floribundum (mullaca) on Staphylococcus aureus. We
worked with 30 plates with cultures of the microorganism divided into 6 groups: blank
group (physiological saline solution), standard pharmacological group (ciprofloxacin
5ug), and two experimental groups at 50% and 75% for both extracts. By means of the
disk diffusion method, the antibacterial effect of the hydroalcoholic extracts on the
bacteria was evaluated, through the inhibition halo. In the results, inhibition halos were
observed in both concentrations, however the greatest inhibition was presented in the
group with the standard drug ciprofloxacin (21.2 + 1.06 mm.); differing significantly
between them using the ANOVA test (P<0.05). In the comparison of groups by means
of the T-Student test, there is a significant difference between them, being the 75%
concentration of the hydroalcoholic extract of blueberry (11.9 + 0.55 mm) the one that
presented greater antibacterial effect than the extract of mullaca (10.3 £ 0.80 mm). It
was concluded that both extracts have an antibacterial effect, being greater in the 75%
blueberry extract.

Keywords: Ciprofloxacin, antibacterial effect, Vaccinium corymbosum, Vaccinium

floribundum.
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. INTRODUCCION

En nuestro planeta existe una gran diversidad de plantas, las cuales son utilizadas como
alimentos para satisfacer una necesidad fisiolégica como la nutricion. En la
antigliedad, muchos vegetales aparte de servir como alimento, han sido utilizados
como medicina para mitigar o curar ciertas enfermedades. Hoy en dia ain existe gran
interés por las plantas medicinales a la que Ilaman medicina tradicional y que algunos
también llaman complementaria, alternativa u holistica. La organizacion mundial de
la salud realiza esfuerzos para la racionalizacion del uso de la medicina tradicional
debido a que en varios paises se ha verificado el uso de las plantas para el tratamiento

de diversas enfermedades (2,

La necesidad del ser humano para aliviar las multiples enfermedades ha provocado un
aumento en la basqueda de nuevas alternativas como el uso de plantas medicinales y
en los Gltimos afios las personas estan prefiriendo el uso de remedios naturales que
aquellos que son obtenidos por manipulacion quimica, ademas esta preferencia se
justifica por carencias econdmicas en la poblacidon, especialmente en paises en vias de
desarrollo, asi como lo dificultoso que suele ser el acceso a los servicios de salud, por

lo que el uso de plantas medicinales adn sigue vigente ¢4,

El aumento del uso de la medicina basada en plantas medicinales ha originado el
crecimiento de los mercados dedicados a la venta de plantas medicinales, esto indica
que continta la inclinaciéon hacia el estudio de las plantas con poder terapéutico
permitiendo que la fitoterapia tenga un gran apogeo ©9).

Vaccinium corymbosum (arandano) es procedente de américa del norte y crece en

forma silvestre. Son arbustos que pertenecen al genero Vaccinium de la familia de las



Ericaceae, losfrutos son bayas pequefias redondeadas, dulces o acidas, jugosa, bien
coloreada y es la especie mas cultivada. Los frutos tienen accion terapéutica debido

a los principios activos que posee como flavonoides, taninos, antocianinas, etc (),

Vaccinium floribundum (mullaca) conocido como mortifio es una fruta silvestre de
amplia distribucion geogréafica encontrandose en todos los continentes a excepcién de
la Antértida. El color negro del fruto se debe a las antocianidinas como polifenoles de
los cuales se reportd &cido galico, proantocianidinas, miricetina, antocianinas que
proporcionan su actividad antioxidante. Estos frutos son considerados medicinales ya

que son usados para la diabetes, problemas digestivos, gripe, entre otros ©.

El ser humano siempre ha convivido con enfermedades que le han causado problemas
en su vida, esto es méas frecuente debido a la falta de educacion, de agua, vivienda,
mala higiene, pobreza, etc los cuales son factores sociales que incrementan la
proliferacion patogénica de microorganismos como bacterias, hongos, parasitos y
virus y que en algunos casos son dificiles controlarlos y erradicarlos. Los
microorganismos patdgenos son causantes de enfermedades infecciosas, responsables

de la morbi-mortalidad en los seres humanos .

Staphyloccosu aureus es una bacteria grampositiva de forma esférica, anaerobia
facultativa, catalasa positivo y no produce esporas, siendo la mas importante en su
género. Es comensal de la piel que al encontrar las condiciones favorables provoca el
inicio de la infeccidn por lo cual es considerado como un microrganismo oportunista.
La infeccion puede originarse por un corte en la piel produciendo un absceso,
foranculo o foliculitis que luego podria diseminarse causando infecciones graves como

endocarditis, neumonia o sepsis. Esta bacteria es la causante de infecciones tanto a



nivel comunitario como hospitalario. El uso en los hospitales de catéteres intravenosos,
terapia inmunosupresora favorece el resurgimiento de infecciones por bacterias

grampositivas, especialmente Staphylococus aureus %9,

Hace ochenta afios, Staphylococus aureus era facilmente eliminada por penicilinas,
afios mas tarde se reportaron especies resistentes a dicho farmaco debido a la
produccién de betalactamasas. Se sintetizo la meticilina, un derivado de la penicilina,
como antibiotico para esta bacteria, pero luego aparecieron cepas resistentes a
meticilina provocando serios problemas a nivel hospitalario. Muchas de estas bacterias
poseen cierta resistencia a otros antibacterianos como eritromicina, estreptomicina,
tetraciclina, clindamicina 412,

La resistencia a los antimicrobianos ocurre con el transcurso de los afios debido a un
proceso de adaptacion por parte de los microorganismos, sin embargo el uso
indiscriminado de antibidticos en el tratamiento de las enfermedades en hospitales, la
administracion de medicamentos en infecciones que no lo requieren, la
automedicacion, el uso inadecuado de la dosis, el incumplimiento adecuado del
tratamiento han acelerado este suceso. El efecto de una enfermedad causada por
microorganismos resistentes ocasiona una mayor duracion de la enfermedad, y un
aumento en el costo del tratamiento de la infeccion, lo cual ocasiona una amenaza en
la economia de la poblacion y un aumento en la mortalidad 2.

