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INTRODUCCION

La bacteria Escherichia coli es el agente que origina frecuentemente infecciones al
tracto urinario (ITU) y enterocolitis, enfermedades que constituyen un importante
problema de salud publica a nivel mundial. En nuestro pais se han registrado datos
epidemiologicos que sefialan a este germen, aislado a partir de muestras de orina, por
tener marcada resistencia frente a ampicilina, cefalotina, amoxicilina/acido clavulénico,
acido nalidixico y ciprofloxacina. Sin embargo, este fendmeno no es reciente, pues se ha
incrementado debido a que esta enterobacteria causa dafios a través del tiempo,
procedente de aislados nosocomiales y adquiridos en la comunidad, logrando convertirse
en significativamente resistente frente a muchos antibidticos; complicando de esta manera

el uso de la antibioticoterapia tradicional para combatir dichas enfermedades.

El primer Capitulo de este Informe final de tesis contempla la problematica de la
infecciones urinarias y enterocolitis causadas por E. coli, germen capaz de desarrollar
gran resistencia antibacteriana debido al uso indiscriminado de medicamentos. Asi
mismo, se pone énfasis en la especie Tropaeolum tuberosum (“Mashua negra”),
caracterizada por su riqueza en metabolitos secundarios y biodiversidad, lo cual la
convierte en potencial alternativa terapéutica en personas de escasos recursos. En tal
sentido, el estudio se limité a la evaluacién de un extracto hidroalcohélico de T.
tuberosum “Mashua negra”, proveniente del distrito de Cullhuas (Huancayo, Junin),
partiendo del siguiente problema: ;Cual sera el efecto del extracto hidroalcohdlico de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “Mashua negra” sobre el crecimiento In vitro de

Escherichia coli?

En el Capitulo Il se presentan aquellas investigaciones desarrolladas a nivel
internacional y nacional que guardan estrecha relacion con esta tematica, continuando
con las bases tedricas que sustentan el presente estudio y abarcan las dos variables
identificadas: extracto hidroalcoholico y crecimiento in vitro; culminando con el

correspondiente marco conceptual.



El Capitulo 111, sefiala que no amerita considerar hipétesis por tratarse de un estudio
de nivel descriptivo. De igual modo, se incluye la respectiva definicion conceptual y

operacional de la variable independiente y dependiente.

A su vez, el Capitulo 1V, sobre aspectos metodoldgicos sefiala que se trata de una
investigacion que empled el método cientifico, de tipo aplicado, de nivel descriptivo
comparativo y disefio descriptivo transversal; cuya poblacion fue el extracto
hidroalcohdlico de T. tuberosum obtenido mediante la técnica de maceracion con etanol,
evaluando cinco muestras del mencionado extracto obtenidas mediante muestreo no
probabilistico por conveniencia. A través de métodos y técnicas microbioldgicas se
aislaron e identificaron diez cultivos de la bacteria con cinco muestras de heces y orina
recolectados del Hospital Nacional Ramiro Prialé Prialé (EsSalud - Huancayo), con

diagnostico de enterocolitis e infeccion urinaria.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana se realizd mediante aplicacion de
antibiogramas utilizando la técnica de Kirby-Bauer, para lo cual se trabajé con discos
problema impregnados con tres concentraciones del extracto hidroalcoholico (90, 70 y
50%), un control negativo sumidos con agua destilada estéril y otro positivo
(ciprofloxacina de 500 mg y sulfametoxazol 860 mg/trimetropim 160 mg). La
informacion sobre el aislamiento e identificacion de E. coli, asi como de los respectivos

antibiogramas fue recopilada en una Ficha de recoleccion de datos.

Finalizada la investigacion se determind que el extracto hidroalcohodlico de T.
tuberosum Ruiz & Pav “Mashua negra” no tiene efecto sobre el crecimiento In vitro de
E. coli, pues se evidenciaron pequefios halos de inhibicion en un extracto al 50% (6,33
mm) y otro al 70% (6,55 mm), frente a E. coli aislado de orina; mientras que E. coli
aislado de heces present6 halos de inhibicion frente a dos extractos al 50% (7,11 y 7,22
mm) y dos al 70% (7,99 y 7,55 mm). El control negativo (agua destilada estéril) no indujo
ningun halo de inhibicion, a diferencia de los controles positivos ciprofloxacina (entre

10,99 y 34,66 mm) y sulfametoxazol/trimetropim (entre 20,92 y 33,93 mm).

Vi
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RESUMEN

Este estudio tuvo como finalidad determinar el efecto del extracto hidroalcoholico de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “Mashua negra” sobre el crecimiento In vitro de
Escherichia coli. La investigacion empled el método cientifico, fue de tipo aplicado, nivel
descriptivo comparativo y disefio descriptivo transversal. La poblacion fue el extracto
hidroalcoholico de T. tuberosum obtenido mediante maceracion con etanol (96°) y se
evaluaron cinco extractos seleccionados mediante muestreo no probabilistico por
conveniencia. Se aislaron e identificaron diez cultivos de E. coli de orina y heces
recolectados del Hospital Nacional Ramiro Prialé Prialé (Huancayo). La evaluacion del
efecto sobre el crecimiento In vitro se realizd mediante antibiogramas aplicandose la
técnica de Kirby-Bauer con discos problema impregnados con tres diluciones del extracto
(50, 70 y 90%), control negativo sumidos en agua destilada estéril y positivo
(ciprofloxacina de 500 mg y sulfametoxazol 860 mg/trimetropim 160 mg). Frente a E.
coli aislado de orina se encontraron halos de inhibicion en un extracto al 50% (6,33 mm)
y otro al 70% (6,55 mm); E. coli aislado de heces presentd halos de inhibicion frente a
dos extractos al 50% (7,11 y 7,22 mm) y dos al 70% (7,99 y 7,55 mm). El control negativo
no indujo halos de inhibicion, a diferencia del control positivo ciprofloxacina (10,99 a
34,66 mm) y sulfametoxazol/trimetropim (20,92 a 33,93 mm). Se deduce que el extracto
hidroalcohdlico de T. tuberosum Ruiz & Pav “Mashua negra” no tiene efecto en el

crecimiento In vitro de E. coli.

PALABRAS CLAVE: Extracto hidroalcohdlico, crecimiento in vitro, Tropaeolum

tuberosum, Escherichia coli, antibiograma
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ABSTRACT

The present study aimed to determine the effect of the hydroalcoholic extract of
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav "Mashua negra" on the In vitro growth of Escherichia
coli. The research used the scientific method; it was applied, comparative descriptive
level and descriptive transversal design. The population was the hydroalcoholic extract
of T. tuberosum obtained by maceration with ethanol (96°) and five extracts chosen by
non-probabilistic sampling for convenience were evaluated. Ten E. coli cultures were
isolated and identified from urine and feces from patients treated at the Hospital Nacional
Ramiro Prialé Prialé (Huancayo). The evaluation of the effect on In vitro growth was
carried out by antibiograms using the Kirby-Bauer technique with test discs impregnated
with three dilutions of the extract (50, 70 and 90%), negative control soaked in sterile
distilled water and positive control (ciprofloxacin 500 mg and sulfamethoxazole 860
mg/trimethoprim 160 mg). Against E. coli isolated from urine, inhibition halos were
found in an extract at 50% (6.33 mm) and another at 70% (6.55 mm); E. coli isolated
from feces showed inhibition halos against two extracts at 50% (7.11 and 7.22 mm) and
two at 70% (7.99 and 7.55 mm). The negative control did not induce inhibition halos,
unlike the positive control ciprofloxacin (1099 to 34.66 mm) and
sulfamethoxazole/trimethropim (20.92 to 33.93 mm). It is concluded that the
hydroalcoholic extract of T. tuberosum Ruiz & Pav "Mashua negra" has no effect on the

In vitro growth of E. coli.

KEY WORDS: Hydroalcoholic extract, in vitro growth, Tropaeolum tuberosum,

Escherichia coli, antibiogram
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CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

Los cuadros diarreicos ha sido un gran problema de morbi-mortalidad elevada en
niflos menores de cinco afos, cuyos episodios durante el primer afio de crecimiento
infantil pueden deteriorar el estado nutricional, ocasionando posteriores secuelas; con
mayor frecuencia en paises en desarrollo, asociados a problemas socioeconémicos, malos
habitos higiénicos, escasez de saneamiento ambiental, carencia de agua potable, mala

nutricion e inadecuada atencion medica primaria.*

A nivel mundial, todas estas patologias son producidas por la transmision
alimentaria, siendo muy frecuentes y dificiles de contener, pues las estadisticas
epidemioldgicas informan que una de cada diez personas resulta afectada, con cifras de
mortalidad de 420000 personas; de las cuales, el 30% corresponde a menores de cinco
afios, lo que representa el 9% de la poblacién mundial. La incidencia y tasas de mortalidad

maés elevadas se presentan en el continente africano y Asia sudoriental .2

El agente méas conocido y causante de diarreas en paises en vias de desarrollo es
Escherichia coli enteropatdgeno, pero los cuadros pueden verse acompafiados con
agentes etioldgicos como virus (rotavirus, adenovirus entéricos, etc.), bacterias (Shigella,
Salmonella., Campylobacter, Yersinia enterocolitica) y parésitos (Cryptosporidum,
Giardia duodenalis, Cyclospora, Microsporidium , Entamoeba histolytica y Balantidium

coli).?



Ademéds, E. coli es uno de los agentes que con mayor frecuencia ha causado
infecciones urinarias y enterocolitis, patologias que se han transformado en un importante
problema de salud publica.* Segun datos epidemiolégicos reportados en el Pert, se ha
manifestado que ésta bacteria aislada a partir de la orina originario de pacientes dudoso
de tener infeccion al tracto urinario (ITU), ha demostrado tener resistencia mayor frente
a los antibidticos como ampicilina (70%), cefalotina (22%) y amoxicilina con acido

clavulanico (33%), asi como también el 4cido nalidixico y ciprofloxacina (29%).°

Sin embargo, esta resistencia antibidtica no es reciente, pues ha ido aumentando
gracias a que las enterobacterias han causado dafos a través del tiempo, procedente de
aislados nosocomiales y adquiridos en la comunidad, logrando convertirse en
significativamente resistentes frente a muchos antibioticos; complicando de esta manera
el uso de la antibioticoterapia tradicional para combatir las enfermedades causadas por

estos microbios.’

Por otro lado, el uso indiscriminado de antibacterianos como parte del tratamiento
farmacologico en infecciones del tracto urinario esta ocasionando la progresion alta de
resistencia por parte de los gérmenes uropatogenos frente a antibidticos considerados de
primera eleccion, tales como: amoxicilina/dcido clavuldnico, cotrimoxazol,
fluorquinolonas, cefotaxima, aztreonam, acido nalidixico, cefalotina, cefalosporinas,
gentamicina, sulfatrimetropin, ceftriaxona, cefotaxima, ceftazidima y aztreonam; lo cual
han conducido al fracaso del tratamiento para las infecciones urinarias, razon por la cual
todo medicamento debe de ser recetado por el profesional médico con su respectivo

diagnostico, para evitar las consecuencias antes mencionadas.”®

Se han desarrollado estudios en esencia de plantas medicinales a fin de evaluar sus
atributos antibacterianos, proporcionado resultados esperanzadores al detectar eficacia
inhibitoria sobre el crecimiento de muchos microbios perjudiciales. Mientras tanto, se
carece de investigaciones donde se haya demostrado estudios para dichos extractos
vegetales para poner fin a muchos microorganismos perjudiciales que ha ido

incrementado en la actualidad.’



