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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo principal demostrar la actividad bacteriana in
vitro del extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L (Arandano azul) sobre
Staphylococcus aureus, la cual fue realizado en la ciudad de Trujillo; el tipo de metodologia
utilizado para llevar a cabo esta investigacion fue de tipo inductivo y transversal y el disefio
fue experimental; para desarrollar el trabajo se tuvo que obtener la muestra vegetal de
Vaccinium corymbosum L (Arandano azul) en una institucion cuyos protocolos de salubridad
e identificacion fueran viables, considerandose obtenerlos en los supermercados Tottus de
la ciudad de Trujillo, en donde se verifico su sello de autenticidad y calidad; mientras que la
cepa de Staphylococcus aureus se obtuvo de los laboratorios de Microbiologia de la
Universidad Nacional de Trujillo, en donde se realizd la mayor parte del trabajo. Se
obtuvieron los extractos etanolicos del Arandano en 50, 75y 100%, los cuales se enfrentaron

a las cepas bacterianas de Staphylococcus aureus previamente cultivadas.

Los resultados obtenidos demostraron que el extracto etandlico de Vaccinium corymbosum
L (Arandano azul) en concentraciones de 50, 75y 100% al ser colocados en discos de papel
y enfrentados a los cultivos de Staphylococcus aureus se pudo observar un crecimiento
normal de las colonias en todas las muestras; solo se observé un pequefio halo de inhibicion
no representativo. Lo que nos llevd a la conclusion de que el extracto etandlico de Vaccinium
corymbosum L (Arandano azul) en concentraciones de 50, 75 y 100% no tiene efecto

antibacteriano frente al cultivo in vitro de Staphylococcus aureus.

Palabras claves: Vaccinium corymbosum, Staphylococcus aureus, extracto etandlico y

actividad antibacteriana



ABSTRACT

The main objective was to demonstrate the in vitro bacterial activity of the ethanolic extract
of Vaccinium Corymbosum L (blue blueberry) on Staphylococcus aureus, which was carried
out in the city of Trujillo; The type of methodology used to carry out this research was
inductive and transversal and the design was experimental; To develop the work, the
Vaccinium Corymbosum L (blue blueberry) authenticity and quality; While the
Staphylococcus aureus strain was obtained from the microbiology laboratories of the
National University of Trujillo, where most of the work was performed. The etanolic extracts
of the blueberry were obtained in 50, 75 and 100%, which faced the bacterial strains of

previously cultivated Staphylococcus aureus.

The results obtained showed that the ethanolic extract of Vaccinium Corymbosum L (blue
blueberry) in concentrations of 50, 75 and 100% when placed on paper discs and faced with
the crops of Staphylococcus aureus could observe a normal growth of the colonies in all
samples; Only a small halo of non -representative inhibition was observed. Which led us to
the conclusion that the ethanolic extract of Vaccinium Corymbosum L (blue blueberry) in
concentrations of 50, 75 and 100% has no antibacterial effect against the in vitro culture of

Staphylococcus aureus.

Key words: Vaccinium corymbosum, Staphylococcus aureus, etanolic extracts and

antibacterial effect.



I.INTRODUCCION

Existe un enorme problema, referente a las infecciones bacterianas, debido a ello la OMS
publicé un informe disponible para todas las personas, en el cual emite una alerta de la
necesidad de la formulacion de nuevos farmacos antibacterianos que eliminen estas bacterias
las cuales han desarrollado una resistencia hacia los antibiéticos volviéndolas muy dafiinas
para las personas. El Staphylococcus aureus es una bacteria que en los Gltimos afios se ha
visto complicando los tratamientos farmacoldgicos contra estas por estar presentando

aumento en la resistencia a los antibacterianos (1).

El Staphylococcus aureus es uno de los microorganismo actuales, que en los Gltimos afios
ha presentado resistencia al tratamiento con antibacterianos de primera linea; con el
surgimiento en el mercado de nuevos antibacterianos, aparentemente este problema se creia
solucionada sin embargo adn existen cepas de esta bacteria que ha demostrado resistencia a
la meticilina (SAMR), los cuales se han ubicado principalmente en hospitales y poseen
resistencia a diversos grupos de antibioticos como penicilinas, cefalosporinas, lincosamidas,

cotrimoxazol, macrélidos y rifampicina lo que dificulta su tratamiento (2) (3).

A nivel mundial el 30% de las personas se encuentran colonizadas por Staphylococcus
aureus, sin embargo, esta cifra aumenta con respecto al personal de salud en una proporcion
del 60%. Actualmente se esta observando resistencia de este microorganismo en la

comunidad (4).

En el Peru se ha estudiado y encontrado cepas SAMR en pacientes de las comunidades en
un 30% Yy en nosocimios en un 70% aproximadamente, debido a ello se presume que estas
bacterias estan elevando su resistencia, tanto en los hospitales asi como en los pobladores de

las comunidades; todos estos estudios concuerdan con los datos publicados a nivel mundial

(5)

Esta bacteria presenta una problematica tanto a nivel mundial como local, por tal motivo el
presente proyecto busca plantear una alternativa de solucién a través del uso de las
propiedades de Vaccinium corymbosum L (Arandano azul), una planta que esta aumentando
en produccion en nuestra localidad y se le atribuyen muchas propiedades aunque no del todo

esclarecidas, razén por la cual el proyecto permitird demostrar su efectividad en el control



de las infecciones, especificamente las producidas por los microorganismos mencionados

anteriormente (6).

En lo que corresponde a los estudios relacionados con nuestro trabajo de investigacion
nombraremos los que se han encontrado a nivel nacional empezando por Reyes G, (2019)
realizado en la Universidad Nacional de Trujillo en donde se enfrentaron extractos
alcohdlicos de Vaccinium corymbosum en concentraciones de 25, 50, 75y 100% con cepas
de S. aureus obteniéndose una actividad antibacteriana en ambos cultivos mayormente en la

mayor concentracion (7).

