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RESUMEN

Introduccion: Las enfermedades infecciosas frecuentes son causadas por bacterias
piogenas, una de ellas es el Staphylococcus aureus, representa un peligro mortal para la
humanidad. Esta bacteria coloniza normalmente al ser humano y tiene una gran capacidad
adaptativa. Los farmacos antimicrobianos, utilizados para combatir estas infecciones
suelen ocasionar efectos secundarios ademas de causar resistencia bacteriana, por lo que se
debe buscar otras formas de tratamiento. Objetivo: Evaluar si existe efecto inhibitorio in
vitro de Solanum tuberosum (papa fermentada) sobre cepas de Staphylococcus aureus
comparado con vancomicina y oxacilina. Materiales y métodos: Se emple6 el extracto
acuoso del tocosh de Solanum tuberosum y una cepa de Staphylococcus aureus obtenida
del laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de Trujillo, la cual se enfrentd
a 5 grupos, 3 de ellos con extractos al 25, 50 y 100% y 2 controles con oxacilina y
vancomicina, para determinar la susceptibilidad antibacteriana por halos de inhibicién y la
concentracion minima inhibitoria (CMI) mediante el recuento de unidades formadoras de
colonias. Resultados: Staphylococcus aureus fue muy sensible frente al extracto al 25%
(17,75 £ 1,05 mm) y sumamente sensible frente a concentraciones del 50 % y 100% (22,17

+0,94y 25,42 £ 1,62 mm respectivamente). La CMI fue de 500 mg /dL (extracto al 50%).

Conclusion: Solanum tuberosum (papa fermentada) posee efecto inhibitorio in vitro sobre

cepas de Staphylococcus aureus comparado con vancomicina y oxacilina.

Palabras clave: Solanum tuberosum, efecto antibacteriano, in vitro, Staphylococcus

aureus.



ABSTRACT

Introduction: Infectious diseases are caused by pyogenic bacterias. One of them is
Staphylococcus aureus wich represents a mortal danger to humanity. This bacteria
colonizes humans and has a great adaptive capacity. Antimicrobial drugs, posses side
effects and can cause bacterial resistance, this is the reason why other forms of treatment
must be search. Objective: To evaluate whether there is an in vitro inhibitory effect of
Solanum tuberosum (fermented potato) on strains of Staphylococcus aureus compared to
vancomycin and oxacillin.Materials and methods: The aqueous extracts of the starch of
Solanum tuberosum and a strain of Staphylococcus aureus obtained from the Microbiology
Laboratory of the National University of Trujillo were used, which was confronted with 5
groups, 3 of them with extracts at 25 , 50 and 100% and 2 controls with oxacillin and
vancomycin to determine antibacterial susceptibility by inhibition halos and minimum
inhibitory concentration (MIC) by counting colony forming units. Results: Staphylococcus
aureus was very sensitive to the extract at 25% (17.75 £ 1.05 mm) and highly sensitive
against concentrations of 50% and 100% (22.17 + 0.94 and 2542 * 1, 62 mm
respectively). The MIC was 500 mg / dL (50% extract).

Conclusion: Solanum tuberosum (fermented potato) has an inhibitory effect in vitro on

strains of Staphylococcus aureus compared to vancomyecin and oxacillin.

Keywords: Solanum tuberosum, Antibacterial effect, in vitro, Staphylococcus aureus.
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INTRODUCCION

I. ANTECEDENTES

Staphylococcus aureus (S.aureus) tiene una gran capacidad para adaptarse a
entornos diferentes y representa una causa primaria de infeccion en seres
humanos, siendo el mayor patégeno humano causante de infecciones a la piel y

tejidos blandos, neumonia, septicemia e infecciones por dispositivos asociados®.

S. aureus tiene gran variedad de factores de virulencia; el conjunto de estos
factores, el sitio de la infeccion y la variabilidad de la respuesta inmune del
huésped explica la amplia gama de manifestaciones clinicas relacionadas con
estas infecciones. En efecto, estas bacterias pueden tener un impacto
insignificante sobre la salud, actuando como comensales (en la piel o mucosa
nasal anterior), pueden causar infecciones moderadas locales, o infecciones graves

e invasivas®.

La mayoria de las infecciones son leves, como la forunculosis, el impétigo y la
foliculitis; pero se pueden producir cuadros graves que ponen en riesgo la vida de
los pacientes, como la neumonia, la osteomielitis, la artritis, las bacteriemias y la

endocarditis? 3.

En las ultimas décadas S. aureus ha adquirido una elevada relevancia en la
medicina humana por diversas razones, una de ellas es la prevalencia creciente de
cepas resistentes a antibioticos, sobre todo por la aparicion de los Staphylococcus

aureus meticilino resistente (SAMR) 4.

La tasa de portadores nasales alcanza los 28,6% en Latinoamérica®, cifra que
aumenta en el personal de salud. En Per( los estudios informan acerca de una
prevalencia de portadores del 17% en médicos®, y en otros reportes la tasa de S.

aureus resistente a meticilina llega hasta el 36.4% de todos los casos’.



Quedando el tratamiento de las infecciones por Staphylococcus aureus metilcilino
sensible (SAMS) en manos de una penicilina isoxazélica como oxacilina y
dejando a la vancomicina para el tratamiento de las infecciones por SAMR, pero
aun asi el uso indiscrimado de antibioticos hace que aparezcan microorganismos
resistentes a mdltiples antibidticos e incluso a la vancomicina, por lo que se

buscan constantemente nuevas alternativas terapéuticas® °.

Las preocupaciones y problemas asociados con la resistencia a los antibioticos
ciertamente no se limitan a S. aureus. El desarrollo de la resistencia bacteriana a
los antibidticos en otros microorganismos tales como Enterobacteriaceae spp,
Pseudomonas aeruginosa y Neisseria gonorrhoeae representan importantes
amenazas de salud mundial emergentes’ El desarrollo de resistencia a antibioticos

implica mutacion genética y/o adquisicion de genes de resistencia®® .,

Mientras que los agentes farmacoldgicos contra S. aureus y otras bacterias han
sido y continuardn siendo desarrollados, a menudo tienen éxito y una vida 0til
corta'®. Sin embargo, el uso de antibidticos, los viajes hacia diferentes lugares del
mundo y la falta de objetivos terapéuticos especificos favorecen la capacidad de
las bacterias para generar resistencia antibidtica y difusion mundial del

problemal?,

En vista de la creciente aparicion de resistencia, toxicidad e interacciones
farmacoldgicas de los antimicrobianos tradicionales actualmente esta fomentando
la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas entre los productos naturales; las
mas estudiadas son las plantas con sus respectivos frutos, cortezas, raices y

semillas®?.

Los ensayos con especies botanicas han mostrado actividad antimicrobiana en
muchas de estas especies. Chalar L, et al (2014), realizd un estudio experimental
para evaluar la capacidad antimicrobiana del ajo en cepas bacterianas como:
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, encontrando
que Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa se inhibian totalmente a

una concentracion de 3 mililitros de salvia de Ajo'3. Similar a lo encontrado por



Lozano (2013), quien utilizé el propoleo y orégano para evaluar los efectos
inhibitorios de sus extractos etandlicos contra cepas SAMR, por separado y en
forma combinada, probando que al 30% los resultados fueron significativos en
comparacion del 20% mas aun si son utilizados juntos, debido a que demostraron

poder actuar sinérgicamente®®.

