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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana del extracto acuoso de Vaccinium
corymbosum L. (arandano azul) frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus
mirabilis ATCC 29906.

Método: Enfoque cuantitativo, disefio experimental, tipo explicativo y transversal.
Se obtuvo el extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul) por
disolucion del material obtenido luego de la molienda con agua destilada, al cual se
realizd el tamizaje fitoquimico para comprobar presencia de metabolitos
secundarios. Se aplico la técnica de difusion en disco para evaluar la actividad
antibacteriana trabajando el extracto acuoso en concentraciones al 25%, 50%, 75%
y 100% contra Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906 y

comparandolo con el ciprofloxacino como control.

Resultados: En el extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arAndano azul)
se encontraron alcaloides, taninos, y antocianinas; en menor escala compuestos
fendlicos, saponinas y flavonoides. Se evidencié que el extracto acuoso de
Vaccinium corymbosum L. (ardndano azul) en sus diferentes concentraciones del
25%, 50%, 75% y 100% presentd actividad antibacteriana en un grado de
sensibilidad baja con un rango de medicion de halos de inhibicion de 8,22mm
hasta 13,22mm frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC
29906; mientras que con Ciprofloxacino resulté sumamente sensible en el rango de
33,42mm.

Conclusiones: El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (ardndano azul)
presenta baja accién antibacteriana contra cepas de Escherichia coli ATCC 25922
y Proteus mirabilis ATCC 29906.

Palabras claves: Extracto acuoso, Escherichia coli, Proteus mirabilis, antocianinas,

taninos.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the antibacterial activity of the aqueous extract of Vaccinium
corymbosum L. (blueberry) against Escherichia coli ATCC 25922 and Proteus
mirabilis ATCC 29906.

Methods: Quantitative approach, experimental design, explanatory and transversal
type. The aqueous extract of Vaccinium corymbosum L. (blueberry) was obtained by
dissolving the material obtained after grinding with distilled water, which was
subjected to phytochemical screening to verify the presence of secondary
metabolites. The "disk diffusion” technique was applied to evaluate the antibacterial
activity working on the aqueous extract at concentrations of 25%, 50%, 75% and
100% against Escherichia coli ATCC 25922 and Proteus mirabilis ATCC 29906 and

compared with ciprofloxacin as a control.

Results: In the aqueous extract of Vaccinium corymbosum L. (blueberry) alkaloids,
tannins, and anthocyanins were found; on a smaller scale phenolic compound,
saponins and flavonoids. It was evidenced that the aqueous extract of Vaccinium
corymbosum L. (blueberry) in its different concentrations of 25%, 50%, 75% and
100% presented antibacterial activity in a low degree of sensitivity with a
measurement range of inhibition halos of 8.22mm to 13.22mm against Escherichia
coli ATCC 25922 and Proteus mirabilis ATCC 29906; while with Ciprofloxacin it was
extremely sensitive in the range of 33.42mm.

Conclusions: The aqueous extract of Vaccinium corymbosum L. (blueberry) has
low antibacterial activity against Escherichia coli ATCC 25922 and Proteus mirabilis
ATCC 29906 strains.

Keywords: Aqueous extract, Escherichia coli, Proteus mirabilis, anthocyanins,

tannins
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l. INTRODUCCION

Una infeccidn del tracto urinario (ITU) es una infeccién que puede ocurrir a lo largo
de todo el tracto urinario, que comprende los rifiones, los uréteres, la vejiga y la
uretra, afectando con mayor frecuencia a la vejigal. El principal mecanismo de
defensa fisiologico del tracto urinario es la miccion, donde la orina conduce fuera
del tracto urinario a bacterias que rodean la region genital que pueden entrar en
contacto con la regién interna de la uretra y causar infecciones?. Las bacterias que
viajan desde el exterior del cuerpo a través de la uretra y hacia la vejiga, son la
causa mas comun de las infecciones urinarias, siendo la Escherichia coli la bacteria

mas comun y en orden de incidencia Proteus mirabalis, y Klebsiella pneumonia®*.

La ITU se encuentra entre las complicaciones mas comunes encontradas en la
practica clinica y en los hospitales*. Ocurre en ambos sexos y en todas las edades,
produciendo una morbilidad considerable, especialmente entre individuos
propensos a infecciones recurrentes®. Son mucho menos comunes en hombres que
en mujeres, y en estos a menudo se asocian con prostatitis bacteriana cronica y
tienden a ocurrir en la infancia o en mayor nimero en ancianos®. Un estudio
realizado en dos instituciones prestadoras de salud, en Lima, Peru, durante el
periodo 2016-2018, demostré que las enfermedades asociadas mas frecuentes
fueron diabetes (39,3 %) y enfermedad renal moderada o grave (12,8 %), y los
agentes aislados mas comunes fueron Escherichia coli (92,3%), Klebsiella spp (6,0
%) y Proteus spp (1,7 %)’. Otro estudio realizado en la Universidad Catdlica del
Ecuador indico que los principales agentes etiologicos implicados en la prevalencia
de ITU en adultos mayores fueron E. coli, K. pneumonia, y P. mirabilis, asi mismo
mostraron un elevado nivel de resistencia a los antibacterianos usados

cominmente?.
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Para combatir el uso excesivo de antibibticos y, por lo tanto, las crecientes tasas de
resistencia a los antimicrobianos, las preparaciones a base de hierbas son una
alternativa potencial a los antibacterianos para el tratamiento de ITUs®. En los
ultimos afios el fruto del arandano se ha considerado muy propio para la curacién y
prevencion de las enfermedades del tracto urinario (vejiga, riflones, uretra y
préstata) provocadas por bacterias uropatdgenas, las primeras investigaciones
acerca de este efecto se basaban en la hipotesis de la acidificacion que producia el
zumo en la orinal®. Pero las investigaciones mas recientes apuntan a otro
mecanismo: las proantocioanidinas (PACs) o taninos condensados, que actian
como antiadherentes impidiendo la adherencia bacteriana al epitelio urinario!?.

La actividad antibacteriana es la capacidad expresada por un compuesto inhibiendo
el crecimiento bacteriano en una poblacion o para eliminarla, impidiendo que cause
enfermedad y que puede expresarse de manera cuantitativa con métodos in vitro*2.
Existe mucha resistencia antimicrobiana en el tratamiento de las ITUs, el trabajo se
enfoca en el estudio de las propiedades antibacterianas del “extracto acuoso de
Vaccinium corymbosum L. (arandano azul)’ frente a bacterias uropatégenas. El
ardndano azul conocido también como blueberry (Vaccinium corymbosum)
pertenece al género de Vaccinium, e incluye los arbustos silvestres que producen
bayas comestibles redondas y con vértices muy brillantes. Es muy independiente
del arandano rojo (Vaccinium macrocarpon)®3. El efecto antibacteriano del jugo de
arandano y los acidos organicos que contiene sobre la infeccion por Escherichia coli
uropatdégena se estudié en un modelo de ratén experimental con infeccién del tracto
urinario (ITU). Se encontraron recuentos bacterianos reducidos en la vejiga (P <
0.01) de ratones que bebieron jugo de arandano fresco. El jugo de ardndano
disponible comercialmente también redujo significativamente (P < 0,01) las
poblaciones bacterianas en la vejiga por lo tanto tuvieron efecto antibacteriano4.
Los recursos vegetales y los productos a base de ellos, constituyen una ayuda
valiosa para combatir enfermedades desde el punto de vista preventivo, como de
apoyo terapéutico una vez adquirida la infeccion. Las especies vegetales han sido

el recurso principal de medicina para el ser humano desde el comienzo de nuestra
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especie y muchos de los primeros medicamentos para tratar enfermedades
infecciosas fueron productos vegetales?®.

Las especies vegetales medicinales han jugado un papel esencial en el desarrollo
de la cultura humana y son recursos de los tratamientos tradicionales y muchas de
los farmacos modernos se producen indirectamente a partir de recursos vegetales?®.
La OMS ha confirmado que las hierbas medicinales satisfacen las necesidades de
salud de alrededor del 80 por ciento de la poblaciéon mundial; especialmente para
millones de personas en las vastas areas rurales de los paises en desarrollo!’. Los
beneficios para la salud de los extractos de plantas dependen principalmente de sus
metabolitos secundarios, es decir, sustancias producidas por las plantas que las

hacen competitivas en su propio entorno?é,

Los usos tradicionales del Vaccinium corymbosum L. (arandano azul) que se
conocen son:
1. Mejorar la hiperglucemia?®.
Efecto antioxidante y antiinflamatorio®.
Reduccion del riesgo cardiovascular?.22.

Afecciones hepaticas?®.

o > 0D

Afecciones oculares, mejora la agudeza visual y regenera la purpura
retiniana??.

Diurético?®.

Gastroprotector?®,

Los ardndanos tienen altas concentraciones de antocianinas y esto ayuda a explicar
sus beneficios para la salud, tiene fuerte capacidad antioxidante?’, y esto se explica
principalmente por los 27 pigmentos de antocianina diferentes presentes en la fruta

misma?s.

Antecedentes nacionales:
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Sachun, J. (2019), evaluo la actividad antimicrobiana del extracto del fruto de
Vaccinium corymbosum "arandano” a diferentes concentraciones (100%, 75%, 50%
y 25%) sobre las cepas de S. aureus ATCC 25923 en comparacion con la
mupirocina 200 ug in vitro. Los resultados mostraron: (a) Al 100% el halo de
inhibicion del extracto acuoso del Vaccinium corymbosum (arandano azul) fue
mayor (29.3 mm £ 1.9 mm). (b) Al 75% el efecto antibacteriano del extracto acuoso
del Vaccinium corymbosum (ardndano azul) tuvo un halo de 21.4 mm £ 2.3mm. El
“extracto acuoso del Vaccinium corymbosum (arandano azul)” evidencié actividad
antimicrobiana en todas las concentraciones, por encima del standar Mupirocina

frente a cepas de Staphylococcus aureus %°.

