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RESUMEN

Objetivos: Determinar el efecto antibacteriano de una muestra comercial de
algarrobina sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus. También, comparar
la concentracion minima inhibitoria de la muestra comercial de algarrobina para

ambas bacterias.

Metodologia: Se realizd una investigacion de tipo analitico, prospectivo,
longitudinal que respondié a un disefio experimental. La muestra estuvo
conformada por Escherichia coli ATCC® 25922™ y Staphylococcus aureus
ATCC® 25923™ a las que se le someti6 a la accion de algarrobina de Prosopis
pallida. El analisis se aplico las pruebas ANOVA y HSD Tukey usando el software
SPSS v. 26.

Resultados: Escherichia coli si es inhibida por la algarrobina, formando un halo
de inhibicion con 12. 48 + 0.71 mm en promedio. Staphylococcus aureus también
es inhibida por la algarrobina, formando un halo de inhibicién con 18.64 + 0.49
mm en promedio. La tabla de andlisis de varianza (ANOVA) mostré que
Escherichia coli es menos inhibida que Staphylococcus aureus por efecto de la
algarrobina, con un margen de error del 5%. La CMI de algarrobina frente a
Escherichia coli es de 50% de concentracion; y frente a Staphylococcus aureus
es 25%. En ambas bacterias se confirmé que existen diferencias significativas
en el grado de inhibicién, acorde a la concentracion de algarrobina que se esté
utilizando, con un margen de error del 5%.

Conclusiones: La algarrobina presenta efecto antibacteriano sobre
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Existe diferencia significativa entre la
CMI de la algarrobina para Escherichia coli y para Staphylococcus aureus,

siendo mayor para la primera bacteria.

Palabras clave: algarrobina, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, CMI
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ABSTRACT

Objectives: Determine if commercial carob syrup has an antibacterial effect on
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Likewise, compare the minimum
inhibitory concentration of commercial carob syrup against both bacteria.

Methodology: An analytical, prospective, longitudinal investigation was carried
out that responded to an experimental design. The sample consisted of
Escherichia coli ATCC® 25922 ™ and Staphylococcus aureus ATCC® 25923 ™,
which were subjected to the action of carob syrup from Prosopis pallida. The
analysis was performed with the ANOVA and HSD Tukey tests using the SPSS
V. 26

Results: Escherichia coli is inhibited by carob syrup, forming an inhibition halo
with 12. 48 + 0.71 mm on average. Staphylococcus aureus is also inhibited by
carob syrup, forming an inhibition halo with 18.64 + 0.49 mm on average. The
analysis of variance table (ANOVA) showed that Escherichia coli is less inhibited
than Staphylococcus aureus by the effect of carob syrup, with a margin of error
of 5%. The minimum inhibitory concentration of carob syrup against Escherichia
coli is 50% V / V concentration; and against Staphylococcus aureus it is at a
concentration of 25% V / V. In both bacteria, it was confirmed that there are
significant differences in the degree of inhibition, according to the concentration

of carob syrup that is being used, with a 5% margin of error.

Conclusions: The carob syrup of Prosopis pallida has an antibacterial effect on
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. There is a significant difference
between the MIC of carob syrup for Escherichia coli and for Staphylococcus
aureus, being higher for the first bacterium.

Key words: carob syrup, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, MIC
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I. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas son un problema de salud a nivel mundial, y
son amplios los esfuerzos que se hacen para controlar este mortal problema.
Una de las &reas de investigacion es la busqueda de alimentos funcionales,
es decir, aquellos que tienen un efecto potencialmente positivo en la salud
mas alla de la nutricion basica porque promueven una salud 6ptima y ayudan
a reducir el riesgo de padecer enfermedades. Uno de ellos es la algarrobina
gue es un complemento nutricional obtenido a partir de la algarroba, que es la
manera como se denomina al fruto maduro de Prosopis pallida, a la cual se le
atribuyen varios beneficios y que en su composicién podemos encontrar mas
minerales que los reportados en la miel de abejas y ofrece un valor nutricional

mayor que el reportado para las peras de marafién (1).

Los vegetales pertenecientes al género Prosopis se originaron en mayor parte
en el continente americano y en menor proporcion en el continente africano y
la zona sudeste de Asia. En Perd, el algarrobo perteneciente a la especie
Prosopis pallida es el que mas abunda de la zona costera peruana y se ha
reportado en trece (13) departamentos, desde Tumbes a Tacha (2).

Vasquez y Escurra (1986), en el libro Curso de Botanica General, afirman que
el nombre cientifico del algarrobo que se encuentra en el norte del Perl es

Prosopis pallida forma armata (3).

En América del Sur, se considera que Prosopis pallida es oriunda de Perd,
Colombia y Ecuador. ElI algarrobo es una planta longeva, que
taxonomicamente se le ubica en la familia de las leguminosas y presenta una
amplia capacidad de supervivencia en zonas desérticas, debido a su
desarrollada capacidad para absorber nitrégeno (N) y agua (H20) a través de
sus bien desarrolladas raices. Es un arbol que puede llegar a medir entre 8 a
20 m de altura cuando se encuentra en lugares que presenten condiciones

Optimas, pero se hace un arbusto cuando se desarrolla en terrenos infértiles y
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con poca agua. Generalmente, su tronco se presenta de forma irregular,
tortuosa y nudosa. Su corteza externa se observa de un color pardo-gris-
negruzco; con fisuras y ritidoma lefloso. La corteza interior presenta sabor

amargo, con un olor parecido al barniz (4).

Las investigaciones confirman en forma reiterativa que los vegetales son
grandes y sofisticados laboratorios naturales, considerandose como el recurso
de compuestos quimicos mas importante que existe. La utilizacién de las
plantas para fines medicinales se ha dado desde el principio de la humanidad
hasta nuestros tiempos (5). Cada dia aumenta el nimero de personas que
ven en la medicina alternativa una buena opcion para mejorar su salud. Esto
ha motivado a que se incremente el nUmero de investigaciones orientadas a
la basqueda de alternativas terapéuticas (6, 7). La Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) recomienda el consumo de plantas medicinales o medicina

alternativa (8).

Del algarrobo se pueden obtener una gran variedad de productos. Uno de
ellos es la harina de algarrobo la cual se utiliza para aliviar problemas del
aparato digestivo. Del tronco se extrae copal, que es una resina de uso
medicinal. También se ha reportado que la corteza y las hojas de Prosopis

pallida presentan propiedades medicinales (9).

Otro de los productos que se obtiene del algarrobo es la algarrobina, que se
define como el extracto acuoso de la algarroba (10). La pulpa del fruto del
algarrobo, conocido popularmente como “algarroba”, abarca el 56% del fruto
y contiene un 60% de azUcares, entre los cuales predomina la sacarosa (11).
La “algarrobina” contiene una gran concentracion de azucares reductores,

saponina, hemaglutinina, polifenoles, nitrato, oxalato, fitato, entre otros (12).

Las hojas del algarrobo presentan el alcaloide vialina, que se considera que
es el responsable del efecto antimicrobiano que presentan estas hojas. La
algarroba se puede secar y moler para obtener la harina de algarroba, la cual

presenta propiedades antidiarreicas. Las cataplasmas preparadas a partir del



jugo de la algarroba se utilizan en el tratamiento del dolor de la dentadura
(13,14).

Variadas investigaciones desarrolladas en varias partes del mundo han
demostrado que Prosopis pallida presenta variados compuestos con actividad
bioldgica, entre los que destacan los taninos, los flavonoides, los fenoles y los
terpenos (15).

Los polifenoles son compuestos quimicos que se caracterizan por presentar
anillos fendlicos como parte de su composicién quimica. Los polifenoles se
sintetizan en grandes cantidades (16). La clasificacion de los polifenoles es
compleja y en general, se puede afirmar que los principales grupos de
polifenoles son: acidos fendlicos (derivados del acido hidroxibenzoico o del
acido hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides
(17).