También Myoda T, et al (2010) investigaron la actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae; utilizando
los extractos metandlicos de la semilla y cascara de camu-camu, mostrando ambos
extractos actividad antimicrobiana contra S.aureus en las concentraciones de 75%
para el extracto de semilla y de 100% para la cascara®®. Por su parte, Guevara J
(2014), realiz6 un estudio en Lima-Perd en el cual utilizd6 Caesalpinia spinosa

(tara) la cual demostro actividad bactericida frente a Staphylococcus aureus®®.

Aguilar (2013), encontré que el extracto etanolico de clavo de olor (Syzigium
aromaticum), tuvo efecto antibacteriano frente a S. aureus, Staphylococcus

epidermidis, y Pseudomonas aeruginosa®’.

Esta lista podria ser interminable, pues cada dia se esta utilizando mas el uso de
los recursos botanicos para tratar diversas enfermedades. Otra especie que ha sido
poco estudiada en relacion a efecto antimicrobiano de la papa fermentada
“Solanum tuberosum”, perteneciente a la familia de las solanaceas, cultivada
desde hace cientos de afios en el Peri y Bolivia® '°. Representa la base de la

alimentacion de muchas regiones del pais y Latinoamérica®®.

El tocosh es una técnica tradicional andina de conservacion in situ?. La palabra
tocosh deriva del vocablo togosh, palabra quechua que significa arrugado y
fermentado??, y es el resultado de la fermentacion bacteriana de productos andinos
como la papa, el maiz o el olluco, almacenada en pozos construidos en la tierra,
envueltos en paja o ‘ichu’ y presionados mecanicamente con piedras bajo una

corriente de agua proveniente de un manantial®.



Esta es una planta herbacea, perenne y arbustiva cuya altura alcanza menos de un
metro. Tallo subterraneo de esta planta, que es un tubérculo, contiene grandes
cantidades de almiddn. Ademas, la investigacion ha indicado que la cascara de
Solanum tuberosum contiene principalmente ferritina, vitamina C, riboflavina,
alfa-tocoferol, flavona agliconas, quercetina, glutation, entre otros®* 2. Por lo que

se consume por sus diversas propiedades, entre ellas, las antimicrobianas?®.

Ademas de esa propiedad, las investigaciones han demostrado sus propiedades
analgesicas, antioxidantes, antibacterianas, antihipertensivo, fortalecedora de los
musculos y propiedades apetitosas por Solanum tuberosum?” 26, También se ha

demostrado que las patatas pueden servir como fuente de antioxidantes?® %,

En nuestro pais el “tocosh” representa un alimento muy apreciado, elaborado en
su mayoria por comunidades campesinas®’. Acerca de las propiedades
antimicrobianas del tocosh de Solanum tuberosum, Amanpour R, et al (2015),
prepararon el extracto de etanol de la cascara de S. tuberosum por maceracion,
mostrando alto efecto bactericida frente a Staphylococcus aureus a 0.62 mg/mL y
frente a Pseudomonas aeruginosa con 8.33 mg/mL, concluyendo que el efecto del

extracto etandlico fue superior en bacterias Gram positivas que Gram negativas®2.

Por su lado, Bontempo P, et al (2013) utilizé Solanum tuberosum L. var. Vitelotte
que es una variedad de papa ampliamente utilizada para el consumo humano, ellos
demostraron que las antocianinas presentes en esa variedad ejercen actividad anti-
bacteriana contra la bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus y antifangico
frente al hongo Rhyzoctonia solani®. Zadra M, et al (2013), observd buena
actividad antimicrobiana para la fraccién de acetato de etilo de Solanum
guaraniticum frente a Staphylococcus intermedius y Listeria monocytogenes
(MIC = 64 pg/mL), que puede ser debido a su actividad antioxidante y a la
presencia de altos contenidos de polifenoles, taninos y alcaloides, metabolitos que

se sabe que poseen actividad antimicrobiana®.

Jin Z, et al (2008), utilizé la proteina de Solanum tuberosum, demostrando

actividad antimicrobiana frente a S. aureus ATCC 29213 a una concentracion
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minima inhibitoria de 500 ug/mL*. Por otro lado Sarnthima R, et al (2012),
utilizé el extracto de semilla de una variedad de papa, Solanum stramonifolium
mostrando actividad antimicrobiana leve frente a S. aureus, estos hechos muestran
que la actividad antimicrobiana es dependiente del tipo de papa, posiblemente

también del pais de origen y de la parte que se utiliza®.

Estas acciones que tiene la papa en forma fermentada se relaciona con un
contenido de penicilina, por lo que se usa como terapia natural antimicrobiana®’;
Ombra M, et al(2013) hallé in vitro el contenido de esteroides, alcaloides,
compuestos fendlicos, flavonoides, taninos y aminoécidos, por lo que resulta muy

atil si se administra mediante la via oral®®.

1.1 JUSTIFICACION

Las infecciones causadas por Staphylococcus aureus son frecuentes y conllevan
riesgos potencialmente peligrosos para la vida humana. Su alta prevalencia como
colonizadora en personas comunes y quienes estan en contacto con hospitales, es
cada vez mayor, esto puede significar un aumento en la formulacion de nuevos
farmacos y por ende de los costos, pues su resistencia también esta en aumento.
Por lo que es necesario continuar con la busqueda de diferentes formas de
prevencion y tratamiento de los cuadro clinicos, para lo cual proponemos este
estudio experimental que analizara el efecto antimicrobiano de una planta muy
comercializada en nuestro pais, Solanum tuberosum o “papa”, mediante la técnica
del tocosh se piensa evaluar su efecto frente a cepas de Staphylococcus aureus con
el fin de brindar informacion a posteriores trabajos y asi tener una alternativa en
cuanto al tratamiento de las enfermedades que pueda causar este agente
bacteriano, por lo tanto nos hacemos la siguiente pregunta ¢ Existe efecto
inhibitorio in vitro de Solanum tuberosum (papa fermentada) comparado con

vancomicina y oxacilina sobre cepas de Staphylococcus aureus?.
1.2 PROBLEMA

¢Existe efecto inhibitorio in vitro de Solanum tuberosum (papa fermentada) sobre

cepas de Staphylococcus aureus comparado con vancomicina y oxacilina?.
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1.3 HIPOTESIS

HO: Solanum tuberosum (papa fermentada) no posee efecto inhibitorio in vitro

comparado con vancomicina y oxacilina sobre cepas de Staphylococcus aureus.