Acevedo B. (2020), evalu6é el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium
corymbosum L. sobre Escherichia coli uropatdgena. Los resultados evidenciaron
“sensibilidad limite” de E. coli uropatdgena frente al extracto etandlico de Vaccinium
corymbosum L., para las concentraciones de 50% y 75%, “sensibilidad media” para
la concentracion de 100% y “sensible” para ciprofloxacino. La concentracion
bactericida minima del extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. sobre

Escherichia coli uropatdégena fue a la concentracion de 75%%%.

Reyes, G. (2019). Valoro la actividad antimicrobiana in vitro del extracto alcohdlico
de Vaccinium corymbosum L. sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Los
resultados mostraron actividad antimicrobiana baja en todas las concentraciones
del extracto alcohdlico de Vaccinium corymbosum L. para Escherichia coli, y para
Staphylococcus aureus, soOlo la concentracion del 25% no mostré actividad
antimicrobiana (halo de inhibicion 7,5 mm). Se demostrd que las proantocianidinas
son el metabolito secundario del Vaccinium corymbosum L. que inhiben la cohesién
y la formacién de biopeliculas en el urotelio. Por lo tanto, el extracto hidroalcohélico

de Vaccinium corymbosum L tiene efecto antimicrobiano sobre E. coli, y S, aureus®!.

Antecedentes Internacionales:
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Varela S., et.al. (2020). Estudiaron la eficacia antimicrobiana de las capsulas de
extracto liquido de Vaccinium floribundum kunth (Mortifio) in vitro; en infecciones
agudas del tracto urinario. Los resultados mostraron que la concentracion inhibitoria
minima (CIM) fue de 150 ul para 150 mg de pellets contra E. coli (65,15%) y 90 ul
para S. saprophyticus (50,48%); para 200 mg de pellets contra E. coli fue de 70 pl
(90,31%) y para S. saprophyticus de 70 pl (91,17%); en el sedimento de 250 mg
contra E. coli fue de 50 pl, (87,51%) y para S. saprophyticus de 50 pul (86,56%). El
extracto liquido de Vaccinium floribundum kunth (Mortifio) presenta eficacia in vitro

en infecciones agudas del tracto urinario®.

Gonzélez D., et.al. (2020). Evaluaron la eficacia de los polifenoles del arandano y
su prevencién contra infecciones del tracto urinario: Los resultados de los ensayos

clinicos existentes respaldan evidencia sustancial sobre el uso de productos de

arandano como alternativas terapéuticas totales o parciales a los antibiéticos en las
infecciones urinarias, aunque también se ha visto que la eficacia del arandano
depende de cada caso o de cada individuo. Esta variabilidad entre individuos y
casos se ha atribuido a diferentes dosis y productos elaborados a base de arandano,
asi como a la falta de protocolos sistematicos para la seleccién de sujetos y ensayos

clinicos33.

Lalaleo M. (2016). Evalué el efecto inhibitorio del extracto alcohdlico de Vaccinium
floribundum Kunth (mortifio) sobre Streptococcus mutans ATCC 35668. El extracto
de mortifio se obtuvo por el método de percolacion, usando una solucion alcoholica
como solvente, en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%. Los resultados
mostraron que el extracto alcohdlico de “mortifio” a una concentracion del 25 % tenia
un valor significativo en comparacion con las otras tres concentraciones con una

inhibicion media (halo 13,11mm). El extracto alcohdlico de “mortifio” al 25% provoca
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una mayor inhibicién de S. mutans que otras concentraciones, pero menor que la
clorhexidina. El extracto alcohdlico de Vaccinium floribundum Kunth (mortifio) tiene

efecto inhibitorio sobre Streptococcus mutans34.

El estudio se justifica tedricamente porque contribuird al conocimiento cientifico de
los beneficios para la salud de los componentes principales como las antocianinas®®,
taninos, compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides3® y antraquinonas®’.

El arandano contiene compuestos que han sido implicados en el efecto anti
adherencia®. Con este estudio pretendemos demostrar la utilidad del arandano en
la inhibicidon de las bacterias responsables de ITU recurrente, y que seran de utilidad

para controlar estas bacterias uropatégenas.

En cuanto a la justificacién social, la aceptacion del consumo de este fruto y tener
evidencia cientifica de sus propiedades en la prevencion de infecciones del tracto
urinario, amén de otras utilidades ayudaria en el tratamiento costoso de estas
infecciones recurrentes, cuyos beneficiarios serdn pacientes de todas las edades

guienes podran acceder a productos de menor costo.

El objetivo general del estudio fue: “Evaluar la actividad antibacteriana del extracto
acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul) frente a Escherichia coli
ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906".

La hipétesis general del estudio se describe como: El extracto acuoso de Vaccinium

corymbosum L. (arandano azul) presenta actividad antibacteriana frente a
Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906 .
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. MATERIALES Y METODOS

2.1 Enfoquey disefio de lainvestigacion

Cuantitativo porque se basé en mediciones numéricas*’, puesto que se realizé
mediciones de los halos de inhibicion para comprobar la actividad antibacteriana del
extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul) frente a Escherichia
coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906.

Es experimental porque hay manipulacion de las variables para encontrar la causa-

efecto.

Analitico: Porgque tuvo como finalidad establecer una relacion causa — efecto entre

las variables*L.

Explicativo: Porque buscé la interpretacion del porque ocurre un fenémeno*2. Se
busco relacionar las diferentes concentraciones del extracto acuoso de Vaccinium
corymbosum L. (arandano azul) con la actividad antibacteriana frente a Escherichia
coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906.

Deductivo: Es un tipo de razonamiento utilizado para aplicar leyes o teorias en
casos individuales. En el estudio, se utilizara para deducir las variables: extracto
acuoso de Vaccinium corymbosum L. (ardndano azul) y susceptibilidad
antibacteriana en sus dimensiones y estas en sus indicadores medibles como el

halo de inhibicion43.

Prospectivo: Porque se registraron los hechos segun fueron ocurriendo (hacia el
futuro). El investigador pudo controlar la calidad de informacién?4.
Transversal: Porque se estudio al objeto en un momento dado, es decir se tomaron

los datos de actividad antibacteriana una sola vez.
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2.2 Poblacion, muestray muestreo

La poblacion estuvo constituida por el recurso vegetal Vaccinium corymbosum L.

(ardndano azul), procedente del fundo Don Ricardo, en la ciudad de Ica.

La muestra estuvo constituida por 1500 gr del fruto de Vaccinium corymbosum L.

(arandano azul)

El muestreo fue intencionado o por conveniencia porque los elementos

seleccionados para la muestra fueron elegidos por el criterio del investigador.
- Criterios de inclusion: Frutos en buenas condiciones
- Criterios de exclusion: Frutos dafiados, aplastados, rotos, signos de
contaminacion microbiana o por insectos

2.3 Variables de investigacion

Variable independiente: Extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.

(arandano azul)

Definicibn conceptual: Producto obtenido de someter los frutos frescos de

Vaccinium corymbosum L. (arandano azul) a trozado y molienda, seguido de la

disolucion del material obtenido con agua destilada y posterior filtrado.

Definicibn operacional: Concentracion del extracto acuoso del Vaccinium

corymbosum L. (arAndano azul)

Variable dependiente: Actividad antibacteriana frente a Escherichia coli
ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906.
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Definicibn conceptual: Inhibicién del crecimiento bacteriano de las bacterias

uropatogenas.

Definicibn operacional: Sensibilidad bacteriana frente al extracto acuoso del

Vaccinium corymbosum L. (ardndano azul) obtenida por medicion del diametro del

halo de inhibicion.

2.4Técnicas e instrumento para la recoleccion de datos

Se utilizé una ficha ad hoc., de recoleccién de datos para la actividad farmacolégica
del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (ardndano azul) y su actividad
antibacteriana frente a “Escherichia coli ATCC 25922” y Proteus mirabilis ATCC
29906.

2.5. Plan metodolégico para larecoleccion de datos

2.5.1 Recoleccidon de muestra vegetal.

Los frutos frescos de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul), proceden del
fundo Don Ricardo, distrito de La Tinguifia, 200 msnm de la ciudad de Ica, en una
cantidad aproximada de 5 kg., considerando los criterios de inclusion y exclusion,
posteriormente fueron lavados con agua clorada, asimismo enjuagados con agua

estéril, y finalmente se dejaron orear sobre papel Kraft.

2.5.2 Certificacion de la especie vegetal

Se llevo el recurso vegetal al especialista, José Ricardo Campos De La Cruz, CBP
3796 inscrito en el Registro de Profesionales que Realizan Certificacion de

Identificacion Taxondmica de Especimenes y Productos de Flora- R.D. N°0311-
2013-MINAGRI-DGFFS-DGEFFS, en la ciudad de Lima.
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2.5.3 Obtencién del extracto acuoso

Se trabajé con 1500 gramos de arandanos, luego de lavados y enjuagados, la
muestra fue trozada con un cuchillo de acero para facilitar su posterior secado y
distribuida sobre recipientes de vidrio pyrex*, fue secada por 72 horas empleando
una estufa con aire recirculante a una temperatura de 40 °C, se obtuvo la melcocha
(con un peso de 228 gr), el cual se procedido a moler para aumentar la superficie
de contacto®; a esta molienda en un frasco ambar se le agrego 550 ml de agua

destilada, luego se filtré con papel Whatman N°1.