También Espinoza L, (2020) investigd la actividad sinérgica entre el ardndano y la
vancomicina frente al S. aureus meticilino resistente; la combinacion de ambas sustancias
evidenciaron que existen diferencias significativas entre los grupos individuales, por lo que
se llego a la conclusion la mezcla de ambos productos, ha demostrado poseer un notable
efecto sinérgico, sobre Staphylococcus Aureus meticilina-resistente, superando inclusive de
una forma moderada a la accion antibacteriana a los farmacos de primera eleccion frente al
SARM (6).

Por otro lado, Sachun J, (2019) evalud el efecto antibacteriano del Arandano en soluciones
acuosas de 25, 50, 75y 100% frente a S. aureus comparado con mupirocina 200 pg logrando
obtener valores altamente significativos pero que no superan a la mupirocina concluyendo
que el extracto acuoso de Vaccinium corymbosum tiene ligero efecto antibacteriano sobre el

S. aureus (8).

Acevedo B, (2020) en su trabajo experimental donde evalué el efecto antibacteriano in vitro
de Vaccinium corymbosum en concentraciones de 100, 75, 50 y 25% ante Escherichia coli
uropatdgena; enfrentaron ambas especies y comprobaron por medio del método de Kirby-
Bauer, que la susceptibilidad de los extractos etandlicos se evidencié a las concentraciones
de 50% y 75% lo que es considerado una sensibilidad limite mientras que la concentracion
del 100% se consider6 sensibilidad media; ademas se informd que la concentracion

bactericida minima (CBM) fue a la concentracion del 75% (9).

A nivel internacional Silva, S et al (2018) estudiaron la accidén de Vaccinium corymbosum
L., fruta y hoja, infusiones y decocciones sobre S.aureus meticilino-resistente y sensible,

encontraron que los metabolitos secundarios mas abundantes presentes en V.corymbosum



fueron la quercetina — 3 - glucosido, los acidos clorogénico y caféico, los cuales tienen una
actividad antibacteriana y antibiofilm eficaz de estos extractos frente a las bacterias
resistentes y sensibles, esto indica un potencial enorme para aplicarlos eficientemente en la

industria de los alimentos como conservante (10).

Asi también Salaheen S, et al (2017) evaluaron los fenoles del arandano contra S. aureus
encontraron que el ardandano restaurd la eficacia de la meticilina contra el S. aureus resistente
a la meticilina (MRSA) al regular a la baja la expresion de los genes de resistencia a la
meticilina (mecA) y bomba de expulsion (norA, norB, norC, mdeA, sdrM y sepA). El
antibiograma con método de microdilucion en caldo mostré una reduccion significativa en
la adherencia e invasion de MRSA. En resumen, se puede desarrollar una terapia profilactica
novedosa y sostenible con BPE en combinacion con los antibidticos actualmente disponibles,

especialmente meticilina, contra infecciones de piel y tejidos blandos con MRSA (11).

En la Republica de China Shi D, et al (2017) exploraron el efecto inmunorregulador de los
flavonoides de las hojas de arandano (Vaccinium corymbosum L.) e identificaron nueve
flavonoides de las hojas de arandano. FBL mostré una reduccion significativa en la
produccién de TNF-a en células RAW 264.7 estimuladas con LPS. FBL disminuy6
significativamente la expresion de NF-kB p65 y P-NF-kB p65 en células RAW 264.7
inducidas por LPS de una manera dependiente de la dosis por ello se concluy6 que si se
encontré efecto inmunorregulador de FBL a través de la supresion de TNF-a a través de la
via de sefial NF-xB (12).

Por ultimo en Ecuador Lopez J, (2020) estudiaron la efectividad de los aceites esenciales de
Vaccinium corymbosum L. en el control in vitro de Escherichia coli, para ello se destilo por
medio de arrastre por vapor de agua, obteniéndose un hidrodestilado del cual fue separado
el aceite esencial y luego enfrentado a la cepa de E. coli obteniéndose una ligera actividad
antibacteriana que no supera a la eritromicina que actué como control positivo; lo que
concluye que el aceite esencial de arandano no tiene una actividad antibacteriana

significativa estadisticamente frente a cepas de E. coli (13).
Como parte del sustento tedrico que fundamenta nuestra propuesta tenemos:

El género Vaccinium corymbosum L (Arandano Azul) son arbustos de unos 3 a 4 metros de

altura, formando una corona densa, las ramitas son verrugosas y amarillo verdosas, glabras,



las hojas caducas, alternas, simples, estrechas a ampliamente eliptica u ovada, 3.8-8.2 cm de
largo, pubescente al menos en las venas, ligeramente cerosas en la parte de arriba, de bordes

lisos y ciliados a dentados (14).

Las flores de 8-10 en un racimo, 6-12 mm de largo, en forma de urna, blanco, con 5 pétalos
Las frutas bayas tienen 5-12 mm de ancho, de azul a negro azulado y muchas semillas. La
variacion dentro de la especie del arandano es muy compleja e incluye diploides, tetraploides,
hexaploides y varios hibridos combinaciones. Estudios recientes (Vander Kloet en 1980 y
1988) han recomendado tratar usando solo el nombre Gnico V. corymbosum, pero no todos

los autores han aceptado estés clasificaciones (14).

Tablal Descripcién Taxonémica De Vaccinium corymbosum

TAXONOMIA

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales

Familia: Ericaceae
Subfamilia: Vaccinioideae
Tribu: Vaccinieae
Género: Vaccinium
Especie: V. corymbosum L

Fuente: Flora fanerogamica del Valle de México (15)

Las bayas se comen crudas, secadas al sol, hervidos y horneados, en una amplia variedad de

productos culinarios ajustes. Tienen una de las concentraciones mas altas de hierro.

