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RESUMEN

OBJETIVO: Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Vaccinium corymbosum L. sobre Escherichia coli uropatégena.

MATERIAL Y METODOS: Estudio experimental y transversal del efecto
antibacteriano in vitro de Vaccinium corymbosum L. en las concentraciones 25%,
50%, 75% y 100%, y ciprofloxacino como control positivo y suero fisiolégico como
control negativo sobre Escherichia coli uropatégena. Determinandose mediante
el método de Kirby Bauer la susceptibilidad al extracto etandlico, por macro
dilucion en caldo y posterior conteo de unidades formadoras de colonias (UFC)
la concentracion bactericida minima (CBM). Haciendo uso de la desviacion
estandar, analisis de varianza y la prueba de Duncan, con una significancia del
5%.

RESULTADOS: La susceptibilidad de Escherichia coli uropatbégena frente al
extracto etanodlico de Vaccinium corymbosum L. al 25%, 50%, 75% y 100%,
ciprofloxacino y suero fisiolégico fueron 8,60 + 0,97 mm; 9,60 + 0,70 mm; 14,00
+ 2,21 mm; 16,10 + 0,99 mm; 33,70 + 2,06 mm; 6,00 + 0,00 mm,
respectivamente. La CBM fue la concentracion al 75% al hallarse 0 UFC.
CONCLUSIONES: La susceptibilidad del extracto etandlico de Vaccinium
corymbosum L. resultd a la concentraciones de 50% y 75% “sensibilidad limite”
mientras que a la concentracion al 100% fue “sensibilidad media”,y para
ciprofloxacino fue “sensible”. La CBM del extracto etandlico de Vaccinium
corymbosum L. sobre Escherichia coli uropatégena fue a la concentracion de
75%.

PALABRAS CLAVE: Vaccinium corymbosum L., Escherichia coli uropatégena,

extracto etandlico.



ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate the in vitro antibacterial effect of the ethanol extract of
Vaccinium Corymbosum L. on uropathogenic Escherichia coli.

MATERIAL AND METHODS: Experimental and cross-sectional study of the in
vitro antibacterial effect of Vaccinium corymbosum L. in concentrations 25%,
50%, 75% and 100%, and ciprofloxacin as a positive control and physiological
serum as a negative control over uropathogenic Escherichia coli. The
susceptibility to ethanolic extract was determined by Kirby Bauer's method, by
macro dilution in broth and subsequent colony forming unit count (CFU) the
minimum bactericidal concentration (MBC). Using the standard deviation,
analysis of variance and the Duncan test, with a significance of 5%.

RESULTS: The sensitivity of uropathogenic Escherichia coli against the 25%,
50%, 75% and 100% ethanol extract of Vaccinium corymbosum L., ciprofloxacin
and physiological serum were 8.60 + 0.97 mm; 9.60 £ 0.70 mm; 14.00 = 2.21
mm; 16.10 £ 0.99 mm; 33.70 = 2.06 mm; 6.00 £ 0.00 mm, respectively. The MBC
was the 75% concentration when 0 CFU were found.

CONCLUSIONS: The susceptibility of the ethanol extract of Vaccinium
corymbosum L. resulted in concentrations of 50% and 75% "limit sensitivity" while
at 100% concentration it was " medium sensitivity", and for ciprofloxacin it was
"sensitive". The CBM of the ethanol extract of Vaccinium corymbosum L. on
uropathogenic Escherichia coli was at a concentration of 75% as with
ciprofloxacin, as evidenced by 0 CFU.

KEY WORDS: Vaccinium corymbosum L., uropathogenic Escherichia coli,

ethanolic extract.
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l. INTRODUCCION

1.1 Marco teoérico

Las infecciones de la via urinaria (IVU) se caracterizan por la colonizacion de
microorganismos patdégenos, a predominio de bacterias, pudiendo llegar a
presentar sintomatologia, tomando como cifra diagnéstica 10° unidades
formadoras de colonias (UFC)/ml, y en los hombres por la presencia mayor o
igual de 10° UFC/mI. Otro concepto a tomar en cuenta, es que, si esta muestra
es tomada mediante sonda, el conteo de UFC/ml debe ser mayor o igual a 10?
UFC/ml. Aunque existe una excepcion a estas reglas, en la cual la presencia de
microorganismos mayor o igual a 102 UFC/ml en ausencia de sintomatologia da

el diagnoéstico de bacteriuria asintomética (1).

Considerada como causante de una gran morbilidad en la poblacion,
encontrandose entre los principales motivos de consulta hoy en dia, tomando a
mujeres adolescentes como su poblaciébn mas vulnerable, en las cuales la
recurrencia afecta 1-2 por cada 5 mujeres. Cabe resaltar que su terapia es de
manejo empirico, por lo que tratamos antes de conocer al agente agresor. Y cuya
resistencia va en aumento, tanto las nosocomiales como las adquiridas en la
comunidad (2). En el Per(, se posiciona como la segunda causante de
enfermedad en pacientes ambulatorios y hospitalizados (3), y se reporta que 1

de cada 5 cultivos, son positivos (4).