Ha. Solanum tuberosum (papa fermentada) posee efecto inhibitorio in vitro

comparado con vancomicina y oxacilina sobre cepas de Staphylococcus aureus.
1.4 OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Evaluar si existe efecto inhibitorio in vitro de Solanum tuberosum (papa
fermentada) sobre cepas de  Staphylococcus aureus comparado con

vancomicina y oxacilina
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer la susceptibilidad in vitro por halos de inhibicion de Solanum
tuberosum (papa fermentada) sobre Staphylococcus aureus.

e Determinar los componentes fitoquimicos del extracto acuoso de Solanum
tuberosum.

e Determinar la concentracién minima inhibitoria de Solanum tuberosum sobre
Staphylococcus aureus.

e Comparar el efecto inhibitorio y susceptibilidad in vitro obtenida con Solanum

tuberosum con vancomicina y oxacilina sobre Saphylococcus aureus.

12



1. MATERIAL Y METODO

1.1 POBLACION

POBLACION OBJETIVO: Conjunto de placas con las cepas de
Staphylococcus aureus.

POBLACION ACCESIBLE: Cepas de Staphylococcus aureus identificadas
y certificadas por del laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional

de Trujillo.

1.2 CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

Papa fermentada y seca que presenten 6ptimas condiciones.

Frascos, discos de papel filtro y tubos de ensayo que estén esterilizados.
CRITERIOS DE EXCLUSION

Placas Petri fracturadas al momento del desempaque.

Frascos, discos y tubos de ensayo que se fracturen al momento del
desempaque.

CRITERIOS DE ELIMINACION

Placas Petri fracturadas o estropeadas durante el experimento.

Frascos, discos y tubos de ensayo que se fracturen durante el experimento.

1.3 MUESTRA

UNIDAD DE ANALISIS

Cada placa de inhibicién con cultivo de Staphylococcus aureus y Solanum
tuberosum.

UNIDAD DE MUESTREO

Unidades formadoras de colonias de Staphylococcus aureus producto del
efecto antibacteriano del extracto acuoso de Solanum tuberosum.

TAMANO MUESTRAL

El nimero de muestra se calcula con la siguiente formula estadistica:
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2(Za + ZB)2S?
n = —
(X1 —X2)

Siendo n= el nimero de repeticiones a efectuar en cada investigacion
Z, =196 paraa=0.05

Zg = 0.84 parap=0.20

S =0.8 (X1 - X2), valor asumido por no haber estudios previos

n= 36, siendo “n” el nimero de observaciones totales, por lo tanto se utilizaran
10 repeticiones para cada concentracion de Solanum tuberosum (papa
fermentada) al igual que para vancomicina y oxacilina.

10 Repeticiones a una concentracion de 25%.

10 Repeticiones a una concentracion de 50%.

10 Repeticiones a una concentracion de 100%.

10 Repeticiones para grupo control de vancomicina y oxacilina.

1.4 DISENO DEL ESTUDIO
El estudio fue de tipo experimental transversal - comparativo.

Staphylococcus aureus
\ 4
-+ 4 + A

Al
ot

ea| e | [e| [e]| [ ]

Solanum tuberosum
(papa fermentada)
Obtencion del
extracto etandlico

uonesedwod
ap sodnolqnuy

+ DETERMINACION DE HALOS DE INHIBICION
« DETERMINACION DE CMI
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ST: Solanum Tuberosum.

Grupo A: S. aureus + extracto acuoso de Solanum tuberosum a 25%.
Grupo B: S. aureus + extracto acuoso de Solanum tuberosum a 50%
Grupo C: S. aureus + extracto acuoso de Solanum tuberosum a 100%
Grupo D: S. aureus + Vancomicina.

Grupo E: S. aureus + Oxacilina.

1.5 VARIABLES

Variable Definicion operacional Tipo y Escala Indicador

INDEPENDIENTE

Concentracion de | Extracto acuoso de Solanum o o 25%
Cualitativa
Solanum tuberosum fermentado, al 25, . e 50%
) Nominal
tuberosum 50 y 100% obtenido en el o e 100%
) Politomica
laboratorio.

DEPENDIENTE

e Halos
Efecto inhibitorio | Efecto evidenciado mediante o
inhibitorios: mm
sobre cepas de | halos de inhibicion y CMI, | Cuantitativa de

) ) ) e CMI: mg/dL
Staphylococcus obtenidos en el laboratorio. razén
aureus
COVARIABLES
e Halos
Control con | Efecto evidenciado mediante o
o o o inhibitorios: mm

Antibioticos halos de inhibicion y CMlI, | Cuantitativa de

o ] ] ] e CMI: mg/dL
vancomicina y | obtenidos en el laboratorio. razon.
oxacilina.
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DEFINICION OPERACIONAL:

¢ Independiente:

Concentracion de Solanum tuberosum:

La concentracion de Solanum tuberosum, expresado en mg/mL y colocado en
placas petri mediante la formacion de discos de inhibicion a concentraciones
de 25, 50 y 100%.

e Dependiente:

Efecto inhibitorio sobre cepas de Staphylococcus aureus:

Capacidad para evitar la reproduccion o producir la muerte del organismo en
condiciones experimentales, determinado mediante la medicion del
crecimiento del microorganismo en placas Petri y comparado por halos de
inhibicion.

e Covariable:
Uso de antibidtico: vancomicina y oxacilina

Capacidad para evitar la reproduccién o producir la muerte del organismo
Staphylococcus aureus, utilizados para compararlo con el efecto logrado por

Solanum tuberosum.

e Escala de Duraffourd: escala cualitativa que determina el efecto

inhibitorio in vitro, segin diametro de inhibicion®®:

o Nula: Diametro <8 mm.
o Sensibilidad limite: didmetro entre 8 y 14 mm.
o Muy sensible: didmetro entre 15y 20 mm.
o Sumamente sensible: diametro > 20 mm.
1.6. PROCEDIMIENTO

1. Se solicitd la autorizacion de la Facultad de Medicina de la Universidad
Privada Antenor Orrego para ejecutar el proyecto y utilizar el Laboratorio
de Microbiologia y Parasitologia (ANEXO 01). Asi mismo se solicito

autorizacion a la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad

16



Nacional de Trujillo para la realizacion del extracto acuoso de Tocosh y
marcha fitoquimica en el laboratorio de Farmacognosia (ANEXO 02).
Ademas de solicitar a dicha entidad la certificacion de la pureza y
viabilidad de las Cepas de Staphylococcus aureus al laboratotio de
Microbiologia de la Universidad Nacional de Trujillo (ANEXO 04).

Se compré la Papa Fermentada de Solanum tuberosum en forma de
“Tocosh” de la Ciudad de Huaraz, luego se pulverizé en un molino
manual del cual se obtuvo un polvo fino de color grisaceo, olor

caracteristico y sabor amargo.

Se procedio a obtener el complejo activo mediante extraccion acuosa. Se
pesaron con exactitud 50 g de polvo de tocosh. Luego se vertieron en un
cartucho de papel de filtro y se colocaron en el extractor del equipo de
soxhlet y se extrajeron con 300 mL de agua destilada a una temperatura
de 100 °C durante 4 horas. El producto se filtr6 3 veces, primero con
papel filtro Whatman N° 41, un segundo filtrado fue realizado con papel
filtro Whatman N°4 y por Gltimo un tercer filtrado fue con papel Whatman
N°2. Obteniéndose un extracto purificado libre de gérmenes. La solucion
resultante fue llevada a sequedad en una cdmara de secado al vacio a una
presion reducida y a una temperatura de 50 °C; luego se peso el residuo
seco y se guardd en refrigeracion a 2 °C en frasco de vidrio de color
ambar estéril. De este residuo seco, se prepararon las concentraciones de
25%, 50 % y 100% disueltas en agua respectivamente. Finalmente, los
extractos acuoso se guardaron en frascos de vidrio de color dmbar
estériles.