Debido al aumento de resistencia microbiana a ciertos antibioticos, esto conlleva a
buscar nuevas alternativas en el uso de plantas medicinales como Vaccinium
corymbosum y Vaccinium floribundum, las cuales poseen principios activos como
flavonoides, &cidos fendlicos entre otros que tienen poder terapéutico, utiles en el

tratamiento de las enfermedades del ser humano. Dichos frutos ejercen accion



antioxidante, antibacteriano y antifiingico causando la inhibicion microbiana ¢4,

La presente investigacion se justifica en la necesidad de aportar nuevos conocimientos
sobre Vaccinium corymbosum y Vaccinium floribundum plantas que no son del todo
conocidas en el ambito farmacologico, como opcion alternativa al tratamiento de
enfermedades causadas por Staphylococcus aureus, pues este patdgeno esta
produciendo un gran incremento en su resistencia a varios antibacterianos. Por otro
lado al ser estos frutos de sabor agradable, faciles de conseguir en el Departamento de
La Libertad y de bajo costo, abren la posibilidad de que se continlen més estudios
sobre la caracterizacion de los principios activos presentes en estas plantas.

Por lo mencionado anteriormente, el presente trabajo de investigacion pretende
conocer si los extractos hidroalcohdlicos de Vaccinium corymbosum y Vaccinium
floribundum tienen efecto antibacteriano in vitro sobre Staphylococcus aureus que es
la responsable de infecciones intrahospitalarias en pacientes inmunodeprimidos, para
esto se formuld el siguiente problema de investigacion:

¢ Presentan efecto antibacteriano in vitro los extractos hidroalcohdlicos de los frutos
de Vaccinium corymbosum (arandano) y Vaccinium floribundum (mullaca) sobre

Staphylococcus aureus?



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro de los extractos hidroalcohdlicos de frutos
de Vaccinium corymbosum (ardndano) y Vaccinium floribundum (mullaca) sobre

Staphylococcus aureus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar el efecto antibacteriano in vitro de los extractos hidroalcohélicos de frutos
de Vaccinium corymbosum y Vaccinium floribundum al 50% y 75% sobre

Staphylococcus aureus.

Comparar el efecto antibacteriano in vitro de los extractos hidroalcoholicos de frutos
de Vaccinium corymbosum y Vaccinium floribundum al 50% y 75% sobre

Staphylococcus aureus utilizando un farmaco de referencia (ciprofloxacino).



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes

Silva et al., en el 2015 en Portugal, estudiaron el extracto acuoso de Vaccinium
corymbosum como inhibidores de Staphylococcus aureus, para esto evaluaron el
impacto de frutos y hojas, asi como infusiones y decocciones de Vaccinium
corymbosum L. sobre S. aureus resistente a meticilina (MRSA) y sensible (MSSA), se
evaluaron los halos de inhibicion, las concentraciones inhibitorias, el impacto sobre la
actividad enzimética y la formacion de biopeliculas. Los resultados obtenidos
mostraron que los principales compuestos presentes en V. corymbosum fueron
quercetina-3-glucoésido, acido clorogénico y cafeico. Se inhibié a 12.5 mg / ml el
crecimiento de MRSA y MSSA, para hojas, y 50 mg / ml, para frutos, y las
concentraciones sub-MIC presentaron porcentajes de inhibicién tan altos como 3 log
de células viables y 47% de biomasa. Los resultados obtenidos implican una actividad
antibacteriana y antibiofilm efectiva de estos extractos hacia MRSA y MSSA,
revelando asi un potencial de interés para su aplicacién en la industria alimentaria, ya

sea como ingrediente funcional o como conservante %),

Shen et al., en el 2015 en China examinaron el efecto antimicrobiano del extracto de
Vaccinium corymbosum (ardndano) sobre el crecimiento de Listeria monocytogenes y
Salmonella enteritidis. Los niveles de compuestos fenolicos presentes en el arandano
tales como &cido clorogenico, acido elagico, quercetina y quercetina — 3 —galactdsido
se determinaron por medio del método Folin-Ciocalteau y el analisis por HPLC. Ellos
concluyeron que los cuatro compuestos fenolicos mencionados eran los responsables

del efecto inhibidor de las dos bacterias en estudio, siendo Listeria monocytogenes mas



sensible al efecto antimicrobiano del extracto que Escherichia coli 9,

Angel et al., en el 2015, en Trujillo evaluaron el efecto del extracto de Vaccinium
corymbosum sobre el crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
Prepararon concentraciones de extracto acuoso al 50%, 75% y 100%. Mediante el
método de Kirby Bauer demostraron la sensibilidad bacteriana, para ello colocaron 50
pL de extracto de cada concentracion vertido en las excavaciones de 6mm de didmetro
en placas con agar Muller-Hinton previamente sembrada en superficie por el indculo
de las dos bacterias antes mencionadas por separado semejante al tubo N° 0,5 de
MacFarland, usaron como control al disco de gentamicina, los resultados indicaron
que a mayor concentracion, mayor efecto, siendo Staphylococcus aureus mas sensible

que Escherichia coli por presentar mayor halo de inhibicion 7

Lalaleo et al., en el 2016, en Ecuador, evaluaron el efecto inhibitorio del extracto
alcohdlico de mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) sobre el Streptococcusmutans
ATCC 35668. Trabajaron con concentraciones del extracto al 25%, 50%, 75%, 100%,
como control positivo usaron a clorhexidina 2%, y al suero fisiolégico como control
negativo. En los resultados el halo de inhibicion de mayor tamafio fue a la
concentracion del 25% del extracto alcohdlico con un tamafio promedio de 13,11 mm.
Concluyeron que el extracto de este vegetal causa inhibicion del Streptococcus mutans,

encontrandose mayor efecto a la concentracion del 25% (9.