En algunos estudios realizados en el jugo y concentrado se monitorearon los cambios en los
pigmentos de antocianinas y los polifendlicos (cinamatos, procianidinas, glucésidos de

flavonol) presentes en el Vaccinium corymbosum L, se observa que estos componentes



sufren pérdidas en el flavonol, procianidina y éacido clorogénico de 35%, 43% y 53%,
respectivamente, la proporcion de polifenoles en el residuo de la prensa vario de 1% (&cido
clorogénico) a 18% (antocianinas). Se cree que las pérdidas de antocianinas y polifendlicos
durante la molienda y la despectinizacion se deben al polifenol oxidasa nativa, esta
investigacion muestra que la composicién de sus componentes varia segun el tipo de

producto se obtenga de esta planta (16).

En los frutos del arandano se han encontrado distintos metabolitos secundarios que poseen
capacidad eminentemente antioxidante y otros compuestos bioactivos como la vitamina C y
los compuestos fendlicos los cuales previenen y ralentizan la oxidacién y posterior

formacion de radicales libres que proceden de las patologias e infecciones (17).

El Staphylococcus aureus es un coco grampositivo que literalmente significa "baya de
racimo de uva dorada", debido a su aspecto agrupado en la tincion de Gram. Con frecuencia
se encuentra como flora normal en la piel y las fosas nasales, y su presencia suele ser
patogena. Puede causar una amplia gama de enfermedades, desde infecciones menores de la
piel hasta enfermedades potencialmente mortales, como neumonia, osteomielitis y

endocarditis (5).

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) es una cepa de Staphylococcus
aureus que se ha vuelto resistente a la mayoria de los antibidticos. Estas cepas a menudo se
encuentran en los hospitales, pero son cada vez mas frecuentes en las infecciones adquiridas
en la comunidad. EI mecanismo de resistencia en MRSA son proteinas de unién a penicilina
(PBP) alteradas. Debido a la estructura alterada, muchas clases de antibiéticos no pueden

unirse a la bacteria para matar al patégeno (18).

S. aureus se ha convertido en la bacteria que causa enfermedades en el humano mas
importante de los estafilococos. Se encuentra en nuestro medio ambiente, colonizando las
narices de las personas adultas en el 20-40% de los adultos. Asi mismo, la podemos encontrar
en los pliegues cutaneos intertriginosos, el perineo, las axilas y la vagina; causa infecciones

oportunistas, a pesar de ser parte de la flora normal del hombre (19).

S. aureus es capaz de formar una biopelicula compuesta por una matriz hidratada de
polisacaridos y proteinas, lo que facilita la adhesion celular. La adhesion de S. aureus tiene

lugar principalmente en el estrato corneo de la epidermis y estd mediada por fibronectina y



fibrindgeno. Se demostrd que la adhesion de S. aureus a la superficie de la piel aumenta en
pacientes con dermatitis atopica (DA) en comparacion con personas sanas. En la DA, el
proceso inflamatorio es causado por alérgenos y conduce a un dafio de la barrera cutéanea y,
como consecuencia, a la exposicion de la matriz extracelular a S. aureus. Las adhesinas de
la matriz extracelular de la membrana celular de S. aureus incluyen fibronectina y laminina
dérmica y epidérmica que quedan expuestas en la piel con lesiones y, de esta manera,
aumentan la adhesion de S. aureus (20).

Con respecto al problema general planteado se formul6 la siguiente pregunta: ¢Cual sera el
efecto antibacteriano del extracto etanélico del Vaccinium corymbosum L (Arandano azul)
sobre Staphylococcus aureus? Como problemas especificos se obtuvieron: ¢(Cudl sera el
efecto antibacteriano del extracto etanolico del Vaccinium corymbosum L (Arandano azul)
al 100% sobre Staphylococcus aureus?, ¢(Cudl serd el efecto antibacteriano del extracto
etanolico del Vaccinium corymbosum L (Arandano azul) al 75% sobre Staphylococcus
aureus? y ¢Cual sera el efecto antibacteriano del extracto etandlico del Vaccinium

corymbosum L (Arandano azul) al 50% sobre Staphylococcus aureus?

Cada dia las cepas de Staphylococcus aureus se vuelven mas resistentes a los distintos
antibioticos utilizados de forma frecuente, ya sea en los ambientes hospitalarios o en los
comunitarios, es por ello los elevados indices de mortalidad en pacientes hospitalizados y
sobre todo se eleva la carga familiar por los elevados costos de los medicamentos nuevos
que se estan proponiendo para combatir estas cepas resistentes; por ello al demostrarse que
este tipo de especie vegetal actlia de alguna manera contra estas bacterias se podria proponer

COMmo un uso concomitante al antibiotico.

El objetivo general propuesto para este estudio es demostrar el efecto antibacteriano del
extracto etanolico del Vaccinium corymbosum L (Arandano azul) sobre Staphylococcus
aureus y como objetivos especificos se plantean: Determinar el efecto antibacteriano del
extracto etandlico del Vaccinium corymbosum L (Arandano azul) al 100% sobre
Staphylococcus aureus, determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico del
Vaccinium corymbosum L (Arandano azul) al 75% sobre Staphylococcus aureus y
determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico del Vaccinium corymbosum L

(Arandano azul) al 50% sobre Staphylococcus aureus.

Asimismo se plante6 la hipdtesis general:



H1: EI extracto etandlico del Vaccinium corymbosum L (Arandano azul) sobre

Staphylococcus aureus presentara efecto antibacteriano.