Para la preparacion de las concentraciones a un volumen total de 10 ml en viales
estériles:
- Concentracion al 25%: 2.5 gr del extracto acuoso desecado + 7.5 ml de agua
destilada.
- Concentracion al 50%: 5 gr del extracto acuoso desecado + 7, 5 ml de agua
destilada.
- Concentracion al 75%: 7.5 gr del extracto acuoso desecado + 2.50 ml de
agua destilada.
- Concentracion al 100%: 10 gr del extracto acuoso desecado + 10 ml de agua

destilada. Se dejaron reposar en frascos de color Ambar?’.

2.5.4 Marcha fitoquimica

Una vez obtenido el extracto, se realizé la marcha fitoquimica, la que permitié
identificar todos los compuestos que presenta el extracto acuoso de Vaccinium

corymbosum L. (arandano azul) segun los métodos cualitativos de analisis.

Antraquinonas: Se debe agitar 6 ml del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum
L. (arandano azul), en 10 mL de tolueno durante 10 minutos. Posteriormente la
mezcla se filtré y se adicion6 10 mL de hidroxido de amonio (NH4OH) al 10 %. La

coloracién rosa indica presencia de antraquinonas®,
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Antocianinas: Agregar 2 ml del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.
(arandano azul) en el recipiente y seguidamente agregamos 1 ml de NaOH diluido.
Analizar la coloracién formada, mayormente azul. En otro tubo de ensayo se agregé
2 ml del filtrado y seguidamente se afiadié 6 gotas de algun acido mineral diluido
(HCI o H2SOs al 10%). Posteriormente se analiza la coloracién formada,
mayormente de rojo a anaranjado. Las antocianinas se reconocen por producir

diferentes colores a diferentes pH*.

Alcaloides: Reaccion de Wagner:

Reactivo A: 1,36 gr HgCl sobre 60 ml de agua

Reactivo B: 5 gr Kl sobre 10 ml de agua.

En un recipiente de ensayo se agrego 3 gts., del reactivo, sobre 3 gotas del extracto.
Si es positivo da un precipitado pardo oscuro rojizo a marrén“®.

Alcaloides, Reaccion de Dragendorff: En un tubo de ensaye colocar, 3 gotas del
extracto + 3 gotas del reactivo. La formacién de precipitado naranja marron, indica

presencia de alcaloides*®

Compuestos fendlicos: A 2 ml del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.
(ardndano azul), se afiade 3 gotas de FeCls al 4%. Cuando la disolucién desarrolla
una coloracién negro-azulada, esta indica la presencia de fenoles y si muestra una

coloracién verde indica la presencia de compuestos fendlicos 8.

Flavonoides: A 2 ml del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (ardndano
azul), se le afiade 3 gotas de NaOH al 2 %. Cuando la disolucion desarrolla una
coloracién amarilla intensa que desaparece después de afadir HCI diluido, muestra

la presencia de flavonoides .

Taninos: Prueba de gelatina: “A 1ml del extracto adicionar 2ml de H20O destilada +
3gotas de NaCl al 2% calentar a ebullicion por un minuto, enfriando y filtrando”; se
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agrega 2 gotas del reactivo de gelatina. Da un precipitado de color blanco en

presencia de taninos®°.

Taninos, prueba gelatina — cloruro de sodio: para la preparacion del reactivo se
remoja 10 g de gelatina sin sabor durante una hora en solucién saturada de cloruro
de sodio (sal), calentar hasta disolucién completa y aforar a 1 It.5!

En un tubo de ensayo a 1.0 cm? del extracto, afiadimos 1.0 ml de la solucién de

gelatina-sal. La formacién de un precipitado se considerd prueba positiva®?

2.5.5. Actividad antibacteriana método Kirby Bauer o antibiograma

Se determind la actividad antimicrobiana empleando el método de Kirby Bauer,
utilizando caldo estéril de Mueller-Hinton y como muestra biolégica, las bacterias
tipificadas Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906,

comparadas con el agente antimicrobiano Ciprofloxacino.

Este procedimiento se llevé a cabo en el “laboratorio biolégico y analisis clinico
Santa Rosa E.I.R.L.” de Lima, empleando la técnica de “difusién en agar (Kirby
Bauer),” empleado mayormente para establecer la sensibilidad de un agente

microbiano frente a drogas especificas.

a) Preparacion de Medio de Cultivo

Agar Mueller Hinton: El medio de cultivo fue preparado partiendo de la base

deshidratada y siguiendo las indicaciones proporcionadas por el fabricante.

e Se pesO 15.2 gr. de Agar Mueller Hinton deshidratado y se adicion6 400
ml de agua destilada, posteriormente se procedid a calentar con
agitacion constante hasta lograr la disolucién total del medio de cultivo,
por ultimo, se esterilizd6 empleando una autoclave sometiendo al medio

de cultivo a 15 libras de presion (121°C) durante 15 minutos.
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e Una vez finalizado el proceso en la autoclave se dej6 enfriar hasta que
el medio de cultivo alcanz6 una temperatura entre 45°C — 50°C y se
distribuyé en placas petri estériles de 90 x 15 mm.

b) Activacién de la cepa: Kwik-stik microbiologics - Proteus mirabilis ATCC
29906 y Escherichia coli ATCC 25922

Para preparar el inéculo se empled el producto Kwik-stik microbiologics® que
contiene a las cepas de Proteus mirabilis ATCC 29906 y Escherichia coli ATCC
25922 liofilizada en un pelet.

e EIl Kwik-stik presenta en la parte superior una ampolla que contiene liquido
hidratante, el cual fue liberado al presionar la mencionada ampolla. Luego de
realizar esta operacion el Kwik-stik se mantuvo en posicion vertical para
facilitar el flujo del liquido por el mango hasta la parte inferior de la unidad,
que contiene el granulo.

e Para terminar, se presiona la parte inferior de la unidad para lograr una
suspension homogénea.

e De inmediato se procedi6 a saturar el hisopo, que contiene el producto, con
el material hidratado y se transfirid a una placa con agar TSA, la cual fue

incubada a 37°C. durante 24 horas.

c) Método de preparacion del indculo

Se realiz6 la suspension directa, en solucion salina (cloruro de sodio 0.9%), de
colonias obtenidas de cada una de las placas con agar TSA anteriormente incubada

durante 24 horas

La turbidez resultante fue inmediatamente ajustada comparandola de manera

visual con la turbidez del estandar 0.5 de Mc. Farland.
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d) Inoculaciéon de placas

e Dentro de los 15 minutos posteriores al ajuste de la turbidez del indculo,
se procedié a sumergir un hisopo estéril en la suspensién obtenida; el
hisopo se roto varias veces presionando firmemente sobre la pared interior
del tubo y por encima del nivel del liquido, esto con la finalidad de remover
el exceso de inoculo.

e Posteriormente se inoculd sobre la superficie seca del agar Muller Hinton;
para esto se realizaron estrias en tres direcciones diferentes con la
finalidad de asegurar una distribucion uniforme del in6culo.

e Previamente todas las placas fueron marcadas para posteriormente

colocar los discos.

e) Preparacion de discos de sensibilidad

Para la preparacion de los discos se emplearon discos de papel filtro Whatman N°

1 de 6 mm de didmetro previamente esterilizados.

Cada uno de los discos fue embebido con 10 uL de muestra de la siguiente manera:

. Discos embebidos con extracto de arandanos al 100%
. Discos embebidos con extracto de arandanos al 75%
. Discos embebidos con extracto de arandanos al 50%
. Discos embebidos con extracto de arandanos al 25%
. Discos embebidos con agua destilada

. Discos de ciprofloxacino 5 ug

2.6. Procesamiento del andlisis estadistico

Después de obtener de datos de los analisis efectuados, se realiz0 las evaluaciones
de estadistica descriptiva empleando las medidas de tendencia central, asi como el
uso de la estadistica inferencial, aplicando ANOVA, haciendo uso del paquete

estadistico SPSS version 26.
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2.7. Aspectos éticos

En la presente investigacion se tuvo las siguientes responsabilidades:

1. Los laboratorios no deben realizar practicas ilegales y deben proteger la
reputacion de la profesion.

2. Deben ser gestionados por un experto autorizado y debidamente calificado.
Todo trabajador de laboratorio debe ser consciente de sus responsabilidades
profesionales, prestar sus servicios de forma eficiente y eficaz y basar sus
investigaciones en los conocimientos cientificos y practicos adquiridos durante
su formacion profesional. También es su responsabilidad analizar, leer y aplicar
los principios éticos y el respeto a los derechos humanos.

4. La integridad personal y profesional como sefial de identidad de todos los
expertos en la materia.

5. Cada laboratorio establece sus propios protocolos de documentacion, teniendo
en cuenta los requisitos legales y las propuestas de las asociaciones

profesionales®.
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Ill.  RESULTADOS

3.1 Resultados sobre “prueba de solubilidad”

Tabla N° 1. “Prueba de solubilidad del Extracto acuoso de frutos de Vaccinium
corymbosum L. (Arandano azul)”

TUBO SOLVENTE RESULTADOS
N° 1 | Eter de petréleo -

N° 2 | Diclorometano -

N° 3 | Cloroformo -

N° 4 | Butanol =

N° 5 | Etanol 96 +

N° 6 | Metanol ++

N® 7 | Agua destilada +++
Leyenda:

e Insoluble (-)
e Poco soluble (+)
e Medianamente soluble (++)

e Muy soluble (+++)

Los resultados del ensayo de solubilidad mostrados en la tabla 1 muestran que el
extracto acuoso de frutos de Vaccinium corymbosum L. (Arandano azul) fue poco
soluble con el etanol de 96° (+), medianamente soluble en disolventes organicos

polares como el metanol (++), asi como muy soluble en agua destilada (+++).
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3.2 Resultados sobre Tamizaje fitoquimico

Tabla 2. Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.