Los flavonoides son compuestos naturales sintetizados por las plantas y que
presentan actividad antioxidante por lo cual, protegen al organismo del dafio
producido por especies reactivas de oxigeno (ROS) (16). La estructura de los
“principales flavonoides se diferencia entre ellos principalmente en el grupo —

OH y en el grado de saturacion que presenta el anillo C (fig. 1).
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Figura 1. Estructura de los flavonoides. A) La estructura general de
flavonoides, B) Isoflavonas, C) Flavanos, D) Flavonoles, E) Flavonoles y F)
Antocianidinas. Adaptado de Limon S, Diaz A, Mendieta L, Luna F, Zenteno
E, Guevara J (18).

Los taninos son el segundo grupo de fenoles mas abundante en la naturaleza
y cumplen diversas e importantes actividades biologicas en la planta que los
produce: actian como defensa contra enfermedades causadas por hongos,
bacterias y virus ademas de proteger los tejidos contra el ataque de insectos
y herbivoros (19). Actualmente existen varias clasificaciones para los
taninos, sin embargo, la clasificacion mas aceptada es la que los organiza
cuatro grupos: galotaninos, elagitaninos”, taninos condensados y taninos

complejos (20), tal como se observa en la Figura 2.
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Figura 2. Clasificacion de los taninos. Adaptado de Khanbabaee y Van Ree
(21).

Otras investigaciones encontraron que Prosopis pallida, también conocida
como algarrobo, presenta actividad antimicrobiana frente a algunos
microorganismos (5,22,23), en especial las hojas, semillas secas y resinas
frescas, las cuales son empleadas por la poblacion como antitusivas, para
aliviar el dolor de estémago, controlar la bronquitis, los resfrios y sanacion
de heridas. Los investigadores afirman que estos efectos podrian atribuirse
al contenido de compuestos fendlicos, teniendo en consideracion que
estudios a dicha planta demuestran presencia de taninos, flavonoides y

polifenoles, asi mismo de tener una alta concentracion de taninos (16, 24).

En nuestro pais, Perl, se ha reportado tres (03) especies de Prosopis:
Prosopis chilensis, Prosopis limensis y Prosopis pallida. Siendo la dltima
especie la mas abundante y la mas utilizada. Es llamada “algarrobo” o

“huarango”; y se utiliza principalmente en la parte norte del Peru, como parte



de la alimentacion de los animales; asi como para la preparacion de la
“algarrobina”. En algunos departamentos del sur peruano, como Ica y
Arequipa, generalmente no se le da uso como alimento, mas bien lo usan
como combustible y algunas veces utilizan sus frutos como forraje (4).
Presenta hojas que generalmente son bipinnadas; sus flores son pequenas,
con cinco (05) pétalos, actinomorfas y hermafroditas. El fruto del Prosopis se

define como una legumbre carnosa e indehiscente (25).

Prosopis pallida presenta una gran capacidad de adaptacion a las variadas
clases de suelos que existen en nuestro planeta, logrando crecer muy bien
y producir frutos en abundancia. Se considera que la causa de esta elevada
capacidad adaptativa a diversos suelos es su desarrollado sistema radicular
gue le da la capacidad de llegar hasta a 50 m de profundidad asegurando la
absorcion del agua. El algarrobo ha desarrollado una amplia tolerancia a las
sequias y a la alta concentracién de sal en el suelo o en el agua utilizada

para regarlo (4).

En Arequipa, se han desarrollado varias investigaciones orientadas a
determinar la distribucion de Prosopis pallida en esa region. Valdivia (2018)
reportd que en algunos “distritos del sureste de la Provincia de Arequipa, se
distribuyen poblaciones dispersas de algarrobos en biotopos distintos,
localizados en Quequefa, Mollebaya y Yarabamba” (4). También se ha
investigado la relacion entre los “huarangos” y el tipo de suelo en el que
crecen (26). Asi mismo se publicé una interesante investigacion orientada a
establecer las condiciones ecoldgicas y biolégicas de los “huarangos” que

crecen en cinco (05) quebradas ubicadas en Yarabamba (27).

Algunos estudios reportan actividad antifungica de Prosopis pallida frente a
Penicillium ochrochloron, Penicillium funiculosum, Penicillium verrucosum var.
cyclopium, Aspergillus ochraceus (28), Candida albicans (22,29). Otros
estudios reportan actividad antibacteriana de Prosopis pallida frente a Listeria
monocytogenes (28), Staphylococcus aureus (5, 16, 28, 30-32), Escherichia
coli (5, 28, 30), Salmonella typhimurium (28), Enterobacter cloacae (28),



Porphyromonas gingivalis (33), Streptococcus mutans (34), Enterococcus
faecalis (35).

En Perd se ha hecho variada investigacion sobre las propiedades
antimicrobianas de las distintas partes de Prosopis pallida, pero muy poca
investigacion sobre las propiedades funcionales de la algarrobina a pesar de
ser un alimento bastante apreciado, barato y de facil acceso, en especial en

el norte de nuestro pais.

Las infecciones asociadas a la atenciéon de la salud (IAAS) han sido
reconocidas como un problema de salud publica. Segun la distribucién de
las 1AAS, las infecciones del tracto urinario asociado a catéter urinario
permanente (CUP) ocupan el tercer lugar de frecuencia con un 19% (36).
Entre los adultos de 20 a 50 afios, las infecciones urinarias son unas 50
veces mas frecuentes en las mujeres. En tractos urinarios normales, las
cepas de Escherichia coli con factores de adhesion especificos para el
epitelio de transicidén de la vejiga y los uréteres son responsables del 75 a
95% de los casos y en pacientes internados, E. coli causa un 50% de los

casos (37)

En Perd, la diarrea continda siendo la tercera causa de muerte en nifios
menores de 5 afios, pese a los avances recientes en el manejo y prevencion
de esta enfermedad, siendo Campylobacter y Escherichia coli los patégenos
mas prevalentes a nivel comunitario en nifios (38). Esta ultima se descubrio
en 1885. Al principio se le asigné el nombre de “Bacterium coli commune”.

En 1919 fue nombrada como Escherichia coli en honor a su descubridor (39).

Esta especie bacteriana se caracteriza por presentar forma bacilar,
gramnegativa, oxidasa negativa, sus dimensiones en promedio son de 1.1-
1.5 ym de ancho y 2.0-6.0 ym de largo. Anaerobios facultativos, es decir

necesitan oxigeno para poder multiplicarse, pero pueden sobrevivir en



ausencia de este elemento quimico. Por su capacidad de desplazamiento,

podemos encontrar dos grupos: moviles (peritricas) y no moviles (40).

Escherichia coli se encuentra conformando la mayor parte de la flora normal
del tubo gastrointestinal (TGI) de los seres humanos, de la mayoria de los
mamiferos y de muchas aves (39,41). Cuando se cultivan en agar Mac
Conkey, después de incubarse a 37°C durante 24 horas, se puede apreciar
a simple vista gran cantidad de colonias rosadas (40,41). Escherichia coli es
el miembro predominante del género Escherichia. Cada gramo de los restos
fecales humanos contiene hasta 108 células bacterianas pertenecientes a la
especie Escherichia coli. Algunas cepas de esta bacteria se asocian a
multiples enfermedades: infecciones del tracto urinario (ITU), inflamacién de
las meninges, sepsis, colitis hemorragica, entre otras (41).