Para el analisis fitoquimico, se realizé mediante “prueba a la gota” que es
un ensayo que permite determinar de manera cualitativa el tipo de
metabolitos presentes en un extracto vegetal. El método consiste en
someter al extracto vegetal a reactivos especificos los cuales general
compuestos coloreados. Se pes6 cuatro muestras de 5 gramos cada uno de
material vegetal seco y molido, se empaquetaron con papel filtro y se
agreg6 30 mL de solvente (cloroformo, etanol, agua y HCI 1%) y se tapo
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con luna de reloj. Se sometieron a calentamiento con bafio maria por
espacio de 10 minutos, evitando que se evapore el solvente, luego se dejé
reposar. Finalmente se realizaron los ensayos siguientes: espuma
(saponinas), cloruro férrico o gelatina (taninos), Shinoda (flavonoides),
Liebermann-Burchard (esteroides), Borntrager (quinonas), Dragendorff
(alcaloides), Meyer (alcaloides), Wagner (alcaloides), Kedde
(cardiotonicos) y de pH (antocianinas) para identificar sus respectivos

metabolitos secundarios.

Obtencién de esteroides: a 5 gotas del extracto se afiadié 5 gotas de
anhidro acético y luego 2 gotas de acido sulfurico concentrado. Una
coloracion verde, azul, azul verdoso, violeta o roja, indicd presencia de un
ndcleo de esteroide.

Obtencion de Quinonas: a 5 gotas del extracto se secé y se agrego 5
gotas de tolueno y luego 5 gotas de NaOH al 5%. Al aparecer coloracion
naranja en la fase acuosa indicé la presencia de antraquinonas y
naftoquinonas.

Obtencién de Flavonoides: A 5 gotas de muestra se le coloc6 unos trocitos
de magnesio metalico y luego se agregd 3 gotas de acido clorhidrico
concentrado. La coloracion rojiza indico la presencia de flavonoides.
Obtencion de cardiotdnicos: a 5 gotas se le agregd 3 gotas de reactivo de

Kedde, la coloracion violeta es prueba positiva.

Obtencidn de taninos: a 5 gotas de extracto se afiadié 2 gotas de solucion
de FeCI3 al 10%, la coloracion azul indic6 la presencia de taninos

hidrolizables y la coloracion verde de taninos condensados.

Obtencién de saponinas: se colocaron 3mL del extracto en un tubo de
ensayo Y se agito por 30 segundos, se esperaron 15 minutos, la persistencia

de la espuma indico la presencia de saponinas.

Obtencidn de Alcaloides: se colocé en 3 tubos de ensayo 1mL del extracto acido.

Se afiadid a cada uno 2 gotas de los reactivos Dragerndorff, Wagner y Meyer. La
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turbidez o precipitados (rojo a naranja, blanco a crema y marron) se considero
positivo a alcaloides.

5. Para la preparacion de los discos de sensibilidad de Solanum tuberosum, se
tomaron 2ml. de cada extracto acuoso y se distribuyeron en 3 viales
estériles proporcionalmente para luego incorporar los discos de papel
Whatman N°1 de 6mm de didmetro. Luego de 10 a 20 minutos, los viales
fueron llevados a 37°C por 5 horas para su secado.

6. La cepa de Staphylococcus aureus se obtuvo del cepario de la Seccién de
Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de
Trujillo (ANEXO 03). Una vez obtenida la cepa, se procedio a reactivarla
utilizando caldo nutritivo y luego conservarla en agar manitol, hasta la

realizacion del trabajo experimental.

7. El sembrado se realizd con un hisopo estéril, el cual se embebid en un tubo
del cultivo y a una distancia de 10cm de la llama de un mechero, se
sembr6 en placas Petri con Agar Mueller Hinton hisopando
uniformemente sobre toda la superficie del agar y girando cada placa 30°C

por aproximadamente 10 veces.

8. Para determinar el efecto inhibitorio se usaron las 3 diluciones del
Solanum tuberosum a las concentraciones de 25, 50 y 100%. A su vez, se
usaron dos grupos controles con vancomicina y oxacilina para los
resultados tanto en el grupo experimental como en este Gltimo grupo. La
sensibilidad antimicrobiana se realiz6 mediante el metodo de la difusion
del disco (Kirby Bauer). Se utiliz6 el medio Mueller Hinton que se

distribuyd en placas con una altura de 4 mm.
9. Se preparo el inoculo en caldo de Mueller Hinton de las colonias aisladas

seleccionadas de una placa de agar después de 24 horas de incubacién (en

un medio enriquecido, el agar soya tripticasa). Se ajusto la turbidez de la
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10.

11.

suspension al equivalente 1.5 x 108 UFC/ml al tubo estandar 0,5 de la
escala de McFarland. Luego se utiliz6 una pinza estéril para colocar los
discos de Vancomicina 30ug, oxacilina 1ug y Solannum tuberosum, para
colocarlos a una distancia de 25mm entre discos, sobre la superficie de las

placas sembradas con S. aureus.

Estas placas se incubaron a 37°C por 24 horas, para luego realizar la
lectura de los halos de inhibicién y la medicion del diametro (mm)
colocando una regla sobre el reverso de la placa y comparando con las
tablas estandarizadas (ANEXO 09).

Para a determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI), se
preparo6 cuatro tubos de ensayo para el microorganismo. Tres tubos con las
concentraciones de 25, 50 y 100%, a las que se afiadié 0.8 mL de cada
concentracion, luego se realiz6 la inoculacion de 0.2 mL de la bacteria (en
concentraciones semejantes al tubo 0.5 de la escala de Mac Farland). En el
cuarto tubo se realiz6 un control papa fermentada, al cual se le afiadié 1mL
de indculo de la bacteria. Luego se incubaron los tubos a 37°C por 24 a 48
horas. Finalmente se realizaron 10 repeticiones para cada concentracion de
Solanum tuberosum y se determinaron las cuentas viables sembrando
0.1mL de la solucién de cada tubo en 10 placas con agar Mueller Hinton
por cada concentracion (es decir, 40 placas) utilizando el asa de Driglasky
para dispersar la muestra, dichas placas se colocaron en la estufa por 24
horas a 37°C y luego se observé el crecimiento del microorganismo
mediante el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC),
considerando como CMI a la menor concentracion en la que no se logré
observar UFC.
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1.6 ANALISIS DE LOS DATOS

Luego de la recoleccion de datos (ANEXO 05), estos fueron ordenados en
Excel 2013 para luego ser analizados con el programa SPSS version 23. Para
determinar el efecto antimicrobiano se utilizdé el método de la comparacion
con los antibidticos, los halos de inhibicidn expresados en numeros se
agruparon en variables cualitativas y fueron analizadas mediante promedios y
medidas de dispersion, luego se determind su comparacion mediante la prueba
ANOVA para un factor con post-hoc Tukey aceptandose que las diferencias
obtenidas por los halos de inhibicion son diferentes si p <0,05. La CMI se
analizé mediante tabla de frecuencia con promedio y desviacion estandar.