Llivisaca et al, en el 2018, en Ecuador, realizan la Caracterizacion quimica,

antimicrobiana y molecular de frutos y hojas de mortifio (Vaccinium floribundum



Kunth), Los extractos de Mortifio inhibieron significativamente el crecimiento de
bacterias Gram negativas, incluyendo Burkholderia gladioli, Burkholderia cepacia,
Salmonella Typhimurium, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi, Vibrio vulnificus,
Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa, asi como bacterias Gram-positivas como
Probionibacterium propionicum, Staphylococcus aureus y Enterococcus Este estudio

muestra el potencial del mortifio para la industria alimentaria y farmacéutica 9.

Sachdn et al., en el 2019, Trujillo, evaluaron el efecto antibacteriano del extracto
acuoso del fruto de Vaccinium corymbosum sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923. Prepararon concentraciones de extracto acuoso al 25%, 50%, 75% y 100%. Se
utilizoé el indculo de la bacteria a una turbidez semejante al tubo n° 0,5 del nefelometro
de MacFarland y por el método de Kirby Bauer de difusion en disco se demostro la
sensibilidad bacteriana. En los resultados, obtuvieron que a mayor concentracion,
mayor era el tamafio del halo de inhibicidn, siendo mayor a la concentracion del 100%
con un promedio de 29,2mm, pero no logro superar el tamafio promedio de halo de

inhibicion de mupirocina con 38,3mm @9,

Reyes et al, en el 2019, Ecuador, analizaron el Efecto antibacteriano de extractos de
Prunus salicifolia (Capulli) y Vaccinium floribundum (Mortifio) sobre cepas de
Streptococcus mutans, en un estudio in vitro; En cajas Petri sembradas con cultivo de
cepas de S. mutans, se colocaron 20 discos de fieltro impregnados con P. salicifoli, V.
floribundum y gluconato de clorhexidina, la evaluacion del efecto inhibidor se realizo
a las 24 y 48 horas de incubacion. Los resultados sefialan que no se encontré una

diferencia estadisticamente significativa del efecto antibacteriano a las 24 y 48 horas



entre el tipo de fruta —capuli y mortifio (cascara y pulpa) y el gluconato de clorhexidina
al 0.12% (p >0.05). Concluyen que los extractos de Prunus salicifolia (Capulli) y
Vaccinium floribundum (Mortifio) obtenidos tanto de pulpa como de céscara tienen un
efecto antibacteriano in vitro, a las 24 y 48 horas, sobre cepas de Streptococcus mutans,

similar al de la clorhexidina al 0.12% empleada como control ¢,

Reyes et al, en el 2019, Trujillo, presentan su investigacion acerca del efecto
antibacteriano in vitro de Vaccinium corymbosum L. sobre Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, obtuvo el extracto alcohdlico mediante el método de
maceracion con etanol a 70% para concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%,
determinando el efecto antibacteriano mediante el método de difusion de discos de
Kirby y Bauer, cuantificandose mediante la escala de Duraffourd, ademas utiliz6
farmacos controles para comparar el efecto antibacteriano: Oxacilina para
Staphylococcus aureus y ciprofloxacino para Escherichia coli. Los resultados
mostraron que hubo efecto antibacteriano en todas las concentraciones del extracto
alcoholico de Vaccinium corymbosum L. para Escherichia coli, y para Staphylococcus

aureus solo la concentracion de 25 % no presenté efecto antibacteriano 2,



2.2. Bases tedricas
Planta medicinal.
Es aquella parte de una planta, ya sea hoja, raiz, fruto, flor, etc que posee sustancias

con accion farmacoldgica para mejorar la salud de los seres vivos %),

Principio activo.

Son sustancias quimicas producidas por las plantas medicinales con accion terapéutica

(24,

Extracto alcohdlico.
Extracto adquirido de un érgano vegetal, ya sea por percolacion, maceracion usando
alcohol etilico para la extraccion de los principios activos solubles en dicho solvente.

Posteriormente el alcohol es eliminado por un procedimiento fisico ¢,

Vaccinium corymbosum

e Descripcion botanica
Son arbustos, nativa de América del Norte, puede llegar a crecer hasta una altura de
2,5m. Sus ramas poseen hojas simples y alternas, de forma eliptica lanceolada, de
un color verde oscuro ligeramente dentadas. Sus flores son acampanadas de un tono
blanco, algunos cultivares son de color rosa. Los frutos son bayas que contienen
semillas en su interior, estos conformen van madurando, van adquiriendo un color

negro azulado. Es la especie mas cultivada en Peri 9,

e Clasificacion Taxonémica
Reino Vegetal

Division Magnoliophytas

10



Subdivision Angiosperma

Clase Dicotiledonea o magnoliopsida
Orden Ericales

Familia Ericaceae

Género Vaccinium

Especie Vaccinium corymbosum @7,

Principios activos del arandano

Entre los principios activos con propiedades terapéuticas del arandano tenemos:
Flavonoides, como quercetina, astragalina, hiperoésido.

Taninos: catequicos, proantocianidinas.

Acidos fendlicos que provienen del acido cinamico, como &cido cafeico, &cido
clorogénico.

Antocianos tales como la malvidina, petunidina, cianidina.

Iridoides como son onotropeina y asperulosido.

Acidos organicos: acido malico, acido citrico y acido quinico @),

Propiedades medicinales:

Tienen un poder depurativo razén por la cual se lo usa para problema renal, y ademas
tiene la capacidad de ser antimicrobiano, lo cual le hace efectivo para combatir la
cistitis. Previene la inflamacion de la vejiga, préstata, uretra, asi como también por
medio de la acidificacion de la orinaayuda a disolver los calculos renales o arenillas.
Debido a sus propiedades antiinflamatorias, son Utiles para tratar enfermedades de
la piel, ulceras en la cavidad oral, acné. También disminuye el nivel de glucosa en

sangre. Debido a su abundancia en flavonoides, antocianinas ayudan a prevenir

11



problemas de lavision. Son ricas en vitamina C, lo cual les permite tener la capacidad

de antioxidantes, gracias a esta propiedad ayuda a reducir la aparicion de

enfermedades degenerativas como alzheimer @8,

Vaccinium floribundum

e Descripcion botanica

Esta especie es un arbusto que mide aproximadamente entre 2 a 2,5m de altura, las