Staphylococcus aureus es también una importante bacteria patégena
involucrada en una serie de infecciones e intoxicaciones, presenta multiples
factores de virulencia y su impacto se incrementa por su notable resistencia
a los antimicrobianos (42). Las infecciones causadas por esta bacteria son
un problema de salud publica. Se producen en el hospital y la comunidad,
provocando una elevada morbilidad y mortalidad (43) Es una bacteria
grampositiva de forma esférica, de aproximadamente 1um de diametro.
Conforme se va multiplicando, comienza a reunirse en forma de racimos.
Arroja resultado positivo para la prueba de la catalasa. En agar manitol
salado tienden a formar colonias de color amarillo dorado y pueden ser
betahemoliticas cuando se les siembra en agar sangre. Tiene capacidad
para fermentar el manitol, convirtiéndolo en acido lactico. Su crecimiento no
se ve inhibido por concentraciones altas de cloruro de sodio (41).
Staphylococcus aureus esta relacionado a la produccion de una amplia
variedad de enfermedades que pasan por intoxicaciones alimentarias,
endocarditis, osteomielitis (44). La bacteriemia es un problema emergente
de salud publica, siendo este estafilococo uno de los patégenos mas aislados
(45)



Actualmente ha aumentado el estudio de las plantas y sus productos con la
finalidad de mejorar nuestro conocimiento sobre los metabolitos secundarios
gue se encuentran en los vegetales y que podrian presentar una posible
actividad medicinal, en especial actividad antimicrobiana, teniendo en cuenta
gue a nivel mundial se dan infecciones intrahospitalarias y extrahospitalarias,
producidas en general por Candida albicans, Staphylococcus aureus y
Escherichia coli (46).

Ursula Gonzales Barrén y col. publicaron que los extractos de Prosopis
pallida poseian efecto antifingico contra Penicillium ochrochloron ATCC
9112, Penicillium funiculosum ATCC 36839, Penicillium verrucosum var.
cyclopium (aislado de alimento), y Aspergillus ochraceus ATCC 12066. Asi
mismo concluyeron que los extractos de Prosopis pallida poseian efecto
antibacteriano contra Listeria monocytogenes NCTC 7973, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium
ATCC 13311 y Enterobacter cloacae (aislado de muestra de paciente) (28).

Javad Sharifi-Rad y col. desarrollaron una amplia revision bibliografica sobre
estudios que abordan la composicibn quimica y las propiedades
farmacoldgicas de las plantas del género Prosopis y concluyeron que estas
plantas tienen efectos benéficos para la salud muy prometedores y que hay
muy pocos estudios desarrollados para apoyar efectivamente sus efectos
farmacoldgicos y que se necesitan mas estudios preclinicos para dar soporte
adicional y confirmar los efectos biologicos de las plantas del género Prosopis
(47).

Grillo y Livia encontraron que los extractos de Prosopis pallida poseen efecto

antibacteriano contra Porphyromonas gingivalis (33).

Eduardo y col. encontraron que los extractos de Prosopis pallida (algarrobo)
poseen efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans (34).
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Vasquez, empleando el método de difusion en disco, concluyé que los
extractos de Prosopis pallida poseen efecto antifingico contra Candida
albicans (22). Al siguiente afio, Enriquez y col. encontraron el mismo
resultado (29).

Alvarado Saavedra y col., empleando el método de difusién en disco,
concluyeron que el extracto etandlico de las hojas de Prosopis pallida
presenta actividad antimicrobiana contra Enterococcus faecalis ATCC 29212
(35), en tanto que Cardenas publico que el extracto etandlico de Prosopis
pallida presenta actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus, pero

no contra Escherichia coli (16).

Castro desarroll6 una investigacion en la que encontré que la algarrobina

tiene efecto antibacteriano frente a los coliformes (30).

Sandoval y Zafiga publicaron una investigacion en la que demostraron que
los alcaloides totales obtenidos a partir de las hojas secas de Prosopis pallida
fueron capaces de inhibir la multiplicacibn de Staphylococcus aureus y

Escherichia coli (5).

Bussmann y col. publicaron en el 2009 que Prosopis pallida presenta
actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus aislado de paciente
con laringitis y no contra Escherichia coli aislado de orina de paciente con
infeccion urinaria (31). Dos afios después publicaron que la algarrobina tiene
actividad inhibitoria contra Staphylococcus aureus, pero no presenta esta

actividad frente a Escherichia coli (32).

En este trabajo de investigacion se pretende responder a la pregunta ¢la
algarrobina de Prosopis pallida posee efecto antibacteriano sobre
Escherichia coli y Staphylococcus aureus? para ello se plante6 la siguiente

10



hipétesis: la algarrobina comercial de Prosopis pallida posee efecto

antibacteriano sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus, a partir de la

cual se plantearon las siguientes hipotesis derivadas:

La algarrobina comercial de Prosopis pallida tiene efecto antibacteriano
sobre Escherichia coli

La algarrobina comercial de Prosopis pallida tiene efecto antibacteriano
sobre Staphylococcus aureus

Existe diferencia significativa entre la CMI de la algarrobina comercial
para Escherichia coli y para Staphylococcus aureus, siendo mayor para

la primera bacteria

Objetivo general.-

Determinar el efecto antibacteriano de una muestra comercial de algarrobina

sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Objetivos especificos. -

Determinar el efecto antibacteriano de una muestra comercial de
algarrobina sobre Escherichia coli

Determinar el efecto antibacteriano de una muestra comercial de
algarrobina sobre Staphylococcus aureus

Comparar la concentracion minima inhibitoria de una muestra comercial

de algarrobina sobre ambas bacterias.

11



II. METODOLOGIA

Se realizdé una investigacion de tipo analitico, prospectivo, longitudinal que

respondio a un disefio experimental.

La poblacién de estudio fueron bacterias de las especies Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, seleccionando como muestra cepas de Escherichia coli
ATCC® 25922™ y cepas de Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ provenientes

de viales con cultivo puro proporcionados por la empresa ATCC (www.atcc.org)

Se us6 como criterios de inclusién que el material biolégico debia provenir de
cultivo puro y que debia tener certificacion ATCC, ademas la algarrobina debia
estar certificada con registro sanitario y haberse producido a partir de los frutos
de Prosopis pallida “algarrobo”. Asi mismo, se excluy6 del estudio el material
biolégico contaminado, algarrobina que no contara con registro sanitario, que
haya alcanzado fecha de vencimiento o que el recipiente que la contenia

presentara abolladuras.

La técnica aplicada fue la observacion directa de los procedimientos ejecutados.
El desarrollo de las técnicas se aplicé considerando las pruebas convencionales

de laboratorio usadas en microbiologia.

La preparacion de los medios de cultivo y el desarrollo de las técnicas descritas

a continuacion se hicieron en cabina de flujo laminar.

Los instrumentos utilizados fueron la Ficha de recoleccion de datos para
demostracién de la actividad antibacteriana (anexo 1), Ficha de recoleccién de
datos para determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) (anexo
2) y la norma técnica NTS N°071-MINSA/DIGESA-V-01 para las
enterobacteridceas en el grupo de alimentos V1.3 en el cual se encuentra la

algarrobina (anexo 3)

12



Procedimiento

1. Preparacion de medios de cultivo

Preparacion del agar Mueller Hinton

El agar Mueller Hinton utilizado fue de la marca Britania (proveniente de
Argentina), el cual vino deshidratado, por lo que se reconstituy6 siguiendo las
indicaciones del fabricante: se disolvidé 37 g del medio de cultivo deshidratado en
1 litro de agua destilada. Se dejo en reposo de 15 minutos. Luego se llevo a
ebullicién durante 1 minuto agitando constantemente para lograr disolucion total.
Posteriormente se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Después
se esperd a que la temperatura baje a 45°-50°C. Finalmente se dispensé en
placas de Petri, previamente esterilizadas en horno, en cantidad suficiente hasta

lograr que el espesor del medio de cultivo sea de 4 mm (48).

Las placas con medio de cultivo se dejaron 24 horas a temperatura ambiente
para confirmar la esterilidad y luego se conservaron en refrigeracion las que

superaban esta prueba de esterilidad.

Preparacién del agar Manitol Salado

El agar manitol salado utilizado fue de la marca Britania (proveniente de
Argentina), el cual vino deshidratado por lo que se reconstituy6 siguiendo las
indicaciones del fabricante: se suspendi6 111 g del medio deshidratado en 1 litro
de agua destilada. Se dej6é reposar por 5 minutos y se calent6é hasta ebullicion
por 2 minutos con agitacion constante. Se esterilizd en autoclave a 121°C
durante 15 minutos. Se dej6 enfriar hasta 45°-50°C. Finalmente se dispenso en
placas de Petri, previamente esterilizadas en horno, en cantidad suficiente para

que el espesor sea de 4 mm.