HO: EI extracto etandlico del Vaccinium corymbosum L (Arandano azul) sobre

Staphylococcus aureus no presentara efecto antibacteriano.
También las hipétesis especificas:

H1: El extracto etandlico al 100% del Vaccinium corymbosum L (Arandano azul) presentara

efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus

HO: El extracto etandlico al 100% del Vaccinium corymbosum L (Arandano azul) no

presentara efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus

H1: El extracto etandlico al 75% del Vaccinium corymbosum L (Arandano azul) presenta

efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus

HO: El extracto etandlico al 75% del Vaccinium corymbosum L (Arandano azul) no

presentara efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus

H1: El extracto etandlico al 50% del Vaccinium corymbosum L (Arandano azul) presenta

efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus

HO: El extracto etandlico al 50% del Vaccinium corymbosum L (Arandano azul) no

presentara efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus.



II.LMETODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

2.1 Tipo y disefio de investigacion

Tipo de investigacion

La investigacion que se esta desarrollando se adapta mejor a un estudio de tipo inductivo de
corte transversal debido a la recoleccion de los datos observados cuya parte experimental se
realiz6 en un solo momento; prospectivo en su causa de relacion con los resultados evaluados

después de haber dado inicio al estudio (21).
Disefio de investigacion

El presente disefio por el cual se ha desarrollado el presente trabajo de investigacion es de
tipo experimental, dado a que existe la manipulacion directa de las variables disefiadas con
el objetivo de demostrar la causalidad de la variable independiente; la cual se representa

gréficamente mediante el siguiente esquema:

Gl X1 01

G2 - 02

G3 03
Donde:
Gl1,G2YG3= Placas con cepa sembrada experimental
X1l= Procedimiento experimental
(-)= Sin tratamiento

2.2 Operacionalizacién de las variables (Ver anexos)
2.3 Poblacién, muestra y muestreo

Poblacién



Estd conformada por la especie vegetal Vaccinium corymbosum L (Arandano azul)”
recolectado en el mercado Tottus de la ciudad de Trujillo, La Libertad; por la calidad y

garantia que exhibe el producto.
Muestra

El tipo de seleccidn de muestra utilizada fue no probabilistico, debido a que solo se considerd

la facilidad de la obtencion de la muestra asi como su disponibilidad.

Criterios de inclusion:

Muestra identificada adecuadamente por una institucion o profesional especializado
Muestra en fresca y en buen estado

Criterios de exclusion:

Muestra en mal estado

Muestra de distinta especie o variedad

2.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad
Técnicas
Extraccion alcohdlica por el método de maceracion

Producto obtenido mediante maceracion o percolacion al exponer la planta o plantas a etanol
durante un tiempo determinado, con filtrado o purificacion posterior, conteniendo los

principios activos de la planta (22).
Difusion en agar (Kirby - Bauer)

Técnica empleada para determinar generalmente el efecto antibacteriano mediante el uso de
discos de papel impregnados con la sustancia bactericida, el tamafio del halo de la inhibicién

que producen estos discos nos permite evaluar el efecto antibacteriano (23).
Instrumentos

Los instrumentos que nos sirvieron para la recoleccion de los datos fueron:



Cuadro de registro: Elaborado por el investigador, donde se recopil6 los datos de medidas
de los didmetros de halos de inhibicién.

Bases de datos en Excel: Los datos obtenidos en el cuadro de registro se ingresaron a una
base de datos en Excel.

2.5 Procedimiento
Obtencion de la muestra

La muestra se adquirié en el mercado Tottus de la ciudad de Trujillo, departamento de La
Libertad; por la calidad y garantia que exhibe el producto en una cantidad de 50 g. en 5
recipientes diferentes, escogiendo las que mantengan mejor calidad, luego se procedié a
eliminar la suciedad y contaminantes (si es que los hubiera) con lavado a chorro por 15

minutos.

Las muestras de los 5 recipientes distintos se mezclaron para obtener de esta una muestra

representativa.
Preparacion del extracto alcoholico:

Se peso aproximadamente 50 g de Vaccinium corymbosum L (Arandano azul), se triturd en
mortero de porcelana y agregd 50 ml de etanol de 96°, se dejo reposar por 48 horas en un

envase ambar.

Trascurrido las 48 horas se procedio a filtrar y se prepararon las concentraciones al 50%,

75% por dilucion y se dejo una muestra al 100%.
Sembrado en placa de las cepas de microbiolégicas:

Las cepas microbiologicas ATCC una vez activadas de acuerdo a las indicaciones del
proveedor, se colocaron en un medio nutritivo para aumentar su crecimiento y producir

colonias exponencialmente.

Se evalud la concentracion de las colonias a través del equipo espectrofotometro, la relacion

fotométrica fue igual a la de la escala de Mcfarland 0.5
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De este cultivo se extrajo con un asa bacteriolégica una cantidad suficiente y se esparcio

sobre la placa Petri.
Evaluacion del efecto del efecto antibacteriano

Con pinzas estériles se colocaron en cada placa ocho (8) discos de papel de filtro de la

manera siguiente:

1 disco con 15 ul de alcohol etilico 96% (control negativo)

1 disco con 15 ul de alcohol agua destilada (control negativo).

3 disco con 15 ul de extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. al 50%, 75% y 100%
3 disco con 10 ul de extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. al 50%, 75% y 100%

Las muestras se incubaran por 48 horas a 33°C, una vez trascurrido este tiempo se procedera
a tomar las medidas del didmetro de los halos de producidos y se registraron en el cuadro de

recoleccion de datos.

2.6 Método de andlisis de datos

Los datos obtenidos se ingresaron al software estadistico SPSS V 25.0 y fueron analizados
por medio de la estadistica descriptiva de tendencia central y dispersion para cada variable,
asi mismo, se empleara estadistica inferencial mediante la estadistica descriptiva, pruebas de
normalidad de datos representada por la prueba de Shapiro- Wilk, Prueba de homogeneidad
de la varianza - prueba de Levene, ANOVA vy la prueba de Tukey que fueron realizadas en

el programa SPSS v 25.0 con un nivel de significancia del 0.05.