Debido a una falla en sus mecanismos de proteccidn, ya sea en la orina, por sus
caracteristicas fisicas y quimicas, el peristaltismo ureteral, problemas en su

vaciado, y en las mujeres una uretra mas corta, el declive de los estrégenos, su



proximidad con el periné y el ano, la humedad de la zona y que durante la
actividad sexual, se practica un masaje en la zona que favoreceria el ascenso

(5-7).

Segun la frecuencia del agente aislado en las IVU podemos identificar a
Escherichia coli, klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, entre otros. Pese al paso de los afios y el uso de
antimicrobianos, sigue manteniéndose a la cabeza el uropatdbgeno Escherichia
coli, en mas de la mitad de los casos, indistintamente del sexo, con un aumento

proporcional con la edad (2,6,8).

Escherichia coli pertenece a la familia de las enterobacterias, es un bacilo Gram
negativo, anaerobio facultativo, que forma parte de la flora intestinal del ser
humano. De acuerdo a su estructura antigénica, podemos identificar antigenos
O relacionado con los lipopolisacéaridos, antigenos K relacionado con su capsula
en algunos, y antigenos H con sus flagelos. Siendo los relacionados a

infecciones del tracto uriario los serotipos O 1, 2, 4, 6, 7, 16, entre otros (9-11).

Dentro de sus mecanismos agresores estructurales cuenta con fimbrias P (pap),
pilis, antigenos capsulares, adhesinas no fimbriales, flagelos, y los secretados
como sus toxinas, hemolisina, factor de necrotizacion citotoxico y sideroforos
(quelantes de hierro), siendo su capacidad de adherirse al urotelio su principal

mecanismo de patogenicidad (9-13).

En Perl, para E. coli existe un aumento de la resistencia a norfloxacino,
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ciprofloxacino, trimetropin-sulfametoxazol y ampicilina; pero una mejor
sensibilidad a gentamicina, cloranfenicol, levofloxacino, nitrofurantoina vy

meropenem (3,4,14,15).

Tanto a nivel internacional como nacional, se ha visto un aumento de la
resistencia de E. coli a farmacos, tomando como principal mecanismo, la sintesis
de b-lactamasas de espectro extendido (BLEE). En el Peru, se identificé como
factores de riesgo, las infecciones urinarias previas, sexo masculino, el uso de
antibiéticos, hospitalizaciones previas, el uso crénico de corticoides, edad mayor
de 45 afios y cirugias previas (3,16,17). A su vez, una alteracion sobre los genes
gyrA, PparcC, gepA, gnr y acac-IB cr, provocan su resistencia al blanco de las

fluoroquinolonas (7).

“De acuerdo a la OMS, que propuso la definicibn de Medicina Tradicional y
Complementaria (MTC) 2014-2023, esta apoya la practica de conocimientos,
capacidades y practicas respaldados en teorias, creencias y experiencias de
diferentes culturas de un pais, donde no estan integradas en su totalidad en el
sistema de salud, con el objetivo de mantener la salud, prevenir y diagnosticar

enfermedades, tanto fisicas como mentales, principalmente crénicas” (18).

La importancia de la dieta humana se ve reflejada sobre su salud, es mediante
el consumo de frutas y verduras, sobre todo las bayas ya que no solo tienen un
agradable sabor sino por su alta carga de activos como los flavonoides, acidos
fendlicos, antocianinas, estibenos y taninos, vitaminas, minerales, antioxidantes,

fibras y componentes anticancerigenos (19,20).
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El arandano azul o blueberry (Vaccinium corymbosum L.) es un arbusto de la
familia Ericaceas. Posee yemas fructiferas, para sus flores y frutos, y de follaje,
para sus hojas, llegando a medir hasta tres metros, posee hojas del tipo ovada
0 lancelada, que varian de un tono verde hacia un rojizo de acuerdo a la
temporada del afo, tiene una flor blanca o rosada, sobre su fruto esférico

pequefio de 1.5 cm de didmetro de color azul, negro o morado (21,22).

El'V. corymbosum L. posee altas concentraciones de vitamina C, E, Ay complejo
B. Y propiedades biolégicas como anticancerigeno, antiinflamatorio,
antidiabetdégeno, degeneracion macular, reduce el colesterol y previene
Alzheimer (20). Ademas, esta familia presenta una alta carga en flavonoides,
antocianinas y proantocianidinas, siendo estos ultimos derivados de los taninos;
el cual le da brinda el efecto antibacteriano, al capturar los lipopoliscaridos de la
pared celular (23). Contiene &cido quinico, el cual posteriormente se convertira
en &cido hipurico, el cual fue relacionado en un principio como principal efecto
antibacteriano, al acidificar la orina, pero que posteriormente la evidencia lo ha
catalogado como insuficiente para acidificar la orina y tener efecto
bacteriostatico. Tambien se hace mencibn a su carga en fructosa y
proantocininidas tipo A, las cuales in vitro, inhibie la adhesién por parte de

fimbrias tipo 1 y tipo P, a las células uroepiteliales repectivamente (19,23-28).