Las placas con medio de cultivo se dejaron 24 horas a temperatura ambiente
para confirmar la esterilidad y luego se conservaron en refrigeracion las que

superaban esta prueba de esterilidad.
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Preparacion del agar eosina azul de metileno (EMB)

El agar eosina azul de metileno utilizado fue de la marca Britania (proveniente
de Argentina), el cual vino deshidratado por lo que se reconstituyo siguiendo las
indicaciones del fabricante: se suspendié 36 g del medio deshidratado en 1 litro
de agua destilada. Se dejé reposar por 5 minutos y se calenté hasta ebullicién
por 2 minutos con agitacion constante. Se esterilizO en autoclave a 121°C
durante 15 minutos. Se dej6 enfriar hasta 45°-50°C. Finalmente se dispenso en
placas de Petri estériles, en cantidad suficiente para que el espesor sea de 4

mm.

Las placas con medio de cultivo se dejaron 24 horas a temperatura ambiente
para confirmar la esterilidad y luego se conservaron en refrigeracion las que

superaban esta prueba de esterilidad.

Preparacion del caldo Tripticasa Soya:

El caldo tripticasa soya utilizado fue de la marca Britania (proveniente de

Argentina), el cual vino listo para utilizar.

Preparacién del agar triple aztcar hierro (TSI)

El agar triple azucar hierro utilizado fue de la marca Britania (proveniente de
Argentina), el cual vino deshidratado por lo que se reconstituyd siguiendo las
indicaciones del fabricante: se suspendié 62,5 g del polvo en 1 litro de agua
destilada y se dej6 reposar 5 minutos. Se mezclé bien y luego se calenté con
agitacion frecuente y se hirvié 2 minutos hasta disolucion total. Se distribuy6 en
tubos de ensayo 13x100, llenandolos con un volumen que ocupe hasta la tercera
parte de estos. Posteriormente se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15
minutos. Finalmente se dejaron enfriar y solidificar en posicion inclinada con el

fin de que el medio de cultivo adopte la forma de pico de flauta.
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Los tubos con medio de cultivo se dejaron 24 horas a temperatura ambiente para
confirmar la esterilidad y luego se conservaron en refrigeracion los que

superaban esta prueba de esterilidad.

Preparacion del agar lisina hierro (LIA)

El agar lisina hierro utilizado fue de la marca Britania (proveniente de Argentina),
el cual vino deshidratado por lo que se reconstituy6 siguiendo las indicaciones
del fabricante: se suspendi6 35 g del polvo en 1 litro de agua destilada y se dejé
reposar 5 minutos. Se mezcld bien y luego se calenté con agitacion frecuente y
se hirvio 1 minuto hasta disolucion total. Se distribuyd en tubos de ensayo
13x100, llenandolos con un volumen que ocupe hasta la tercera parte de estos.
Posteriormente se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 minutos. Finalmente
se dejaron enfriar y solidificar en posicion inclinada con el fin de que el medio de

cultivo adopte la forma de pico de flauta.

Los tubos con medio de cultivo se dejaron 24 horas a temperatura ambiente para
confirmar la esterilidad y luego se conservaron en refrigeracion los que

superaban esta prueba de esterilidad.

Preparacién del agar citrato de Simmons

El agar citrato de Simmons utilizado fue de la marca Britania (proveniente de
Argentina), el cual vino deshidratado por lo que se reconstituyd siguiendo las
indicaciones del fabricante: se suspendié 24,2 g del polvo en 1 litro de agua
destilada y se dej6 reposar 5 minutos. Se mezclé bien y luego se calenté con
agitacion frecuente y se hirvié 1 minuto hasta disolucion total. Se distribuy6 en
tubos de ensayo 13x100, llenandolos con un volumen que ocupe hasta la tercera
parte de estos. Posteriormente se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15
minutos. Finalmente se dejaron enfriar y solidificar en posicion inclinada con el

fin de que el medio de cultivo adopte la forma de pico de flauta.
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Los tubos con medio de cultivo se dejaron 24 horas a temperatura ambiente para
confirmar la esterilidad y luego se conservaron en refrigeracion los que

superaban esta prueba de esterilidad.

Preparacion del medio movilidad indol ornitina (MIO)

El medio movilidad indol ornitina utilizado fue de la marca Britania (proveniente
de Argentina), el cual vino deshidratado por lo que se reconstituyo siguiendo las
indicaciones del fabricante: se suspendiéo 31 g del polvo en 1 litro de agua
destilada, se calent6 agitando frecuentemente y se llevd a ebulliciébn hasta
disolucidn total. Se distribuy6 en tubos de ensayo 13x100, llendndolos con un
volumen gue ocupe hasta la mitad de estos. Posteriormente se esterilizaron en
autoclave a 121°C por 15 minutos. Finalmente se dejaron enfriar y solidificar en

posicion vertical.

Los tubos con medio de cultivo se dejaron 24 horas a temperatura ambiente para
confirmar la esterilidad y luego se conservaron en refrigeracion los que

superaban esta prueba de esterilidad.

Preparacion del agua peptonada

El agua peptonada utilizada fue de la marca Britania (proveniente de Argentina),
la cual vino deshidratado por lo que se reconstituy6 siguiendo las indicaciones
del fabricante: se suspendié 15 g del polvo en 1 litro de agua destilada, se calentd
agitando frecuentemente y se llevo a ebullicion durante 1 minuto. Se distribuy6
matraces Erlenmeyer de 200 mL de capacidad. Posteriormente se esterilizaron

en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Los matraces se dejaron 24 horas a temperatura ambiente para confirmar la
esterilidad y luego se conservaron en refrigeraciéon los que superaban esta

prueba de esterilidad.
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2. Activacion de las cepas bacterianas
Se trabajo con 2 cepas bacterianas ATCC que vinieron deshidratadas en viales,
de la marca ATCC: Escherichia coli ATCC® 25922™ y Staphylococcus aureus

ATCC® 25923™, las cuales se reactivaron de la siguiente manera:

Las cepas de Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ se reactivaron poniendo
en contacto el hisopo que contenia la cepa con caldo tripticasa soya, luego se
sembro por estria simple en agar Mueller Hinton, usando el hisopo. Finalmente

se incubo la placa Petri sembrada por 24 horas a 37 °C.

Las cepas de Escherichia coli ATCC® 25922™ se reactivaron poniendo en
contacto el hisopo que contenia la cepa con caldo tripticasa soya, luego se
sembrd por estria simple en agar Mieller Hinton, usando el hisopo. Finalmente

se incubd la placa sembrada por 24 horas a 37 °C.

3. Confirmacion de la pureza de los cultivos

a. De Staphylococcus aureus:
Se selecciond 1 colonia del Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ y se diluyd

en 1 mL de solucion salina fisiolégica estéril.

Se sembr6 por estria simple 1 azada de esta suspension en agar manitol salado.
Se incubd a 37°C por 24 horas. El viraje a color amarillo del medio de cultivo no
indicaria la presencia de Staphylococcus aureus.

Asi mismo se hizo la prueba de la catalasa para confirmar que se trataba de un
cultivo de Staphylococcus aureus: en el centro de una lamina portaobjetos se
colocdé una gota de peroxido de hidrogeno y una azada del cultivo de
Staphylococcus aureus ATCC® 25923™. La aparicion de burbujas en la mezcla
nos indicaba que el resultado de la prueba de la catalasa era positivo y por lo

tanto confirmaba la presencia de esta bacteria.

Ambas pruebas se hicieron por triplicado.
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b. De Escherichia coli:
Se seleccion6 al azar 1 colonia de Escherichia coli ATCC® 25922™ y se diluyé

en 1 mL de solucidn salina fisiologica estéril.

Se sembro por estria simple 1 azada de esta suspension en agar Eosina Azul de
metileno (EMB). Se incub6 a 37°C por 24 horas. Asi mismo, se sembré en tubos
de ensayo conteniendo los medios diferenciales: TSI, LIA, Citrato de Simmons y
MIO para confirmar que se trataba de un cultivo puro de Escherichia coli. Este

paso se hizo por triplicado.