2.7 Aspectos éticos

El presente proyecto cumple con los aspectos éticos requeridos para todo trabajo de

investigacion, pues se basa en normas internacionales.
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I11.RESULTADOS

TABLA 1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA PARA LOS DATOS OBTENIDOS

Descriptivos

HALO DE INHIBICION ( Vaccinium corymbosum L VS Staphylococcus aureus)

Intervalo de confianza
Goneentescin ||| ez | Ecvor - pere a3 vinimo | s
inferior | superior
50,0 10 |2.500 .2494 .0789 2.322 2.678 2.2 2.9
75,0 10 |3.010 .2079 .0657 2.861 3.159 2.7 3.3
100,0 10 |3.400 .3091 .0978 3.179 3.621 2.9 3.9
Vancomicina |10 [13.320 |.3795 .1200 13.049 13.591 12.8 13.9
Total 40 |5.558 4.5590 .7208 4.099 7.016 2.2 13.9

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N°2 observamos la estadistica descriptiva para los datos obtenidos de cada uno

de los grupos distribuidos y se determinan los pardmetros numero de muestra, media,

desviacion tipica, error, el intervalo de confianza que hemos considerado al 95% con sus

correspondientes limites inferior y superior identificados con los valores de 2,861 +/- 3,159

mm con un valor medio de 3,01 mm de halos de inhibicion y con una desviacion estandar

promedio de 0,2079, todo ello en el grupo de concentracion al 75%.

TABLA 2 PRUEBA DE NORMALIDAD PARA CADA GRUPO EXPERIMENTAL

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
CONCENTRACION Estadistico | gl Sig. Estadistico | gl Sig.
HALO  DE|50,0 .189 10 ,200 930 10 445
INHIBICION 759 202 10 |,200° 930 10 451
100,0 127 10 ,200 981 10 .968
Vancomicina | 183 10 200 942 10 575

*, Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N° 3 donde se analiza la normalidad de los datos se debera observar solamente

la prueba de Shapiro — Wilk por tratarse de una muestra menor de 50 datos y se visualiza que

sus niveles de significancia son mayores a 0.05 lo que nos indica que sus valores son de

naturaleza normal, debido a ello utilizaremos la estadistica paramétrica mediante la prueba

de Levene.
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TABLA 3 PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE LA VARIANZA - PRUEBA DE LEVENE

Prueba de homogeneidad de la varianza
Estadistico
de Levene |[gll gl2 Sig.
Basandose en
la media 1.689 3 36 .187
Basandose en
la mediana. 1.068 3 36 .375
iaco o[ B
INHIBICION Y11.068 3 29.068 378
con o]
corregido
Basandose en
la media | 1.709 3 36 .182
recortada

Fuente: Elaboracidn propia

En la tabla N°4 llamada prueba de Levene, se analiza la homogeneidad de las varianzas en
estudio en el cual se observa un valor de significancia superior a 0.05, por lo que se
confirman los resultados obtenidos en cada grupo de trabajo los cuales si presentan una
homogeneidad de sus varianzas y en vista de este resultado la hipotesis alterna se rechaza y

nos quedamos con la hipotesis nula.

TABLA 4 ANOVA - ANALISIS DE LA VARIANZA

ANOVA de un factor
HALO DE INHIBICION

Suma de Media

cuadrados o] cuadréatica |F Sig.
Inter-grupos | 807.493 3 269.164 3120.745 .000
Intra-grupos | 3,105 36 .086
Total 810.598 39

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N°5 se observa el analisis realizado de los valores con relacion a sus varianzas es
aqui en donde se comparan las mismas entre los promedios de los distintos grupos, los
valores nos indican que si existen diferencias estadisticas significativas entre el tamafio del
halo de inhibicion promedio de los distintos grupos analizados; este analisis se realiza
mediante la comparacion del “p-valor” que en nuestro caso es igual a 0,000 lo que representa
un valor menor que el de alfa = 0,05, por lo tanto se acepta la hipotesis alterna demostrando
de esta forma que los promedios de los halos de inhibicién son diferentes en sus tamafios.
Al ver las diferencias significativas en este andlisis se procedid a aplicar la “Prueba de

Tukey”.
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TABLA 5 PRUEBA DE TUKEY - ANALISIS DE SUBGRUPOS HOMOGENEOS

HALO DE INHIBICION
HSD de Tukey?®

Subconjunto para alfa = 0.05
CONCENTRACION | N 1 2 3 4
50,0 10 2.500
75,0 10 3.010
100,0 10 3.400
Vancomicina 10 13.320
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 10,000.

Fuente: Elaboracion propia

Al observar la tabla N°6 donde nos indica los resultados después de haber realizado el
andlisis estadistico de la Prueba de Tukey se determina que si existen diferencias
significativas entre todos los grupos disefiados en el presente trabajo tanto en el grupo de
control como en los grupos experimentales; también se logra identificar un afecto
antibacteriano que aumenta conforme incrementa la concentracion de los extractos
etanolicos, pero sin llegar a la concentracion inhibitoria minima; lo que si se puede observar
en el grupo de control positivo representado por el antibiético vancomicina con un valor de

13.32 mm frente al 3.4 mm de la concentracién al 100% del extracto etandlico.