“Se ha evidenciado in vitro que las tres fracciones constituida por azucares y
acidos organicos, por los compuestos fendlicos o por las antocianinas, poseen

accion antibacteriana frente a E. coli“ (28). “La accion de los compuestos
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fendlicos y antocianinas se produce a través de una interaccion especifica que
induce la desintegracion localizada de la membrana exterior de la bacteria, y que
podria estar relacionada con la quelacion de iones metélicos y por la induccion

de cambios en la expresion de diferentes genes” (28-30).

Aranda Ventura J. en el 2016 realizé un estudio con una paciente de 42 afios
con antecedente de ITU a repeticion y un episodio activo, tratada durante 20 dias
con polvo estandarizado de V. macrocarpon para combatir E. coli resistente a
quinolonas, aminoglucosidos y cefalosporinas de segunda generacién, en donde
se evidenciaron resultados positivos para dicho tratamiento, con una

sintomatologia negativa, al igual que sus urocultivos posteriores (25).

Adrianzen Ramirez J. en el 2017 realizé un trabajo experimental con zumo de
Vaccinium corymbosum L. donde se pudo obtener una reduccién in vitro de

colonias de E. coli a su concentracion del 100% (31).

Angel Gutierrez J. hizo un trabajo experimental sobre cepas de E. coli y S.
aureus, donde encontraron que ha mayor concentracion del extracto, se obtenia

mayor reduccion de estas cepas (32).

Pese a ello existen estudios donde el uso del Vaccinium macrocarpon,
poseedores de alta concentraciones de proantocianidinas, no ha brindado
resultados positivos sobre las bacterias que afectaron a grupos de mujeres
mayores, en las cuales el efecto del placebo brindaba los mismos resultados y

han optado por concluir que las recomendaciones del uso del arandano solo se
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ve promovido para aumentar el consumo de productos naturales (33-35).

Jensen HD en el 2017 llegd a concluir que el consumo de jugo de Vaccinium
macrocarpon fresco, disminuyo la carga de E. coli de la vejiga de un modelo

experimental con ratones (36).

Por la creciente resistencia de los microorganismos frente a farmacos
tradicionales, y al impacto que trae sobre la sociedad, con sus altos costos y sus
reacciones. Se estan realizando mdltiples investigaciones para encontrar nuevas
alternativas de tratamiento empleando productos naturales. Una de las bacterias
intrahospitalarias que ha adquirido resistencia multiple a los antibidticos es
Escherichia coli y una planta que estad adquiriendo un gran atractivo por sus
efectos sobre la salud humana es Vaccinium corymbosum L., su agradable sabor
y econOmica adquisicién en la poblacion peruana. Lo que se intenta con el
empleo del ardndano es proyectar su uso como una alternativa terapéutica para
mejorar manejos tradicionales y que sirvan como base para futuras

investigaciones dentro de la medicina alternativa.

1.2 Enunciado del problema
¢ Presenta efecto antibacteriano in vitro el extracto etandlico de Vaccinium

corymbosum L. sobre Escherichia coli uropatdgena?

1.3 Hipotesis
1.3.1 Hipotesis nula: El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. no

posee efecto antibacteriano in vitro sobre Escherichia coli uropatégena.
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1.3.2 Hipotesis alterna: El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L.

posee efecto antibacteriano in vitro sobre Escherichia coli uropatégena.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo General
Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico de Vaccinium

corymbosum L. sobre Escherichia coli uropatégena.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Medir la susceptibilidad in vitro por halos de inhibicidbn del extracto
etandlico de Vaccinium corymbosum L. sobre Escherichia coli
uropatégena.

e Determinar la concentracion bactericida minima (CBM) del extracto
etandlico de Vaccinium corymbosum L. sobre Escherichia coli
uropatégena.

e Comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Vaccinium corymbosum L. con las concentraciones administradas y

ciprofloxacino.
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Il. MATERIAL Y METODOS
2.1. Poblacién de estudio

Placas con Escherichia coli uropatégena

2.2 Criterios de seleccion
2.2.1 Criterios de inclusién
e Frutos de Vaccinium corymbosum L. maduros en perfecto estado con su
cascara, que no se encontraron contaminados por patdgenos ni
descompuestos.
e Placas petri con agar Miller Hinton con macrodilucion de Escherichia coli
uropatdgena y la concentracion de extracto etandlico de Vaccinium

corymbosum L.

2.2.2 Criterios de exclusion
e Frutos de Vaccinium corymbosum L. maduros que se encontraron
contaminados por patégenos y/o descompuestos.
e Placas Petri con agar Miiller Hinton con macrodilucion de Escherichia coli
uropatégena y la concentracibn de extracto etandlico de Vaccinium
corymbosum L., que durante el proceso de incubacién sufrieron deterioro y/o

contaminacion.

2.3 Muestray muestreo
2.3.1 Unidad de analisis
Formada por cada halo de inhibicién y las Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) resultantes del efecto del extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L.

a las concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100% sobre Escherichia coli
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uropatogena.

2.3.2 Tamaifo de la muestra

Para determinar el tamafio de la muestra se uso de la siguiente formula:

_ (Zay, + 25)?267

n= - —
(X, — Xx3)?