1.7 ASPECTOS ETICOS

Se solicito aprobacién previa para la ejecucion del proyecto de investigacion
por parte del Comité de Bioética de la Universidad Privada Antenor Orrego
(ANEXO 04), asi mismo se solicito el permiso para el uso del laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia (ANEXO 01). También se solicito el permiso
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de
Trujillo para realizacion del extracto acuoso de Solanum tuberosum y marcha
fitoquimica (ANEXO 02). Se solicité la certificacion de la pureza y viabilidad
de las cepas de Staphylococcus aureus Para la realizacion de la investigacion
se tuvo en cuenta las medidas de bioseguridad de los investigadores, asi como
los principios 11 y 13 de la declaracion de Helsinki#, los articulos 49 y 50 de
la ley general de salud que establecen normas para los recursos terapéuticos
naturales*? y se tomaron en cuenta los articulos 42-48 del cddigo de ética y
deontologia del Colegio Médico del Peru, al respecto de los trabajos de

investigacion*®,
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111.RESULTADOS

La susceptibilidad antibiotica fue analizada mediante halos de inhibicion y
comparada con la escala de Duraffourd, Staphylococcus aureus es sensible limite”
con vancomicina (13,54 + 0,68 mm) y “muy sensible” con oxacilina (15,86 +
0,19). Asi mismo, Staphylococcus aureus mostrd ser “muy sensible” frente al
extracto acuoso de Solanum tuberosum al 25% (17,75 = 1,05 mm) y “sumamente
sensible” frente a concentraciones del 50 y 100% (22,17 £ 0,94 y 25,42 + 1,62
mm respectivamente). Ademas los resultados fueron comparados con ANOVA
para un factor con post prueba Tukey, determinando que existe diferencia
significativa entre los promedios obtenidos por todos los grupos de tratamiento,
siendo el extracto de Solanum tuberosum al 100% el mejor tratamiento por haber

logrado el mayor promedio de halos de inhibicion (Tabla 1 y Gréfico 2).

En analisis cualitativo de la marcha fitoquimica realizada al extracto acuoso de
Solanum tuberosum, mostré que de los resultados positivos la intensidad fue alta

para los compuestos fendlicos y aminoacidos libres (Tabla 2 y Anexo 6 ).

La concentracion minima inhibitoria fue de 500 mg/dL a concentracion del 50%
de tocosh de S. tuberosum (TABLA 3).
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TABLA 1. Susceptibilidad antibacteriana in vitro mediante halos de inhibicién de los

diferentes grupos de tratamiento frente a Staphylococcus aureus.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E .
X + DE X + DE X + DE X + DE X+DE P
DHI
17,75+105 22,17+0,94 2542+1,62 1354+0,68 1586+0,19 0.000
(mm)
*Prueba de Tukey.
X: promedio.

DE: Desviacién Estandar.

DHI: Diametros de halos de inhibicion.

Grupo A: S. aureus + extracto acuoso de Solanum tuberosum a 25%.
Grupo B: S. aureus + extracto acuoso de Solanum tuberosum a 50%
Grupo C: S. aureus + extracto acuoso de Solanum tuberosum a 100%
Grupo D: S. aureus + Vancomicina.

Grupo E: S. aureus + Oxacilina.

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la

Universidad Privada Antenor Orrego.
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Tabla 2. Marcha Fitoquimica del extracto acuoso de Solanum tuberosum

(papa fermentada).

Metabolitos Ensayos Resultado
Catequinas Na,CO3 + Luz UV -
Lactonas Baljet -
Triterpenos y esteroides Liebermann - Burchard +
Quinonas Borntrager -
Glicosidos cardiotonicos Kedde -
Compuestos fenolicos Cloruro Férrico +++
Flavonoides Shinoda ++
Antocianidina Antocianidinas -
Saponinas Espuma -
Alcaloides Dragendorff ++
Alcaloides Mayer ++
Alcaloides Wagner ++
Taninos Gelatina -
Azlcares reductores Fehling ++
Aminoacidos libres Ninhidrina +++

Leyenda:
Resultado positivo: +
Resultado negativo: —

Intensidad:
+ Baja
++ Moderada
+++ Alta

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Farmacognosia de la Universidad
Nacional de Trujillo.
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Tabla 3 Concentracion minima inhibitoria mediante el recuento de unidades
formadoras de colonias luego de la aplicacién de los grupos de tratamientos

comparado con grupo control.

Repeticion Grupo A Grupo B Grupo C Grupo Control
(UFC/mL) (UFC/mL)  (UFC/mL) (UFC/mL)
1 450 0 0 1000000000
2 250 0 0 1000000000
3 500 0 0 1000000000
4 750 0 0 1000000000
5 580 0 0 1000000000
6 600 0 0 1000000000
7 480 0 0 1000000000
8 560 0 0 1000000000
9 620 0 0 1000000000
10 700 0 0 1000000000
X + DE 549 + 140.75 0 0 1000000000 + 0
X: promedio.

DE: Desviacion Estandar.
Grupo A: S. aureus + extracto acuoso de Solanum tuberosum a 25%.
Grupo B: S. aureus + extracto acuoso de Solanum tuberosum a 50%

Grupo C: S. aureus + extracto acuoso de Solanum tuberosum a 100%

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la

Universidad Privada Antenor Orrego.
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IV. DISCUSION

Hoy en dia, las enfermedades infecciosas son las razones mas importantes de la
mortalidad (especialmente en los paises del tercer mundo)®. Los antibi6ticos
sintéticos (artificiales), ademas de ser caros y tener efectos secundarios, pueden
causar resistencia a farmacos. Por lo tanto, el desarrollo de antibidticos naturales
es necesario®. Debido a que se ha reportado informacion favorable acerca de las

propiedades antibacterianas de Solanum tuberosum?,

El objetivo de este estudio fue evaluar si existe efecto inhibitorio in vitro de
Solanum tuberosum (papa fermentada) sobre cepas de Staphylococcus aureus

comparado con vancomicina y oxacilina.

La determinacion de la composicion de los componentes bioquimicos del extracto
acuoso de ST se realizO mediante ensayo cualitativo, obteniendo resultados
positivos para triterpenos, esteroides, alcaloides, aminoacidos libres y compuestos
fenolicos, siendo estos dos ultimos los compuestos con las intensidades mas altas
(Tabla 2). Concordante con Sandoval M, et al (2015), quienes realizaron una
investigacion utilizando el tocosh de Solanum tuberosum procedente de
Huancayo, reportando que se compone principalmente de compuestos fendlicos,
alcaloides y aminoacidos libres y no hubo presencia de flavonoides en la reaccion
de Shinoda®.