(ardndano azul)

TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
N® 1 Borntrager Anfraquinonas -
N® 2 Cloruro férrico Compuestos fenolicos ++
N° 3 Liebermann- Terpenos y esteroides -

Burchard
N° 4 Dragendorff Alcaloides +++
N° 5 Mayer Alcaloides -
N° 6 Wagner Alcaloides +++
N° 7 Baljet Lactonas a, - -
insaturadas
N° 8 Gelatina Taninos +t+
N° 9 Gelatina-sal Taninos +++
N 10 Hidroxido de sodio al | Antocianinas it
10%
N* 13 Espuma Saponinas +
N® 14 Shinoda Flavonoides
Leyenda:

Ausencia : (-)
Escaso :(+)
Leve D(+)
Moderado: (+++)

Abundante: (++++)

Como se observa en la tabla 2, los resultados del tamizaje fitoquimico evidencian
presencia de metabolitos secundarios como alcaloides, los cuales fueron
identificados mediante las pruebas cualitativas, de Dragendorff y Wagner (+++)
presencia moderada, asi mismo; las pruebas de Gelatina, Gelatina-sal, NaOH 10%
también evidenciaron moderada presencia para taninos, y antocianinas
respectivamente (+++), en menor proporcion la prueba de cloruro férrico mostro leve

presencia de compuestos fendlicos (++) y en menor escala la presencia de
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saponinas y flavonoides (+) escasa presencia. Cabe resaltar que no se logro

identificar antraquinonas, terpenos y esteroides y lactonas a, B-insaturadas.

3.3. Resultados sobre la actividad bacteriana del extracto acuoso de Vaccinium
corymbosum L. (arandano azul) frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus
mirabilis ATCC 29906.

Para la determinacion de la actividad bacteriana del extracto acuoso de Vaccinium
corymbosum L. (ardndano azul) frente a cepas de interés clinicos, se usaron
concentraciones del extracto al 25%, 50%, 75% y 100%, como control positivo se
utilizé Ciprofloxacino de 500mg

Tabla 3. “Resultados promedio de las mediciones de los halos de inhibicion (mm)

del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul)”

Microorganismo “Diametros de inhibicién en mm”

100% 75% 50% 25% Ciprofloxacino H.0
500mg

Proteus mirabilis 13.25 12.34 10.25 8.25 33.42 6

ATCC 29906 13.21 12.30 10.24 8.24 33.45 6
13.20 12.31 10.22 8.21 33.44 6
13.24 12.30 10.24 8.21 33.40 6
13.21 12.31 10.22 8.22 33.42 6

Promedio | 13.22 12.31 10.23 8.23 33.43
Desviacién estandar | 0.02 0.02 0.01 0.02 0.02

Microorganismo “Diametros de inhibicién en mm”

100% 75% 50% 25% Ciprofloxacino H.0
500mg

Escherichia coli 11.42 10.06 9.27 8.30 35.52 6

ATCC 25922 11.45 10.08 9.29 8.35 35.55 6
11.43 10.11 9.25 8.32 35.54 6
11.45 10.05 9.25 8.30 35.50 6
11.42 10.08 9.28 8.35 35.52 6

Promedio | 11.43 10.08 9.27 8.32 35.53
Desviacién estandar | 0.02 0.02 0.02 0.03 0.02
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Leyenda

Escala interpretativa Duraffourd y Lapraz (1983)%
¢ (-) Nula: Diametro (< 8 mm)
¢ (+) Sensible bajo: Diametro (8 - 14 mm)

¢ (++) Medio (muy sensible): Diametro (14 - 20 mm)
(++

s (+++) Sumamente sensible: Diametro (> 20 mm)

En la Tabla 3 se observan los resultados promedio de los halos de inhibicién (mm)
de los dos dias en que se realizé el ensayo, el halo representa el efecto
antibacteriano del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul)
frente a cepas de E. coli ATCC 25292 y P. mirabilis ATCC 29906. Para la medicién

se utilizé un vernier.

Segun la escala interpretativa de Duraffourd y Lapraz, la cepa de E. coli ATCC
25922, tanto para las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% presenta baja
sensibilidad, con promedios de 8.32; 9.27; 10.08 y 11.32 mm respectivamente, para
el control ciprofloxacino, la cepa es “muy sensible”, con valores de 35,53 mm. Con
respecto a la cepa de P. mirabilis ATCC 29906 tanto para las concentraciones de
25%, 50%, 75% y 100% presenta baja sensibilidad, con promedios de 8.23; 10.23;
12.31; y 13.22 respectivamente, para ciprofloxacino la cepa es “muy sensible”, con

valores de 33,42 mm.

3.4 Resultados sobre Contrastacion de hipoétesis:

3.4.1 Contrastacion de hipotesis general

HO: “El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (ardndano azul) no presenta

actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis
ATCC 29906.”

29



H1: “El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arAndano azul) presenta

actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis
ATCC 29906.”

Tabla 4. “Estadistica descriptiva de la actividad antibacteriana del extracto acuoso

de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul) frente a Escherichia coli ATCC
25922 y Proteus mirabilis ATCC.”

Proteus mirabilis ATCC 29906

0,
Error 95C’OL/° 95,0% CL
Recuent . Desviacion estandar . "= superior - L
Media . inferior Minimo Maximo
o] estandar de la para
X para -
media - media
media
Concentracion al 5 8.23 02 01 8,20 8,25 8,21 8,25
25%
CTESTE T, £ 5 10,23 01 01 10,22 1025 10,22 10,25
50%
Extracto =
acuoso de  Concentracion al 5 12,31 ,02 01 12,29 1233 12,30 12,34
Vaccinium 75%
conymbosu Concentracion al
m L. 5 13,22 ,02 ,01 13,20 13,25 13,20 13,25
100%
Ciprofloxacino 5ug 5 33,43 ,02 ,01 33,40 33,45 33,40 33,45
Total 25 15,48 9,32 1,86 11,64 19,33 8,21 33,45
Escherichia coli ATCC 25922
0,
Error 95,0% 95,0% CL
Recuent Media DES\{IaCIOH estandar inferior superior 0 Maximo
o} estandar de la ara para
media para media
media
Concentracion al 5 8,32 03 01 8,29 8,36 8,30 8,35
25%
Concentracion al 5 9.27 02 01 9,25 9,29 9,25 9,29
50%
Extracto >
acuosode ~ Concentracion al 5 10,08 ,02 01 10,05 10,10 10,05 10,11
Vaccinium 75%
corymbosu  Concentracion al
m L 100% 5 11,43 ,02 ,01 11,42 11,45 11,42 11,45
Ciprofloxacino 5ug 5 35,53 ,02 ,01 35,50 35,55 35,50 35,55
Total 25 14,93 10,56 2,11 10,56 19,29 8,30 35,55
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Leyenda:

Escala interpretativa Duraffourd y Lapraz (1983)>

(-) Nula: Diametro (< 8 mm)

(+) Sensible bajo: Didmetro (8 - 14 mm)

(++) Medio (muy sensible): Diametro (14 - 20 mm)

(+++) Sumamente sensible: Diametro (> 20 mm)

Como observamos en la tabla 4, considerando la escala interpretativa de Duraffourd
y Lapraz, las concentraciones del extracto acuoso del Vaccinium corymbosum L.
(ardndano azul) al 25%, frente a E. coli obtuvo baja sensibilidad con un promedio
de 8,32 £ 0,03mm, al 50% una media de 9,27 + 0,02mm, al 75% una media de 10,08
+ 0.02mm y al 100% una media de 11,43 £ 0,02mm.

Frente a la cepa de P. mirabilis, las concentraciones del extracto acuoso del
Vaccinium corymbosum L. (arandano azul) obtuvieron sensibilidad baja, al 25%
(8,23 + 0,02mm), al 50% (10,23 + 0,01mm), al 75% (12,31 + 0,02mm), al 100%
(13,22 + 0,02mm). “Por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula (HO) y se acepta la

hipotesis alterna (H1).”
3.4.2 Resultados sobre Contrastacion de hipotesis especifica.
e Hipotesis especifica 1.
HO: El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (ardndano azul) no
presenta metabolitos secundarios responsables de la actividad antibacteriana
frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906.
H1: El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (ardndano azul) presenta

metabolitos secundarios responsables de la actividad antibacteriana frente a
Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906.
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Para contrastar esta hipotesis, se realiz6 la prueba de la Marcha Fitoquimica
donde se identificd los metabolitos secundarios con actividad antibacteriana,
en tabla N° 2, se evidencia presencia de metabolitos secundarios como
alcaloides, los cuales fueron identificados mediante las pruebas de
Dragendorff y Wagner (+++) presencia moderada, asi mismo; las pruebas de
Gelatina, Gelatina-sal, e NaOH 10% también evidenciaron moderada
presencia para taninos, y antocianinas respectivamente (+++), en menor
proporcion la prueba de cloruro férrico mostré leve presencia de compuestos
fendlicos (++) y en menor escala la presencia de saponinas y flavonoides (+)
escasa presencia. Cabe resaltar que no se logré identificar antraquinonas,

terpenos y esteroides y lactonas a, B-insaturadas.

“Por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula (HO) y se acepta la hipétesis alterna
(H1).”

Hipotesis especifica 2.

HO: “El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (ardndano azul) en sus
distintas concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100% no presenta actividad
antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC
29906.”

H1: “El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (ardndano azul) en sus
distintas concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100% presenta actividad
antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC
29906.”