Por su parte, Tropaeolum tuberosum (“Mashua negra”), es una especie vegetal
caracterizada por sus multiples riquezas en metabolitos secundarios y su biodiversidad,
habiendo recibido en los ultimos afios un gran interés debido a la busqueda de efectos
antibacterianos.'® Este tubérculo contiene sustancias fitoquimicas (compuestos fendlicos,
glucosinolatos y carotenoides) con diferentes funciones bioldgicas,! el consumo de estos
alimentos en estos afios que contienen estos principios activos se han visto que tienen
resultados beneficiosos para la salud consiguiendo prevenir enfermedades agudas y

cronicas. 2

Actualmente existe amplia demanda de agentes antimicrobianos naturales, por lo
que surge la necesidad de averiguar sobre aquellas fuentes de origen vegetal capaces de
producir sustancias que inhiban el crecimiento bacteriano, sobre todo a partir de plantas
que presenten actividad antibacteriana atribuida a sus compuestos fitoquimicos, que son
basicamente sus metabolitos secundarios, como el caso de los isotiocianatos conocidos

por inhibir el crecimiento de la bacteria E. coli.'?

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion Panamericana de
la Salud (OPS) han reportado que en América latina alrededor del 70% de la poblacion
de Chile y el 40% de Colombia recurren a la medicina tradicional, en Estados Unidos el
nimero de visitas a suministradores de medicina alternativa supera aquellas a médicos en
servicios de atencion primaria de salud.'* En nuestro pais, el panorama es totalmente
diferente debido a la falta de informacion e investigacion en cuanto al uso de plantas
medicinales; pues solo a nivel de ciertas comunidades remotas se emplean recursos

terapéuticos de origen vegetal, con base a conocimientos adquiridos ancestralmente.

1.2 DELIMITACION DEL PROBLEMA

En este estudio se obtuvo y analiz6 un extracto hidroalcohélico de Tropaeolum
tuberosum “Mashua negra”, cuyos ejemplares fueron provenientes del distrito de
Cullhuas, provincia de Huancayo (departamento de Junin), que abarca una superficie de

108,01 km? y se encuentra a una altura de 3 663 msnm.



Seguidamente se determind su actividad antibacteriana In vitro sobre cultivos de
Escherichia coli que fueron aislados e identificados a partir de muestras de pacientes con
enterocolitis e infecciones al tracto urinario atendidos en el Hospital Nacional Ramiro

Prialé Prial¢ (EsSalud - Huancayo).

Por lo tanto, la informacidn obtenida de este estudio sélo puede ser valida para el
tipo de extracto analizado en relacion a su efecto sobre E. coli por medio de ensayos
(antibiogramas) realizados en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad Peruana
Los Andes, con esta informacidon se determind el grado de susceptibilidad de esta bacteria,
lo cual permitié conocer la efectividad de la especie vegetal evaluada.

1.3 FORMULACION DEL PROBLEMA
1.3.1 Problema general
¢(Cual sera el efecto del extracto hidroalcoholico de Tropaeolum tuberosum Ruiz &

Pav “Mashua negra” sobre el crecimiento In vitro de Escherichia coli?

1.3.2 Problemas especificos
(Es posible obtener un extracto hidroalcohdlico de “Mashua negra” mediante el

método de maceracion?

[ Sera posible aislar e identificar a Escherichia coli a partir de muestras de orina y

heces de pacientes atendidos en el Hospital Nacional Ramiro Prialé Prial¢ (Huancayo)?

(Cuadl sera el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico sobre el crecimiento

in vitro de Escherichia coli mediante la técnica de Kirby-Bauer?

1.4 JUSTIFICACION
1.4.1 Social

Esta labor facilita informacion sobre el escaso poder antibacteriano del extracto
hidroalcoholico de la “Mashua negra”, de tal modo que no es factible como un método

opcional frente a infecciones intestinales y urinarias, por parte de un sector importante de
4



la poblacion de escasos recursos economicos. Ademds, se incentiva siempre el
tratamiento por medio de recursos obtenidos de plantas medicinales, siempre y cuando se
demuestre su efectividad, seguridad, induzca menos reacciones adversas y sea

econodmico; de tal modo que sea aceptable por la sociedad.

1.4.2 Teérica

Teniendo en cuenta que las investigaciones sobre Tropaeolum tuberosum como
tratamiento antibacteriano son escasas, el proposito de este trabajo pretende dar a conocer
de manera técnica la utilidad de terapias basadas en la extraccion de elementos
fitoquimicos vegetales con actividad antibacteriana y que de esta manera se reduzca la
morbilidad de esta comun enfermedad, para asi incrementar y actualizar el conocimiento
tedrico sobre sus capacidades medicinales. Por lo que es preciso referir con alguna
referencia respecto a esta problemaética con el fin de educar a los futuros profesionales en
el uso de este tubérculo, por ello formaréa parte de los estudios de la Universidad Peruana

los Andes.

1.4.3 Metodologica

En este estudio se emplearon métodos y técnicas microbiol6gicas estandarizadas
para la obtencion de un extracto hidroalcoholico mediante el método de maceracion; asi
mismo, la obtencién e identificacion de E. coli fue posible gracias al empleo de
procedimientos microbioldgicos basados en el cultivo con medios selectivos y
diferenciales. La evaluacion del efecto in vitro se desarroll6 segln la técnica Kirby-Bauer

(difusion en agar).



1.5 OBJETIVOS
1.5.1 Objetivo general
Determinar el efecto del extracto hidroalcohdlico de Tropaeolum tuberosum Ruiz

& Pav “Mashua negra” sobre el crecimiento In vitro de Escherichia coli.

1.5.2 Objetivos especificos
Obtener un extracto hidroalcohdlico de “Mashua negra” mediante el método de

maceracion.

Aislar e identificar Escherichia coli a partir de muestras de orina y heces de

pacientes atendidos en el Hospital Nacional Ramiro Prialé Prialé (Huancayo).

Evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico sobre el crecimiento

In vitro de Escherichia coli mediante la técnica de Kirby-Bauer.



CAPITULO 11
MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DE ESTUDIO
2.2.1 Internacionales

Beltran A. y Mera J.2° evaluaron el tubérculo Mashua (Tropaeolum tuberosum)
troceado en miel y determinaron su capacidad antioxidante (Ecuador), mediante el
parametro llamado eficiencia antioxidante (AOE) encontraron un valor de 17,87; lo cual
demostré que las muestras con mayor disminucion exponencial en la absorbancia de
radicales libres tienen elevados valores de eficiencia antioxidante; concluyendo que dicho
tubérculo posee importantes nutrientes y antioxidantes capaces de solucionar problemas

de desnutricion infantil y puede alargar el promedio de vida en el ser humano.

Poma L. y Paz C.1® analizaron el resultado antimicrobiano del extracto de “Cubio”
(Tropaeolum tuberosum) para Listeria monocytogenes en carne de hamburguesa
(Colombia), mostrando que a concentraciones de 1:2 y 1:4 (333 mg/mL y 200 mg/mL) se

inhibid el crecimiento de la bacteria; mientras que las concentraciones 1:6 y 1:8

7



permitieron su desarrollo; concluyendo que este tipo de extracto puede ser un

bioconservante prometedor para la industria de alimentos.

Diaz L.y Garson D.!” evaluaron la capacidad antimicrobiana del extracto de la parte
aérea de Tropaeolum tuberosum (mashua) frente a Staphylococcus aureus y Bacillus
cereus (Colombia), obteniendo un resultado negativo de eficacia antimicrobiana de
ninguno de los extractos experimentados, etanolico o acuoso de tallos, hojas y mezcla de
ambos frente a S. aureus, B. cereus, Escherichia coli y Candida albicans; por tal razon,
es necesario comprender los mecanismos de resistencia de estas bacterias ya que poseen

gran capacidad de habituacion, sobrevida y resistencia a los antibidticos correspondientes.

Chica A. y Guayaquil S.'® determ actividad antimicrobiana del extracto
alcoholico del tubérculo Mashua (Tropaeolum tuberosum) en sus diferentes especies
(Ecuador). Los resultados obtenidos mediante la técnica de Kirby & Bauer demuestran
que los extractos del tubérculo en sus variedades de Jachir isafio “Rosada” y Killu isafiu
“Amarilla”, no presentaron actividad antimicrobiana en ninguna de las concentraciones
de 10, 20, 40 puL frente a cepas bacterianas de E. coli, S. aureus ni actividad fungica frente
a C. albicans. Mientras que en la variedad “Negra” en concentraciones de 20 y 40 pL

demostro efectividad sobre E. coliy S. aureus.

Aguas A." evalud la acciéon hemoaglutinante, anticoagulante y antimicrobiana
obtenida de los tubérculos andinos (Ecuador). De las dos especies de tubérculos
investigados fueron evaluadas bacterias Gram positivas y Gram negativas ATCC; los
resultados muestran que solos los extractos obtenidos de la oca, tanto de la variedad
amarilla como de la blanca, (O. tuberosa) poseen accion antibacteriana sobre E. coli. Las

demas bacterias utilizadas no fueron inhibidas por los extractos aqui evaluados.

Silva J.%° evalué la eficacia antibacteriana y hemoaglutinante de los extractos de
Solanum phureja, Tropaeolum tuberosum, Oxalis tuberosa y Ullucus tuberosus, mediante
el método de difusion; manifestando asi que todos los extractos, tanto el acuoso como el
etandlico, tienen un hecho antibacteriano frente a S. aureus y S. typhimurium, excepto

para E. coli 'y P. mirabilis, entre ellos no fueron inhibidas por ninglin extracto.
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2.2.2 Nacionales

Quispe J.?! determing la tasa de Escherichia coli y Pseudomonas sp. en pacientes
con infecciones prostéticas y su sensibilidad a extractos de Tropaeolum tuberosum
(“Isafio”), encontrando que los glucosinolatos e isotiocianatos tienen propiedades
antimicrobianas e inhiben la propagacion de células cancerosas de la prostata, colon y
piel en humanos; concluyendo que los extractos al 100% de “Isafio negro” indujeron
mayor halo de inhibicién (16,63 mm), con un porcentaje de inhibicion de 76,23%;
mientras que los de “Isafio amarillo” originaron un halo de 10,50 mm con porcentaje de
inhibicidn del 46,0% para E. coli.