TABLA 6 ESCALA DE DURAFFOURD: SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANA

Concentracion del extracto

etandlico de | Grupo control
Niveles de sensibilidad Vaccinium corymbosum L (%)
Alcohol etilico | Vancomicina
50 75 100 (-) negativo (+) positivo
Nula <8 mm 2,5 3,0 3,4 2,1
Sensible 8 - 14 mm 13,3

Muy sensible 14 - 20 mm
Sumamente sensible > 20 mm

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N°7 se encuentran los valores promedios encontrados en cada uno de los grupos
experimentales y de control y se comparan mediante la escala estandarizada de Duraffourd;
aqui se presentan los valores empezando desde el extracto de menor concentracion de 50,
75, 100%, control positivo y control negativo; en donde los valores promedio encontrados

fueron de 2.5, 3.0, 2.1 y 13.3 mm respectivamente.

14



IV.DISCUSION

En la tabla N°2 observamos la estadistica descriptiva para los datos obtenidos de cada uno
de los grupos distribuidos y se determinan los pardmetros numero de muestra, media,
desviacion tipica, error, el intervalo de confianza que hemos considerado al 95% con sus
correspondientes limites inferior y superior identificados con los valores de 2,861 +/- 3,159
mm con un valor medio de 3,01 mm de halos de inhibicién y con una desviacién estandar
promedio de 0,2079, todo ello en el grupo de concentracién al 75%, asi también tenemos los
valores de las concentraciones mas representativas como es del 100% de extracto etandlico
que considera el valore de media en 3.4 mm, una desviacién estandar de 0.3091 con un indice
de confianza 95% de 3.179 +/- 3.621; lo que demuestra que los valores de los halos de
inhibicion se encuentran muy por debajo del grupo control positivo representado por el
antibiotico vancomicina que tiene valores de promedio de halo de inhibicion de 13.32 mm
con una desviacion tipica casi imperceptible de 0.3795 cuyos valores fluctian entre 13.05
+/- 13.6 mm; lo cual es significativamente superior a los valores de los extractos etanolicos

encontrados.

En la tabla N°3 se presentan los valores de la prueba de normalidad de cada grupo
experimental, centrandonos solo en los valores que arroja la prueba de Shapiro-Wilk que
estd disefiada para muestras con valores de menos de 50 con un nivel de significancia del
0.05, esta prueba se realiza para determinar que las variables se distribuyan normalmente; si
los valores de la significancia es mayor que alfa = 0.05 nos demuestra que la distribucion de
los valores es normal, debido a ello confirmaremos nuestra hipdtesis mediante la siguiente

prueba de Levene.

En esta tabla N°4 donde se analiza la homogeneidad de las varianzas podemos observar que
los niveles de significancia son mayores que 0.05 entre todos los grupos experimentales
analizados de 50, 75 y 100% de concentracion de extracto etandlico de Vaccinium
corymbosum L siendo el indice de confianza de 95%. Al observar este resultado obtenido
del analisis estadistico confirmamos que cada grupo de trabajo no presenta homogeneidad
de varianzas, rechazando de esta forma la hipotesis nula de la igualdad de varianzas y se
concluye que existen diferencias pequefias en las muestras obtenidas de los halos con la clara
excepcion de los valores de nuestro control positivo representado por el antibidtico
Vancomicina. Lo que se opone de forma directa a lo encontrado por Sachdn J, (2019) en la

que concluy6 que el extracto acuoso de Vaccinium corymbosum “arandano azul” tiene efecto
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antibacteriano en todas las diluciones, debido tal vez a las diferencias de solubilidades

existentes entre el solvente y los metabolitos secundarios con efecto antibacteriano (8).

En la tabla N°5 se encuentra el analisis de la varianza (ANOVA) cuyos datos confirman las
diferencias significativas estadisticamente en relacion al tamafio del halo de inhibicién,
comparando directamente el valor de “p-valor” (0.000) el cual es inferior al valor de alfa =
0.05 lo que demuestra que los grupos estudiados presentan diferentes halos de inhibicion y
por lo tanto se acepta la hip6tesis alterna también. Sin embargo en los grupos de control y
los experimentales revisados se puede observar claramente el efecto pequefio, pero creciente
en relacion directa con la concentracién de los extractos etandlicos de Vaccinium
corymbosum frente a Staphylococcus aureus; no obstante muy inferior al control positivo

(vancomicina) inclusive al control negativo (etanol).

La tabla N°6 que nos presenta la prueba de Tukey, nos informa que en todos los grupos
experimentales trabajados existe una actividad antibacteriana, aunque esta no sea
representativa, que es directamente proporcional a la concentracion de los extractos
etanolicos de Vaccinium corymbosum, sin llegar a la concentracion minima inhibitoria; la

que si se logra con nuestro control positivo representado por la vancomicina.

En la tabla N°7 que ordena los valores encontrados dentro de la escala de Duraffourd, se
observa los halos promedios obtenidos empezando desde el extracto de menor concentracion
de 50, 75, 100%, control positivo y control negativo; en donde los valores promedio
encontrados fueron de 2.5, 3.0, 2.1 y 13.3 mm respectivamente. Encontrando una gran
diferencia entre el antibidtico utilizado y la concentracion maxima del extracto etanolico de
Vaccinium corymbosum; lo que se relaciona en cierta forma con el estudio realizado por
Rodriguez J, (2011) en el cual se encontrd una baja actividad antibacteriana en el jugo de

Vaccinium corymbosum frente a cepas de Staphylococcus aureus (24).
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V.CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L (Arandano azul) no presenta actividad

antibacteriana representativa frente a Staphylococcus aureus.

El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L al 50% obtuvo halos de inhibicion de
2.32 +/- 2.67 frente a Staphylococcus aureus, lo cual comparando en la escala de Durafford

se encuentra clasificado como sensibilidad nula.

El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L al 75% obtuvo halos de inhibicion de
2.86 +/- 3.15 frente a Staphylococcus aureus, lo cual comparando en la escala de Durafford

se encuentra clasificado como sensibilidad nula.