Los estudios demuestran que, a excepcion de la cascara y la corteza que contienen
grandes cantidades de compuestos fendlicos en comparacion con otras partes, hay
poca diferencia en el contenido de compuestos fendlicos en las otras partes del
tubérculo de Solanum tuberosum?®. Ah-Hen K, et al (2013), concluye que los
compuestos fenolicos se distribuyen principalmente entre la cascara y la corteza
de Solanum tuberosum, de modo que aproximadamente el 50% de los compuestos
fenolicos totales se encuentran en la céscara y los tejidos circundantes y la

cantidad restante se reduce desde el exterior hacia el centro®.
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Ademas, en la céascara de Solanum tuberosum, también se encuentran otros
metabolitos secundarios como &cido clorogénico y glutation, dos flavonoides que,
segun Singh A, et al (2011) poseen propiedades antioxidantes mediante la
inhibicion de radicales libres, gracias a sus grupos sulfhidrilo?®. Cabe resaltar que
para la realizacion de esta investigacion se utilizd el tocosh de S. tuberosum, el
cual consiste en polvo de céascara, corteza y pulpa de la papa, por lo que las
concentraciones de los metabolitos secundarios tendrian que ser superiores

mediante esta forma de preparacion.

De forma similar, Eichhorn S, et al, extrajo los metabolitos activos de Solanum
tuberosum L., mediante cromatografia en contracorriente, encontrando petunidina,

pelargonidina, peonidina y malvidina“®.

En otros trabajos mas recientes, se demostré que las antocianinas existentes en
Solanum tuberosum ejercen fuertes efectos antibacterianos, Bontempo P, et al
(2013), extrajeron principalmente las antocianinas petunidina, malvidina y
cianidina de Solanum tuberosum L. las cuales mostraron actividad antibacteriana
frente cepas bacterianas Gram positivas y Gram negativas, siendo la CMI frente a
S. aureus de 15.6 ug/ml, mostrando una sensibilidad muy alta al extracto®, por
supuesto, se debe mencionar que la céscara de S. tuberosum contiene otros

compuestos fendlicos, tales como derivados de &cido clorogénico.

En la estructura de S. tuberosum, también se han encontrado otros compuestos
fenolicos como las flavonas que han mostrado que tienen propiedades
antibacterianas. De hecho, segin Venkatesan P, los flavonoides ejercen
propiedades antivirales, antibacterianas y antifingicas*’. De forma consistente,
Cushine y Lamb demostraron que las flavonas a concentraciones de 3,9-15,6 g/ml
inhiben el crecimiento de cinco cepas susceptibles de S. aureus y nueve cepas de

S. aureus resistente a meticilina®®.

En Pery, Rojas C, et al (2016), identificaron y cuantificaron compuestos fendlicos
en papas cultivadas en El Zuro y Huayatan Alto en Santiago de Chuco - La
Libertad, encontrando que el contenido mas alto de metabolitos secundarios fue

de &cido clorogeénico (476,82 * 63,58), acido neoclorogeno (87,90 * 19,42), acido
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cafeico y vainillina, y ademas la mayor concentracion de metabolitos se encontrd

en la cascara®.

Los resultados muestran que S. aureus fue muy sensible frente al 25% y muy
sensible frente al 50 y 100% de extracto acuoso de Solanum tuberosum, segln la
escala cualitativa de Duraffourd; asi mismo los halos inhibitorios fueron
significativamente superiores que los grupos controles con oxacilina y
vancomicina (p= 0,000), siendo el extracto al 100% la mejor concentracion al
haber logrado el mayor resultado en los halos de inhibicion (25,42 £ 1,62 mm), tal
y como se muestra en la tabla 1. Se obtuvo que los halos de inhibicion oxacilina
con fueron en promedio significativamente mayores a los obtenidos con
vancomicina, probablemente porque la cepa fue obtenida y certificada del cepario
de la Universidad Nacional de Trujillo. Asi mismo, en la determinacion de la
CMI, el extracto de ST al 50% (500 mg/mL) representd la menor concentracion
que inhibié completamente el crecimiento bacteriano (tabla 3).

Al respecto de los resultados con Solanum tuberosum, otros autores utilizaron
diferentes especies de Solanum, los cuales también mostraron actividad
antibacteriana. Alamri S, et al (2012), utiliz6 extracto etandlico de Solanum
incanum L frente a cepas de S. aureus, determinando que al 25% los halos de
inhibicion logrados fueron de 18 mm en promedio®. Zadra M, et al (2013), utilizd
extractos metandlicos de Solanum guaraniticum, los extractos mostraron actividad
moderada frente a bacterias Gram positivas, como S. aureus (MIC = 256 ug/mL)
y fueron inactivos frente a bacterias Gram negativas®. Estos resultados son
contrarios a lo reportado por Pavithra P, quien no encontré actividad

antibacteriana de Solanum incanum frente a S. aureus®?.

Los hallazgos del presente trabajo concuerdan con lo reportado en otras
investigaciones. En el estudio de Pekka J, et al, quienes realizaron ensayos con 29
especies botanicas y 9 subespecies bacterianas, concluye que el extracto fenolico
de la céascara de Solanum tuberosum posee moderada actividad antimicrobiana

frente a S. aureus, cuando se utiliza una concentracion de 1 mg/mL52.
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Amer W, et al (2014), utilizé6 Solanum tuberosum procedente del Cairo y lo
enfrentd a cepas de S. aureus con una concentracién de 100mg/mL, obteniendo
una alta susceptibilidad de la bacteria frente al extracto (20 a 29 mm de halos de

inhibicion)®3.

De manera similar, en el estudio de Amanpour R, et al (2015), el extracto
etandlico de Solanum tuberosum tuvo propiedades antibacterianas y su efecto fue
mas pronunciado en bacterias Gram positivas, especialmente S. aureus, para lo
cual utilizaron discos con 30 pL de extracto al 100% (100 mg/ml), obteniendo
halos de inhibicion de 14.66 + 0.47 mm, asi como una CMI de 0.62 mg/dL*. Los
resultados aqui presentados son mayores que en las otras investigaciones, lo que
puede ser debido a que se utilizd una mayor concentracion (250 mg/mL para el
25%), asi mismo cada disco de inhibicién cont6 con 17 mg de tocosh de ST,
cantidades determinadas por conveniencia del investigador, al conocer que el
efecto antibacteriano de los extractos acuosos son en su mayoria menores que los

obtenidos con extractos hidroalcohdlicos.

Al respecto, se conoce que los productos ricos en antocianinas y flavonoides
pueden tener un efecto protector sobre la salud humana, los mecanismos son
probablemente multiples y sinergias con otros compuestos, incluyendo, acidos

organicos, acidos fendlicos y sus mezclas>*>°%°

Lacombe A, et al (2010) y los estudios de Wu, demostraron que la peonidina, una
antocianina presente en la cascara de S. tuberosum, caus6 dafios morfolégicos en
las células bacterianas, como pérdida de la integridad estructural de la pared,
membrana y matriz intracelular®”8. Esto es concordante con las conclusiones de
Viskelis P, quien reportd que las antocianinas juegan un papel importante en la
disgregaciéon localizada e irregularidad en la membrana celular y fuga de

citoplasma sobre S. aureus expuesta a antocianinas peonidina y cinadina®®.