Aguirre R.° realiz6 un tamizaje fitoquimico de hojas y flores de Tropaeolum majus
“Mastuerzo” y evaluo el resultado in vitro del extracto etanolico sobre Escherichia coli
uropatégeno (Trujillo), reconociendo presencia de azUcares reductores, sugiriendo
presencia de glucosinolatos e isotiocianato de bencilo, que le daria capacidad
antimicrobiana; concluyendo que la concentracidon inhibitoria minima para E. coli fue de
75%.

Huaméan E. y Oroche S,?? en Cusco, determinaron la actividad antibacteriana in
vitro de extractos etanélicos y cloroférmicos de Oenothera rosea Aiton “Yawar chonga”
y Geranium sessiliflorum Cavanilles “Ojotillo” frente a Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, cuyo analisis fitoquimico revel6 que ambos extractos etandélicos al 70%
presentan abundante cantidad de compuestos fendlicos y flavonoides; pero en los
cloroférmicos no encontraron metabolitos secundarios de naturaleza polar (compuestos
fenolicos y flavonoides); concluyendo que ambos extractos etandlicos al 70% presentan
actividad antibacteriana in vitro frente a S. aureus y E. coli, en comparacion a los

farmacos patrén.

Junes R,% en Lima, evalud la actividad antioxidante in vitro y el efecto regenerador
in vivo de una crema cosmética con extracto liofilizado de Mashua (Tropaeolum

tuberosum Ruiz & Pavon), encontrando compuestos fenélicos (87,23 mg/100mg) y acido
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ascorbico 42,66 mg/100 mg); concluyendo que existe evidencia del efecto regenerador
de la crema cosmética con 2,5% de extracto liofilizado de mashua, en base al estado y

nivel de inflamacion de la piel fotodafiada después del tratamiento tdpico.

Cruz O., Valverde G. e Ybariez J.2* evaluaron el efecto del extracto acuoso de
Tropaeolum tuberosum “Mashua” sobre el desgaste de la memoria y lipoperoxidacién
inducida con fluoxetina en higado de Rattus rattus var. albinus ooforectomizados (Lima),
mencionando que el extracto al 10% tiene buena actividad antioxidante por la alta
presencia de fenoles y antocianinas (flavonoides); concluyendo que tiene efectos sobre la
disminucion de la peroxidacion lipidica; sin embargo, no se encontrd ningun efecto sobre

la evaluacion de memoria espacial en este modelo de experimentacion.

2.2 BASES TEORICAS
2.2.1 Tropaeolum tuberosum
A. Descripcion®®

Es una planta herbacea que pertenece a la familia Tropaeolaceae, caracterizada por
tener un tubérculo comestible, originaria de Pert y cultivada desde la época prehispanica
en zonas altas (alrededor de 3000 msnm); mide de 23 a 70 cm de altura, sus tallos son
cilindricos y delgados (3 a 5 mm de didmetro), y los ramales de color purpura, sus hojas
son de color verde, las flores son despoblados y de variados colores, que van de

anaranjadas, amarillas o rojizas.

Su forma de los tubérculos son alargados y rectos, su aspecto brillante se debe a la
epidermis gruesa ya que su color varia entre blanco amarillo, amarillo oscuro, negro,
morado, anaranjado, también dependera de su variedad de la mashua; su contextura varia

de 4 a 14 cm de largo y de 3 a 7 cm de ancho.
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Fuente: Elaboracion propia, mayo 2019

Figura 1. Tubérculo de Tropaecolum tuberosum “Mashua negra”

B. Clasificacion taxondmica2t

Seglin los sistemas de clasificacion de Arthur Cronquist:

Nombre cientifico : Tropaeolum tuberosum

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyts

Clase : Magnoliopsida

Subclase : Rosidae

Orden : Geraniales

Familia : Tropaeolaceae

Género : Tropaeolum

Especie : Tropaeolum tuberosum (Ruiz & Pav).

C. Habitat?’

T’ tuberosum es un tubérculo que se origind en los Andes centrales, perteneciente al
grupo de las RTA’s (Raices y Tubérculos Andinos). Considerando que se encuentra
cultivado en las regiones andinas, como Pert1 y Bolivia, ubicadas a 3900 msnm y se la
considera una especie rustica que puede soportar temperaturas bajas y crecer en suelos

pobres. Su entorno de division natural se propaga desde Colombia hasta el norte de
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Argentina, entre los 2200 hasta los 3500 msnm y hace algunas décadas ya se cultivaba en

otras regiones tales como Nueva Zelanda

D. Generalidades de la mashua

La mashua es innata de los andes, su ubicacion tiene la mayor concentracion de
variabilidad; encontrandose representaciones de la especie en vasos ceremoniales de la
cultura Wari (Ayacucho) y Tiahuanaco (Altiplano peruano-boliviano), lo que indica la
antigiiedad de este cultivo, considerando que su domesticacion puede estar relacionada
con la medicina tradicional. Entre los tubérculos andinos, la mashua es de mayor
productividad, se obtienen entre 9 y 70 toneladas por hectarea, cuyos rendimientos
superan a la papa, ademas crecen en suelos sin ninguna fertilizacién , lo que hace mas

facil y econdmico el producto.?*

E. Caracteristicas morfolégicas?

1. Rizomay tallo
Es una hierba trepadora, cuyo tallo provisto de yemas crece horizontalmente debajo
del suelo y su parte aérea tiene un profuso desarrollo estacional. Los rizomas, tienen
un espesor parejo de alrededor de 2 cm de diametro, manteniendo esta peculiaridad
de manera persistente a lo largo de los afios; hay sectores que tiene el color
blanquecino y risado, se esparce sub superficialmente en una profundidad de no
mas de 12 cm. Sus tallos aéreos, finos y ramificados, alcanzan un grosor de 0,5 cm

hasta 3.5 m de largo, con entrenudos de entre 5y 7 cm.

2. Hojas
Su follaje compacto posee hojas de color intenso, verde oscuro en el haz y mas
claras en el envés. Son largamente pecioladas, sus estructuras son especialmente

para trepar.

3. Flores
Posee flores solitarias, con pedicelos graciles de mas de 30 cm de largo, se disponen

en las axilas foliares a lo largo de sus tallos. El espolon tiene forma de embudo, de
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color rojo, con el extremo aguzado de color verde-amarillento. Por lo comun, la
corola es de color rojo anaranjado, aunque también se pueden encontrar los l6bulos
de la corola de color amarillo fosforescente, y el tiempo que permanece oscila entre
10 a 17 dias.

4.  Fruto
Es un esquizocarpo con tres mericarpos costados y cuando madura se pone de color
verde, produce abundante semilla botanica, al igual que los otros tubérculos andinos

ocurre el fenémeno de la fasciacion.

5. Tubérculo
Mide de 8 a 17 cm de largo, tiene forma conica alargada ademas yemas profundas
y muchos colores ya sea amarillo, rojo, morado, gris y negro, con jaspes 0scuros en
la piel. El tubérculo posee una textura medio arenosa y contiene 20% de proteinas,
y un alto porcentaje de carbohidratos y 75% de agua. Por su presencia de
isotiocianatos, la mashua tiene un sabor acre y picante; sin embargo, se torna dulce

después su coccion.

F.  Caracteristicas fitoquimicas?¢

La mashua negra presenta una gran variedad de metabolitos secundarios, dentro de
ellos sobresalen los compuestos fendlicos y glucosinolatos, que le brindan
fundamentalmente sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y bactericidas. Entre
los compuestos fenolicos se encuentran los flavonoides (epicatequina, galocatequina y
epigalocatequina), flavonoles (rutina y mircetina), proantocianidinas (derivados del acido
galico) y antocianinas. También posee grandes raciones de glucosinolatos convirtiéndose
en isotiocianatos por lo cual su sabor es mas rico, y por ello tiene la capacidad de inhibir

el incremento de células cancerigenas de la prostata, colon y erradicar a E. coli.

G. Referencias farmacolégicas'?
La mashua negra posee un elevado contenido de isotiocianatos (iberin, alilo,
bencilo, metil, fenil, feniletilo-, propil-, 3-methylthiophenyl-, y 3-metiltio-propilo), los

cuales presentan propiedades insecticidas, nematicidas, fungicidas, repelentes de
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insectos, y bactericidas (frente a especies de Bacillus spp., Escherichia coli, Klebsiella
spp., Listeria spp., Salmonella spp., Serratia spp. y Staphylococcus spp.). Estos
compuestos inhiben el desarrollo de células inflamadas y retienen a los radicales libres
(acumulados por el estrés, grasas, contaminacion, etc.) causantes del envejecimiento

celular y creacion de celulas cancerigenas.

H. Uso en medicina tradicional!

Sus poderes medicinales son muy apreciados en medicina tradicional, pues las
infusiones del tubérculo fresco son muy utilizadas para aliviar enfermedades renales, de
la prostata y reumatismo. La mashua tiene un provechoso efecto sobre el higado y los
rifiones, siendo empleada contra la diabetes, amigdalitis, dengue, malaria y condiciones
posparto; ademas, es beneficiosa en dolencias de la piel (eczema y manchas). La mashua
negra es conocida en los andes por su supuesta capacidad para suprimir el apetito sexual,
disminuir el potencial reproductivo y la funcion eréctil en los hombres.

Seglin las tradiciones por los cronistas del siglo X VI, los incas alimentaban a sus
tropas con esta planta para que olvidaran a sus mujeres mientras ellos intervenian en

operaciones de guerra.

2.2.2 Escherichia coli

A. Definicion?®

Esta bacteria Escherichia coli es muy comun en el habitat de los intestinos de animales y
en humanos, en su mayoria circulas cepas inofensivas, aunque hay una variedad letal, la
0157:H7 que fabrica o elabora una potente toxina llamado Shiga, ocasionando dafio

inflamatorio en el rifion y provoca formacion de coagulos.

B. Historia®®
En el afio 1885 Theodore von Escherich, un bacteriélogo aleman denoming a esta
bacteria como Bacterium coli. Y mas adelante la taxonomia lo nombro Escherichia coli,

en honra a su descubridor.

Escherichia coli, es la especie mas dominante de la microbiota usual aerobia y

anaerobia del aparato digestivo y en la mayoria de los animales como humanos. E. coli
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ha sido reconocida al principio como causa de patologia en 1983 a lo largo de un brote de
diarrea aguda con sangre en EE.UU., sefialando que los principios estaban en
hamburguesas ya contaminadas; a partir de entonces, la mayor parte de infecciones se

han originado por ingerir la carne de vacuno poco cocinado.

C. Ubicacion taxondmica3®

Reino : Bacteria

Filo : Proteobacteria

Clase : Gammaproteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Tribu : Escherichieae

Género : Escherichia

Especie : Escherichia coli

D. Caracteristicas generales®!

E. coli se califica por ser un bacilo Gram negativo, no esporulante, productor de
indol desde tript6fano, no usa citrato como fuente de carbono y no crea acetoina. Ademas
esta bacteria fermenta la glucosa y lactosa generando gas; es catalasa positiva y oxidasa
negativa, anaerobia facultativa, con un amplio rango de temperatura de incubacion,
inmovil o movil mediante flagelos peritricos y tener necesidades nutricionales sencillas.
Es una bacteria mesofila, debido a que su exelente desarrollo se localiza entre los 36 a
42°C su temperatura corporal de animales de sangre caliente y su temperatura final de

crecimiento se sitla alrededor de 6.5°C.