Donde:

Za/Z: 1.96 para un a =0.05.
Zp=0.84 para un $=0.20.
6:08(321 - fz)

Reemplazando:

(1.96 + 0.84)%2(0.8)(x;, — x,)*?
n= - —
(X, — %2)?

n = 10 repeticiones

Quedo fijado un muestreo de 10 repeticiones para cada concentracién de los
extractos etandlicos de Vaccinium corymbosum L. sobre Escherichia coli

uropatdégena y 10 repeticiones para cada grupo control.
2.4 Diseio de estudio

2.4.1 Tipo de estudio

Experimental y transversal.
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2.4.2 Disefo especifico

Extracto
etandlico de
Voccinium

25%

Escherichia co
uropatégena

li | etandlicode

Controles | Sombonin £
| 100%

Escherichia coli

sin ‘ Ciprofloxacino |

tratamiento

-

=

=
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2.5 Operacionalizacion de variables

Variable Definicidon Definicidon Naturaleza Indicador
conceptual operacional Escala de
medicién
Independiente: Macerado con etanol | Resultado de la Cualitativa Concentraciones:
96°, obteniendo na | maceracion del fruto nominal 0
Extracto i u i u i e 25%
. mezcla de principios | con etanol 96°, e 50%
etandlico de
activos 'y sustancias | obteniendo una mezcla o 75%
Vaccinium . N .
inertes de principios activos y e 100%
corymbosum sustancias inertes a
L. concentracion de 25%,
50%, 75% y 100%
Dependiente: Estado de disminucién o | Estado de disminucion Cuantitativo Diametro de los
Efecto ausencia de crecimiento | o ausencia de De razén halos de inhibicion:
_ ) de bacterias de | crecimiento de mm
antibacteriano
Escherichia coli | bacterias de
in vitro sobre ) e .
uropatdégena Escherichia coli
coli resultante del __
Cuantitativo CBM: conteo de UFC
. crecimiento de la
uropatogena De razén

bacteria sobre placas
Petri y su comparacion
de los halos de

inhibicién
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2.6 Procedimientos y técnicas

2.6.1 Autorizacion y asesoria

Se contd con la autorizacion de la Facultad de Medicina de la UNT para el uso
del laboratorio de Microbiologia (ANEXO N° 01). Ademas, se solicit6 la asesoria
de la encargada del Laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia
y Bioguimica de la UNT para obtener el extracto etandlico de Vaccinium

corymbosum L. (ANEXO N° 02).

2.6.2 Material botanico
La identificacion, clasificacién y conservacién de la planta con frutos se realizé
en el Herbarium Truxillense (HUT) (Anexo N° 03), a partir de su recoleccién del

distrito de Chao, provincia de VirQ, departamento de La Libertad.

2.6.3 Preparaciéon de la muestra de arandano
Los frutos de arandanos en buenas condiciones fueron seleccionados, lavados
posteriormente a chorro de agua, desinfectando con hipoclorito de sodio al 0.5

%. Y enjugados finalmente con agua destilada estéril.

2.6.4 Preparacion del extracto etan6lico de arandano

Con una licuadora se procedio a licuar 4 kg de fruto de ardndano fresco con 4
litos de etanol de 96° Gay Lussac (G.L) durante 5 minutos. Posteriormente se
llevaron a macerar a un frasco de vidrio ambar, y se afiadio el etanol hasta cubrir
2 cm de su nivel durante 7 dias, agitandose por 15 minutos en dos periodos por
dia. Pasado el tiempo se procedio a filtrar con gasa y con papel de filtro Whatman

N°2. El liquido filtrado se llevo a evaporar al vacio a 40°C, obteniéndose extracto
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seco. Posteriormente se prepararon las concentraciones tomando 2.5 g del
extracto seco con 10 ml de etanol al 96° G.L obteniendo una concentracion de
250 mg/ml lo cual representaria la concentracion al 25%, de la misma forma se
fueron tomando 5,0 g, 7,5 gy 10,0 g en 10 ml de etanol 96° G.L, obteniendose
las concentraciones de 50% (500 mg/ml), 75% (750 mg/ml) y 100% (1000mg/ml)

respectivamente (37).

2.6.5 Recoleccion de la muestra
La bacteria empleada
Escherichia coli uropatdgena donada por el laboratorio de Microbiologia de la

Facultad de Medicina de la UNT.

Preparacién del in6culo

Se prepard una solucion de colonias de la bacteria después de incubarlas
durante 24 horas. Se ajusto la turbidez empleando solucion salina hasta obtener
una concentracion semejante a la escala de Mc Farland 0,5 que corresponde a

1.5 x 108 bacterias/ml.

2.6.6 Determinacién de la susceptibilidad

Método segun Kirby Bauer

Inoculacién sobre placas

Se sumergio un hisopo largo estéril en la solucion preparada y se inoculo sobre
las placas de agar Muller Hinton cubriendo toda el area.

Se prepararon discos de 6 mm, utilizando papel filtro Whatman N° 1, los cuales

se impregnaron con 100 ul del extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L.:
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25%, 50%, 75% y 100% durante una hora, con pinzas se procedié a colocar los
discos sobre las placas Petri con la bacteria sembrada, incubandolas durante 24
horas a 37°C. Se midieron los resultados en mm, comparandose posteriormente
con la escala Duraffourd para el extracto etandlico: sensibilidad nula (-): < 8 mm;
sensibilidad limite (+): 9-14 mm; sensibilidad media (++): 15-19 mm; sumamente
sensible (+++): =2 20 mm (38). Y para ciprofloxacino: resistente: < 15 mm,;

intermedio: 16-20 mm; sensible: = 21 mm (39).