Para poder elegir la prueba estadistica a realizar debemos verificar el

cumplimiento de los supuestos: prueba de normalidad y prueba de

homogeneidad de varianzas.
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Tabla 5. Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Proteus mirabilis ATCC ,837 20 ,070
29906
Escherichia coli ATCC ,869 20 ,110
25922

La prueba de normalidad nos indica que los halos de inhibicién obtenidos presentan
una distribucion normal, utilizamos la prueba de Shapiro-Wilk dado que la muestra
fue menor a 30 unidades, en la Tabla 5 se observa que el p-valor(sig) es mayor a
0.05 para todos los grupos de estudio, por lo tanto, los resultados presentan

distribucién normal.

Tabla 6. “Prueba de Homogeneidad de varianza del extracto acuoso de Vaccinium
corymbosum L. (ardndano azul) frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus
mirabilis ATCC 29906.”

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 1,084 3 16 ,384
Se basa en la mediana ,254 3 16 ,858
Proteus mirabilis ATCC Se pasa en la mediana y con 254 3 12,738 857
29906 gl ajustado
Se basa en la media 1,049 3 16 308
recortada
Se basa en la media ,687 3 16 573
Se basa en la mediana ,440 3 16 727
Escherichia coli ATCC 25922 S€ basa en lamedianay con 440 3 12,960 728
gl ajustado
Se basa en la media 691 3 16
recortada

La prueba de homogeneidad de varianza nos ayuda a determinar si las varianzas
de cada tratamiento son estadisticamente iguales o diferentes, para ello se utiliza la
prueba de Levene, en la Tabla 6 observamos que p-valor (sig) es mayor a 0.05, por
lo tanto, se concluye que las varianzas de los tratamientos son homogéneas. Al
cumplir con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza aplicaremos
pruebas paramétricas, en este caso la prueba de ANOVA, que nos permitird

determinar si existe diferencia entre los grupos de estudio y la prueba de Tukey con
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la que seleccionaremos al mejor de los tratamientos si resulta significativa la prueba
de ANOVA.

Tabla 7. Prueba de ANOVA de los halos de inhibicién del extracto acuoso de
Vaccinium corymbosum L. (ardndano azul) frente a Escherichia coli ATCC 25922 y
Proteus mirabilis ATCC 29906.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Proteus mirabilis  Entre grupos 74,702 3 24,901 79682,405 ,000
ATCC 29906 Dentro de grupos ,005 16 ,000
Total 74,707 19
Escherichia coli Entre grupos 26,027 3 8,676 20293,688 ,000
ATCC 25922 Dentro de grupos ,007 16 ,000
Total 26,033 19

En la tabla 7 se puede observar el resultado p < 0.05 (sig) para ambas cepas,
indicandonos que existe diferencias significativas entre los tratamientos aplicados,
para determinar el mejor de los tratamientos se debe aplicar pruebas POST HOC,

en este caso aplicaremos la prueba de Tukey.

34



Tabla 8. “Comparaciones multiples de los halos de inhibicién del extracto acuoso

de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul) frente a Escherichia coli ATCC
25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906.”

() El extracto

HSD Tukey

Diferencia

Intervalo de
confianza al 95%

Variable acuoso de (J) El extracto acuoso de de medias Desv. Si
dependiente Vaccinium Vaccinium corymbosum L. (1-J) Error 9. Limite Limite
corymbosum L. inferior  superior
Vacc'”'“maf;’[s{;?bosum L 910000 01118 000 8780 ,9420
Vaccinium Vaccinium corymbosum L
corymbosum L. 8 503{% © 2098800° ,01118 ,000  2,9560  3,0200
al 100% -
vaccinium corymbosum L. 99600 017178 000 49640  5,0280
al 25%
vaccinium coymbosum L. _ g1900+ 01118 000 9420  -8780
- al 100%
I Vaccinium corymbosum L
corymbosum L. 8 503{% © 2,07800° ,01118 ,000  2,0460  2,1100
al 75% -
Proteus Vacc'”'“malcgg{;?bosum L 408600 01118 000 40540  4,1180
o Vaccinium corymbosum L
ATCC 29906 o 10%% © .2,08800° ,01118 ,000  -3,0200 -2,9560
R Vaccinium corymbosum L
corymbosum L. 8 753{% © .2,07800° ,01118 ,000  -2,1100  -2,0460
al 50% -
vaccinium coymbosum L., g5e60 01118 000 19760  2,0400
al 25%
vaccinium coymbosum L. 4 99600* 01118 000  -5,0280  -4,9640
- al 100%
el Vaccinium corymbosum L
corymbosum L. e © .4,08600° ,01118 ,000  -4,1180  -4,0540
al 25% -
Vaccinium corymbosum L., 55800 01718 000 -2,0400  -1,9760
al 50%
Vacc'”'“maf;’[s{;?bosum L 135800 01308 000 153206  1,3954
Vaccinium .
corymbosum L. Vacc'”'“mafggﬁzbosum L 216600 01308 000 21286  2,2034
al 100% -
Vaccinium coymbosum L. 549600 01308 000  3,0726 3,474
al 25%
Vacc'”'“rglclog&bosum L 135800° 01308 000 -1,3954  -1,3206
Vaccinium Vaccinium corymbosum L
corymbosum L. al 50¥% ’ ,80800" ,01308 ,000 ,7706 ,8454
al 75% -
Escherichia Vaccinium corymbosum L. 4 75000 01308 000 17146  1,7894
. al 25%
all e Vaccinium corymbosum L
25922 o 10%% © .2,16600° ,01308 ,000  -2,2034 -2,1286
Vaccinium Vaccinium corymbosum L
corymbosum L. al 75¥% ’ -,80800" ,01308 ,000 -,8454 -, 7706
al 50% -
vaccinium coymbosum L. 94460 01308 000 9066 0814
al 25%
vaccinium corymbosum L. 511500 01308 000  -3,1474  -3,0726
- al 100%
R Vaccinium corymbosum L
corymbosum L. 8 753{% © .1,75200° ,01308 ,000  -1,7894  -1,7146
al 25% -
Vaccinium corymbosum L. 94400 01308 1000 -.9814 - 9066

al 50%
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*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Enla Tabla 8, se observa que existen diferencias significativas entre los grupos de
estudio, puesto que el valor de Sig es < 0.05 para todos los casos. Por ello debemos

aplicar la prueba de subconjuntos de Tukey para identificar el mejor tratamiento.

Tabla 9. Prueba de subconjuntos de Tukey para de los halos de inhibicion del
extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul) frente a
Escherichia coli ATCC 25922.

HSD Tukey?

El extracto acuoso de Vaccinium Subconjunto para alfa = 0.05
corymbosum L. 1 2 3 4 5
Vaccinium corymbosum L. al 25% 8,2260

Vaccinium corymbosum L. al 50% 10,2340

Vaccinium corymbosum L. al 75% 12,3120

g oo galz

Vaccinium corymbosum L. al 13,2220
100%

Ciprofloxacino 5ug 5 33,4260
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 5,000.
Fuente: Elaboracion propia

Tabla 10. Prueba de subconjuntos de Tukey para de los halos de inhibicién del
extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul) frente a Proteus
mirabilis ATCC 29906.

HSD Tukey?

El extracto acuoso de Vaccinium Subconjunto para alfa = 0.05
corymbosum L. N 1 2 3 4 5

Vaccinium corymbosum L. al 25% 8,3240

Vaccinium corymbosum L. al 50% 9,2680

Vaccinium corymbosum L. al 75% 10,0760

Vaccinium corymbosum L. al 11,4340
100%
Ciprofloxacino 500mg 5 35,5260

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 5,000.

En las tablas 9 y 10, podemos observar que todas las medias de los tratamientos

son diferentes y van aumentando a medida que aumenta la concentracion del
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extracto, en ambos casos el extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.
(ardndano azul) al 100 % presentan mayor didmetro, dando como resultados halos
de inhibicion 11,4340 mm y 13.2220 mm (sensibilidad baja) frente a E. coli ATCC
25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906 respectivamente.

“Por lo tanto, se acepta la hip6tesis alterna (H1) y se rechaza la hipétesis nula (HO)".

e Hipotesis especifica 3.

El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul) en las
distintas concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100% presenta mejor
susceptibilidad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus

mirabilis ATCC 29906 en comparacion con Ciprofloxacino.

HO: El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (ardndano azul) en las
distintas concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100% no presenta mejor
susceptibilidad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus

mirabilis ATCC 29906 en comparacion con Ciprofloxacino.

H1: El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arAndano azul) en las
distintas concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100% presenta mejor
susceptibilidad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus

mirabilis ATCC 29906 en comparacion con Ciprofloxacino.

En la Tablas 9 y 10, se evidencia tanto para las cepas de Escherichia coli ATCC
25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906, que las medias de los didmetros a diferentes
concentraciones son inferiores a los obtenidos por el ciprofloxacino, ello indica que
el farmaco empleado tiene mayor didmetro de inhibicion, por lo tanto, una mejor
susceptibilidad frente a las cepas. Por lo tanto, se acepta la Hipétesis nula (HO) y se

rechaza la Hipotesis alterna (H1).
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IV. DISCUSION
4.1. Discusion de resultados

La resistencia a los medicamentos se ha convertido recientemente en un problema
generalizado en la atencion médica, y el aumento de las infecciones resistentes a
los medicamentos es mucho mas rapido que el desarrollo de nuevos medicamentos
aprobados para su uso en humanos. Por lo tanto, es imperativo desarrollar nuevos
agentes antimicrobianos®:. Los productos naturales son una fuente importante de
agentes antibacterianos nuevos y altamente efectivos, que pueden usarse en la
lucha contra la creciente resistencia a los medicamentos debido a la aparicion de
fenotipos bacterianos multirresistentes y ampliamente resistentes a los
medicamentos®®
Por consiguiente, la presente investigacion tuvo como objetivo general, evaluar la
actividad antibacteriana del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.
(ardndano azul) frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC
29906.