El extracto etanolico de Vaccinium corymbosum L al 100% obtuvo halos de inhibicion de
3.18 +/- 3.62 frente a Staphylococcus aureus, lo cual comparando en la escala de Durafford

se encuentra clasificado como sensibilidad nula.
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VI.RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar adecuadamente los materiales y reactivos a utilizar, comprobando la
actividad farmacol6gica del extracto acuoso por tener diferentes propiedades fisicoquimicas

frente al alcohol etilico.

Considerar estudios a realizar como un factor sinérgico de uso concomitante con otro

antibidtico y probarlos en cepas resistentes.

Estudiar mas detalladamente la especie vegetal identificando metabolitos secundarios de

eficacia antioxidante y antiinflamatoria.
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ANEXO 1 MATRIZ DE CONSISTENCIA

ANEXOS

PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS METODOLOGIA| VARIABLES INDICADORES

GENERAL GENERAL GENERAL

¢(Cual sera el efecto Demostrar el efecto Tipo de Variable

antibacteriano del extracto antibacteriano del extracto H1: El extracto etandlico Investigacion: Independiente

etandlico del  Vaccinium etandlico del Vaccinium del Vaccinium Inductivo  de x) X1

corymbosum L (Arandano corymbosum L (Arandano corymbosum L (Arandano corte Extracto Concentracion

azul) sobre Staphylococcus azul) sobre Staphylococcus azul) sobre transversal vy etandlico  del 100%, 75% vy

aureus? aureus. Staphylococcus  aureus prospectivo Vaccinium 50%
presentara efecto corymbosum L

ESPECIFICOS ESPECIFICOS antibacteriano. (Arandano

¢(Cudl  sera el efecto Determinar el efecto . Disefio de azul)

antibacteriano del extracto | antibacteriano del extracto | HO: El extracto etandlico Investigacion

etandlico del  Vaccinium etandlico del  Vaccinium del Vaccinium Experimental

corymbosum L (Arandano corymbosum L (Arandano corymbosum L (Arandano

azul) al 100%  sobre azul) al 100%  sobre azul) sobre Diametro  de

Staphylococcus aureus? Staphylococcus aureus Staphyloc,occus aureus no Variable halo de
presentara efecto Dependiente inhibicion:

¢Cual  sera el efecto determinar el efecto antibacteriano (y) Y1 < 8mm 9mm a

antibacteriano del extracto | antibacteriano del extracto | ESPECIFICAS Efecto 14 mm 15mm a

etandlico del  Vaccinium etanolico del  Vaccinium . antibacteriano 19mm

corymbosum L (Arandano | corymbosum L (Arandano | H1: El extracto etandlico > 20 mm

azul) al 75%  sobre

Staphylococcus aureus?

¢Cual sera el efecto
antibacteriano del extracto
etanolico del  Vaccinium

corymbosum L (Arandano
azul) al 50%  sobre
Staphylococcus aureus?

azul) al  75%  sobre

Staphylococcus aureus

Determinar el efecto
antibacteriano del extracto
etandlico del  Vaccinium

corymbosum L (Arandano
azul) al 50%  sobre
Staphylococcus aureus.

al 100% del Vaccinium
corymbosum L (Arandano
azul) presentard efecto
antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus

HO: El extracto etanélico
al 100% del Vaccinium
corymbosum L (Arandano
azul) no presentara efecto
antibacteriano sobre
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Staphylococcus aureus

H1: El extracto etandlico
al 75% del Vaccinium
corymbosum L (Aréndano
azul) presenta  efecto
antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus

HO: El extracto etandlico
al 75% del Vaccinium
corymbosum L (Aréndano
azul) no presentara efecto
antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus

H1: El extracto etandlico
al 50% del Vaccinium
corymbosum L (Arandano
azul) presenta efecto
antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus

HO: El extracto etandlico
al 50% del Vaccinium
corymbosum L (Arandano
azul) no presentara efecto
antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus
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ANEXO 2 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

UNIDAD DE
VARIABLE INDEPENDIENTE DEFINICION CONCEPTUAL DIMENSIONES INDICADORES MEDIDA/PUNTO
DE CORTE
100%
Extracto etandlico del Vaccinium | Producto obtenido por medio de maceracién
corymbosum L (Arandano azul) con etanol y que presenta los principios activos | Concentracion 75% Porcentaje
de la planta.
50%
< 8mm Nula
Efecto  antibacteriano  sobre | Capacidad para inhibir el crecimiento de o 9mma 14 mm Poca
Sensibilidad
Staphylococcus aureus hongos
15mm a 19mm Media
> 20mm Alta
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ANEXO 3 CERTIFICADO DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ
CONSULTOR BOTANICO — C.B.P. 379

Email: jocamde@gmail.com
Cel: 963689079

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIOLOGO COLEGIADO - CBP N° 3796 — INSCRITO EN EL REGISTRO DE
PROFESIONALES QUE REALIZAN CERTIFICACION DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES Y
PRODUCTOS DE FLORA - RESOLUCION DIRECTORAL N° 0311-2013- MINAGRI-DGFFS-DGEFFS.