2.6.7 Concentracion Bactericida Minima

Primero, se realiz6 mediante la técnica de macro dilucion en caldo peptonado
con la propuesta del Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) (40), se
colocé 0.8 ml de las diluciones de Vaccinium corymbosum L. a concentracion de
25%, 50%, 75% y 100%. Y se afadié 0.2 ml del cultivo de Escherichia coli. Se
utilizaron 2 controles: un tubo de la bacteria con el antibiético y otro tubo de la
bacteria sin tratamiento.Tomando 0,1 ml de cada tubo se sembré en placas con
Agar Mdller Hinton, con ayuda del asa de Drigalsky, incubandolas durante 24
horas a 37°C. Y con apoyo del contador de colonias se determiné el nUmero de

UFC cuando el conteo fue mayor de 300 se utilizo la siguiente formula:

UFC: N4 xAxD
N: nimero de colonias contadas en un cm2
A: area del circulo

D: dilucion

Se consider6 la CBM cuando el resultado de UFC sea cero.
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2.7 Plan de analisis de datos

Para analizar los datos obtenidos se construyd tablas de frecuencia de 1
entrada con sus valores absolutos, promedio, desviacion estandar y graficos.
Para determinar si existe diferencia entre los promedios de las concentraciones
de la CBM se empled el andlisis de varianza de un disefio completamente
aleatorizado para la susceptibilidad analizando el halo de inhibicién,
posteriormente se hizo una prueba de comparaciones multiples utilizando la
prueba de Duncan, para hacer comparaciones y ver que tratamientos difieren

con los otros grupos. Ambas pruebas con un nivel de significancia del 5%.

2.8 Aspectos éticos

Se mantuvo la fiabilidad de los resultados segun el cédigo de ética del Colegio
Médico del Peru “Del trabajo de investigacion”, haciendo mencidén al articulo
48°. (41)

Se tomé en cuenta la Declaracion de Helsinki sobre los principios de
bioseguridad. (42)

Se solicitd la aprobacion por el comité de bioética de la Universidad Privada

Antenor Orrego (ANEXO N° 08).
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. RESULTADOS
De acuerdo a los promedios de los halos de inhibicion por los extractos
etandlicos sobre Escherichia coli uropatdgena, y segun la escala de Duraffourd
(mm): a la concentracidén de 25% fue “sensibilidad nula”, a la concentracion de
50% y 75% fue “sensibilidad limite”, a la concentracién de 100% fue “sensibilidad
media”. Y para el control positivo con ciprofloxacino de 33 mm, mientras que el
control negativo con solucion salina fue de 6 mm, tal como se observa en la
Figura 1,y Tabla 2 (ANEXO N° 04). Para ver si hay diferencia entre los promedios
de las concentraciones se hizo el andlisis de varianza, observandose diferencia
estadistica significativa (p<0,05), expresado en la Tabla 3 (ANEXO N° 04) . Y
para ver que los tratamientos difieren se hizo la prueba de Duncan presentado
en la Tabla 4 (ANEXO N° 04), con un nivel de significancia 0,05 se obtuvo que
entre las concentraciones al 25% y 50% los grupos no difieren, pero si existiendo

diferencia en los otros grupos.

Al evaluarse las UFC presentado en la Tabla 2, se determiné que frente a las
concentraciones del 75% y 100%, al igual que para el control con ciprofloxacino,
las UFC fue cero al no evidenciarse crecimiento. Para ver si hay diferencia entre
los promedios se hizo su analisis de varianza presentada en la Tabla 5 (ANEXO
N° 04), encontrdndose diferencia estadistica significativa (p<0,05). Y aplicAndose
la prueba de Duncan en la Tabla 6 (ANEXO N° 04), con un nivel de significancia
de 0,05 se observa que no hubo diferencia entre el grupo control con
ciprofloxacino y las concentraciones del extracto al 75% y 100%. La CBM fue al

75%.

24



Figura 1. Andlisis de la susceptibilidad in vitro de Escherichia coli uropatdgena
frente al extracto etanodlico de Vaccinium corymbosum L. a las concentraciones

de 25%, 50%, 75% y 100%, ciprofloxacino y suero fisiologico.

. 33,702,006

_ /\
g 25+ /
£ | 16,10+0,99
2 ] 14,00+2,21 —
g "IIIII .. ,,/"’..Jl'

10— I'-,I. B _,_,u/'ﬂ.
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8,60+0,97
16,00£°0,00

Concentraciones

Se evidencia la suceptibilidad gradual de Escherichia coli uropatégena frente al
extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. de acuerdo al promedio de sus
halos de inhibicion conforme aumenta la concentracion del extracto etandlico, a
la concentracion al 25% no hubo susceptibildiad. Y el grupo control con
ciprofloxacino tuvo la mayor susceptibildiad, mientras que el control con suero

fisiologico presento la menor susceptibilidad.
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Tabla 1. Analisis descriptivo para el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium
corymbosum L. en las concentraciones de 25%, 50% 75% y 100%, ciprofloxacino

y suero fisiologico, frente a Escherichia coli uropatdogena, mediante UFC.