Por otro parte, el pH y la actividad (Aw) de agua pueden contribuir en su
multiplicacién, cuyas condiciones optimas de desarrollo son pH de 7,2 y Aw de 0.99,
respectivamente; su desarrollo se detiene a un pH inferior a 3,8 y superior a 9,5; con
valores de actividad de agua inferiores a 0,94. La mayoria de E. coli son comensales
normales del tracto digestivo grueso, siendo inevitable para el manejo correcto del
proceso digestivo, asimismo de producir las vitaminas B y K; las cepas patdgenas se
distinguen de la flora normal por poseer factores de virulencia (exotoxinas), Utiles para

clasificar estos microbios en patotipos.
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E.

Fuente: Brooks T. et al. (1996).%
Figura 2. Observacion microscopica de Escherichia coli

Clasificacion33

Las E. coli se comprende en diferentes equipos con propiedades y mecanismos de

virulencia que trabajan conjuntamente para impulsar su patogenicidad creando

infecciones recurrentes y sindromes diferentes. Entre los principales tipos encuentran:

1.

E. coli enteropatdgena.

Causante del mayor indice de casos de diarrea infantil en paises en desarrollo,
produce la proteina intimina (adhesina tipo no fimbrial que permite su fijacién a la
mucosa intestinal), originando lesion de adhesion, borrado de microvellosidades de
los enterocitos y diarrea acuosa o sanguinolenta asociada a la adherencia. Produce
caracteristicas histopatoldgicas similares a la ECEH, conocidas como lesion de

fijacién y borramiento, esenciales para una completa patogenicidad.

E. coli enterotoxigénica.

Este conjunto se caracteriza por provocar diarrea en personas que han estado en
territorios en desarrollo conocida como diarrea del viajero, por medio de produccion
de enterotoxinas que incitan secrecion de agua y electrolitos dentro del lumen
intestinal de igual manera a V. cholerae. Las bacterias colonizan a nivel del intestino
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delgado mediante adhesinas fimbriales, no son invasivas y sus enterotoxinas pueden

ser de tipo termo labil (LT) o termoestable (ST).

E. coli enteroinvasiva.

Una de las causas es la disenteria bacilar, caracteristica sangre y mocosidad en las
heces, presentando calambres abdominales como vomito, fiebre y malestar general
de manera similar al cuadro provocado por Shigella dysenteriae, invadiendo,

proliferando y matera en la mucosa del colon. Es inmoévil y no fermenta la lactosa.

E. coli enterohemorragica.
Las propiedades clinicas que inducen este conjunto integran dolor abdominal,
nausea, colitis hemorragica y diarrea sindrome urémico hemolitico y purpura

trombocitopenica.

E. coli enteroagregativa.

Esto se asocia con la diarrea aguda que es mas permanente en nifios, este tipo de
bacterias no elaboran enterotoxinas y su caracteristica fundamental es la produccion
de una fimbria de adherencia agregativa, que al momento de adherirse a las células
intestinales incita un acortamiento de sus vellosidades presentando necrosis

hemorréagica y una respuesta inflamatoria.

E. coli adherente-difusa.
Se adhiere a la totalidad de la superficie de las células epiteliales. Estudios actuales
implican a esta cepa como el manager causal de diarreas en chicos, donde la

susceptibilidad a este patogeno depende de la edad.

E. coli verotoxigénico.
Son sustanciales patdgenos emergentes que causan patologias muy severas en los
seres humanos provocando dafios inflamatorios, su nombre se debe a la produccion

de las verotoxinas activas sobre células Vero.
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F. Patogeniay epidemiologia3*

E. coli puede causar infecciones intestinales y extra intestinales generalmente
graves (cistitis, meningitis, peritonitis, mastitis, septicemia y neumonia Gram-negativa).
Las infecciones urinarias se dan mas en mujeres por la corta longitud de su uretra (24 a
50 mm), en comparacion de los hombres (20 cm). Entre los factores predisponentes se
encuentran los malos habitos sanitarios, embarazo, hipertrofia benigna o maligna de

préstata.

La distribucion de esta cepa es mundial, se prolifera mas en paises subdesarrollados
con climas tropicales, en lugares de hacinamiento y en malas condiciones de higiene;
convirtiéndose en el principal patdgeno productor de diarrea en el verano afectando a la

poblacién pediatrica, estimandose que causa entre 25y 35% de casos de diarrea infantil.

G. Tratamiento farmacol6gico®

Actualmente no hay una terapia especifica para las infecciones entéricas causadas
por E. coli, puesto que este germen es susceptible a la mayor parte de agentes
antibacterianos usados actualmente, inclusive no se ha confirmado que el
antibioticoterapia aporte cualquier beneficio para el paciente, gracias a su escasa
efectividad. Es por ello que para demostrar una mayor eficacia debe ser intervenido a

estudios para una mayor eficacia de los antibi6ticos.

El procedimiento capta medidas terapéuticas destinados a arreglar las alteraciones
hematoldgicas, neurologicas e hidroelectroliticas a lo largo del lapso agudo, asi como
otras dirigidas a cambiar la etiopatologia de la enfermedad. En general, se ha establecido

terapia farmacoldgica basada en:

1. Quinolonas
Es un antibiotico para bacterias gramnegativos entre ellas para infecciones urinarias
y gastrointestinal entre otros. Entre las cuales tenemos la ciprofloxacina, acido

nalidixico, norfloxacino, levofloxacino.
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2. Aminoglucésidos
Es un antibidtico bactericida que actua en gran actividad contra enterococos y los
bacilos gramnegativos. Entre ellas tenemos la gentamicina, amikacina, kanamicina.

Para asi evitar su fase de crecimiento de proteinas de la bacteria

3. Aminopenicilinas/inhibidores de la betalactamasa (IBL.)
Este tipo de antibidtico conforman el ndcleo familiar mas abundante de
antimicrobianos y también la més usada en la préctica clinica siendo el tratamiento
para numerosas infecciones. Entre ellas tenemos la bencilpenicilina. Ampicilina,

amoxicilina.

4.  Cefalosporinas
Tienen una mayor actividad entre ellas los microorganismos Gramnegativos son
mayormente de facil administracién y de baja toxicidad. Entre ellas tenemos la

ceftriaxona, cefaclor, cefuroxima, ceftazidima.

5. Trimetoprim/sulfametoxazol (TMP/SMX)
Este tipo de combinacion son eficaces para muchas bacterias como las
Gramnegativas ya que impiden que las bacterias produzcan acido fdlico ya que

necesitan para crecer.

6. Nitrofurantoina
Es utilizado para tratar infecciones bacterianas entre ellas Escherichia coli. Como

la infeccidn urinaria baja mas no cistitis

2.2.3 Extractos vegetales
A. Definicién36

Los extractos de plantas medicinales fueron usados por el ser humano a partir de la
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antigliedad, siendo aplicadas de manera clasica para obtener la cura de diversas dolencias
estas cantidades se obtienen bioldgicamente activas presentes en tejidos de plantas usando
solventes como etanol, agua u otro solvente por medio de un proceso de extraccion

adecuado.*!

B. Clasificacion de los extractos vegetales®’
Extractos fluidos
Son preparados liquidos de plantas, utilizando alcohol como disolvente o

conservador, durante la extraccion de la droga vegetal.

2.  Extractos blandos
Se obtienen evaporando el disolvente hasta obtener un producto de textura

semisolida.

3.  Extractos secos
Son preparaciones sélidas obtenidas por evaporacion del solvente usado en su

produccion. Obteniéndose asi una forma de polvo seco.

4.  Crioextractos
La droga tiene que estar fresca y congelada, para asi poder extraer el nitrogeno
liquido y luego afiadir para alcanzar a una graduacion alcoholica de 14-15° alcohol
etilico. Los crioextractos resultan muy caros, pero son muy utiles para obtener

propiedades terapéuticas de ciertas especies.

C. Principales métodos de extraccion3®

1.  Maceracion
Se emplea para extraer principios activos de un sélido hacia un liquido (Tabla 1).
Por lo general, se utiliza cuando no se puede emplear la lixiviacién o cuando los
principios activos sufren alteracion por calor, aire y son solubles a temperatura

ambiente en un menstruo que no debe ser volatil.
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Digestion
Se aplica a una temperatura preeminente al ambiente, pero inferior a la ebullicién

del menstruo, por medio de cualquier variante que posibilite su regulacion (Tabla

).

Lixiviacion o percolacion

Para este proceso se utiliza el lixiviador o percolador, pues este equipo retendra la
droga y a través de éste se hace circular un menstruo en forma descendente,
dejandolo en reposo alrededor de 48 horas; transcurrido este tiempo se abre la llave

del percolador y se recolecta todo el liquido obtenido.

Tabla 1. Condiciones para la obtencion de distintos tipos de extractos

Extraccion
Temperatura Tiempo Disolventes
discontinua
Maceracion ambiental agua, mezclas
o mayor a la horas-dias hidroalcohdlicas
Digestion ) S
ambiental o glicerina
proxima a la .
Infusion . 1-30 minutos
ebullicion agua
Decoccion ebullicion 13-30 minutos

Fuente: Adaptado de Aillon C. (2014)*°

Ventajas de los extractos vegetales*?

Tiene una buena conservacion, sobre todo aquellas soluciones que se pueden extraer
con los disolventes antisépticos, asi como el alcohol y propilenglicol.

Mientras que el contenido tiene la posibilidad de concentrarse se va eliminando los
disolventes.

Posibilidad de estandarizar los productos obtenidos, ajustando el contenido de

principio activo.
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2.2.4 Actividad antibacteriana
A. Definicion*

Es la destreza especifica o capacidad de un producto de conseguir su impacto
planeado, con base en la medicion de cualquier atributo por ejemplo el impacto inhibitorio

exclusivamente ante un microorganismo formando halo de inhibicion.

La actividad de un antibiotico podria ser demostrado por medio del impacto
inhibitorio de la sustancia en cuestion una vez que es evaluada ante un microbio. En los
estudios de potencia es comparable cuantitativamente el impacto de una muestra sobre un
sistema bioldgico con el impacto producido por una preparacion estandar en las mismas
condiciones y para lo que ya se ha definido exactamente su actividad, obteniendo de esta
forma un costo de potencia relativo al del estdndar de referencia

B. Evaluacion de la actividad antibacteriana*

La actividad antibacteriana se mide mediante in vitro para comprobar la intensidad
de un antibacteriano en solucion y a la sensibilidad de una bacteria determinada frente a
concentraciones de cualquier farmaco para cada microorganismo. Para medir la actividad

antibacteriana hay dos métodos principales:

1. Métodos de dilucion.
Se emplea en cada placa cierta concentracion de antibidtico permitiendo inocular
gran nimero de microorganismos, este sistema es de facil interpretacion y

resultados, solo que el incremento de costo es alto

2.  Métodos de difusion en agar
Es empleado para determinar la sensibilidad de un microorganismo enfrentandolos
con medicamentos gque se encuentran impregnados en pequefios discos, se incuban
durante 16 — 24 horas a 35°y con ellos valoramos el diametro de la zona de

inhibicion que se forma alrededor del disco
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Para precisar la CMI de una cepa se medira el diametro de la zona que ha sido
inhibida y sera expresados en mm, estandarizados para cada antimicrobiano. La
lectura de los halos se interpretard como sensible (S), intermedia (1) y resistente (R)
segun las categorias establecidas por el NCCLS.