Para cumplir con dicho objetivo, se realizaron una variedad de ensayos para
determinar la actividad antibacteriana del extracto acuoso de Vaccinium
corymbosum L. (arandano azul) frente a cepas de “Escherichia coli ATCC 25922" y
Proteus mirabilis ATCC 29906; el primer ensayo fue la prueba de solubilidad, en la
gue fue muy miscible en disolventes polares como el agua, y medianamente soluble
en metanol y etanol, lo cual coincide con lo reportado por Benavides y Coiez (2021)
en su estudio del extracto hidroalcohdlico de Vaccinium corymbosum L. (arandanos)
guien se muestra muy soluble en agua, etanol y metanol®®. Troncoso et.al., en su
estudio sobre Implicancias Estructurales y Fisioldgicas de la Célula Bacteriana en
los Mecanismos de Resistencia Antibidtica, Opina que la actividad candidiasica
puede mejorarse mediante el uso de diferentes disolventes y diferentes
procedimientos de extraccion, teniendo en cuenta la polaridad de los compuestos

activos®’.

Respecto a la hipétesis general, el extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.

(ardndano azul) presenta débil actividad antibacteriana frente a Escherichia coli
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ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906 muy por debajo del control
ciprofloxacino quien si mostr6 sensibilidad alta (33.42 mm para E. coli, y 35.52 mm
para P. mirabilis), el efecto hallado fue similar al reportado por Reyes G.3! (2019)
(20.3 mm a la concentracion de 100%) sobre E. coli, en este estudio Reyes también
confronto al extracto sobre E. aureus donde la concentracion al 100% se mostro
muy sensible en un rango de 16.5 mm., este hecho puede deberse a que la E. coli
y P. mirabilis (Gram negativas) poseen una pared celular de unos 10nm de espesor
y quimicamente mas complejas que las Gram positivas, lo cual contribuye a su

resistencia®!.

Asimismo, Peres J. (2019) evidencié resultados similares en su estudio sobre
actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Vaccinium macrocarpon
(Cranberry), sobre E. coli uropatdgena comparado con ciprofloxacino, donde
encontré que presenta baja sensibilidad a concentraciones de 75% (12,67mm) y
medianamente sensible al 100% (16,25mm), y sumamente sensible al
ciprofloxacino (farmaco control), evidenciandose que mayor es el efecto al aumentar
la concentracion. Esto se debe a que las cepas de E. coli uropatégena difiere de
otras cepas, la cual tiene mejor capacidad de union al epitelio urogenital, y al
aumento en la generacion del antigeno de su capsula, asi mismo se puede deber a
gue el nivel del principio activo presente en Vaccinium corymbosum varia en su
conformacion, la misma que por diversas situaciones se ve afectada como, por
ejemplo; caracteristicas genotipicas, método de obtencidn del principio activo, lugar
de origen del fruto (geografica, condiciones ambientales y composicion del suelo),
y de esta manera la concentracion usada es ineficaz para causar el efecto

antibacteriano®S.

En cuanto a la hipotesis especifica 1, el ensayo de tamizaje fitoquimico demostré
la presencia de antocianinas, los alcaloides, y taninos los principales metabolitos
con mayor presencia, seguido de compuestos fendlicos con mediana presencia y
saponinas y flavonoides con minima presencia; resultados similares reportaron
Benavides y Cofiez (2021), en el extracto hidroalcohdlico de Vaccinium corymbosum

L. (ardndanos) donde encontraron la presencia de antocianinas, flavonoides,
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compuestos fendlicos®’; Troncoso C., et.al., indica que las antocianinas se han
asociado con una amplia gama de propiedades biolégicas y farmacoldgicas,
también son eficaces en la prevencion y el tratamiento de muchas enfermedades
crénicas®®, Ponder A., y col.,, en la investigaciéon Diferenciacion genética en
contenido de antocianina entre frutos de baya, refiere que las antocianinas que
pertenecen al grupo de los polifenoles deben su accidn antibacteriana a que inhiben
la adhesion de las bacterias sobre las mucosas®, Osorio E., en su libro de
Farmacognosia refiere que los taninos condensados también son conocidos como
protoantocianidinas, los cuales logran pasar a través de la pared bacteriana e
interferir con el metabolismo de la célula causando su muerte® la diferencia se da
cuando la bacteria es Gram positiva pues la estructura de su pared bacteriana es
mas simple, en contraposicion con las bacterias Gramnegativas como las de nuestro
estudio cuya estructura es mas compleja por lo que la accion d ellos taninos sobre
la misma es méas lenta. Moloney M., en un articulo cientifico sobre Productos
naturales como fuente de nuevos antibioticos, indica que los alcaloides también
alteran la membrana celular bacteriana®'; Quezada K. (2020) opina que una de las
razones para que en ambos extractos muestren baja sensibilidad puede deberse al
tipo de disolvente, o a la variedad genética de los metabolitos secundarios®263,
Spinardi y col., (2021) demostraron que la acumulacion de antocianinas esta
fuertemente regulada por el desarrollo y el genotipo, y los factores ambientales,
asociados al gradiente altitudinal, lo que puede influir en su actividad

antibacteriana®.

Respecto a la hipotesis especifica 2, el ensayo microbiolégico in vitro para
determinar el efecto antibacteriano del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum
L. (arandano azul) en las distintas concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%
frente a cepas Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906, los
extractos en estudio presentaron sensibilidad baja, frente a Escherichia coli, que no
sobrepasaron al del estandar ciprofloxacino. Acevedo B., (2020) quien evalu6 el
efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium corymbosum L. sobre Escherichia coli
uropatdgena, trabajo con el extracto etanolico de arandanos azules provenientes de

la region de La Libertad, en las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%,
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encontré diferencias con nuestro estudio en la concentracion de 25%, la del extracto
etandlico dio nula (<8mm), frente a la del extracto acuoso que dio baja (8,32mm),
en las demas concentraciones sobre Escherichia coli uropatégena, sus resultados
fueron similares, esta diferencia podria deberse a que en la obtencion del extracto
etanolico no se considerd la cascara del fruto que es donde mas se concentran las
antocianinas®. Yang W., y col., (2022) en el estudio: Estructura y funcién de las
antocianinas de arandanos: una revision de los avances recientes, informa que
estos resultados podrian deberse a la inestabilidad y la dificultad de absorcién y
utilizacién por parte del cuerpo humano, ademas de las diferencias en el contenido
total de antocianinas entre cultivares podrian deberse principalmente a los
genotipos y las condiciones ambientales de crecimiento (plasticidad fenotipica) que

interfirieron con la biosintesis de polifenoles y antocianinas®®.

Asi mismo, en nuestro estudio se encontré que el extracto acuoso de Vaccinium
corymbosum L. (arandano azul) frente a la cepa bacteriana Proteus mirabilis,
también evidencié una sensibilidad baja con un halo de inhibicion medio de 13.25
mm, a la concentracion del 100% seguido de los extractos al 75%, 50% y 25% con
halos de inhibicion medios de 12.34, 10.25 y 8.25 mm, respectivamente, que no
sobrepasan al del estandar ciprofloxacino, Nicolosi et.al.,®® quienes evaluaron la
eficacia de los taninos condensados (proantocianidinas), contenidos en los
arandanos, en la prevencion de las infecciones urinarias, informan que son pocos
los estudios sobre la accidén del ardndano sobre Proteus mirabilis, a pesar que la
infeccion por Proteus provoca dafios severos en los tejidos con respecto a la de E.
coli, sus resultados muestran que, ademas de la conocida actividad sobre cepas
uropatogenas de E. coli, también son activas sobre cepas de P. mirabilis ,

reduciendo la capacidad de adherirse a las células epiteliales de la vejiga®®.

Respecto a la hipétesis especifica 3, el extracto acuoso de Vaccinium corymbosum
L. (ardndano azul) en las distintas concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100%
presenta mejor susceptibilidad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922
y Proteus mirabilis ATCC 29906 en comparacion con Ciprofloxacino, observamos

gue nuestros resultados reportan sensibilidad baja frente a ambas cepas que no
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sobrepasan al estandar ciprofloxacino, resultados que se alinean con lo reportado
en el estudio realizado por Reyes G. (2019) sobre el efecto antibacteriano in vitro
del extracto alcohdlico de Vaccinium corymbosum L. sobre E. coli y S. aureus,
donde report6é que todas las concentraciones presentaron baja sensibilidad frente a
la cepa E. coliy el control ciprofloxacino se mostré6 sumamente sensible (36.6mm)31,
al igual que Acevedo B. (2020) quien evalué el efecto antibacteriano del extracto
etanolico de Vaccinium corymbosun L., sobre E. coli uropatégena y cuyas
concentraciones de 25, 50, 75 y 100% no superaron al control ciprofloxacino que
obtuvo una sensibilidad alta (33,70 mm)*. McCall J., y col., (2013) investigaron en
Canada, como el arandano afecta comportamientos seleccionados esenciales para
la virulencia en Proteus mirabilis HI4320, sus resultados muestran que las
motilidades de natacién y enjambre y la diferenciacién de células enjambre fueron
inhibidas por polvo de arandano®’. Son pocos los estudios que se realizan sobre P.
mirabilis, la mayoria se realizan sobre el mayor uropatdgeno E. coli, causante de
alrededor del 90% de las cistitis agudas no complicadas como refiere el estudio de
Nicolosi y col®.