. . Promedio

Concentraciones ni (UEC) Desv. Est.
Escher]chla Coli 10 %106 0.00
uropatégena

Ciprofloxacino 10 0.0 0.00
25% 10 1*101 1.40
50% 10 6*101 0.52
75% 10 0.0 0.00
100% 10 0.0 0.00

Se evidencia que el extracto etandlico de Vaccinium Corymbosum L. sobre
Escherichia coli uropatdgena frente a las concentraciones del 25% y 50% hubo
crecimiento de UFC, pero a las concentraciones del 75% y 100% las UFC fue

cero al no evidenciarse crecimiento, tomandose al 75% como su CBM.
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IV.  DISCUSION
La susceptibilidad de Escherichia coli uropatégena frente a Vaccinium
corymbosum L. dependio del método de extraccion utilizado, asi como de la parte
de la planta empleada (43, 44). Tal como se puede evidenciar con la
investigacion de Angel Gutierrez, que estudié el efecto de extracto neto tras pelar
los frutos, evidenciando halos de inhibicion que a su maxima concentracion al
100% los cuales obtuvieron como promedio 12,13 mm, considerada una
“sensibilidad limite” (32). Ademas, Adrianzen y Chiroque, probaron el efecto del
fruto sobre la bacteria haciendo uso del zumo del ardndano, obteniendo como
promedio 4 mm a su concentracion al 100%, considerada “sensibilidad nula” (31).
Estos resultados se deben a que en ninguna de las investigaciones se aprovechdé
la mejor forma de obtener los principios activos de sus flavonoides, los cuales se
hallan principalmente en la cobertura del fruto, que incluye las proantocianidinas,
antocianinas y flavonoles (24), ya que estos se pueden optimizar extrayéndolos
mediante el uso de etanol como se hizo durante la investigacion en la cual se
empled etanol 96° G.L, a su vez que se utilizo la totalidad del fruto, lo cual incluye
la cascara que es donde se concentra en mayor porcentaje estos principios
fitoquimicos (43, 44), permitiéndonos de esta manera preparar extracto
etandlico, de esta manera se pudo evidenciar que frente a una concentracion al
100% del extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. sobre Escherichia coli

resultd “sensibilidad media”.

El efecto bactericida evidenciado tras enfrentar directamente Vaccinium
corymbosum L. sobre Escherichia coli uropatogena, se vidé evidenciado al

realizar el conteo de UFC el cual fue cero a la concentracion del 75%, lo cual
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significa que hay ausencia de crecimiento bacteriano, por lo cual podriamos
contrastar las investigaciones de Gupta p, et al., Aranda Ventura J, Risco E, et
al., Monroy T. y Macias A. que comentan que su efecto se basa en una actividad
bacteriostatica al inhibir la adhesién bacteriana de las proantocianidinas (23-27).
Postulando que efectivamente existe efecto antibacteriano por parte de las
proantocianidinas, al capturar lipopoliscararidos de la pared celular no
permitiendo asi el crecimiento de UFC, y no solo inhibir su capacidad de

adherencia (23).

Ademas, el uso de etanol 96° G.L, volatiza facilmente al medio ambiente y a su
vez es menos téxico, los discos embebidos con los extractos a menor
concentracion poseen una mayor cantidad de etanol, por lo expuesto en el
método, lo cual se interpretaria que si el etanol al 96° G.L estuviera ejerciendo
un efecto antibacteriano, se evidenciaria que a la concentracion al 25% sus halos

serian mayor que al 100%, lo cual no llegd a ocurrir .

Y los residuos etandlicos segun la clasificacion de la convencion de la

Farmacopea de los Estados Unidos (USP), los postula dentro de la categoria 3,

los cuales se presentan como los residuos de menor toxicidad (45).
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V. CONCLUSIONES
El promedio de los halos de inhibicién de los extractos etandlicos de
Vaccinium corymbosum L. sobre Escherichia coli uropatégena al 25% fue
8,60 £ 0,97 mm; al 50% fue 9,60 + 0,70 mm; al 75% fue 14,00 = 2,21 mm;

al 100% fue 16,10 + 0,99 mm.

La concentracion bactericida minima del extracto etanodlico de Vaccinium

corymbosum L. sobre Escherichia coli uropatégena fue al 75%.