hojas son pequefias, se distribuyen en forma alterna y son de forma eliptica a oval

lanceolada cuyos bordes son levemente aserrados, sus flores son pequefias, con

corola de color blanco, rosado a rojo. Los frutos son bayas lisas, esferoidales de un

tono azulado oscuro 9,

e Clasificacion taxondmica

Reino
Division
Subdivision
Clase
Orden
Familia
Género

Especie

Vegetal

Magnoliophytas

Angiosperma

Dicotiledonea o magnoliopsida
Ericales

Ericaceae

Vaccinium

Vaccinium floribundum @9,

¢ Principios activos

El color oscuro de la cascara del fruto se debe al elevado contenido de antocianidinas

de los cuales se ha encontrado la presencia de acido galico, quercetina,
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proantocianidina, miricetina que son derivados del

hidroxinamico @9,

Staphylococcus aureus

e Taxonomia

Reino
Filo
Clase
Orden
Familia

Género

Especie

e Caracteristicas

Bacteria
Firmicutes

Bacilli

Bacillales
Staphylococcaceae

Staphylococcus

(30)
Staphylococcus aureus

acido clorogénico e

Son bacterias esféricas grampositivas, con diametro de 0,5 a 1,5 um, crecen en

forma de racimo, son consideradas anaerdbicas facultativas. Poseen la enzima

catalasa, lo cual les diferencia del género Streptococcus y Enterococcus gque son

catlasa negativo. Dentro de las especies de su mismo género, Staphylococus aureus

es coagulasa positivo, mientras que Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus

saprophyticus; son coagulasa negativo ¢V,

e Factores de virulencia

El dafio causado por esta bacteria se debe a sus factores de virulencia como lo son:

Adherencia microbiana

S. aureus para que pueda causar infeccion, debe adherirse al tejido del huésped, y

esto lo consigue por medio de proteinas presentes en su pared celular que permiten
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la unién al tejido del hospedero. Se han descrito varias proteinas de superficie entre
las més estudiadas estan, las proteinas que se unen a los receptores del colédgeno, a
la fibronectina, y las proteinas de union al fibrindgeno, de esta manera se favorece

la unién al tejido del huésped y el inicio de la infeccion ©2.

Persistencia del microorganismo

Cuando la bacteria se unié al tejido del huésped, esta empieza a producir una biocapa
que la protege de los mecanismos defensivos del huésped, y de los antibidticos, lo
cual esclarece la dificultad de eliminarla en infecciones asociadas a dispositivos
protésicos 2,

Estrategias ante los mecanismos defensivos del hospedador Staphylococus produce
una proteina ubicada en la pared celular llamada proteina A que se une a la fraccion
Fc de la inmunoglobulina G inactivando la funcion opsonizante. También produce
una proteina capaz de inhibir la quimiotaxis, o puede producir citotoxinas que le
serviran para destruir a los glébulos blancos polimorfonucleares. Este
microorganismo es capaz de producir enzimas como proteasas, lipasas,

hialuroniadas, nucleasa, para la invasion y destruccion del tejido 2.

Resistencia bacteriana:

Hace setenta afios se creia que todas las infecciones causadas por bacterias eran
facilmente tratadas por un grupo de farmacos que garantizaban el éxito de los
tratamientos. Posteriormente el mundo se vio obligado a desechar esa idea, debido
al surgimiento de cepas resistentes a los antibiéticos como Pseudomonas
aeruginosa, Mycobaterium  tuberculosis, Streptococcus pneumoniae Yy

Staphylococcus aureus. En la actualidad se conocen que las bacterias pueden ser
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resistentes debido a mutaciones de novo o por genes de resistencia, y por

adaptaciones metabdlicas al farmaco @2,

Con la aparicion de la penicilina (alrededor de 1940) se mantuvo un éxito en el
tratamiento de enfermedades causadas por Staphylococcus aureus; dos afos
después, empezaron a surgir cepas resistentes a penicilina, esta resistencia se
encuentra regulada por el gen blaZ que codifica para una betalactamasa, quien se
encargar de hidrolizar el anillo betalactdmico de la penicilina y producir acido
peniciloico inactivo. Después de la penicilina aparecio la metilicina, farmaco
semisintético derivado de penicilina, cuyas modificaciones quimicas le permitieron
resistir a la actividad de la enzima betalactamasa; sin embargo, un afio después de
su introduccion al uso clinico, surgieron cepas resistentes a meticilina (MRSA) G2,
S. aureus posee el gen mecA, responsable de la resistencia a meticilina, que codifica
la PBP2 (proteina fijadora de peptidoglicanos). Posteriormente aparecieron cepas
de S. aureus resistentes a cefalosporinas, quinolonas, aminoglucésidos. Con la
introduccién de vancomicina al uso clinico, las infecciones causadas por
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina fueron tratadas con éxito, pero luego
aparecieron cepas resistentes a vancomicina, esta resistencia se debe a la presencia
del operon van A adquirida durante la conjugacion con Enterococcus faecalis; es
por esto que Staphylococcus aureus continua representando un dafio grave a nivel

nosocomial y comunitario ©3),

Actividad antibacteriana de ciprofloxacino (fluoroquinolona)
Para ejercer su actividad antibacterina, ciprofloxacino atraviesa la membrana

celular de las bacterias por medio de un mecanismo de difusion pasiva, llega al

15



citoplasma para imposibilitar la replicacion del ADN interfiriendo en la accion del
ADN topoisomerasa Il, principal objetivo de las quinolonas en muchas bacterias
ganmnegativas. Ademas bloquea la accion de la topoisomerasa IV, enzima
primordial para la separacion de la molécula de ADN después de cada replicacion,
siendo la actividad principal de ciprofloxacino sobre muchas bacterias

grampositivas tales como Staphylococcus aureus G4,
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1. HIPOTESIS

H1

Ho :

Los extractos hidroalcohdlicos de Vaccinium corymbosum (arandano) y
Vaccinium floribundum (mullaca) presentan efecto antibacteriano in vitro
sobre Staphylococcus aureus.