En otro estudio Adrianzen y Chiroque (2017) probaron el efecto del zumo del
arandano (extracto acuoso) al 25%, 50% y 100%, sobre E. coli donde reportaron
una sensibilidad nula para todas las concentraciones (0.0; 2.0 y 4.0mm
respectivamente) y el control ciprofloxacino si se mostré muy sensible en un rango
de 45.0 mm, estos resultados podrian deberse a la forma de extraccion utilizada
para obtener los principios activos y a la resistencia de la bacteria®, coincide con lo
reportado por Gutiérrez (2014) en su estudio, efecto del extracto de Vaccinium
corymbosum sobre el crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus aureus
donde todas las concentraciones mostraron sensibilidad baja (50% 9,11mm; 75%
10,70mm y 100% 11,90mm), frente a E. Coli e igual fue frente a E. aureus (50%
10,22mm; 75% 12,34mm) y sensibilidad media al 100% 14,29 mm), la accion de los
metabolitos puede estar diferenciada por los cambio de expresion de los diferentes
genes y también podria estar influenciado por el pH del zumo del arandano, se

reitera la resistencia de la cepa bacteriana®.
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4.2. Conclusiones
El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul) presenta débil
actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y
Proteus mirabilis ATCC 29906.

Los metabolitos secundarios que se identificaron en la prueba de tamizaje
fitoquimico del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul)
fueron alcaloides, taninos, y antocianinas; en menor escala compuestos

fendlicos, saponinas y flavonoides.

El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul) a las
concentraciones de 25, 50, 75 y 100% presenta débil actividad antibacteriana
frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906.

El Ciprofloxacino presenta mayor susceptibilidad antibacteriana que todas las
concentraciones del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (ardndano
azul) tanto para cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC
29906.

4.3. Recomendaciones

Realizar investigaciones con diferentes partes del fruto de Vaccinium
corymbosum L. (ardndano azul) como la cascara donde contiene mayor

concentraciéon de antocianinas

Realizar estudios con diferentes tipos de extractos para obtener mejores
resultados de los principios activos

Realizar estudios mejorando la extraccion de los taninos concentrados

(protoantocianidinas)
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ANEXO A: Instrumentos de recoleccién de datos

Tabla A: Marcha fitoquimica del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.
(ardandano azul)

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolitos
Secundarios

Reactivos Resultados

Polifenoles

Flavonoides

Antocianinas

Taninos

Saponinas

Donde:
(-) Ausente
(+) Escaso

(++) Leve
(+++) Moderado
(++++) Abundante

Tabla B: Instrumento de recoleccién de datos de la actividad antibacteriana del
extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul)

CEPAS E. coli P. mirabilis
Concentracién del extracto Halos de inhibicion (mm)
acuoso n (nimero de n
ensayos | x (nromedio) X
(%) microbioldgic
0s)
1 2 3 1 2 3

100

75

50

25

Escala interpretativa Duraffourd y Lapraz (1983)%
(-) Nula: Didmetro (< 8 mm)

(+) Sensible bajo: Didmetro (8 - 14 mm)

(++) Medio (muy sensible): Didmetro (14 - 20 mm)
(+++) Sumamente sensible: Didmetro (> 20 mm)
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Anexo B: MATRIZ DE CONSISTENCIA: Actividad antibacteriana del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul) frente
a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906.

Formulacién del problema

Objetivos

Hipodtesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.
(arandano azul) poseerd actividad antibacteriana
frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus
mirabilis ATCC 299067

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto
acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul)
frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus
mirabilis ATCC 29906.

El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.
(ardndano azul) presenta actividad antibacteriana frente
a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC
29906.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

-¢, Qué metabolitos secundarios responsables de la
actividad antibacteriana estardn presentes en el
extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.
(arandano azul)?

Identificar los metabolitos secundarios responsables
de la actividad antibacteriana que estaran presentes
en el extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.
(arédndano azul)

El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.
(ardndano azul) presenta metabolitos secundarios
responsables de la actividad antibacteriana frente a
Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC
29906, que pertenecen al grupo de antocianinas.

-¢, A qué concentracién del 25%, 50%, 75% y 100% el
extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.
(arandano azul) poseerd actividad antibacteriana
frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus
mirabilis ATCC 299067

Determinar la méxima concentracién del extracto
acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul)
al 25%, 50%, 75% y 100% que poseerd actividad
antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922
y Proteus mirabilis ATCC 29906.

El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.
(ardndano azul) en sus distintas concentraciones del
25%, 50%, 75% y 100% presenta actividad
antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922 y
Proteus mirabilis ATCC 29906.

-¢,Cual sera la susceptibilidad antibacteriana del
extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.
(arandano azul) a una concentracion del 25%, 50%,
75% y 100% en comparacion con Ciprofloxacino
frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus
mirabilis ATCC 299067

Evaluar la susceptibilidad antibacteriana de las cepas
de Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis
ATCC 29906 frente al extracto acuoso de Vaccinium
corymbosum L. (arandano azul) a una concentracién
del 25%, 50%, 75% y 100% comparados con
Ciprofloxacino.

El extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.
(ardndano azul) en las distintas concentraciones del 25%,
50%, 75% y 100% presenta mejor susceptibilidad
antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922 y
Proteus mirabilis ATCC 29906 en comparacion con
Ciprofloxacino.

PROCEDIMIENTO PARA COLECTA DE DATOS USANDO LA GUIA DE OBSERVACION:

1. Recoleccion de la muestra vegetal
2. Certificacion de la especie vegetal

3. Marcha fitoquimica del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (ardndano azul)
4. Actividad antibacteriana del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (arandano azul)
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ANEXO C: Matriz de operacionalizacion de variables

Titulo: Actividad antibacteriana del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L. (Ardndano azul) frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus
mirabilis ATCC 29906

DEFINICION DEFINICION ESCALA DE R
VARIABLES CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES MEDICION N° ITEMS VALOR
VARIABLE Concentracién del 1) Antocianinas ++++
INDEPENDIENTE | Producto obtenido | extracto acuoso del | Tamizaje fitoquimico Presencia de metabolitos Nominal 2) Flavonoles Abundante
de someter los | Vaccinium secundarios 3) Compuestos +++ Moderado
Extracto acuoso | frutos frescos de | corymbosum L. fenolicos ++
de vaceinium | vaccinium (arandano azul) 5) Taninos Leve
corymbosum L. corymbosum L. 6) Alcaloides +
(ardndano azul) ; .
(ardndano azul) a 7) Antraquinonas | Escaso
trozado y molienda,
seguido de Ia
disolucion del 1) 25%
material  obtenido 2) 50%
con agua destilada Concentracioén del 1)Extracto acuoso al 25% Continua 3) 75% Porcentaje
y posterior filtrado. extracto acuoso 2)Extracto acuoso al 50% 4) 100%
3)Extracto acuoso al 75%
4)Extracto acuoso al 100%
VARIABLE Inhibicién del La actividad Microbioldgico Medicion de los halos de | Continua ndmero de (-) Nula:
DEPENDIENTE | crecimiento antibacteriana sera inhibicion ensayos Diametro (< 8
bacteriano de las medida determinando microbioldgicos. mm)
Actividad bacterias la inhibicion del (+) Sensible
antibacteriana uropatégenas. crecimiento de las bajo: Didmetro
bacterias (8 - 14 mm)
uropatoégenas. (++) Medio
(muy
sensible):
Diametro (14 -
20 mm)
(+++)
Sumamente
sensible:

Diametro (> 20
mm)
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ANEXO D: CERTIFICACION TAXONOMICA

JOSE RICARDO CAMIPOS DE LA (RUE (@ﬁﬂ’@
I - —

CONSULTOR BOTANION
E

Email: jocamdeBgmail, com
Cel BESEHIOTY

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

1058 MCARDO CAMPOS DE LA CRUZ, BIOLOGO COLEGIADD - CBF NT 3796 — INSCRITO EN EL REGISTRO DE
PROFESIONALES QUE REALAN CERTIFICACOM DE IDENTRFRCACKOM TAXOMOMICA DE ESPECIMENES ¥
PRODUCTDS DE FLORA - RESOLUCION DIRECTORAL N® 0311-2013- MIN F5.

CERTIFICA.

Que, las bachilleres SONCCO HUAYLLA, SARITA DAYSHALUZ y QUISPE
BAEZ, SOLEDAI, tesistas en la Universidad Maria Auxiliadora, Facullad de Ciencias
de la Salud, Escuela Profesional de Farmacia ¥ Bioquimica, con fines de investigacidn
han solicitedo la identificecion v certificacion  botdinica de una planta cultivada
procedente de lea, donde es conocida con ¢l nombre vulgar de “ardindano azal®, la
muesira ha sido identificada con el nombre cientifico de Vaccinium corpmbosum L. de
la familia Ericaceae v Orden Ericales. Segin la base de Trépicos que sigue el Sistema
moderno de clasificacidn de las angiospermas (APG), publicade en 1998 por el Grupo
para la Filogenia de las Angiospermas, revisado por APG [ (2003}, APG UL (2009) ¥
APG IV (2016), este Sistemna de clasificacion  considera a tdas las plantas verdes en
la Clase Equisctopsida (Chasse, MW y JL. Heavel 2009), la especie identificada
ocupa las siguientes categorias taxondmicas:

Reino: Plantae
Divisidn: Angiospermae
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Asleranae
Oirden: Ericales
Familia: Ericaceae
Género: Faccinlum
Especie: Faccinium corpmbozum L.