El grupo control con ciprofloxacino fue sensible y no permitio el

crecimiento de UFC, semejante a las concentraciones de 75% y 100% del

extracto etanodlico de Vaccinium corymbosum L.
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VI. RECOMENDACIONES
e Se recomienda el promover trabajos de investigacion in vivo sobre el
extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. por su efecto

antibacteriano sobre Escherichia coli uropatégena.
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VIII.  ANEXOS

ANEXO N° 01

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
FACULTAD DE MEDICINA;
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BASICAS MEDICAS

CONSTANCIA DE AUTORIZACION DE AMBIENTES Y EQUIPOS DEL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD

NACIONAL DE TRUJILLO PARA EJECUCION DE PROYECTO DE TESIS

Por la presente se deja constancia de la autorizacién de uso de los laboratorios y equipos de la
seccién de microbiologia medica de la facultad de medicina de la UNT, para la ejecucién del proyecto
de investigacién titulado: “EFECTO ANTIBACTERIANO in vitro DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL
Vaccinium corymbosum L. SOBRE Escherichia coli UROPATOGENA”, del alumno de sexto afio de la
Escuela de medicina de la UPAO BRUNO TOMAS ACEVEDO CELIS, identificado con DNI: 71214839,

con ID: 000110296, bajo el asesoramiento de la Dra. ELVA MEJIA DELGADO.

Se expide la presente para fines correspondientes

) D
...........-.M-;_-‘;-i)-e'&;j; Trujillo, 2 de noviembre de 2018.
Dre. Erve Mejt
*ULTAD DE MEDICINA
FA&%&M{?“ Secclon
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ANEXO N° 02

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

CONSTANCIA DE ASESORIA

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, docente de la Cétedra 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
numero de registro REGINA: N2 1582.

Dejo constancia de haber asesorado al alumno BRUNO TOMAS ACEVEDO CELIS, en las actividades
de preparacién del extracto etanélico, preparacion de las concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100%
del Vaccinium corymbosum, en el laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y
Bioguimica de la Universidad Nacional de Trujillo. Asimismo, las concentraciones de ensayo
preparadas seran utilizadas para el desarrollo de la tesis titulada: “EFECTO ANTIBACTERIANO IN
VITRO DEL Vaccinium corymbosum L. SOBRE Escherichia coli UROPATOGENA”.

Atentamente,

Dra.KAARILU ROXANA SOTO VASQUEZ
cop: §32%
Docente Investigadora de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
Laboratorio de Farmacognosia

Universidad Nacional de Trujillo
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ANEXO N° 03
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ANEXO N° 04

Tabla 2. Analisis descriptivo para la susceptibilidad in vitro de Escherichia coli
uropatdgena frente a Vaccinium corymbosum L. en las concentraciones de 25%,
50%, 75% y 100%, ciprofloxacino y suero fisioldégico, mediante el diametro (mm)

de los halos de inhibicion.

Promedio

Concentraciones ni Desv. Est.
(mm)
Suero fisiolégico 10 6,00 0,00
Ciprofloxacino 10 33,70 2,06
25% 10 8,60 0,97
50% 10 9,60 0,70
75% 10 14,00 2,21
100% 10 16,10 0,99

Se evidencia la susceptibildiad gradual de Escherichia coli uropatdgena frente
al extracto etanodlico de Vaccinium Corymbosum L. de acuerdo al promedio de
sus halos de inhibicion, conforme aumenta la concentracion del extracto
etandlico, regidos por la escala de Duraffourd (mm): a la concentracion de 25%
fue “sensibilidad nula”, a la concentracion de 50% y 75% fue “sensibilidad limite”,
a la concentracion de 100% fue “sensibilidad media”, y al control positivo con
ciprofloxacino fue sensible, mientras que al control negativo con solucién salina

no hubo susceptibilidad.
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Tabla 3. Andlisis de Varianza para el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium
corymbosum L. en las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%,
ciprofloxacino y suero fisiolégico, frente a Escherichia coli uropatégena,

mediante el diametro (mm) de los halos de inhibicién.

FV SC gl CM F P
Entre grupos 5023.53 5 1004.71 522.68 0.0000
Dentro de grupos 103.80 54 1.92

Total 5127.33 59

Se observa que mediante el analisis de varianza, hubo diferencia estadistica

significativa (p<0,05),

Tabla 4. Prueba de Duncan para el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium
corymbosum L. en las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%,
ciprofloxacino y suero fisiolégico, frente a Escherichia coli uropatdgena,

mediante el didmetro (mm) de los halos de inhibicién

Grupos para alfa =0.05

Concentraciones ni
G1 G2 G3 G4 G5
Suero fisiolégico 10 6.00
25% 10 8.60
50% 10 9.60
75% 10 14.00
100% 10 16.10
Ciprofloxacino 10 33.70

Se observa que mediante la prueba de Duncan con un nivel de significancia del
0,05 a las concentraciones al 25% y 50% los grupos no difieren, pero si

existiendo diferencia en el resto de los grupos.
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Tabla 5. Andlisis de Varianza para el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium
corymbosum L. en las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%,
ciprofloxacino y suero fisiolégico, frente a Escherichia coli uropatégena,

mediante UFC.

FV SC gl CM = p
Srnt} |roeo s 33333321333345.9 5 6666664266669.2 17999993520006.8 0.0000
Dentro

de 20.0 54 0.37

grupos

Total 33333321333365.9 59

Se evidencia mediante andlisis de varianza que hubo diferencia estadistica

significativa (p<0,05)
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Tabla 6. Prueba de Duncan para el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium
corymbosum L. en las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%,
ciprofloxacino y suero fisiolégico, frente a Escherichia coli uropatdgena,

mediante UFC.