4. Escala de Mc Farland
La escala de Mc Farland se preparé mezclando exactamente BaCl2 al 1.175% y
H2S04 al 1% basandose en el Manual del Instituto Nacional de Salud (INS) (53):

a. Se adicion6 medio mililitro de BaCI2 0,048 M a 99,5 mL de H2S04 0,18 M en
constante movimiento para mantener la suspension.

b. Se confirmd que la absorbancia a 625 nm esté en el intervalo de 0,08 a 0,10
para el estandar 0,5 de Mc. Farland. Esta confirmacion se hizo con la ayuda de
un espectrofotémetro.

c. Se dispens6 de 4 ml a 6 ml en tubos de ensayo 13x100 con tapa, similares a
los tubos que se emplearon para preparar el indculo.

d. Se verificé que los tubos estuvieran bien tapados, anotamos la fecha de
preparacién y los guardamos en un sitio oscuro a temperatura ambiental.

e. Se agit6 vigorosamente el estandar previo a su uso.

5. Algarrobina

Se compro algarrobina comercial preparada a partir de los frutos de Prosopis
pallida, elaborada en Piura, con una concentracion de 78° Brix. Registro sanitario
F6700720N. El envase fue de plastico por lo que se verificd que la botella no
presentara abolladuras u otro detalle que alterara su integridad.
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Se prepararon soluciones de algarrobina a las concentraciones de 75%, 50%,

25% y 12.5% V/V con agua destilada estéril de la siguiente manera:

La solucion de algarrobina al 75% se prepar6 mezclando en un matraz
Erlenmeyer 75 mL de algarrobina con 25 mL de agua destilada estéril. Se
removié hasta completa disoluciéon. La solucion se guardé en frasco estéril con

tapa.

La solucion de algarrobina al 50% se prepar6 mezclando en un matraz
Erlenmeyer 50 mL de algarrobina con 50 mL de agua destilada estéril. Se
removié hasta completa disolucién. La solucion se guardé en frasco estéril con

tapa.

La soluciéon de algarrobina al 25% se prepar6 mezclando en un matraz
Erlenmeyer 25 mL de algarrobina con 75 mL de agua destilada estéril. Se
removidé hasta completa disolucion. La solucion se guardd en frasco estéril con

tapa.

La solucion de algarrobina al 12,5% se prepar6 mezclando en un matraz
Erlenmeyer 12,5 mL de algarrobina con 87,5 mL de agua destilada estéril. Se
removié hasta completa disolucion. La solucion se guardd en frasco estéril con

tapa.

Todas las diluciones se prepararon en cabina de flujo laminar respetando los

protocolos de bioseguridad (anexo 3)

6. Preparacion de los discos con algarrobina para determinar el efecto
antimicrobiano

Se elaboraron discos de papel filtro Whatman N°1 de 6 mm de diametro con la

ayuda de un perforador convencional, que luego se esterilizaron en autoclave

por 15 minutos a 121°C, posteriormente fueron guardados en un frasco con tapa

previamente esterilizado.

19



Se coloc6 10 mL aproximadamente de algarrobina en una placa Petri. Después
se sumergieron los discos de papel filtro por grupos de 10-15 discos en esta
placa. Se dejaron por 5 minutos y luego se pusieron a secar en estufa a 37°C

por 24 horas. Finalmente se guardaron en frascos estériles con tapa.

7. Preparacion de los in6culos para la demostracion de la actividad

antibacteriana

Los in6culos se prepararon a partir de cultivos de 24 horas conteniendo
Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ provenientes de placas Petri con agar
Mueller Hinton y de Escherichia coli ATCC® 25922™ provenientes de placas Petri

con agar Mueller Hinton.

Se recolectd una azada por separado de ambas cepas y se prepararon sendas
suspensiones en tubos de ensayo 13x100 conteniendo 5 mL de agua peptonada
al 0,1%, las cuales se ajustaron al 0.5 de la escala de McFarland comparando el
grado de turbidez en el agua peptonada con el estandar, visualizandose los dos
contra un fondo blanco en el cual se han dibujado lineas negras. De esta manera
se obtuvo una suspensién con 1.5x10% unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL)

8. Demostracion de la actividad antibacteriana

El método utilizado fue el de difusion en agar siguiendo las pautas propuestas

por Koneman (50):

En un lapso no mayor de 15 minutos de ajustado el in6culo, se introdujo en el
tubo de ensayo un hisopo de algodon, se elimind el exceso de suspension y se
sembrd por distribucién uniforme en la superficie de placas de Agar Mueller
Hinton de 4 mm de grosor, estriando con el hisopo en tres direcciones para

asegurar una distribucion uniforme del inéculo (anexo 4).

Se colocaron 5 discos impregnados con algarrobina en cada placa Petri, con la
ayuda de pinzas estériles y en condiciones de esterilidad. Se dej6 una distancia
minima de 25 mm entre cada disco.
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A una placa Petri sembrada con Escherichia coli ATCC® 25922™ y a una
sembrada con Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ no se les coloco discos

impregnados con algarrobina para que sirvieran de control.

Se incubaron las placas Petri a 37°C durante 24 horas, tiempo después del cual

se observaron las placas buscando la presencia de halos de inhibicion. (50)

Cada experiencia de repiti6 5 veces y los resultados se registraron en la ficha de
recoleccion de datos para demostracion de la actividad antibacteriana que se

detalla en el anexo 1.

9. Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI).

Se prepararon soluciones de algarrobina en agua destilada estéril al 75%, 50%,
25% y 12.5%. Se elaboraron discos de papel filtro Whatman N°1 de 6 mm de
diametro, que luego se esterilizaron en autoclave por 15 minutos a 121°C.
Después se impregnaron sendos discos con 10 uL de cada una de las soluciones
de algarrobina de Prosopis pallida (algarrobo), y luego se dejaron secar

debidamente protegidos para evitar contaminaciones.

Se prepararon suspensiones de Escherichiacoli ATCC® 25922™ vy
Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ con una concentracion de 108 UFC/mL
siguiendo las indicaciones expuestas en el punto 7 para la preparacion del

indculo para la demostracion de la actividad antibacteriana.

Se rotularon dos series de seis (06) placas Petri conteniendo agar Mieller Hinton
en volumen apropiado para que el espesor sea de 4 mm sobre una superficie
horizontal. Una serie se rotuld EC y la otra se rotuld SA. En las seis (06) placas
EC se sembrd por distribucién uniforme la suspension de Escherichia coli ATCC®
25922™ con turbidez equivalente al tubo 0.5 de la escala Mac Farland. En las

seis (06) placas SA se sembrd por distribucion uniforme la suspension de
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Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ con turbidez equivalente al tubo 0.5 de

la escala Mac Farland.

Se separ6 una (01) placa Petri EC y una (01) placa Petri SA para que sirvan de
control. En cada una de las 10 placas restantes se colocaron equidistantes cinco
discos de papel filtro impregnados con algarrobina al 100%, 75%, 50%, 25% y
12.5% respectivamente. Se incubaron todas las placas Petri a 37°C durante 24
horas, tiempo después del cual se observaron las placas buscando la presencia
de halos de inhibicion.

Cada experiencia de repitio 5 veces y los resultados se registraron en las fichas
de recoleccion de datos para determinacion de la Concentraciéon Inhibitoria
Minima (CMI) que se detallan en el anexo 2.

Se consideré que la aparicién de un halo inhibitorio era un indicador de efecto

antibacteriano.