Los extractos hidroalcohdlicos de Vaccinium corymbosum (ardndano) y

Vaccinium floribundum (mullaca) no presentan efecto antibacteriano in vitro

sobre Staphylococcus aureus.
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IV. METODOLOGIA
4.1. Disefio de la investigacion:
El presente trabajo corresponde a una investigacion de tipo experimental, de enfoque

cuantitativo y corte transversal, cuyo disefio fue de la siguiente manera:

E2 02
/ E3 03

G /
< 608
E5 05

E6 06
En donde:
G: Grupo formado por 5 placas petri con cuatro discos por placa conteniendo cultivos
de S. aureus.
E: Estimulo
E1: Solucion salina fisioldgica
E2: Ciprofloxacino (5ug/disco)
E3: Extracto hidroalcohdlico de Vaccinium corymbosum al 50%
E4: Extracto hidroalcohélico de Vaccinium corymbosum al 75%

E5: Extracto hidroalcohélico de Vaccinium floribundum al 50%

E6: Extracto hidroalcohélico de Vaccinium floribundum al 75%

O: Observacion

O1: Halos de inhibicion después de agregar Solucion salina fisiolégica
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O2: Halos de inhibicion después de agregar Ciprofloxacino (5ug/disco)

O3: Halos de inhibicion después de agregar E.H.A de Vaccinium corymbosum 50%
O4: Halos de inhibicion después de agregar E.H.A de Vaccinium corymbosum 75%
O5: Halos de inhibicion después de agregar E.H.A de Vaccinium floribundum 50%

0O6: Halos de inhibicion después de agregar E.H.A de Vaccinium floribundum75%

4.2. Poblacion y Muestra:

Poblacion vegetal:

Estuvo formada por las plantas Vaccinium corymbosum procedentes de la provincia de
Vir( y Vaccinium floribundum procedentes de la provincia de Pataz en la region La

Libertad- Peru.

Las plantas fueron recolectadas en las provincias de procedencia, luego fueron
transportadas en bolsas de primer uso para su identificacion taxonoémica al Herbarium

Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Truijillo.

Los frutos de ardndano y mullaca fueron retirados de la planta para luego ser

procesados.

Muestra vegetal:

Fruto de Vaccinium corymbosum (Aréndano) y fruto de Vaccinium floribundum
(mullaca).

Criterios de inclusion:

Se tuvo en cuenta los siguientes criterios:

El fruto de V. corymbosum y V. floribundum debian estar enteros y maduros.

Debian tener caracteristicas organolépticas aceptables para las bayas.
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Criterios de exclusion:
Se desecharon frutos procedentes de plantas dentro de los siguientes criterios:
Que recientemente hayan sido fumigadas.

Que haya sido atacada por plagas.

Material Biologico:
Poblacién: Staphylococcus aureus

Muestra: Cultivo de Staphylococcus aureus

Criterios de inclusion:
Cultivos rejuvenecidos

Cultivos no contaminados.

Criterios de exclusién:

Cultivos con presencia de contaminantes.
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43. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Variable

Variable Independiente:

Extractos hidroalcohdlico de

Vaccinium corymbosum y

Vaccinium floribundum.

Variable Dependiente
Efecto antibacteriano sobre

Staphylococcus aureus

Definicién conceptual

Extraccion del principio activo

utilizando como solvente el etanol.

Es la susceptibilidad que tiene el
microbio frente a un farmaco oa
un principio activo de un

vegetal.

Se utilizd concentraciones

del extracto hidroalcohdlico.

Se determino por medio de

Definicion operacional

halos de inhibicidn.

Indicadores

Concentraciones de:

50% y 75%

Didmetro de halos
de inhibiciéon en

milimetros.

Escala de
medicion

Variable
cualitativa

nominal

Variable

Cuantitativa

de razén.
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:

Recoleccion del Material vegetal y obtencion del extracto:

Se recolectaron los frutos de V. corymbosum y V. floribundum en las provincias de
Vir( y Pataz respectivamente, luego fueron lavados con agua destilada, para luego
desinfectarlo con hipoclorito de sodio al 0,5%. y enjuagados nuevamente con agua
destilada. Se procedio a seleccionar los frutos en mejores condiciones siguiendo los

criterios de inclusion/exclusion para la preparacion del extracto.

Preparacion del extracto:

De los frutos que fueron seleccionados se pesé 1000g de V. corymbosum y se
homogenizaron en un procesador de alimentos Hamilton Beach ® durante 10
segundos.este homogenizado fue llevado a maceracién con 1000 ml de etanol al 70%
en un frasco de vidrio color ambar. Se mezclé mediante agitacion mecénica por 10
minutos y luego se guardd en oscuridad a temperatura ambiente por 7 dias, con
agitacion mecénica diaria por 15 minutos. Después de transcurrido el tiempo de
maceracion, se filtré al vacio el macerado, con papel whatman N° 1. A este liquido
filtrado obtenido se colocd en recipientes de vidrio y se llevo a evaporar el alcohol a
una estufa de circulacion de aire a 37°C hasta obtener un extracto seco.

Se sigui6 el mismo procedimiento para la preparacion del extracto de frutos de V.
floribundum obteniéndose los siguientes porcentajes de rendimiento de la técnica:

V. corymbosum

1000g frutos frescos --43.54qg de extracto seco
10009 ---------- 100%
43.54Q------------ X X=4.35% p/p
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V. floribundum

1000g frutos frescos------- -- 38.92g de extracto seco
10009 ---------- 100%
38.929------------ X X=3.9% p/p

A partir de estos extractos se prepararon concentraciones de 50% (0.5g de extracto /ml
de solucion) y 75% (0.75g de extracto /ml de solucion) para los frutos de ambas
plantas; éstas fueron guardadas en frascos de color &mbar en refrigeracion a una

temperatura de 4°C hasta su uso ©5 %),

Rejuvenecimiento del cultivo de S. aureus
Para el rejuvenecimiento del cultivo de Staphylococcus aureus se utilizé tubos estériles
conteniendo el medio Agar tripticasa de soya (TSA) estéril y se incub6 a 37°C por

24 horas.