Mombre valgar: “arindano azul™
Se expide la presente certificacion con fines de investigacion cientifica,
Lima, 11 de febrero del 2022

e =
J}ﬂfﬁiﬁﬂﬁﬂdup
BIFLOGD

C.B.P, 3T85

Jr. Sanchez Sikva N® 156- piso 2. Urh, Santa Lueoila. Lima 07
Emailjocamde(@ gmaicom; joricaumpos @y el os
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ANEXO E. ATCC Escherichia coli 25922

ism Mame: Escherichia ooli
Catalog Mumbser: 0338

Lot Mumbser: 338-806"

Roferencs Mumbar: ATCOE 255w
Pazzage from Roference: 3

: c 'Pl'm:rlnl B,
ahiy Controd ogist Mary L i
Releass Date: 202048

Periommance
Macroscoplc Featunes: Madum:
2 colomy £, bath ans & b;é: hemo e utn:ullar mrr lar, SHaP
Sora Ia\uu smooth; ofer s langer, irregular,
Microscopic Foatures: Mathodd:
Gram negative siraight rod Gram Skan (1)

ID Systom: MALDLTOF (1)

Othor Foatures! Challonges: Results

‘See atached |0 Sysiem resulls documend.

(1) Omidase (Kovaos | negatie

Beta-glucuronidass (E. ook Broth wiMLUIG): positre

(1) Ampicilin (10 meg - Disk Suscepsbiliy): 15 - 22 mm
mﬁﬁeﬁl:mlm {10 mog - Disk Susceptibiity): 19 - 26

#‘;lnEIT [1.2823. T8 mog - Disk Suscepbibikty]: 23 - 28

(4"‘““1—"‘4’”/‘?“3""

Amanda Hupenes
Chmlity Control Marager
AUTHORIZED SIGHNATURE

o o e eciunl
B S s R i e M R e

iy Mulew o e e for uwt ared

**Coeinirrme: The -.ﬁln'.l.llL‘ﬂl.rI ot sumbey sppannyg on e produd: nbel sad pechng skp s Ty 8 packsgep et umd. The ol numbar Sopieyed oo B

of S caed, with the shord

parid may

BT RRRT kTR A P GEHE R
DIET BIENEE

ATOC Licensed 4
[ Dt J‘

s Tha ATCC Licsrmed Owreslvw Emblam

117 T lesiy srw socrsdiles o SO0ET IHEES

TESTING CERT 2655001

=
ek of ATCL. Micobioiogics, nc. i Sosreed o use B
hres

£ 2012 Microbiologics, Inc. Al Rights Reserved. 200 Cooper Avenus North Saimt Cloud, MM 85303

Page 1.0of 1

oG 288
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Resulis

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbaols Color
200 = 21.00 | green
I g oo
Q.00 = 1.69 =¥ red
Meaning of Consistency Calegories (A - C)
Category Interpratation
[} Hi ““'"'"Eu: Ths b=st malch is a confidence identification, The secong-bsst ma s (1] avm
" dence Kens bon i afech e mpenes 1S de=nbcal bo the I:-E-tnil:ﬂl:h, ) & low -oonf Sence: e bar in ]
Ihe species or genus 15 enboal to ihe best marich, or (3) a non-idenbhicabon
Lo =T iz for a t met. The besi tch high- ar kow-canfid
o enheatian |He e chng Gats masth 1 [ 113 Mgh: o 1W.Conaanse IGenBACaRon n Which Qeiis 1% enieal 1o The
best maich or (2] a nonsdenbic "
[C) No consistency: The reguiremenss for high or low consistency are not met
Flusn Crearion Drate Time 20082 TTI1- 811 T 842 BLH
Applisd MSP Library(es): BOAL, Mycobactena Library (bead method), Flamsnious Fungi Library, Listera

Commenis

Sample Mama Sampla D Organism (besl match) Score Valua
CF [#++) (i) RELE Eschesrtchia coh

closely relgied fo Shigela | Escheridha fergusomnil and not dedinitely disingueshable at the moment
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ATCC Proteus mirabilis 29906

.
—EEaa ey
Y

Microbiologics °

Dartec: 2075711

Re Information:

Ouality Controd Tochnologist: Alexandra O Cuea
Release Datn: 2021017

icroorganism Mame: Proteus mirabidis
Catalog Mumbsr: (1315
Lot Murmmbser: 121500
Roferenos Numbor: AT OO 2506 ™=
Passage from Roferenca: 2

M T lesis sre sccredied o SOVEC TTE

oL

TEBTIAG CERT =20655.00

Performance

Macroscopic Features: Wedium:

gﬁmulu shaped, swamming colonies, grey. consumes plate, glossy SBae

Microscopic Features: Iberthioad:

Gram negative rods Gram Stain (1)

ID Sysiom: MALDITOF (1) Othor Foatures! Challonges: Results

?-a: attached m}'ﬂ:m resulls documend. (1) Ouidase (Hovaos ) negalre

%L ‘,4?:1&-*—-

dmanda Kupenes
Direcior of Quality Cantrol
AUTHORIZED SIGHATURE

" Dancinsrres: Tha iesé chgrie | =l b ok =oisee on e Intal m=d siip s maeely 8 parkagieg v romtar. The o mmbar Snplsyed o= B

cor'Fiowis v e eciusl beow ki numbes

/i Anfer o S i for use mred hecrs rdasdety irforradion.

arm L1 ] cuffure
DIET FINS3 8D

it The ATEC Liowrped Dwrvatom Ertdars, the ATTC Liconewsd Dasiaiies word mark s the ATCC caisiop marks s
of AT nc.m =

ATCC Licensed 4 uss Beon bndsradis and ko ol prodicis deresd from ATCDR
LY Darwirter J i

£ 2012 Microbiologics, Inc. Al Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Sam Cloud, BN 86303 Pape 1 of 1 OeC 2008
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Valees
Range Interpretation Symbaols Color
2,00 = 3.00 [ green
L e
0.00 - 169 =) rec
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
[} Hl cnmlm'gl:a match is @ high-confidence dentificalion, The secongsbest matc [|| :m
dence idend |: then speoies 1S Oenbcal b the I:-Eitlﬂlall:h. |2 @ boswt-onnl G [
mespetlesurgenml:l I.ulh:hmzl:c-stn-mm or |3] a nen-identtficabon.
The I met. The besi tch = iOF o= i
@ Sl oy P et g L A L RS R R e
besi maich or (2] a non=denh Il:l‘IDI'I
G Mo consistency: The regurements for high or low consisiency are nol met
Run Creation Date T 2002108127 13:05:05.008 adg
Applied MSF Librargies): B0l Mycobactera Library (bead method), Flamenious Fung Library

Commenis

Sample Name Sampla D Organism {best match) Scora Valua
A1 (=] () 121807 Proleus mirabiis

a3
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ANEXO F. EVIDENCIAS FOTOGRAFICAS DEL TRABAJO DE CAMPO

1. Procesos de obtencion del extracto

1.a) Muestra: Vaccinium
corymbosum L. (arandano azul) 1.b) Lavado con agua potable

1.c) Desinfeccion con solucion de
hipoclorito de sodio 1.d) Enjuague con agua estéril

1.e) Escurrido
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| SECADO |

1.h) Estufa a 40°C
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1.i) PROCESO DE MOLIENDA

La muestra una vez seca, fue sometida a trituracion mecanica empleando un mortero y pilén
de porcelana, con la finalidad de reducir el tamafio de particulas y aumentar el nimero de las
mismas para de esta manera hacer mas eficiente el proceso de extraccion al incrementar la
superficie de contacto.
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| 1.j) EXTRACCION |

El proceso de extraccion se realiz6 colocando, dentro de un frasco ambar, el material obtenido
luego de la molienda con aqua destilada.

Filtrado
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1.k) OBTENCION DE LA MELCOCHA

rurolab

Para facilitar la evaporacion del disolvente, el liquido filtrado fue vertido sobre placas petri de
vidrio y fue llevado a estufa de aire re circulante a una temperatura de 40°C hasta sequedad.
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Figura 1L. Concentracion del extracto acuoso de Vaccinium corymbosum L.
(Arandano azul). al 25%, 50%, 75% y 100%.

2. Marcha fitoquimica

Figura 2 A. Reactivos empleados para la marcha fitoquimica.
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Figura 2B. Rotulado de los tubos de ensayo para la marcha fitoquimica

Figura 2C. Adicion de reactivos para la marcha fitoquimica.
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Figura 2D. Resultados de la marcha fitoquimica.

3. Actividad antibacteriana

Figura 3A. Preparacion del medio de cultivo agar Mueller Hinton
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Figura 3B. Colocacion del medio de cultivo en placas Petri
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Proteus mirabilis ATCC 29906 Escherichia coli ATCC 25922

Figura 3C: Ajuste turbidez comparandola de manera visual con la turbidez del

estandar 0.5 de Mc. Farland.

Figura 3D: Inoculacion de placas y llevadas a la estufa
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Figura 3E. Rotulado de las Placas de Agar Mueller Hinton

Figura 3F. Siembra de las cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus
mirabilis ATCC 29906 en las placas de Agar Mueller Hinton.
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Figura 3G: Preparacion de discos de sensibilidad, con extracto de arandanos al
25%, 50%, 75% y 100%; discos embebidos con agua destilada y discos de

ciprofloxacino 500mg

Figura 3H: Preparacion de discos de sensibilidad, con extracto de arandanos al
25%, 50%, 75% y 100%
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Figura 3H: Incubacién de placas inoculadas 24 horas en posicion invertida a 37°C

dentro de los 15 minutos siguientes a la aplicacién de los discos.

Figura 3I: Lectura de resultados de los halos de inhibicién obtenidos del extracto

acuoso de Vaccinium corymbosum L. (Arandano azul). al 25%, 50%, 75% y 100%,
frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Proteus mirabilis ATCC 29906
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