C. Técnica de Kirby-Bauer®

Constituye una de las técnicas del método de difusién en agar, cuyo principio
involucra aplicar determinada cantidad de antibi6tico en un disco de papel que estara en
contacto con la superficie del agar y sera distribuido previamente al microorganismo. El
diametro obtenido dependera no unicamente de la sensibilidad del microorganismo y la
carga del disco, sino ademas del grosor de la capa del medio de cultivo, Gnicamente con

el agar Muller Hinton.

Para cada antibidtico se dispone concentraciones para acceder a separar a los
microorganismos en tres categorias entre ellas esta la sensible, intermedia y resistente;
establecidas para cada bacteria frente a un determinado agente antibacteriano para obtener

los resultados.

1.  Sensible
Significa que hay una alta probabilidad de que la bacteria aislada se considere

sensible a algin antimicrobiano.

2.  Resistente
Tiene la probabilidad de que la bacteria aislada de un fracaso terapéutico ya sea por
el tipo de automedicacion, por lo tanto, no respondera a ningin medicamento

antimicrobiano.

3. Sensibilidad intermedia
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a. Estas incluyen cepas con sensibilidad disminuida frente a un antibacteriano que
puede utilizarse para tenga mas probabilidad en el tratamiento, todo eso

dependera de dosis mas altas.

b. Incluye cepas con sensibilidad intermedia a los antibacterianos que por ser mas
potentes no pueden usarse en cantidades mas elevadas, esta categoria de
sensibilidad intermedia demuestra como una zona de cambio entre cepas

sensibles.

2.3 MARCO CONCEPTUAL#48
2.3.1 Antibacteriano
Sustancia que destruye las bacterias o les impide que crezcan y causen enfermedad.

2.3.2 Plantas medicinales
Especias que se utilizan cuyas partes, enteras o extractos se utilizan para prevenir o
curar enfermedades de personas o animales.

2.3.3 Flavonoides

Fitonutrientes naturales presentes en vegetales no nitrogenados.

2.3.4 Alcaloides
Sustancias nitrogenadas presentes en algunas plantas sintetizadas a partir de los

aminoacidos.

2.3.5 Antibiograma
Prueba de laboratorio de microbiologia que determina la sensibilidad o resistencia

de una bacteria prediciendo de esta forma la eficacia de un antibiotico.

2.3.6 Antibiotico
Componentes quimicos derivado de seres vivos o adquiridas artificialmente que

impiden la propagacion o crecimiento de ciertos microorganismos patdgenos.
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2.3.7 Disco de sensibilidad

Disco impregnado con algun antimicrobiano sirve para medir la sensibilidad in vitro

de patdgenos bacterianos por medio del procedimiento de difusion de disco en agar.

2.3.8 Inbculo

Microorganismo que se transmite a una fraccién de volumen conocido en tejidos

vivos 0 en medios de cultivo.

2.3.9 Verotoxinas

2.3.10

2.3.11

2.3.12

2.3.13

2.3.14

Exotoxinas producidas por algunas cepas de la bacteria Escherichia coli.

Disolvente

Es una sustancia que permite la dispersion de otra en su seno.

Halo de inhibicion
Zona alrededor de un disco de antibidtico en un antibiograma en que no se produce
crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculado con el germen. Es una

medida de la potencia del antibidtico frente al germen.

Tubérculo
Tallo subterraneo que se modifica y se engrosan donde se acumulan en sus células

sustancias de reserva para la planta.

Polifenoles
Sustancias no energéticas presentes en los alimentos de origen vegetal, que les
permiten participar en distintas reacciones metabdlicas celulares de 6xido-

reduccion.

Droga
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Cualquier sustancia que afecte la estructura y funcionamiento de un ser vivo,
utilizadas generalmente para prevencion, diagnostico y tratamiento de

enfermedades.

2.3.15 Bactericida

Sustancia capaz de matar o eliminar bacterias.

2.3.16 Bacteriostatico

Capacidad de inhibir o retrasar el crecimiento y la multiplicacion de las bacterias.
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CAPITULO 111
HIPOTESIS

3.1 HIPOTESIS

No amerita, por tratarse de una investigacion de nivel descriptivo.

3.2 VARIABLES

3.2.1 Variable independiente: Extracto hidroalcohdlico de Tropacolum tuberosum

A

(“Mashua negra”)

Definicion conceptual

Definida por Aillon C. como “mezcla de consistencia liquida, semisolida o solida,
obtenida generalmente a partir de material vegetal o tejidos de animales en estado

seco”

Definicion operacional

Se consideraron tres dimensiones: concentracion al 90%, al 70% y al 50%.

3.2.2 Variable dependiente: Crecimiento in vitro de Escherichia coli

A

Definicion conceptual
Definida como la capacidad de un cultivo de E. coli, bajo condiciones controladas

de laboratorio, de proliferar por varias generaciones.*?

Definicion operacional

Se consideraron tres dimensiones: sensible, intermedio y resistente.
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CAPITULO IV
METODOLOGIA

41 METODO DE INVESTIGACION
La investigacion empleo el método cientifico, se basé en el empleo de
procedimientos sistematicos y organizados para estudiar un fenémeno observable y asi

poder comprender sus procesos.*’

4.2 TIPO DE INVESTIGACION

El estudio fue de tipo aplicado, puesto que se buscod dar solucion in situ a un
problema a partir del empleo de conocimientos basicos acerca del efecto que posee una
sustancia (extracto vegetal) sobre el crecimiento de una poblacién microbiana (E. coli) in

vitro.>°

4.3 NIVEL DE INVESTIGACION
La investigacion se ubico en el nivel descriptivo comparativo, en la cual se trabajo

con dos variables sin manipulacion por parte de los investigadores.!

4.4 DISENO DE LA INVESTIGACION

Se aplico un disefio descriptivo transversal.>?

M1 e 01
MZ — 02
T
M3 — 03.
Mn —> ,g,n,

Donde:
M = Muestra (Extracto hidroalcoholico)
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T = Tiempo (momento de coleccion de muestras)

O = Observacion (Efecto antimicrobiano)

45 POBLACIONY MUESTRA

La poblacion motivo de estudio fue el extracto hidroalcohdlico de Tropaeolum
tuberosum mediante la técnica de maceracion, ya que se pretendié averiguar su posible
efecto antibacteriano. Para ello se trabaj6 con cinco muestras del mencionado extracto
obtenidas mediante muestreo no probabilistico por conveniencia. Para evaluar el efecto
antimicrobiano se emplearon diez cultivos de Escherichia coli aislados e identificados en
base a cinco muestras de heces y cinco de orina de pacientes del Hospital Nacional

Ramiro Prialé Prialé (Huancayo), con diagnostico de enterocolitis e infeccion urinaria.

4.5.1 Criterios de inclusion

Tubérculos de T. tuberosum obtenidos del distrito de Cullhuas, cuyos extractos
hidroalcohélicos fueron diluidos a tres concentraciones (90, 70 y 50%). Se trabajé con
cultivos de E. coli aislados e identificados en base a muestras de heces y orina de pacientes
con enterocolitis e infeccion urinaria atendidos en el hospital Nacional Ramiro Prialé

Prialé¢ (Huancayo), que no recibieron tratamiento farmacologico.

4.5.2 Criterios de exclusion
Tubérculos de otras variedades vegetales, extractos alcohdlicos, o aceites
esenciales. Cultivos de otras especies bacterianas o procedentes de muestras diferentes a

orina y heces.

46 TECNICAS E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS
4.6.1 Técnica general

Para el desarrollo de este estudio se emple6 la técnica de observacién, mediante la
cual fue posible la recoleccion de muestras, su andlisis y registro de datos sobre efecto

antimicrobiano sobre cultivos de E. coli.

4.6.2 Técnicas especificas
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Para la obtencién del extracto hidroalcohoélico se empled la técnica de maceracion

con etanol. Se emplearon métodos y técnicas microbiologicas para aislamiento e

identificacion de E. coli mediante empleo de medios de cultivo selectivos y diferenciales

y para determinar el efecto sobre el crecimiento in vitro se efectuaron antibiogramas

mediante la técnica de Kirby-Bauer.

4.6.3 Instrumento de recoleccion de datos

La informacion sobre el aislamiento e identificacion de E. coli, asi como de los

respectivos antibiogramas fue recopilada en una Ficha de recoleccion de datos (Anexo 3).

4.6.4 Procedimientos de la investigacion

A.

1.

Obtencion del extracto hidroalcohoélico de “Mashua negra”®
Coleccion de muestras
La materia prima en estado fresco, con peso de 60 kg, fue colectada del distrito de

Cullhuas (Huancayo, departamento de Junin) durante el mes de agosto del 2019.

Tratamiento de la especie vegetal

Se escogieron los tubérculos y se trasportaron en cajas de carton, luego se depurd
aquellos ejemplares danados, atacados algin tipo de microorganismos u hongo;
hasta obtener un peso promedio de 40 kg. Luego se realizo la desecacion a la sombra

a temperatura ambiental (promedio de 25-30°C) por el tiempo de 4 meses.

Obtencion del extracto hidroalcoholico

Se empleo la técnica de maceracion en contacto con etanol (96°), seguida de la
eliminaciéon de dicho solvente por un procedimiento fisico (mediante calor en una
estufa a una temperatura promedio de 40°C el cual fue controlada con un
termometro, posteriormente fue diluido con agua hasta obtener concentraciones de
50, 70 y 90%. integramente el procedimiento se realiz6 por quintuplicado en los
laboratorios de la Facultad de Industrias alimentarias de la Universidad Nacional
del Centro del Peru.
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Aislamiento e identificacion de Escherichia coli**

Obtencion de muestras

Se colectaron cinco muestras de orina y cinco de heces procedentes de personas
diagnosticadas con enterocolitis e infeccion urinaria, dichas muestras fueron
colocadas en frascos estériles de boca ancha y con etiquetas que consignaron datos

como fecha de coleccion y lugar de procedencia.

Aislamiento e identificacion de colonias

Se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud
(Universidad Peruana Los Andes), se sembrd — por estria- en placas con agar
MacConkey (Merck®) y Eosina Azul de Metileno (Merck®), las que fueron
incubadas en estufa a 37°C por 48 horas. Terminada la incubacion se identificaron
las colonias mediante observacion macroscopica, microscopica (coloracion Gram)
y pruebas bioquimicas. Después la colonia confirmada fue conservada en tubos
(13x100mm) con agar soya tripticasa (Merck®) inclinados, incubados a 37°C por

72 horas y posterior refrigeracion (6 — 8°C) hasta su antibiograma.
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/. Preparacion de medios D

cultivo

¢ Aislamiento en medios
selectivos y diferenciales
(McConkey y Eosina Azul
de Metileno)

o Identificacion mediante
observacion macroscopica,
microscopica y pruebas

\ bioquimicas j

Fuente: Elaboracion propia, abril 2020.