Preparacion del indculo:

El in6culo del microorganismo fue preparado usando una solucion salina estéril a la
que se le fue agregando progresivamente colonias del microorganismo en el cultivo
rejuvenecido, hasta obtener una suspension equivalente a una turbidez al tubo N° 0,5

del estandar de Mc Farland equivalente a 1,5x10% UFC ¢"

Sembrado del microorganismo
Después de 15 minutos al ajuste de la turbidez del in6culo, se sumergio un hisopo
estéril en la suspension del inoculo de 0,5 de McFarland, y se retiro el exceso del

indculo rozando el hisopo por la pared interior del tubo de ensayo por encima del nivel
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del liquido. Luego se realizd el sembrado del inoculo sobre la superficie del agar
Muiller Hinton (MH) girando la placa Petri en tres direcciones. Se dej6 secar la placa

por 5 minutos & 39),

Método de difusion de discos

El método mas comun en la evaluacion de la actividad antimicrobiana es el ensayo
Kirby — Bauer. Se prepararondiscos de papel de filtro estéril con un didmetro de 6 mm, lo cuales
fueronsumergidosdentro de cadaunade lasconcentracionesdelextractohidroalcohdlicoydespués
conagujaestéril se colocdcuatrodiscos porplacade modo que esténa unadistanciaaproximadade
25mmunodelotro®®) . Seusaroncomogruposcontroles,discosdeciprofloxacinoysolucionsalina

fisioldgicaestéril. Posteriormente las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas.

Medicioén de los halos de inhibicién:
Se midi6 la zona de inhibicion de cada disco contra una superficie bajo luz reflejada. Se
midio el didametro de la zona incluyendo los 6mm del disco, con un vernier sobre el

respaldo de la placa Petri. Una lectura de 6mm indica que no hay zona de inhibicion

(38,39)

45. PLAN DE ANALISIS

Los resultados fueron organizados en una base de datos de Microsoft Excel ®, luego
se utilizé la estadistica inferencial segun lo explicado por Lorenzo “® probando
primero la normalidad de los datos (Prueba Shapiro Wilks) y posteriormente se
realizaron las pruebas de andlisis de varianza ANOVA vy las pruebas de comparacién

de medias T-Student utilizando el programa estadistico SPSS v 20.0.
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46. MATRIZ DE CONSISTENCIA

. L Tipo de N Indicadores y
in\TeI;Ecjilg;ag?én ng:g';g::; del Objetivos Hipdtesis invest_igaci()n Variables o[;(::?;(:f(;(r)lgl escal_a_(’ie Z:glligii
y disefio medicion
Efecto ;Presenta efecto  Objetivo general Hipotesis El presente Variable El extracto se  Dos Prueba
antibacteriano  antibacteriano in  Evaluar el efecto Alternativa (H1) trabajo de Independiente obtuvo a concentracione  estadistica
in vitro de vitro los antibacteriano in vitro de Los extractos investigaciéon  Extracto partir del sal50%y 75 ANOVAY
extractos extractos extractos hidroalcoholicos de hidroalcoholicos de fue de tipo hidroalcohdlico  6rganodeun % T-student
hidroalcoholico  hidroalcoholicos  los frutos de Vaccinium Vaccinium experimental  de Vaccinium vegetal en Variable
s de los frutos de los frutos de corymbosum (arandano) y corymbosum de corte corymbosum y contacto con cualitativa,
de Vaccinium Vaccinium Vaccinium floribundum “arandano” y transversal y ~ Vaccinium etanol al 70%  nominal
corymbosum corymbosum (mullaca) sobre Vaccinium enfoque floribundum
(ardndano) y (ardndano) y Staphylococcus aureus floribundum cuantitativo.
Vaccinium Vaccinium “mullaca” presentan Medicion del
floribundum floribundum Objetivos especificos efecto antibacteriano Variable Se determiné  didmetro del
(mullaca) sobre  (mullaca) sobre Determinar el efecto in vitro sobre Dependiente mediante halo  halo de
Staphylococus  Staphylococcus antibacteriano in vitro de Staphylococcus Efecto de inhibicién inhibicién en
aureus aureus? extractos hidroalcoholicos de aureus antibacteriano in  que se milimetros
los frutos de Vaccinium vitro sobre presentd (mm)
corymbosum y Vaccinium Hipotésis Nula (Ho) Staphylococcus  alrededor del
floribundum al 50% y 75% Los extractos aureus disco que
sobre Staphylococcus aureus hidroalcohélicos de contiene las
Vaccinium concentracion
Comparar el efecto corymbosum es del
antibacteriano in vitro de “arandano” y extracto.
extractos hidroalcoholicos de Vaccinium
los frutos de Vaccinium floribundum

corymbosum y Vaccinium
floribundum al 50% y 75%
sobre Staphylococcus aureus
utilizando un farmaco de
referencia

“mullaca” no
presentan efecto
antibacteriano in
vitro sobre
Staphylococcus
aureus
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47. PRINCIPIOS ETICOS
En la presente investigacion, se tuvo presente las normas de bioseguridad en
laboratorio, garantizando la correcta manipulacion del microorganismo desde la

recepcion hasta la culminacion de la investigacion V.

También se tuvo presente los principios éticos descritos en el codigo de Etica para la
investigacion, version 001 de la ULADECH, tales como:

Justicia: El investigador debe ejercer un juicio razonable, ponderable y tomar las
precauciones necesarias para asegurarse de que sus sesgos, y las limitaciones de sus

capacidades y conocimiento, no den lugar o toleren practicas injustas “2.