Grupos para alfa =0.05

Concentraciones ni
G1 G2 G3 G4
Ciprofloxacino 10 0.00
75% 10 0.00
100% 10 0.00
50% 10 0.60
25% 10 1.20
Efo";‘aetg;g'ﬁaco" 10 2000000.0

Se observa mediante la prueba de Duncan con un nivel de significancia de 0,05
que no hubo diferencia entre el grupo control con ciprofloxacino y las

concentraciones del extracto al 75% y 100%, al no hallarse crecimiento de UFC.
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ANEXO N° 05

~—
-

Seleccion de la muestra Lavado de los frutos

/

Macerado en frasco ambar

Licuado de los frutos con etanol
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Extracto etandlico del Vaccinium corymbosum L.
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Inoculacion de discos .
con el extracto etandlico Colocacién de discos sobre Agar

»

Halos de inhibicion del extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. al
25%, 50%, 75% y 100% sobre Escherichia coli uropatégena
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Preparacién de macrodilucion
en caldo peptonado

)
Sembrado en placa con asa Digralsky
Placas con sembrado

Conteo de Unidades
Formadoras de Colonias en
concentraciones de extracto

etanolico de Vaccinium
corymbosum L. sobre
Escherichia coli uropatégena
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ANEXO N° 06

Diametro de los halos de inhibicion de Escherichia coli uropatégena

segun la concentraciéon de los extractos etandlicos de Vaccinium

corymbosum L. y sus controles

Susceptibilidad de Escherichia coli frente a V. corymbosum L.

Concentracion del V. corymbosum L. Control
Repeticiones Ciprofloxacino Suero
100% (mm) | 75% (mm) 50% (mm) 2o (mm) fisiolagico

(mm) (mm)
Muestra 1 17 15 10 35 6
Muestra 2 14 14 10 34 6
Muestra 3 16 15 8 10 34 6
Muestra 4 17 10 10 10 36 6
Muestra 5 16 10 9 35 6
Muestra 6 17 15 10 34 6
Muestra 7 16 16 10 8 30 6
Muestra 8 16 16 9 10 35 6
Muestra 9 17 15 10 8 34 6
Muestra 10 15 14 10 8 30 6
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ANEXO N° 07

Numero de UFC de Escherichia coli uropatdégena segun la concentracion

de los extractos etandlicos del Vaccinium corymbosum L.y sus controles

Concentracion bactericida del V. corymbosum L. sobre Escherichia coli

Concentracion de V. corymbosum L. Control
Repeticiones Ciprofloxacino | Escherichia
100% 75% 50% 25% (UFC) coli

(UFC) (UFC) (UFC) (UFC) uropatégena
(UFC)
Muestra 1 0 0 1 0 0 20x10°
Muestra 2 0 0 0 2 0 20x10°
Muestra 3 0 0 1 0 0 20x10°
Muestra 4 0 0 1 2 0 20x10°
Muestra 5 0 0 0 2 0 20x10°
Muestra 6 0 0 1 0 0 20x10°
Muestra 7 0 0 1 2 0 20x10°
Muestra 8 0 0 0 0 0 20x10°
Muestra 9 0 0 1 4 0 20x10°
Muestra 10 0 0 0 0 0 20x10°
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ANEXO N° 08

™

R i g
l I PAO F VICERRECTORADO DE INVESTIGACION

COMITE DE BIOETICA EN INVESTIGACION

RESOLUCION COMITE DE BIOETICA N°387-2018-UPAO
Trujillo, 05 de noviembre de 2018

VISTO, el oficio de fecha 02 de noviembre del 2018 presentado por el alumno ACEVEDO
CELIS, BRUNO TOMAS quien solicita autorizacién para realizacién de investigacion

CONSIDERANDO:

Que por oficio, el alumno ACEVEDO CELIS, BRUNO TOMAS solicita se le de conformidad a
su proyecto de investigacién, de conformidad con el Reglamento del Comité de Bioética en
Investigacion de la UPAO.

Que en virtud de la Resolucién Rectoral N° 3335-2016-R-UPAO de fecha 7 de julio de 2016,
se aprueba el Reglamento del Comité de Bioética que se encuentra en la pagina web de la
universidad, que tiene por objetivo su aplicacion obligatoria en las investigaciones que
comprometan a seres humanos y otros seres vivos dentro de estudios que son patrocinados por
la UPAO y sean conducidos por algun docente o investigador de las Facultades, Escuela de
Posgrado, Centros de Investigacion y Establecimiento de Salud administrados por la UPAO

Que en el presente caso, después de la evaluacion del expediente presentado por el
alumno, el Comité Considera que el mencionado proyecto no contraviene las disposiciones del
mencionado Reglamento de Bioética, por tal motivo es procedente su aprobacion.

Estando a las razones expuestas y de conformidad con el Reglamento de Bioética de
Investigacion:

PRIMERO: APROBAR el proyecto de investigacion “EFECTO ANTIBACTERIANO in vitro DEL
EXTRACTO ETANGLICO DEL Vaccinium corymbosum L. SOBRE Escherichia UROPATOGENA”.

SEGUNDO: dar cuenta al Vice Rectorado de Investigacion.
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Secretario

Registrese, Comuniguése\

51