De manera similar, Naz S, et al, evaluo el efecto antimicrobiano de pelargonidina,
cianidina y quercetina frente a diferentes especies bacterianas, siendo S. aureus,
una de las mas susceptibles, logrando halos inhibitorios de 18.7, 18.8 y 18.4 mm,

respectivamente para cada antocianina, ademas los mecanismos que se cree son
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responsables de la toxicidad de estos compuestos fendlicos incluyen la inhibicion
enzimatica mediada por los compuestos oxidados (reaccidon con Sus grupos
sulfhidrilo) o mediante interacciones con proteinas que conducen a su inactivacion
y pérdida de funcidn bacteriana, asi mismo los fenoles también pueden hacer que

los sustratos no estén disponibles para los microorganismos®.

Los estudios de Puupponen R, et al (2005), quienes realizaron ensayos
antimicrobianos con flavonoides en donde plantea la posible accion de los
flavonoides y otros compuestos fendlicos como las antocianinas de desestabilizar
la membrana citoplasmatica, permeabilizar la membrana plasmatica, inhibir las
enzimas microbianas extracelulares y privarlas de los sustratos necesarios para

crecert162,

Al respecto del acido clorogénico, Lou Z, et al (2011), analiz6 este metabolito
frente a distintas bacterias, obteniendo una MIC a 40 ug/mL, ademés analiz6 los
mecanismos de accion, mostrando que este compuesto podria aumentar la
permeabilizacidn de la membrana externa de bacterias Gram positivas mediante la

induccion de la salida rapida de potasio citoplasmatico®.

Por lo anterior, los didmetros obtenidos con Solanum tuberosum frente a S.
aureus, muestra que esta especie botanica posee actividad antimicrobiana,
inhibiendo su crecimiento y que este efecto aumenta al aumentar la concentracion,
lo cual es muy probable debido a los componentes que conforman el extracto del
tocosh de Solanum tuberosum como flavonoides y antocianinas petunidina,
malvidina y cianidina y &cido clorogénico, que acttan por diferentes mecanismos

y en distintas partes de la bacteria.

Se debe tener en cuenta que no se pudo realizar la cuantificacion de los
metabolitos secundarios presentes en el extracto acuosos de Solanum tuberosum,
y que no se realizd con una cepa ATCC estandarizada internacionalmente, sino
que procedia fue certificada por el laboratorio de la Universidad Nacional de
Trujillo, debido al hecho no contar los medios necesarios; asi mismo otra de las
limitaciones fue el no realizar mayor nimero de concentraciones de prueba por

contar con poca cantidad del extracto de la planta en condiciones optimas.
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V. CONCLUSIONES

La susceptibilidad antibiotica in vitro por halos de inhibicion de Solanum
tuberosum (papa fermentada) sobre Staphylococcus aureus fue de 17,75 +
1,05 mm, 22,17 + 0,94 y 25,42 + 1,62 mm, para concentraciones del 25,
50 y 100% respectivamente.

Los componentes fitoquimicos del extracto acuoso de Solanum tuberosum
fueron principalmente compuestos fendlicos y aminoacidos libres.

La concentracion minima inhibitoria de Solanum tuberosum sobre
Staphylococcus aureus fue de 500 mg/mL

Los extractos acuosos de Solanum tuberosum (papa fermentada) fueron
superiores a los controles con vancomicina y oxacilina a cualquier

concentracion.
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VI. RECOMENDACIONES

. Se recomienda comparar los resultados con cepas ATCC de

Staphylococcus aureus.

. Se recomienda realizar cuantificacién de los metabolitos secundarios de

Solanum tuberosum (papa fermentada).

. Se recomienda ampliar los estudios del efecto antimicrobiano con otras

concentraciones y dosis.
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ANEXO 01

SOLICITUD DE PERMISO DE USO DE LABORATORIO
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ANEXO 02

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

Trujillo, 06 de febrero del 2017

CONSTANCIA DE ASESORIA

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, docente de la Catedra de
Farmacognosia del Departamento Académico de Farmacotecnia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de
Trujillo, con cédigo UNT 5727 y acreditada como Docente Investigadora
por CONCYTEC con nimero de registro REGINA: N°1582.

Dejo constancia de haber asesorado a la alumna YADIRA YAJAIRA
LOPEZ CAMPOS en las actividades de preparacion del extracto
acuoso, preparacion de las concentraciones 25%, 50% y 100% y la
marcha fitoquimica, en el laboratorio de Farmacognosia de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de La Universidad Nacional de Trujillo.
Asimismo, las concentraciones de ensayo preparadas, serdn utilizadas
para el desarrolio de la tesis titulada: “Efecto inhibitorio in vitro de
Solanum tuberosum (papa fermentada) comparado con vancomicina y
oxacilina sobre cepas de Staphylococcus aureus”

Atentamente,

e Investigadora de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
Laboratorio de Farmacognosia
Universidad Nacional de Trujillo
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ANEXO 03

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO ..c,‘m“*““’
FACULTAD DE MEDICINA

A
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BASICAS
SECCION MICROBIOLOGIA MEDICA
Telef. 232391 - 474842 - anexo 108

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION DE CEPA DE Staphylococcus aureus

Conste por el presente que la Seccion de Microbiologia Médica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Trujillo, ha proporcionado la cepa de Staphylococcus aureus con c6digo 25-
FN-Mic.Med/FacMed/2016, aislada de fosas nasales de estudiantes de la facultad de Medicina de
la UNT, para la ejecucién de un trabajo de investigacion al Dr. Marco Antonio Zérate Arce . Esta cepa
ha cumplido con las caracteristicas de cultivo, bioquimicas y de patogenicidad de la especie
mencionada. Asi mismo es conservada en el Cepario del Laboratorio “Loius Pasteur” de

Microbiologia Médica entre 0 a 5°C. Se garantiza la purezay viabilidad de la cepa proporcionada.

Se otorga la presente certificacion para los fines que crea conveniente.

Trujillo, 08 de marzo del 2017

D AYALA RAVELO
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ANEXO 04

INFORME DEL COMITE DE BIOETICA
DE LA UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR ORREGO

INVESTIGACION:

“Efecto Inhibitorio in vitro de Solanum tuberosum (papa fermentada) comparado con

Vancomicina y Oxacilina sobre cepas de Staphylococcus aureus”
INVESTIGADOR RESPONSABLE:
Srta. Lopez Campos, Yadira Yajaira
El comité de Bioética de la Universidad Privada Antenor Orrego, reviso el trabajo
en referencia.
Considerando que no existen reparos éticos en la realizacién de experiencias

citadas en el documento adjunto; el Comité aprueba la ejecucién en los aspectos metodolégicos

que se desarrollan en la citada investigacién, teniendo en cuenta que se tomaron las medidas

relacionadas con los aspectos bioéticos.