Integridad cientifica: La integridad o rectitud deben regir no sélo la actividad
cientifica de un investigador, sino que debe extenderse a sus actividades de ensefianza y

a su ejercicio profesional “2),
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V. RESULTADOS

5.1 RESULTADOS

Tabla 1. Efecto antibacteriano in vitro de los extractos hidroalcohélicos de los frutos

de Vaccinium corymbosum (arandano) y Vaccinium floribundum (mullaca) sobre

Staphylococcus aureus

Halos de Inhibicion Significancia
GRUPOS en mm. P
(Cultivos de S. aureus)
X xDS
n=20

Blanco (Solucion Salina fisioldgica) 6.0£0.0

Estandar (Ciprofloxacino) 21.2 +1.06 0.000*
E.H Vaccinium corymbosum al 50% 10.2 £ 0.77

E.H Vaccinium floribundum al 50% 8.8+0.7

E.H Vaccinium corymbosum al 75% 11.9+0.55

E.H Vaccinium floribundum al 75% 10.3+0.80

*ANOVA (P<0.05).

Leyenda:
X: promedio
D.S.: desviacion estandar

E.H: Extracto Hidroalcoholico
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Tabla 2. Comparacion del efecto antibacteriano in vitro de los extractos
hidroalcoholicos de frutos de Vaccinium corymbosum (arandano) frente a los frutos de

Vaccinium floribundum (mullaca) sobre Staphylococcus aureus.

Grupos Tamario de los halos de inhibicion Significancia
en mm. de los 2 grupos
comparados (Valor P)
X DS
Estandar (Ciprofloxacino) vs 21.2+1.06 10.2 £ 0.77 0.000*

E.H V. corymbosum al 50%
Estdndar (Ciprofloxacino) vs 21.2 +1.06 8.8+0.7 0.000*
E.H V. floribundum al 50%

Estdndar (Ciprofloxacino) vs 21.2+1.06 11.9+0.55 0.000*
E.H V. corymbosum al 75%

Estdndar (Ciprofloxacino) vs 21.2 +1.06 10.3+0.80 0.000*
E.H V. floribundum al 75%

E.H V. corymbosum al 50% vs 10.2 +0.77 8.8+0.7 0.046*
E.H V. floribundum al 50%

E.H V. corymbosum al 75% vs 11.9+0.55 10.3+0.80 0.038*
E.H V. floribundum al 75%

E.H V. corymbosum al 50% vs 10.2 £0.77 11.9+0.55 0.024*
E.H V. corymbosum al 75%

E.H V. floribundum al 50% vs 88+0.7 10.3+0.80 0.029*
E.H V. floribundum al 75%

Prueba T para comparacion de medias (*p <0,05)

Leyenda:
X : Promedio
D.S.: Desviacioén estandar

E.H.: Extracto hidroalcohodlico
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5.2 ANALISIS DE RESULTADOS

El presente trabajo de investigacion es de tipo experimental y fue realizada para
determinar el efecto antibacteriano in vitro de los extractos de los frutos de Vaccinium
corymbosum y de Vaccinium floribundum sobre Staphylococcus aureus, usando como
patron de referencia el disco de ciprofloxacino 5 pg/disco. Las concentraciones

ensayadas de los extractos fueron de 50% y 75%.

En la Tabla 01 se aprecia los promedios y desviacion estandar de cada uno de los
grupos de estudios, también se muestra la significancia entre los grupos utilizando la
prueba ANOVA con un valor P =0.000 (<0.05) lo que significa diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos, y confirma la hipdtesis alternativa. En
el grupo blanco donde se utilizo el solvente (solucion salina fisioldgica) se observa que
no hubo inhibicion del crecimiento bacteriano, por esto la medida de los halos es de
6mm (correspondiente al didmetro del disco) este grupo sirvié como control de calidad

microbioldgico del agar, de los materiales y del solvente de dilucion.

Con respecto al grupo Estandar farmacolégico Ciprofloxacino se observa undiametro
de inhibicién de 21.2 £ 1.06 mm. este valor se encuentra dentro de lo esperado segun
el reporte del Instituto Nacional de Salud que sefiala un valor mayor de 21mm. frente
a S. aureus. La accion bactericida de ciprofloxacino se asocia a la actuacion sobre la
topoisomerasa bacteriana Il (ADN girasa) y la topoisomerasa IV las cuales son

imprescindibles para la duplicacion, transcripcion, y reparacion del material genético

(43)

La formacion de biopeliculas constituyen uno de los principales mecanismos de

resistencia bacteriana que se observan actualmente; ciprofloxacino puede inhibir la
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formacion de biopeliculas (como ocurre en S. aureus) e incluso dafiar las biopeliculas
al afectar el espesor y el tamafio de las monocapas de una manera dependiente de la

dosis 44,

Todos los grupos experimentales tanto de V. corymbosum y V. floribundum
presentaron efecto antibacteriano esto puede explicarse por lo reportado por Shen et
al., que identifican en Vaccinium compuestos fendlicos como éacido clorogénico, acido
elagico, quercetina y quercetina-3-galactésido que mostraron un efecto inhibidor del
crecimiento dependiente de la dosis, esto explicaria que entre los grupos
experimentales fue el correspondiente a V. corymbosum al 75% el que presentd los
halos de inhibicion con mayor didmetro con un valor de 11.9 + 0.55 mm de longitud.
La actividad antimicrobiana observada probablemente se deba a los altos niveles de
polifenoles en los extractos. Se ha informado que los compuestos fendlicos que

contienen grupos hidroxilo inhiben la actividad enzimatica de los microorganismos %

45)

En la Tabla 02 se observan las comparaciones de los promedios y la significancia
utilizando la prueba T — Student donde los valores de significancia para todos los
grupos muestran un p<0.05, es decir que en todas las comparaciones realizadas existen
diferencias estadisticamente significativas, es necesario resaltar que en la comparacion
del estandar Ciprofloxacino con los extractos de Vaccinium en todos los casos el
antibacteriano mostré un efecto significativamente superior, lo mismo ocurre entre el
extracto de V. corymbosum al 75% que muestra un efecto superior a todos los demas
extractos, seguido por el extracto de V. floribundum al 75% esto podria explicarsepor

lo reportado por Llivisaca et al., quienes manifiestan en sus estudios que las bacterias
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gramnegativas son mas susceptibles a los extractos de hojas y frutos de mortifio que

las bacterias grampositivas 19,

El extracto de V. corymbosum al 50% muestra un halo de inhibicion mayor que el de
V. floribundum a la misma concentracion, este resultado estaria asociado a lo expuesto
por Samad et al que indican que los &cidos fendlicos como los acidos galico y cafeico
son inhibidores potenciales del metabolismo de la prolina en patégenos y los
compuestos fendlicos pueden formar complejos con proteinas en la membrana externa
de los microorganismos lo que puede dar lugar a la inhibicion o muerte del patégeno.