10.Procesamiento y analisis de datos

Concluido el trabajo de campo, los datos se procesaron en el paquete de

software denominado SPSS v.26, para realizar los siguientes analisis:

a) Obtencion de medidas descriptivas como la media aritmética, varianza, error
y la desviacion estandar para variables cuantitativas.

b) Comparacion de medias con andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
confianza del 95%.

c) Prueba HSD de Tukey para evaluar si hay diferencia significativa entre los
promedios de los diametros de los halos de inhibicién formados durante la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria. Se consideraron

resultados significativos aquellos valores de p<0.05
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11.Aspectos éticos

Se tuvo presente en todo momento, los principios éticos para proteger el medio
ambiente y la salud, procediendo responsablemente en la eliminacién de los
materiales conteniendo microbios patdgenos, los cuales fueron previamente
esterilizados en autoclave; siguiendo lo que ordena la Ley General del Ambiente
N° 28611:

Articulo 66.- De la Salud ambiental: “La prevencion de riesgos y dafos a la
salud de las personas es prioritaria en la gestion ambiental. Es responsabilidad
del Estado, a través de la Autoridad de Salud y de las personas naturales y
juridicas dentro del territorio nacional, contribuir a una efectiva gestion del

ambiente y de los factores que generan riesgos a la salud de las personas.”

Articulo 74.- De la responsabilidad general. “Todo titular de operaciones es
responsable por las emisiones, efluentes, descargas y demas impactos
negativos que se generen sobre el ambiente, la salud y los recursos naturales,
como consecuencia de sus actividades. Esta responsabilidad incluye los riesgos

y dafos ambientales que se generen por accion u omision.” (51)
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lll. RESULTADOS

[11.1 Confirmacién de la pureza de los cultivos

Todos los medios de cultivo se reconstituyeron sin inconvenientes y superaron

la prueba de esterilidad.

Las cepas de Escherichia coli ATCC® 25922™ y Staphylococcus aureus ATCC®
25923™ llegaron liofilizadas y se reactivaron exitosamente segun lo detallado en
la metodologia. En el agar Mueller Hinton en el que se sembraron las dos
bacterias mencionadas en sendas placas, se observo el crecimiento de un solo
tipo de colonia, interpretandose como un indicio de que se trataba de un cultivo

puro.

La cepa de Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ desarrollé en el agar Manitol
Salado formando colonias de color amarillo (figura 1). En la prueba de la catalasa
se observo la aparicion de burbujas en la suspension bacteriana preparada en
H202, indicando resultado positivo. Estos resultados confirman la presencia de

Staphylococcus aureus.

Figura 1. Agar Manitol Salado. Izquierda: recién sembrado por estria. Derecha:

después de incubacion a 37°C por 24 horas.
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La cepa de Escherichia coli ATCC® 25922™ desarroll6 en el agar Eosina Azul de
Metileno formando colonias de verde plateado (figura 2). La prueba de
identificacion bioquimica por siembra en medios diferenciales confirmé la

presencia de Escherichia coli (figura 3).

Figura 2. Agar Eosina Azul de Metileno en el que se sembr6é una cepa de

Escherichia coli y se incubé a 37°C durante 24 horas.

Figura 3. Medios diferenciales. Izquierda: Agar Citrato de Simmons, MIO, TSI,
LIA y Agar Urea en los que recién se ha sembrado Escherichia coli. Derecha:

después de 24 horas a 37°C.
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El tubo 0.5 de la escala de Mc Farland, los discos con algarrobina y los inéculos
para la demostracion de la actividad antibacteriana se prepararon sin

inconvenientes, cumpliendo con las caracteristicas esperadas.

I11.2 Demostracion de la actividad antibacteriana contra Escherichia coli

Los resultados obtenidos muestran que la algarrobina comercial que se utilizd
presentd efecto antibacteriano contra Escherichia coli ATCC® 25922™ en los 25
ensayos que se hicieron, es decir en el 100% de las pruebas. El diametro
promedio de los halos de inhibiciébn fue de 12.48 + 0.71 mm, con un error
estandar de 0.14 (tabla 1).

Tabla 1. Frecuencias absolutas de los halos de inhibiciébn formados por la
interaccion de la algarrobina con Escherichia coli con sus medidas estadisticas

descriptivas.

Diametro del halo de Frecuencia Resultado

inhibicion
11 mm 2 +
12 mm 10 +
13 mm 12 +
14 mm 1 +
TOTAL 25

PROMEDIO + D.E. 12,48 +0,71
ERROR ESTANDAR 0.1428

[11.3 Demostracion de la actividad antibacteriana contra Staphylococcus

aureus

Los resultados obtenidos muestran que la algarrobina presenté efecto
antibacteriano contra Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ en los 25 ensayos
gue se hicieron, es decir en el 100% de las pruebas. El diametro promedio de los
halos de inhibicion fue de 18.64 + 0.49 mm, con un error estandar de 0.10 (tabla
2).

26



Tabla 2. Frecuencias de los halos de inhibicion ocasionados por la interacciéon
de la algarrobina con Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ con sus medidas

estadisticas descriptivas.

Diametro del halo de Frecuencia Resultado

inhibicion
18 mm 9 +
19 mm 16 +
TOTAL 25

PROMEDIO + D.E. 18,64 £ 0,49
ERROR ESTANDAR 0.098

La tabla de analisis de varianza (ANOVA) muestra que el grado de inhibicion de
las bacterias estudiadas por accion de la algarrobina es distinto (anexo 5).
Escherichia coli ATCC® 25922™ es menos inhibida que Staphylococcus aureus
ATCC® 25923™ por efecto de la algarrobina.

[1l.4 Determinacion de la CMI de la algarrobina frente a Escherichia coli.

Los didmetros de los halos de inhibicion que se formaron al final de los ensayos
se presentan con detalle en la tabla 3. Se obtuvo un didmetro promedio de
12.6+0.55 mm con algarrobina pura, 11.4+0.55 mm con algarrobina concentrada
al 75%, 8.2+0.84 mm con algarrobina concentrada al 50% y no se observé halo

de inhibicién cuando se utilizé algarrobina al 25% y 12.5% de concentracion.
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Tabla 3. Diametro de los halos de inhibicién expresado en mm formados por la
interaccion de la algarrobina a diferentes concentraciones con Escherichia coli y

sus medidas estadisticas descriptivas, expresados en mm.

CONCENTRACION DE LA ALGARROBINA

100% 75% 50% 25% 12.5%
ENSAYO 1 12 11 8 0 0
ENSAYO 2 13 12 9 0 0
ENSAYO 3 13 11 7 0 0
ENSAYO 4 13 12 9 0 0
ENSAYO 5 12 11 8 0 0
PROMEDIO + D.E. 12,6+0,55 11,4+0,55 8,2+0,84 O 0
ERROR ESTANDAR  0.2449 0.2449 03742 O 0

Los resultados muestran que el efecto inhibitorio varia acorde al grado de
concentracion de la algarrobina, tal es asi que el efecto inhibitorio va
disminuyendo conforme va bajando la concentracion de la algarrobina, y cae a
cero cuando la concentracion de la algarrobina alcanza el 25% o menos, por lo
gue la concentracién minima inhibitoria de algarrobina frente a Escherichia coli

es a una concentracion del 50%.

El andlisis de varianza muestra que las diferencias en el grado de inhibicion de
Escherichia coli cuando es sometida a tratamiento con diferentes

concentraciones de algarrobina son significativas (anexo 6).

La prueba HSD Tukey muestra que existe diferencia significativa entre el grado
de inhibicién de Escherichia coli ATCC® 25922™ por algarrobina pura y por
algarrobina al 75% de concentracion, con un margen de error del 5%. También
existe diferencias significativas con una margen de error del 1% entre los grados
de inhibicién de Escherichia coli ATCC® 25922™ sometida a la accion de la

algarrobina cuando se comparan otras combinaciones de concentraciones,
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excepto cuando se compara la inhibiciéon producida por la algarrobina al 25% y

12.5%, entre las que no existe diferencia significativa (anexo 7).

1.5 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de la

algarrobina frente a Staphylococcus aureus.

Se prepard exitosamente la suspension de Staphylococcus aureus ATCC®
25923™ y los ensayos para determinar la concentracion minima inhibitoria se

hicieron sin inconvenientes.

Los diametros de los halos de inhibicién que se formaron al final de los ensayos
se presentan con detalle en la tabla 4. Se obtuvo un diametro promedio de
18.6+£0.55 mm con algarrobina pura, 16.2+0.84 mm con algarrobina concentrada
al 75%, 13.6+0.55 mm con algarrobina concentrada al 50%, 9.6+0.55 mm con
algarrobina concentrada al 25% y no se observo halo de inhibicién cuando se

utilizé algarrobina al12.5% de concentracion.