Hospital Nacional Ramiro
Prialé Prialé (Huancayo)
5 muestras de orinay 5 de
heces

Figura 3. Esquema del procedimiento para el aislamiento e identificacion de

cultivos de Escherichia coli
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C. Evaluacion del efecto antibacteriano del extracto hidroalcoholico*
1.  Preparacion de los discos de sensibilidad
Se perforaron discos de papel de filtro Whatman N°41 (IBM®), los cuales fueron
procesados de la siguiente manera:
a. Discos problema
Se impregnaron con cada concentracion del extracto hidroalcohélico (90, 70 y
50%) por el tiempo de 24 horas. Luego se sometieron a desecacion a temperatura

ambiental durante 4 a 6 horas.

b. Discos control negativo
Se embebieron en agua destilada estéril por 24 horas. Luego se desecaron a

temperatura ambiental a lo largo 4 a 6 horas.

2.  Técnica de Kirby-Bauer
A cada cultivo de E. coli se le aplic un antibiograma mediante la técnica de Kirby-
Bauer con los discos de sensibilidad problema, control negativo y control positivo
(ciprofloxacina de 500 mg y sulfametoxazol 860 mg/trimetropim 160 mg),
incubando a 37°C por 24 horas y posterior medicion de los halos de inhibicion para
luego comparar con tablas estandarizadas. Dichos ensayos se efectuaron por
quintuplicado en el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia (Facultad de

Ciencias de la Salud — UPLA).

4.7 TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Todos los resultados de los antibiogramas (halos de inhibicién) se presentan mediante
tablas cruzadas, procesandolos mediante estadisticos descriptivos (media aritmética).
Posteriormente se compararon Yy luego interpretaron los datos con las Tablas
estandarizadas de antibiograma y los Criterios establecidos en el NCCLS. Todos estos

datos fueron procesados con el Software Microsoft Excel 2013.
33



4.8 ASPECTOSETICOS DE LA INVESTIGACION

Se tomaron en consideracion los lineamientos estipulados en el Reglamento general
de Investigacion de la Universidad Peruana Los Andes56, fundamentalmente lo sefialado

en el Articulo 27° sobre:

a. Proteccion al medio ambiente y respeto a la biodiversidad

En el desarrollo de la investigacion no se utilizaron sustancias ni reactivos quimicos
toxicos, de uso restringido o capaces de causar efectos negativos sobre el medio

ambiente y la biodiversidad.

b. Responsabilidad

Los autores del estudio son conscientes sobre la pertinencia del trabajo en relacion con
la linea de investigacion institucional y de la Facultad, asi como sus posibles

repercusiones.

¢. Veracidad

Los investigadores ofrecen garantia de que los datos e informacion reportada

corresponde a la verdad, sin distorsion alguna de los mismos.

En relacion a lo establecido en el Articulo 28°:

a. Los autores aseguran que el trabajo fue desarrollado bajo el rigor cientifico
correspondiente, empleando procedimientos validos y confiables para el recojo y
procesamiento de los datos; también sobre la originalidad de la investigacion y su
coherencia con las lineas, tanto de nivel institucional como de la Facultad de Ciencias
de la Salud.

b. Se asume total responsabilidad respecto a las consecuencias que se deriven de esta
investigacion, cuyos resultados se presentan completos y de forma transparente a las

autoridades universitarias y comunidad cientifica, con la debida reserva sobre la
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procedencia de muestras provenientes de seres humanos; manifestando que la
informacidn no serd empleada con fines de lucro o propositos distintos a lo requerido
por la investigacion; cuya publicacion no conlleva a riesgos de plagio o falsificacion,

respetando en todo momento los derechos de propiedad intelectual.

. Los tesistas manifiestan que se ha cumplido con todas las normativas de orden
institucional, nacional e internacional en relacién al tipo de investigacion y la debida
proteccidén ambiental, sin existir conflictos de interés o de otra indole que afecten los

principios éticos y cientificos bajo los que se rige la Universidad Peruana Los Andes.
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CAPITULOV
RESULTADOS

5.1 DESCRIPCION DE RESULTADOS

5.1.1 Obtencion del extracto hidroalcohdlico de “Mashua negra”

Tabla 2. Parametros de obtencion del extracto hidroalcohélico de

Tropaeolum tuberosum

Actividad realizada

Datos segun el tipo de muestra vegetal (lote)

1 2 3 4 5
Recoleccion del tubérculo (kg) 60 60 60 60 60
Seleccién del tubérculo (kg) 30 30 30 30 30
Tiempo de secado (dias) 30 30 30 30 30
Temperatura de secado (°C) 28,0 27,9 26,5 27,4 27,7
Peso para extraccion (g) 100 100 100 100 100
Volumen de etanol (L) 600 600 600 600 600
Tiempo de maceracion (dias) 60 60 60 60 60
Volumen concentrado (mL) 100 100 100 100 100

Fuente: Elaboracion propia, abril 2020.
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5.1.2 Evaluacion del efecto antibacteriano del extracto hidroalcohélico

Tabla 3. Resultados de los antibiogramas para cinco cultivos de

Escherichia coli aislados de orina

Promedio del halo de inhibicion segin

Discos Ensayos cultivo (mm)

1 2 3 4 5
Problema: 1 0 0 6,66 0 0
Extracto hidroalcohélico 2 0 0 6,67 0 0
al 50% 3 0 0 6,33 0 0
PROMEDIO 0 0 6,55 0 0
Problema: 1 0 6,66 0 0 0
Extracto hidroalcohélico 2 0 6,33 0 0 0
al 70% 3 0 6,00 0 0 0
PROMEDIO 0 6,33 0 0 0
Problema: 1 0 0 0 0 0
Extracto hidroalcohélico 2 0 0 0 0 9
al 90% 3 0 0 0 0 0
PROMEDIO 0 0 0 0 3

o 1 35,00 21,00 11,33 14,66 24,66

Control positivo:
) _ 2 32,33 23,33 10,66 15,66 24,66
Ciprofloxacina

3 36,66 21,33 10,66 14,66 22,33

PROMEDIO 34.66 21.88 10,99 15,00 23,00
) 1 0 0 0 0 0

Control negativo:
) _ 2 0 0 0 0 0
agua destilada esteril

0 0 0 0 0
PROMEDIO 0 0 0 0 0

Fuente: Ficha de recoleccién de datos, abril 2020.
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Fuente: Ficha de recoleccion de datos, abril 2020.

Figura 4. Histograma comparativo de los halos de inhibicion para cinco cultivos de

Escherichia coli aislados de orina

En la Tabla 3 y Figura 4 se observa que en los antibiogramas realizados para E. coli
aislado a partir de muestras de orina, de los cinco extractos analizados en la concentracion
50% s6lo en uno de ellos hubo halo de inhibicion (promedio de 6,55 mm), al 70% en uno
de ellos (promedio de 6,33 mm); mientras que a la concentracion 90% no se presentd

ningun halo. Con el control positivo (ciprofloxacina) hubo halos entre 10,99 a 34,66 mm.
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Tabla 4. Resultados de los antibiogramas para cinco cultivos de Escherichia coli

aislados de heces

Promedio del halo de inhibicidn segun
Discos Ensayos cultivo (mm)

1 2 3 4 5
Problema: 1 7,00 0 0 0 7,33
Extracto hidroalcoholico 2 7,33 0 0 0 7,33
al 50% 3 7,00 0 0 0 7,00
PROMEDIO 7,11 0 0 0 7,22
Problema: 1 6,66 0 0 0 7,66
Extracto hidroalcoholico 2 8,66 0 0 0 7,66
al 70% 3 8,66 0 0 0 7,33
PROMEDIO 7,99 0 0 0 7,55

Problema: 1 0 0 0 0 0

Extracto hidroalcoholico 2 0 0 0 0 0

al 90% 3 0 0 0 0 0

PROMEDIO 0 0 0 0 0
Control positivo: 1 33,11 31,55 33,55 33,66 29,55
Sulfametoxazol/ 2 13,33 26,33 33,66 31,55 32,66
trimetropim 3 16,33 35,55 34,60 30,00 33,77
PROMEDIO 20,92 31,14 3393 31,73 30,66

Control negativo: ' ° ° ° ° °

agua destilada estéril ’ ° ° ° ° °

0 0 0 0 0

PROMEDIO 0 0 0 0 0

Fuente: Ficha de recoleccién de datos, abril 2020.
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m agua destilada = Sulfametoxazol/Trimetropima = 90% =70% ®50%

Fuente: Ficha de recoleccién de datos, abril 2020.

Figura 5. Histograma comparativo de los halos de inhibicion para cinco cultivos de

Escherichia coli aislados de heces

La Tabla 4 y Figura 5 muestran los resultados de los antibiogramas realizados para
E. coli aislado a partir de muestras de heces, donde se observan halos en dos extractos a
la concentracion 50% (promedio de 7,11 y 7,22 mm), al 70% en dos de ellos (promedio
de 7,99 y 7,55 mm); mientras que a la concentracion 90% tampoco se formd ningtn halo.
Con el control positivo (sulfametoxazol/trimetropim) se presentaron halos entre 20,92 a

33,93 mm.
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Para la obtencion del extracto hidroalcoholico se empled la técnica de maceracion
con etanol. Se emplearon métodos y técnicas microbioldgicas para aislamiento e
identificacion de E. coli mediante empleo de medios de cultivos selectivos y diferenciales
y para determinar el efecto sobre el crecimiento in vitro se efectuaron antibiogramas

mediante la técnica de Kirby-Bauer.

Enla Tabla 2 se observa que a partir de 60 Kg de tubérculo de mashua seleccionadas
para la maceracion en sus 3 concentraciones de 50, 70 y 90% de alcohol, previo antes se
realizé su secado, luego de eliminacion de dicho solvente por un procedimiento fisico,
obteniendo en promedio 100 mL de extracto hidroalcohdlico en las tres concentraciones.
Se empleo la técnica de maceracion con etanol, siendo ésta la que ha evidenciado amplia
eficiencia para la extraccion de principios activos con funcion farmacoldgica; ademas es

facil de ejecutar.