Y estos presentan una mayor concentracion en los frutos de V. corymbosum @9,
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V1. CONCLUSIONES

Se evalud el efecto antibacteriano in vitro de los extractos hidroalcoholicos de
Vaccinium corymbosum (ardndano) y Vaccinium floribundum (mullaca) sobre
Staphylococcus aureus.

Los extractos hidroalcohdlicos de los frutos de Vaccinium corymbosum y
Vaccinium floribundum al 50% y 75% presentaron efecto antibacteriano in vitro
sobre Staphylococcus aureus. Siendo el extracto de V. corymbosum al 75% el de
mayor efecto.

La comparacion del efecto antibacteriano in vitro de los extractos hidroalcoholicos
de Vaccinium corymbosum y Vaccinium floribundum al 50% y 75% sobre
Staphylococcus aureus mostraron mejores resultados cuanto mas alta fue la dosis
(75%) sin embargo utilizando un farmaco de referencia (Ciprofloxacino) los

extractos no demostraron una respuesta equivalente o similar a este.
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

Se sugiere para futuras investigaciones determinar la concentracion minima
inhibitoria y méaxima inhibitoria del extracto hidroalcohdlico de los frutos de
Vaccinium  corymbosum (ardndano) y Vaccinium floribundum sobre

Staphylococcus aureus.

Puede realizarse investigaciones en animales de experimentacion para comprobar

si se obtiene resultados similares con el estudio in vitro.
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ANEXO 1

Valores del didmetro de los halos de inhibicion en milimetros (mm) del grupo estandar

farmacoldgico (ciprofloxacino)

Estandar
Farmacoldgico D1 D2 D3 D4
(ciprofloxacino ) (mm) (mm) (mm) (mm)
Placa 1 21 20 20 21
Placa 2 21 20 22 21
Placa 3 20 20 21 23
Placa 4 24 21 22 21
Placa 5 22 21 21 22
Promedio 21,20
Desviacion estandar 1,06

Leyenda: E.H.: Extracto hidroalcohdlico
D : Disco

ANEXO 2

Valores del diametro de los halos de inhibicién en milimetros (mm) del extracto
hidroalcoholico de Vaccinium corymbosum (50%) sobre Staphylococcus aureus
E.H.
Vaccinium D1 D2 D3 D4

corymbosum (50%) (mm) (mm) (mm) (mm)

Placa 1 10 10 11 11
Placa 2 10 09 09 10
Placa 3 10 09 10 10
Placa 4 10 11 12 10
Placa 5 11 10 11 10
Promedio 10,2
Desviacion estandar 0,76
Leyenda: E.H.: Extracto hidroalcohdlico
D : Disco
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ANEXO 3

Valores del diametro de los halos de inhibicion en milimetros (mm) del extracto
hidroalcoholico de Vaccinium corymbosum (75%) sobre Staphylococcus aureus
E.H.
Vaccinium D1 D2 D3 D4

corymbosum (75%)  (mm) (mm) (mm) (mm)

Placa 1 12 12 11 13
Placa 2 12 12 11 12
Placa 3 12 11 12 12
Placa 4 12 12 13 12
Placa 5 11 12 12 12
Promedio 11,9
Desviacion estandar 0,55
Leyenda: E.H. = Extracto hidroalcohdlico
D : Disco
ANEXO 4

Valores del diametro de los halos de inhibicién en milimetros (mm) del extracto

hidroalcoholico de Vaccinium floribundum (50%) sobre Staphylococcus aureus

E.H.

Vaccinium D1 D2 D3 D4
floribundum (50%)  (mm) (mm) (mm) (mm)
Placa 1 08 09 09 10
Placa 2 09 08 08 08
Placa 3 09 09 09 10
Placa 4 09 08 08 08
Placa 5 09 09 10 09

Promedio 8,80
Desviacion estandar 0,69
Leyenda: E.H.: Extracto hidroalcoholico

D : Disco
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ANEXO 5

Valores del diametro de los halos de inhibicion en milimetros (mm) del extracto

hidroalcoholico de Vaccinium floribundum (75%) sobre Staphylococcus aureus

E.H.

Vaccinium D1 D2 D3 D4
floribundum (75%)  (mm) (mm) (mm) (mm)
Placa 1 10 11 10 12
Placa 2 11 10 10 10
Placa 3 10 10 10 09
Placa 4 11 12 10 10
Placa 5 10 11 10 09

Promedio 10,30
Desviacion estandar 0,80
Leyenda: E.H.: Extracto hidroalcoholico

D : Disco
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ANEXO 6

CERTIFICACION DE LA PLANTA
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ANEXO 7
Fig 1. Extracto hidroalcoholico del fruto de Vaccinium corymbosum y Vaccinium

floribundum

Fig 2. Cultivo de Staphylococus aureus
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Fig 3. Inoculo de Staphylococcus aureus semejante al tubo N° 0,5 del nefelémetro de

MacFarland

Fig 4. Siembra del inoculo de Staphylococus aureus en las placas de Agar Muller-

Hinton
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Fig 5. Colocacion de los discos embebidos en las concentraciones de cada uno de los

extractos de Vaccinium corymbosum y de Vaccinium floribundum

Fig 6. Incubacién de las placas Petri conteniendo los grupos experimentales, blanco

y estandar farmacoldgico por 24 horas a 37°C
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Fig 7. Grupo blanco después de 24h de incubacion a 37°C (control negativo)

Fig 8. GrﬂJpo estandar farmacoldgico después de 24h de incubacion a 37°C (control positivo)
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Fig 9. Grupos experimentales después de 24 horas de incubacion a 37°C

a) Vaccinium floribundum 50% b) Vaccinium floribundum
75%

C) Vaccinium corymbosum 50% d) Vaccinium corymbosum 75%
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