Tabla 4. Diametro de los halos de inhibicion expresado en mm formados por la
interaccibn de la algarrobina a diferentes concentraciones con
Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ y sus medidas estadisticas descriptivas,

expresados en mm.

CONCENTRACION DE LA ALGARROBINA

100% 75% 50% 25% 12.5%
ENSAYO 1 18 16 13 10 0
ENSAYO 2 19 16 14 9 0
ENSAYO 3 19 17 14 10 0
ENSAYO 4 18 15 13 9 0
ENSAYO 5 19 17 14 10 0
PROMEDIO £+ D.E.  18,6+0,55 16,2+0,84 13,6+0,55 9,6+0,55 O
ERROR ESTANDAR  0,2449 0,3742 0,2449  0,2449 0

29



Los resultados muestran que el efecto inhibitorio varia acorde al grado de
concentracion de la algarrobina, tal es asi que el efecto inhibitorio va
disminuyendo conforme va bajando la concentracion de la algarrobina, y cae a
cero cuando la concentracion de la algarrobina alcanza el 12.5%, por lo que la
concentracion minima inhibitoria de algarrobina frente a Staphylococcus aureus

ATCC® 25923™ es a una concentracion del 25%.

El andlisis de varianza muestra que las diferencias en el grado de inhibicion de
Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ cuando es sometida a tratamiento con

diferentes concentraciones de algarrobina son significativas (anexo 8).

La prueba HSD Tukey demuestra que existe diferencias significativas con una
margen de error del 1%, entre los grados de inhibiciéon de Staphylococcus aureus
ATCC® 25923™ sometido a la accion de la algarrobina cuando se comparan

cualquier par de combinaciones de concentracion (anexo 9).

La concentracion minima inhibitoria de la algarrobina determinada en este
trabajo de investigacion fue diferente para cada una de las especies bacterianas
utilizadas. Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ es mas susceptible que

Escherichia coli ATCC® 25922™ a la accién de la algarrobina (tabla 5)

Tabla 5. Valores de la concentracién minima inhibitoria (CMI) de la algarrobina
sobre Escherichia coli ATCC® 25922™ y Staphylococcus aureus ATCC® 25923™.

Los valores estan expresados en porcentaje (%) v/v.

CEPA BACTERIANA CMI (% viv)
Escherichia coli ATCC® 25922™ 50%
Staphylococcus aureus ATCC® 25923™ 25%
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IV. DISCUSION

El método utilizado en esta investigacion para evaluar la actividad antimicrobiana
fue el de difusion en agar, el cual es muy usado para estudiar la actividad
antimicrobiana de extractos y esta orientado para bacterias de crecimiento rapido
como Staphylococcus aureus y Escherichia coli (52).

Los resultados de esta investigacion muestran que la algarrobina comercial de
Prosopis pallida si presenta efecto antibacteriano contra Staphylococcus aureus
y Escherichia coli. Estos resultados eran los esperados debido a que otras
investigaciones demostraron que Prosopis pallida presenta actividad bacteriana
frente a Staphylococcus aureus (5, 16, 23, 28, 30-32) y frente a Escherichia coli
(5, 28, 30)

La actividad antimicrobiana de la algarrobina de Prosopis pallida podria deberse
a su contenido de polifenoles, flavonoides y taninos (23). Los compuestos
fendlicos son metabolitos secundarios abundantes en los vegetales, los cuales
poseen propiedades antibacterianas (53). Los polifenoles reportados en

Prosopis pallida son el &cido galico, catequinas, taninos condensados, etc. (54).

Se ha reportado que los fenoles tienen la propiedad de bloquear la actividad
enzimatica de la beta-glucano sintasa que es una enzima clave para la formacién

de la pared celular bacteriana (55).

Los flavonoides también presentan actividad antibacteriana (56). Varias
investigaciones han demostrado que esta propiedad antimicrobiana se debe a
sus capacidades quelantes de hierro y sus capacidades para capturar radicales
libres e inhibir las oxidasas; evitando de esta manera la formacion de ROS y de

hidroxiperdxidos organicos (57, 58). Escherichia coli y Staphylococcus aureus
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utilizan su peroxidasa para sobrevivir al estrés oxidativo (59), la cual, al ser

inhibida, podria afectar el crecimiento de estas bacterias.

R. Diaz afirma que “el acido galico, las catequinas y otros compuestos fendlicos,
presentes a la algarrobina, actian sobre las membranas celulares, inhibiendo los
18 canales ionicos” (60). A. Garcia complementa la explicacion sobre el
mecanismo de accidén antibacteriana de los polifenoles afirmando que “los
compuestos fendlicos pueden alterar las membranas y pared celular de las
bacterias e inhibir la sintesis de enzimas, con la consecuente salida de proteinas,
acidos nucleicos, iones inorganicos y otros elementos vitales para la célula

bacteriana, con lo que conduciria a la muerte bacteriana” (61)

Los taninos también colaboran en la inhibicion del crecimiento microbiano
gracias a su capacidad para capturar radicales libres e inhibir la peroxidacién
lipidica (62).

Ademas, se observé que Staphylococcus aureus es mas sensible que
Escherichia coli a la accién antibacteriana de la algarrobina. Algunas
investigaciones reportan que esta susceptibilidad diferenciada podria estar
asociada a la diferente composicion de las bacterias grampositivas y
gramnegativas. Las primeras, a la cual pertenece Escherichia coli, presentan una
membrana exterior y una alta concentracion de lipidos que proporcionan una
barrera que dificulta el paso de algunas moléculas antimicrobianas. Las
segundas, a las que pertenece Staphylococcus aureus, no presentan esta

membrana externa (63).

La prueba de Tukey, conocida también como la prueba de diferencia
honestamente significativa de Tukey (HSD de Tukey), es un método que permite
comparar las medias individuales provenientes de un analisis de varianza de

varias muestras sometidas a tratamientos distintos, permitiendo discernir si los
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resultados obtenidos son significativamente diferentes o no. Por ello es que se
selecciond esta prueba para establecer si existe diferencia estadisticamente
significativa en el grado de inhibicion del crecimiento de las dos bacterias
utilizadas en este trabajo de investigacion cuando son puestas en contacto con

diversas concentraciones de algarrobina.

Si bien es cierto, que se demostré que cuando se trabaja con un intervalo de
confianza del 95%, la prueba de Tukey confirma que cada dilucién de algarrobina
utilizada inhibe con diferente grado de intensidad a las bacterias utilizadas en
este estudio y que disminuye conforme se diluye més la algarrobina; nos llamé
la atencion que en el tratamiento de Escherichia coli, la prueba de Tukey muestra
que no hay diferencia estadisticamente significativa cuando se emplea
algarrobina al 100% o algarrobina al 75% con un intervalo de confianza del 99%
(anexo 7). Pensamos que ello se debe a que es mas dificil que la algarrobina a
altas concentraciones pueda atravesar la pared celular y la membrana externa

con alto contenido de lipidos que poseen las bacterias gram negativas.

Todos los trabajos de investigacion revisados durante el desarrollo de esta
investigacion reportan que los extractos de Prosopis pallida presentan actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, sin embargo, algunos
investigadores como C. Cardenas reportaron que no presentaba actividad
antibacteriana contra Escherichia coli (16). Este resultado opuesto al encontrado
por nosotros podria deberse a que Cardenas trabajé con Escherichia coli ATCC®
8739™ que en la pagina oficial de ATCC (www.atcc.org) se reporta como una
cepa acondicionada para ensayos de bioresistencia, a diferencia de la cepa
ATCC® 25922™ que la reportan como una cepa acondicionada para pruebas de

susceptibilidad antimicrobiana por discos.

R. Bussmann y col. tampoco encontraron actividad contra Escherichia coli (32).
Ellos trabajaron con Escherichia coli aislada de paciente con infeccion urinaria.