En este estudio se logro obtener el extracto hidroalcohdlico haciendo uso de una
molinera mecanica en las instalaciones de un laboratorio ubicado en Palian.
Primeramente, se llevo la maceracion por 60 dias, para luego obtener el extracto, luego
de la obtencion de las tres concentraciones de extracto hidroalcohdlico, se conservaron
en recipientes de vidrio de cierre hermético, de color ambar y conservados a temperatura

ambiental (28°C aprox.).
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Ademas, resulto relativamente sencillo el aislamiento e identificacion del cultivo
de E. coli a partir de muestras de heces y orina originario de pacientes con enterocolitis e
infeccion al tracto urinario (ITU) del EsSalud (EI Tambo — Huancayo); pues la E. coli es
morador normal del tracto intestinal del hombre y también en animales; llegando a
alcanzar elevadas tasas durante los procesos de enterocolitis e ITU, principalmente en las
mujeres en este Ultimo caso cuya principal manifestacion clinica es la evacuacion de heces

diarreicas y a veces una infeccion urinaria.®*

En el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias de la
Salud (UPLA) se utilizaron medios de cultivo selectivos y diferenciales como el agar Mac
Conkey y Eosina Azul de Metileno, estos fueron Utiles y suficientes para el aislamiento
de colonias tipicas de la bacteria en cuestion, incubandolos durante 48 horas a 37°C;
luego, se identifico verificando sus caracteristicas tintoriales y bioquimicas propias para
este género y especie microbiana (Figura 3). Una vez identificado el cultivo, se procedio
a su conservacion en tubos con agar Tripticasa de soya manteniendolos en refrigeracién

hasta el momento de los ensayos de susceptibilidad.

Como parte del disefio para la determinacion de la actividad antibacteriana se
emplearon tres tipos de discos de sensibilidad: aquellos preparados con el extracto
obtenido (discos problema); como control positivo (discos de trimetropin/sulfametoxazol
(para heces) y ciprofloxacino (para orina)) y control negativo (discos embebidos en agua
destilada estéril). La actividad antimicrobiana se determiné aplicando la técnica de Kirby-
Bauer mediante la medicion del diametro del halo de inhibicidn; el cual es afectado por
dos factores: la respuesta del microorganismo (susceptibilidad) y la potencia del extracto
hidroalcohdlico (capacidad bactericida o bacteriostatica del principio activo).3!

Por lo tanto en la Tabla 3 se observa la ausencia de halos de inhibicién con el
extracto hidroalcohdlico, el cual demuestra que el extracto hidroalcohdlico del tubérculo
de la mashua, no afecta el crecimiento de E. coli, pues los diametros alcanzados no son
los suficientemente grandes como para causarle ni siquiera un efecto bacteriostatico a la

bacteria, tal como se sefiala en consideracion al punto de corte y concentracion inhibitoria
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minima del trimetropim/sulfametoxazol (TMP/SMX); el cual sefiala que para un efecto
bactericida el tamafio del halo debe ser mayor a 16,0 mm, mientras que la actividad

bacteriostatica se verificaria con un tamafo de halo entre 7,0 a 8,0 mm.

No obstante, otro aspecto evidenciado cuando se realiz6 la evaluacion de la
actividad antibacteriana fue muy visible de los halos de inhibicién alcanzados con los
discos control positivo TMP/SMX (promedio de 31,14 mm) y Ciprofloxacino (34,66
mm), demostrando asi que la bacteria es resistente frente al extracto, pero sensible frente
a los farmacos. Ante estos hechos, se puede decir que el comportamiento de la bacteria
radica en dos aspectos: que el extracto hidroalcohdlico obtenido no posee ni la cantidad
ni concentracion de principios activos suficiente con actividad farmacoldgica sobre E.

coli, pero que si son sensibles ante los farmacos.

Por otro lado, diversos estudios fitoquimicos realizados a la mashua negra
(Tropaeolum tuberosum), demostraron la gran variabilidad de metabolitos secundarios;
destacandose dentro de ellos los compuestos fendlicos y glucosinolatos, que le brindan

fundamentalmente sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y bactericidas.5213

Como puede observarse en la Tabla 3, los resultados de esta investigacion han
arrojado tamafios de halos de inhibicién muy pequefios solo en uno de los extractos al
50% (6,33 mm) y uno al 70% (6,55 mm), frente a E. coli aislado de orina; sin haberse
obtenido ninguna inhibicion con el extracto al 90%. Por su parte, en la Tabla 4 se
evidencia que E. coli aislado de heces presentd halos de inhibicion frente a dos extractos
al 50% (7,11 y 7,22 mm) y dos al 70% (7,99 y 7,55 mm); pero tampoco frente a la
concentracion al 90%. Asi mismo, el control negativo (agua destilada estéril) no indujo
ningun halo de inhibicidon, a diferencia de los controles positivos ciprofloxacina (entre

10,99 y 34,66 mm) y sulfametoxazol/trimetropim (entre 20,92 y 33,93 mm).

Con estos escasos datos no pudo realizarse un procesamiento estadistico que
permita determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los
tamafos de los halos, aunque resulté muy evidente la gran diferencia matematica entre

los halos obtenidos frente a ciertos extractos y los controles positivos ya mencionados.
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Los resultados de esta investigacion difieren de lo reportado por Chica A. y
Guayaquil S.*, quienes sefialan que el extracto alcohélico obtenidos de T. tuberosum
(mashua negra) mediante el método de difusion de la técnica de Kirby & Bauer
demuestran que en concentraciones de 20 y 40 uL indica sensibilidad de E. coli y S.

aureus.

Por otro lado, Quispe J.?%, determiné que el extracto de T. tuberosum (“Isafio”),
tiene propiedades antimicrobianas, asi como el glucosinolato e isotiocianatos;
concluyendo que los extractos al 100% de “Isaio negro” indujeron mayor halo de
inhibicién (16,63 mm), con un porcentaje de inhibicion de 76,23%; mientras que los de
“Isafio amarillo” originaron un halo de 10,50 mm con porcentaje de inhibicion del 46,0%
para E. coli. Lo cual guarda concordancia con los aportes de Aguirre R.%, sefialando que
el extracto etanodlico de T. majus sobre E. coli uropatdgena, demuestra que si presenta
efecto inhibitorio in vitro de 15,85 mm con la concentracion etandlica al 75%;

demostrando ser muy sensible.

Por su parte, Diaz L. y Garzén D.!’, mencionaron que ninguno de los extractos
presentd algin efecto frente a las bacterias estudiadas, posiblemente por la baja
concentracion de los isoticionatos. Debido a estos resultados, se realizaron ensayos
adicionales con dos microorganismos alternos: E. coli y C. albicans; sin embargo,
tampoco se presentd actividad antimicrobiana frente a estos microorganismos. Lo que
concuerda con Silva J.2°, demostrando que los extractos etanolicos de las plantas S.
phureja, T. tuberosum, U. tuberosus y O. tuberosa tienen actividad antibacteriana contra

S. typhimurium, excepto para E. coli.

Aguas A.'° también demostrd que el extracto acuoso de ambas especies de O.
tuberosa posee efecto antibacteriano in vitro contra la bacteria E. coli. Mientras que, tanto
los extractos acuosos de T. tuberosum y O. tuberosa, no mostraron tener actividad

antibacteriana contra las demas cepas bacterianas utilizadas.
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Por consiguiente, la posible explicacion a los resultados hallados y la diferencia
respecto a lo reportado por estos autores podria deberse a dos principales razones. Por un
lado, la inactivacion de alguno de los principios activos obtenidos, debido a algun tipo de
alteracion del extracto hidroalcohdlico o posible volatilizacién de sus componentes. Por
otro lado, es probable que el suelo y agua sea factor determinante en su concentracion

porcentual de sus principios activos.'t*3

En términos generales, esta investigacion ha demostrado que el extracto
hidroalcohdlico de “mashua negra” induce la formacion de pequefios halos de inhibicion
sobre E. coli, demostrando que no posee actividad antibacteriana significativa debido a
que la bacteria es muy resistente al extracto, aunque sensible a los farmacos empleados
como control positivo, con lo cual se pueden abrir las posibilidades de aplicar otros

métodos y técnicas de extraccion de principios activos con actividad farmacoldgica.
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CONCLUSIONES

Se determino que el extracto hidroalcohdlico de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav

“Mashua negra” no tiene efecto sobre el crecimiento In vitro de Escherichia coli.

Se obtuvo 100 mL de extracto hidroalcohdlico a partir de 100 g de “Mashua negra”

desecada tras maceracion con 600 mL de etanol durante 60 dias.

Se aislaron e identificaron diez cultivos de Escherichia coli a partir de cinco
muestras de orina y cinco muestras de heces procedentes de pacientes atendidos en

el Hospital Nacional Ramiro Prialé Prial¢ (Huancayo).

Al evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohodlico, sobre el
crecimiento /n vitro de Escherichia coli, mediante la técnica de Kirby-Bauer, se
obtuvieron pequefios halos de inhibicion en uno de los extractos al 50% (6,33 mm)
y uno al 70% (6,55 mm), frente a E. coli aislado de orina; mientras que E. coli
aislado de heces presentd halos de inhibicion frente a dos extractos al 50% (7,11 y
7,22 mm) y dos al 70% (7,99 y 7,55 mm). El control negativo (agua destilada
estéril) no indujo ningan halo de inhibicién, a diferencia de los controles positivos
ciprofloxacina (entre 10,99 y 34,66 mm) y sulfametoxazol/trimetropim (entre 20,92
y 33,93 mm).

46



RECOMENDACIONES

A las autoridades de la Universidad Peruana Los Andes, divulgar los resultados de
este estudio e implementar los laboratorios de Farmacognosia y Farmacotecnia, a
fin de permitir la realizacion de investigaciones orientadas hacia la obtencion de

principios activos de origen vegetal.

Se recomienda a futuros estudiantes de Farmacia y Bioquimica e investigadores,
tener en cuenta los procedimientos de extraccion que permitan obtener metabolitos

en gran concentracion y sin alteraciones.
Se sugiere a docentes y estudiantes de Farmacia y Bioquimica, encaminar futuras

investigaciones sobre caracterizacion fitoquimica de plantas de interés

farmacologico, previas a la evaluacion de su posible actividad antibacteriana
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TITULO:

ANEXO 1

MATRIZ DE CONSISTENCIA

EFECTO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE Tropaeolum tuberosum RUIZ & PAV “MASHUA NEGRA” SOBRE EL
CRECIMIENTO IN VITRO DE Escherichia coli

Formulacion del

Formulacion de

Variables de investigacién

problema objetivos Hipotesis Método
Variables Dimension

Problema seneral Objetivo general 1. Método de investigacion.- Cientifico.

- Cul serd %1 efecto del Determinar el efecto del 2. Tipo de investigacion.- Aplicado, prospectivo y transversal.

gxtracto hidroalcohélico extracto hidroalcohdlico 3. Nivel de investigacién.- Descriptivo comparativo.

de Tropaeolum tuberosum 4. Diseiio de la investigacion.- Descriptivo transversal.

de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “Mashua 5. Poblacion muestra.- Poblacion conformada por el extracto

Ruiz & Pav “Mashua » Extracto s i i - P -

neera” sobre el negra” sobre el hidroalcohslico hidroalcohdlico de Tropaeolum tuberosum obtenido mediante maceracion.

or égc imiento In vitro de crecimiento In vitro de de Tropaeolum Concentracién Se trabajard con cinco muestras del extracto hidroalcoholico obtenidas

S - Escherichia coli. P mediante muestreo no probabilistico por conveniencia. Los cultivos de E.
Escherichia coli? tuberosum . . . . . .