CERTTFICA:

Que, DUBERLIN JEANFRANCO CHONLON GUEVARA y MARIA KATHERIN
ESPINOZA SAMPEN, tesistas de la Universidad Privada de Huancayo Franklin Roosevelt.
Facultad de Ciencias de la Salud. Escuela Profesional de Ciencias Farmacéuticas y
Bioquimica, con fines de investigacion para desarrollar un proyecto de tesis y optar el titulo
de Quimico Farmacéutico, han solicitado la identificacion y certificacion botanica de una
planta conocida con el nombre vulgar de “arandano azul”, la muestra ha sido identificada
como Vaccinium corymbosum L. Y segun la base de Tropicos del Missouri Botanical Garden
que sigue el Sistema moderno de clasificacion de las angiospermas (APG), publicado en 1998
por el Grupo para la Filogenia de las Angiospermas, revisado por APG II (2003), APG III
(2009) y APG IV (2016), el sistema APG evita el uso de la nomenclatura taxonémica clasica
por arriba de orden. Mark W. Chase & James L. Reveal (2009) consideran a todas las plantas
verdes en la Clase Equisetopsida. La especie estudiada ocupa la siguiente posesion
taxondémica:

Reino: Vegetal
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Asteranae
Orden: Ericales
Familia: Ericaceae
Género: Vaccinium
Especie: Vaccinium corymbosum L.

Nombre vulgare: “arandano azul”
Se expide la presente certificacion con fines de investigacion cientifica.

Lima, 14 de abril del 2022

BIOLOGO

JR. SANCHEZ SILVA N° 156- piso 2. Urb. Santa Luzmila. Lima 07

Emailjocamdef@gmai.com; joricampos@yahoo.es
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ANEXO 4 CERTIFICADO DE ANALISIS DE LA CEPA MICROBIOLOGICA

Q Microbiologcs®

Certificate of Analysis : Lyophilized Microorganism Specification and performance Upon Release

Specifications Expiration Date : 202201110
icroorganism Name: Staphyiococcus aureus subsp. aureus Release Information _
Catalog Number: wosses.a Quality Control Technologist : kiestia L Negen
Lot Number : 0350 Release Date : 20210825
Reference Number ATCCE 25175
Purity : Pure
Passage from Reference: 3 —
. Performance
Macroscopic feactures: Medium:
Medium to large, convex , entire edge , both white and pale white colonies , opaque, befa  spap smoth
hemolytic )
Microscopic Features : Method
Bram posilve cocci ocourting singly , in pairs and ind irreguiar cluster Gram stain (1)
ID System : MALDI- TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
(1) Catalase(3% Hydrogen Peroxide): positive
See altached ID System results document (1) Coagulase(rabitt plasma -tube) positive

(1) Beta Lactamase(cefinase Disk): negative

(1) Ampicillin(10mcg-Disk Susceptibility):27 - 35 mm
(1) Penicillin{10 units- Disk Susceptibility):26 - 37 mm
(1) Oxacillin (1,meg - Disk Susceptibility

I.‘J"vﬂ__ﬂ\_'\__l:_ y "'f-'/ A

Amanda Kuperus

Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

Disclalmer, The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number . The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number

note for vitelo: Alth the vitelo panel usec many convenitional test , the unique environment of the oard , oombined with the short inoubation period may produce
results that differ from published results obtalned by other methode

L Refer to the enologed product insert for instructions , intended use and hazard/safety information
individual products are traeoable 10 a recognized culture collection

B e { HATIRIAL PRODUCE
[y renan

(*) The ATCC Licensed Derivative Emblem , the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of

ATCC Liconsed ) ATCC cultures
[hetiithig

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01 (1) These tests are accredited to ISOMIEC 17025: 2005
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results .%'
Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols | Color
2004300 (t11) green
170199 Low=confidencs identification ' (+) yellow
000169 () red

Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation

High consistency: The best match 15 a ugh-confidence identification. The second-best match s (1) a
(A)  |igh<confidence wdentification in which the species is identical to the best match, (2) a low-confidence
identification n which the species or genus 1s ideatical 1o the best match, o (3) a nou-tdentification

Low consistency: The requirements for hugh consistency are not met. The best match 1s a lugh- or low-
(B)  |confidence identification. The second-best match is (1) a hiﬁl; or low-confidence identification in
which the genus 18 dentical to the best match of (2) a non-identification.

(C)  |No consistency: The requirements for lugh or low consistency are not met

Sample Name : Staphylococcus aureus subsp. aureus
Sample Descripition: 030
Sample D : 360 407

Sample creation Date/time: 2016-00-0T 122318 417 L8
Applied MSP Library (ies): 80L4 mycobactera Libary (bead method). Filamenious Fungi Library 1.0 Listeria

gl Organism (best match) Score Value
' E12 (++4)
(A) 360-407 Staphylococcus aureus
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ANEXO 5 TABLA DE RECOLECCION DE DATOS

TABLA DE RECOLECCION DE DATOS DEL ENSAYO MICROBIOLOGICO
Chonlon Guevara, Duberlin Jeanfranco
AUTORES
Espinoza Sampen, Maria Katherin
FECHA: 04 - 05 de mayo de 2022.
MUESTRA Extracto etanolico de Vaccinium corymbosum L
CULTIVO De Staphylococcus aureus
_ Alcohol etilico | Vancomicina - Solugig’)n Solucion Solugi@n
Cultivo 70°antrol con_tr_ol etanolica etanélica al 75% etanolica al
negativo positivo 50% 100%
1 2,1 13,7 2,8 3,1 3,9
2 2,1 13,1 2,5 3,3 3,2
3 2,1 13,0 2,9 3,2 3,0
4 2,1 13,9 2,5 3,3 2,9
5 2,1 12,8 2,3 2,9 3,7
6 2,1 13,4 2,2 2,7 3,6
7 2,1 12,8 2,7 3,0 3,3
8 2,1 13,5 2,6 2,8 3,5
9 2,1 13,4 2,3 2,9 3,5
10 2,1 13,6 2,2 2,9 3,4
PROMEDIO | 2,1 13,3 2,5 3,0 3,4

28



ANEXO 6 EVIDENCIAS FOTOGRAFICAS

Muestra vegetal de Vaccinium corymbosum L (Aréandano azul)
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Proceso de extraccion etanolica del Vaccinium corymbosum L (Ardndano azul)
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Proceso y observacion de los resultados
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