Milagros Yabar y col. encontraron que el 45.9% de las Escherichia coli aisladas
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de pacientes con infeccidn urinaria eran multirresistentes (65), es decir, habian
desarrollado mecanismos para resistir a tratamientos con sustancias
antibacterianas. Este hallazgo podria explicar este resultado opuesto al

encontrado por nosotros.

Otra posible explicacion a la diferencia de resultados respecto a la sensibilidad
de E. coli a la algarrobina es que los trabajos citados en esta investigacion
utilizaron algarrobina comercial, motivo por el cual no se sabe fehacientemente
su composicion. Nosotros también hemos utilizado algarrobina comercial, lo cual
tampoco descarta que tuviera algiin componente, adicional a la algarroba, que
haya contribuido a nuestros resultados. Ello no resta importancia a los hallazgos
reportados porque la algarrobina comercial es la que esta disponible para la

poblacion.

No obstante, consideramos que la algarrobina que hemos utilizado solo contiene
algarroba y agua debido a se compr6 de una marca piurana reconocida y se
elaboré en Piura, departamento peruano donde abunda el algarrobo y se puede
ver que hay gente que va por las calles recogiendo las algarrobas (los frutos
maduros del algarrobo) que caen maduras, ocasionando que sea una materia
prima muy barata lo que hace dificil que se encuentre otros ingredientes de

menor valor.

Las algarrobas son completamente ricas en glucosa, sacarosa, fructuosa y
fibra; siendo también una fuente de proteinas; ademas de calcio, fésforo, hierro,
magnesio y potasio (66) hecho que nos conlleva a pensar que su valor nutricional
no solo aplica para los humanos y animales como normalmente se usa, Sino
también son nutritivas para las bacterias, pero a pesar de ello, su contenido de
polifenoles, flavonoides y taninos (23) es suficiente como para inhibir el
crecimiento antibacteriano con mayor intensidad que su potencial nutricional

bacteriano.
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El mercado para la algarrobina viene experimentando un crecimiento a nivel
nacional —aunque algo lento—, y a nivel internacional se ha despertado cierto
interés (Espafa, Italia y EE.UU). Su atractivo estd no soOlo en su calidad
nutricional y su origen natural, sino también en algunas propiedades medicinales

(67), una de las cuales se ha demostrado en esta investigacion.

La algarrobina se consume como reconstituyente y fortificante, a manera de
medicamento, por cucharadas; asimismo, como saborizante de jugos y de un
tipico céctel de algarrobina (68) y en Piura, es comun escuchar a la gente decir
que es bueno consumir algarrobina porque da energia y los hace mas “fuertes”
a las infecciones. En este trabajo se ha demostrado una posible explicacion a
esa “fuerza” para recuperarse de las infecciones, aunque se sugiere estudios

clinicos en base a nuestros resultados.

Consideramos que este estudio tiene 3 limitaciones: la primera es que se ha
desarrollado con cepas bacterianas ATCC, por lo que se reforzaria con otro
estudio en el que se trabaje con cepas aisladas de pacientes infectados con las
especies bacterianas estudiadas. La segunda limitacion de este estudio es que
se ha desarrollado “in vitro”, por lo que seria ampliamente complementado con
un estudio clinico. La tercera limitacion es que se trabajé solo con una marca de

algarrobina.
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CONCLUSIONES

La algarrobina comercial de Prosopis pallida presenta efecto antibacteriano

sobre Escherichia coli con una concentraciéon minima inhibitoria de 50% v/v

La algarrobina comercial de Prosopis pallida tiene efecto antibacteriano sobre

Staphylococcus aureus, con una concentracion minima inhibitoria de 25% v/v

Existe diferencia significativa entre la CMI de la algarrobina comercial para
Escherichia coli y para Staphylococcus aureus, siendo mayor para la primera

bacteria.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere ampliar este estudio utilizando cepas aisladas de pacientes

infectados con estas bacterias.

Asi mismo se podria ampliar este estudio utilizando algarrobina de diferentes

marcas y comparar los resultados.
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ANEXOS

1. Ficha de recoleccién de datos para demostracién de la actividad

antibacteriana

PLACA N°
Escherichia coli ATCC® 25922™ Staphylococcus aureus ATCC® 25923™
N° DE DIAMETRO RESULTADO RESULTADO DIAMETRO RESULTADO RESULTADO
ENSAYO | HALODE POSITIVO NEGATIVO HALO DE POSITIVO NEGATIVO
INHIBIC. * () () INHIBIC. * (#) ()

1

2

3

4

5
NOTA: * El didmetro se medira en mm. ** Se marcard como resultado positivo cuando el
diametro del halo de inhibicibn sea mayor a cero (0) mm de didmetro, caso contrario se
marcara como resultado negativo
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2. Ficha de recoleccion de datos para determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI)

Especie bacteriana:

NUMERO DILUCION PORCENTUAL DE LA
DE CRITERIO ALGARROBINA
ENSAYO 100% 75% 50% 25% 12.5%

Diametro del halo de
inhibicion*

ENSAYO 1

Resultado positivo
(+) =

Resultado negativo
(_) *%

Diametro del halo de
inhibicion*

ENSAYO 2

Resultado positivo
()

Resultado negativo
0

Diametro del halo de
inhibicion*

ENSAYO 3
Resultado positivo
(+) ™
Resultado negativo
0~

Diametro del halo de
inhibicion*

ENSAYO 4

Resultado positivo
(+)

Resultado negativo
0~

Diametro del halo de
inhibicion*

ENSAYO 5

Resultado positivo
(+) ™
Resultado negativo
(_) *%
NOTA: * El diAmetro se medird en mm. ** Se marcara como resultado positivo

cuando el didmetro del halo de inhibiciébn sea mayor a cero (0) mm de didmetro,
caso contrario se marcara como resultado negativo-
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3. Preparacion de las soluciones de algarrobina en cabina de bioseguridad

para disminuir probabilidad de contaminacion.

4. Siembra de cepas bacterianas por distribucion uniforme en cabina de

bioseguridad.
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5. Analisis de varianza (ANOVA) entre los didmetros de los halos de

inhibicion ocasionados por la interaccion de la algarrobina con

Escherichia coli

ATCC® 25922™

y Staphylococcus aureus ATCC®

25923™.
suma de media _
G ) Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos  474.32 1 474.32  1264.853 0
Dentro de los
48 0.375
grupos
Total 492.32 49

6. Anédlisis de varianza (ANOVA) entre los diametros de los halos de

inhibicién ocasionados por la interacciéon de la algarrobina a diferentes

concentraciones con Escherichia coli ATCC® 25922™

suma de media _
) F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 742.96 4 185.74  714.3846 0
Dentro de los grupos 5.2 20 0.26
Total 748.16 24

7. Prueba HSD Tukey para el tratamiento de Escherichiacoli ATCC®

25922™ con algarrobina a diferentes concentraciones (M1=100%,

M2=75%, M3=50%)

HSD (0.05) = 0.97
Diferencia de

HSD (0.01) = 1.21

FACTOR . Sig.
medias

M1 vs M2 1.2 P<0.05

M1 vs M3 4.4 P<0.01

M2 vs M3 3.2 P<0.01
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8. Analisis de varianza (ANOVA) entre los didmetros de los halos de
inhibicion ocasionados por la interaccion de la algarrobina a diferentes

concentraciones con Staphylococcus aureus ATCC® 25923™

suma de media .
G ) Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 1063.6 4 265.9  830.9375 0
Dentro de los grupos 6.4 20 0.32
Total 1070 24

9. Prueba HSD Tukey para el tratamiento de Staphylococcus aureus
ATCC®25923™ con algarrobina a diferentes concentraciones (M1=100%,
M2=75%, M3=50%, M4=25%)

HSD (0.05) = 1.07; HSD (0.01) = 1.34

Diferencia de

FACTOR medias Sig.

M1 vs M2 2.4 P<0.01
M1 vs M3 5 P<0.01
M1 vs M4 9 P<0.01
M2 vs M3 2.6 P<0.01
M2 vs M4 6.6 P<0.01
M3 vs M4 4 P<0.01
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