Trujillo, 09 de Marzo del 2017

Secretario Comité de Bioética-UPAO
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ANEXO 05

Diametros de halos de inhibicion obtenidos en cada grupo de tratamiento frente a

Staphylococcus aureus.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E

Repeticion

(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 20 22 25 14 15.8
2 18 23 26 13 16
3 18 22 24 13.5 16
4 19 23 30 13.8 16
5 16 22 24 13.9 15.5
6 17 21 25 12.8 16
7 18 22 25 13.4 16
8 17 21 24 135 15.9
9 18 24 25 13.6 15.7
10 17 23 26 135 15.5
11 17 22 25 135 15.9
12 18 21 26 14 16

Grupo A: S. aureus + extracto acuoso de Solanum tuberosum a 25%.
Grupo B: S. aureus + extracto acuoso de Solanum tuberosum a 50%
Grupo C: S. aureus + extracto acuoso de Solanum tuberosum a 100%
Grupo D: S. aureus + Vancomicina.

Grupo E: S. aureus + Oxacilina.

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la

Universidad Privada Antenor Orrego.
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ANEXO 06

Fotografias del Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso de Solanum
tuberosum (papa fermentada)

Fotografia 1.
Catequinas.

Reaccion (-)

No hay mancha verde
carmelita a la luz UV.

matp’

Fotografia 2.
Lactonas.
Reaccion (-)

No hay cambio de
coloracion

Fotografia 3.

Triterpenos y esteroides.

Reaccion (+).
Coloracioén azul verdoso

Fotografia 4.
Qunonas.
Reaccion (-)

No hay cambio de
coloracion

S e T e T
s A

Fotografia 5.
Glicosidos
cardiotonicos.
Reaccién (-)

No hay cambio de
coloracion

Fotografia 6.
Compuestos
fendlicos.
Reaccion (+++)
Coloracion verde

oscuro.

Fotografia 7.
Flavonoides
Reaccion (++)
Coloracién roja.

Fotografia 8
Antocianina
Reaccién (-)

No hay cambio de
coloracion
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Fotografia 9. ; Fotografia 11. :
Saponinas Fotografia 10. Alcaloides. Fotografia 12.
Reaccion (-) Alcaloides. Ensayo de Wagner. | Alcaloides.
No hay cambio de Ensayo de Dragendorff | Reaccion (+++). Ensayo de Mayer.
coloracion Reaccion (+++). Precipitado Reaccion (+++)
Precipitado anaranjado. | anaranjado Precipitado blanco.
‘nie
T
[+ ny

o e
1 .

Fotografia 13.
Taninos.
Reaccion (-)

No hay cambio de
coloracion

Fotografia 14.

Fehling.

Reaccion (++)
Precipitado de color
rojo ladrillo.

Fotografia 15.
Ninhidrina.
Reaccion (+++)
Coloracion violeta.
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ANEXO 07

26.00

24.00 +

22.00

20.00

18.00 +

16.00

\ 1586

13.54

14.00

Diametros de halos de inhibicion (mm)

12.00 =~ t
GRUFO A GRUFO B GRUPO C GRUFO D GRUPO E

Grupos de tratamiento

Gréafica 1. Promedios de halos de inhibicion obtenidos con los diferentes

grupos de tratamiento frente a Staphylococcus aureus

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la

Universidad Privada Antenor Orrego.
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ANEXO 8

Evaluacion de las medias de halos de inhibicién logrados por los diferentes grupos de

tratamiento frente a Staphylococcus aureus mediante prueba de Tukey.

Subconjuntos para alfa = 0.05

Grupo n 1 5 3 2 :
GRUPO D 10 13.54
GRUPO E 10 15.86
GRUPO A 10 17.75
GRUPO B 10 22.17
GRUPO C 10 25.42

Grupo A: S. aureus + extracto acuoso de Solanum tuberosum a 25%.

Grupo B: S. aureus + extracto acuoso de Solanum tuberosum a 50%

Grupo C: S. aureus + extracto acuoso de Solanum tuberosum a 100%

Grupo D: S. aureus + Vancomicina.

Grupo E: S. aureus + Oxacilina.

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la

Universidad Privada Antenor Orrego.
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ANEXO 09

Patrones estandar del halo de inhibicion para Staphylococcus spp,

puntos de corte equivalentes a la CMI y diametros del halo de

inhibicion para la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Cargadel . o Punto de corte §. aureus
GRUPO  Antimicrobiano disco (ug) Diametro del halo de inhibicién (mm) ~ Equivalente a la CMI (ug/ml) ~ ATCC 25923
Resistente Intermedia  Sensible  Resistente  Sensible intervalo *

A Peniclina G 10U <28 - 228 B-lactamasa’ <01 26-37

Oxaciina " (8. aureus) 1 <0 12 >13 >4 Q 18-24
(Estafilococos coagulasa-) 1 :1? - :18 :0.5 :0.25 -

B Vancomicina® 30 - - >15 >3 <4 17-21
Teicoplanina 30 <11 11-13 >14 232 <4 16-21
Eritromicina® 15 <13 14-22 223 28 <04 22-30
Claritromicina® 15 <13 1417 >18 28 <2 26-32
Azitromicina’ 15 <13 1417 >18 >8 <2 21-26
Clindamicina® 2 <14 15-20 >21 >4 <0.5 24-30
Trimetoprim / sulfametoxazol 1,25/23,75 :10 11-15 zﬂi :8!1 52 :2!38 24-32

c Gentamicina 10 <12 1314 »15 > <4 10-27
Ciprofloxacino 5 <15 16-20 221 24 <1 2230
Ofloxacino 5 <12 1315 >16 >8 < 24-28
Levofloxacino 5 <13 14-16 »17 8 <2 25-30
Cloranfenicol’ 30 <12 1317 >18 »32 <8 19-26
Rifampicina * ] <16 17-19 220 24 <1 26-34
Tetraciclina 2 30 14 15-18 =1Q :16 4 24-30

D Norfloxacino 10 <12 1316 217 >16 x4 17-28
Lomefloxacino 10 <18 19-21 »>22 »8 <2 23-29
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 >17 >128 <32 18-22
Sulfisoxazol 2500300 <12 1316 »17 »350 <100 2434
Trimetoprim ] :10 11-15 :16 :16 4 19-26




ANEXO 10
FOTOS

1. Obtencion de Solanum tuberosum:

2. Solanum tuberosum pulverizado para obtencion del extracto:

51



3. Esterilizacion del material(placas Petri y tubos de ensayo):

4. Siembra de Staphylococcus aureus en Agar manitol:
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5. Conservacion de la siembra de Staphylococcus aureus a 37°C
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7. Discos embebidos en extracto de Solanum tuberosum:
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9. Colocacion de placas Petri con discos de vancimicina, oxacilina 'y
extracto al 25%, 50% y 100% de Solanum tuberosum
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10. Resultado satisfactorio halos de Solanum tuberosum.
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11. Tubos de ensayo para concentracién minima inhibitoria:

12. No se observa crecimiento del microorganismo mediante el conteo de
unidades formadoras de colonias (UFC) al 50 y 100% :
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13. Crecimiento de unidades formadoras de colonias al 25%
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