(Mashua negra) coli seran aislados e identificados a partir de cinco muestras de heces y cinco

, Objetivos especificos de orina de pacientes del Hospital Nacional Ramiro Prialé Prialé

Problemas especificos . . A R

e Es posible obtener un e Obtener un extracto (Huancayo), diagnosticados con enterocolitis e infeccion urinaria.
¢ \ p A hidroalcohoélico de N it 6. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos
}e;(drac 10 holico d “Mashua negra” o amerita 6.1 Técnicas microbiologicas.- Para obtener el extracto hidroalcélico se
“1Mroz;c0 0 1co” ¢ mediante el método de empleara la técnica de maceracion con etanol. Se emplearan métodos y

ashua negra maceracion. técnicas microbiologicas para aislar e identificar cultivos de E. coli y
mediante el método de . . . d . | of bre el . L leara |
maceracion? e Aislar e identificar para eterminar el efecto sobre el crecimiento in vitro se empleara la
. Serd 'bi ol Escherichia coli a partir Sensible técnica de Kirby-Bauer.

*¢ f) era_f;')om cawslare de muestras de orina y o ) 6.2 Instrumento de recoleccion de datos.- Los datos aislamiento e
dentiticara heces de pacientes Crecimiento in identificacion de E. coli, asi como de los respectivos antibiogramas
Escherichia col P tro d P £

scnericiia cott a atendidos en el Hospital viro e seran recopilados en una Ficha de recoleccion de datos.

tir de muestras d P Escherichia col °
partir (Lmuesdras e Nacional Ramiro Prialé scherichia coli 6.3 Procedimientos de la investigacion.-
orina y heces de Prialé (Huancayo). Intermedio A. Obtencion del extracto hidroalcohdlico de “Mashua negra”

pacientes atendidos en
el Hospital Nacional

e Evaluar el efecto
antibacteriano del

e Coleccion de muestras
e Tratamiento de la especie vegetal
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Ramiro Prialé Prialé
(Huancayo)?

(Cual sera el efecto
antibacteriano del
extracto
hidroalcohdlico sobre
el crecimiento in vitro
de Escherichia coli
mediante la técnica de
Kirby-Bauer?

extracto
hidroalcoholico sobre
el crecimiento In vitro
de Escherichia coli
mediante la técnica de
Kirby-Bauer.

Resistente

e Obtencion del extracto hidroalcoholico
B. Aislamiento e identificacion de Escherichia coli
1. Obtencion de muestras
2. Aislamiento e identificacion de colonias
C. Evaluacion del efecto antibacteriano del extracto
hidroalcohoélico
1. Preparacion de los discos de sensibilidad
2. Discos control negativo
3. Técnica de Kirby-Bauer
7. Técnicas de procesamiento y anilisis de datos.- Los resultados de los
antibiogramas (halos de inhibicién) se presentaran mediante tablas
cruzadas, siendo procesados mediante estadisticos descriptivos (media
aritmética). Se comparardn e interpretardn los datos con las Tablas
estandarizadas de antibiograma y los Criterios establecidos en el NCCLS.
Todos los datos serdn procesados con el Software estadistico Microsoft
Excel 2013.
8. Consideraciones éticas.- Las consideraciones éticas de este estudio estaran
basadas en los articulo 27° y 28° del Reglamento general de Investigacion
de la Universidad Peruana Los Andes.
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ANEXO 2
MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tipo y escala

Escherichia coli

Variables Dimension Indicador
de medicion
Variable
. . 90%
independiente
Extracto o
) ) ) o Cuantitativa
hidroalcohélico | Concentracion 70% _
discreta
del Tropaeolum
tuberosum 50%
(Mashua negra)
Variable Sensible > 16 mm
dependiente o
) Cualitativa
Crecimiento in Intermedio 11 - 15 mm
nominal
vitro de
Resistente <10 mm

Fuente: Elaboracion propia, agosto 2019
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ANEXO 3

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

S . Fecha de coleccion:
emana;
Tipo de . Fecha de lectura:
muestra:
Aislamiento Identificacion
Analisis microbiol6gicos Obs. Pruebas
MacConkey EMB Otros microscépica bioguimicas

Muestra: 01

Muestra: 02

Muestra: 03

Muestra: 04

Muestra: 05

Antibiograma Halos de inhibicion
1 2 3 4 5

Problema
Control positivo
Control negativo
Observaciones:

Fuente: Elaboracion propia, febrero 2020
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ANEXO 4

SOLICITUD DE FACILIDADES PARA REALIZACION DE TESIS

“ANo de ia umversalizacion de 1a salug

TSI NS Y oD A

SFR A
SN CIV U LADA

SENOR JEFE DEL

HOSPITAL NACTONAL BAMIRO PRIALE BPRIALY

Fesalugd HELANCAYD

Uaysnr Jholize 1 aipe Hinost
. €Ies ¢ o < &
\ -l NS WO Do PO | MHL ¢ CeNis S
- v - —~ Ty nr
A n RULZ & PAV “MASHIE A NFGRA SOIBME ML CRFOCIMIENTO N
Ui
“~ i> de - Celh U0 PaliCilies © SHSTOC «OIPI UGGl
) Waa de las SONAs S
/‘/ /
- . « 7
- o &
V- & Pt !
e oAt 2 \ \ \
\ \\
08 'd P! A
-
e "

60




IH l

\

)

Muestra
(heces/orina)

1 .|

(

\

)

= ||

Escherichia coli

—\ =
P

ANEXO 5
ESQUEMA DE TRABAJO PARA EL AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE

MacConkey

Agar

]\

Agar Eosina

azul de

metileno

)

Y

AISLAMIENTO
37°C x 48 horas

Fuente: Elaboracion propia, febrero 2020.
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IDENTIFICACION

¢ Observacion de
colonias

e Observacion de
hemdlisis

e Coloracion Gram




ANEXO 6

ESQUEMA DE TRABAJO PARA REALIZAR ANTIBIOGRAMA

A.D.E.
2mL

Cultivo de
E.coli
(TSA)

Suspension

Colocacion de los discos de
sensibilidad

A

RN

(&\ Y -\\L/

/Y
/

Siembra por
diseminacion

v

Incubacion: 37°C x 48 horas

Medicion de halos y
comparacion con tablas

Fuente: Elaboracion propia, febrero 2020.

62

Agar Mveller-Hinton




ANEXO 7

COMPROMISO DE AUTORIA

.
‘1

En la fecha, nosotros Fritz Ivan Macha Meza, identificado con DNI 41657384
domiciliado on la Av. Los Préceres 1147 - Chilea s Dayana Jholiza Taipe Hinostroza.
Identificads con DNI 48226860 v domiciliada en la Av, Marginal $90 . ambos:
egresados de la Escucla Profesional de Farmacia y Bioguimica de la Universidad
Peruana Los Andes. nos COMPROMETEMOS & asumir lss consecuencias
admimistrativas y'0 penales que hubiers lugar si en la claborscion de nuestra
investigacion titulada “EFECTO DEL FEXTRACTO WIDROALCOHOLICO DE
Tropaeoium tuberosum RUIZ & PAV “MASHUA NEGRA™ SOBRE EL
CRECIMIENTO IN VITRO DE Escherichia coli™. se hava considerado daros [aises,

falsificacidn. nlagio. auto nlagia str v declarmmae hain trissmmnen 5 Adke R Ao
alsificacid piagio, aut .".lé" sic. ) aeciaramos oo juramenic Quc OStc trabajo ac
ins ~'\il';_.‘ll\"t"| CS d¢ NUSsa autonia, 10s daros presentadas seran reales VS i\])f)(i.”’d’“ 135

normas intermacionales de citas v referencias de las fuentes consultadas.

Huancayo, 10 de Febrero del 2020

o :
- :/ e 7 o
( /lfafh"um \l.‘c  Meza

DNI 41657384

, [

Bach mylnn latpe Hinostroza
DNT 48226860
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ANEXO 8
DECLARACION DE CONFIDENCIALIDAD

UNIVERSIDAD PERUANA LOS ANDES
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
DIRECCION DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION

", N 2l

Yo, Dayana Jholiza Taipe Hinostroza, identificada con DNI 48226860, cgresada de la
Escuela profesional de Farmacia y Bioquimica, vengo implementando el proyecto de
investigacion titulado “EFECTO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
Iropacolum tuberosum RUIZ & PAV “MASHUA NEGRA® SOBRE EL
CRECIMIENTO IN VITRO DE Lscherichia coli™; en ese contexto, declaro bajo
Juramento que los datos que se generen como producto de la investigacion, asi como la
identidad de los participantes serdn preservados y serdn usados Gnicamente con fines de
investigacion, de acuerdo a lo especificado en los Articulos 27° y 28° del Reglamento
General de Investigacion y en los articulos 4° y 5° del Codigo de Etica para la
investigacion Cientifica de la Universidad Peruana Los Andes, salvo con autorizacion
expresa y documentada de alguno de ellos.

Huancayo, | de junio del 2021

at

Bach. Taipe Hinostrozs
DNI 48226860
Responsable de investigacion
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UNIVERSIDAD PERUANA LOS ANDES
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
DIRECCION DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION

DECLARACION DE CONFIDENCIALIDAD

Yo, Fritz Ivan Macha Meza, identificado con DNI 41657384, egresado de la Escuela
profesional de Farmacia y Bioquimica, vengo implementando el proyecto de
investigacion titulado “EFECTO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
Tropaeolum ruberosum RUIZ & PAV “MASHUA NEGRA® SOBRE EL
CRECIMIENTO IN VITRO DE Escherichia coli™, en ese contexto, declaro bajo
juramento que los datos que se generen como producto de la investigacion, asi como la
identidad de los participantes serdn preservados y serdn usados Gnicamente con fines de
investigacion, de acuerdo a lo especificado en los Articulos 27° y 28° del Reglamento
General de Investigacién v en los articulos 4° v 5° del Cddigo de Etica pars la
investigacion Cientifica de la Universidad Peruana Los Andes, salvo con autorizacion
expresa y documentada de alguno de ellos.

Huancayo, | de junio del 2021

4F4 l;m Meza

DN 41
Responsable de investigacion
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ANEXO N° 9

GALERIA FOTOGRAFICA DE LA PREPARACION DE LOS MEDIOS DE
CULTIVO
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ANEXO 10
GALERIA FOTOGRAFICA DE AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE
Escherichia coli
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ANEXO 11
GALERIA FOTOGRAFICA DE IDENTIFICACION MACROSCOPICA Y
TINTORIAL DE COLONIAS
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ANEXO 12
GALERIA FOTOGRAFICA DE IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE
COLONIAS

C§ir mmowl
! (%.}n‘l‘} (Newde)
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ANEXO 13
FOTOGRAFICA DE MACERACION DE LA MASHUA NEGRA
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ANEXO 14
GALERIA FOTOGRAFICA PARA LA OBTENCION DEL EXTRACTO
HIDROALCHOLICO DE LA MASHUA NEGRA
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ANEXO 15
GALERIA FOTOGRAFICA DE ANTIBIOGRAMA (TECNICA DE KIRBY-
BAUER)
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