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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion es de tipo experimental, enfoque cuantitativo y de
corte transversal. Se realizé con el objetivo de determinar el efecto antimicético in
vitro del extracto etandlico del fruto de Vaccinium corymbosum (ardndano) sobre
Candida albicans. Se utilizaron veinte placas con agar saboraud que contenian el
cultivo fangico divididas en cuatro grupos de trabajo denominadas, grupo
experimental 1 (450 mg/ml), grupo experimental 2 (900 mg/ml), grupo estandar
(fluconazol 25 pg/disco), grupo blanco (solucion salina fisiologica). La actividad
antimicrobiana se evalué mediante el método de Kirby-Bauer utilizando al tubo
namero 0,5 (1,5 x 108 U.F.C./ml) del nefelémetro de Mac Farland como patron de
turbiedad. En los resultados se evidencio la presencia de halo de inhibicién en los
grupos experimentales, siendo mayor en la concentracion de 900 mg/ml con un
diametro promedio del4,95 mm, con respecto a la concentracion de 450 mg/ml que
presento un didmetro promedio dell,1 mm, el cual no logro ser mayor que los
diametros promedios de los halos de inhibicién del grupo estandar de fluconazol con
28,4 mm, por lo cual se concluye que el extracto etandlico de Vaccinium corymbosum
presento efecto antimicético in vitro sobre Candida albicans, evidenciandose que a
mayor concentracion mayor efecto.

Palabra clave: Candida albicans, Efecto antimicético, Vaccinium corymbosum.
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ABSTRACT

The present research work is of experimental type, quantitative focusing and
transversal cut. It was performed with the objective of determining the in vitro
antifungal effect of the ethanolic extract of the fruit of Vaccinium corymbosum
(cranberry) on Candida albicans. Twenty plates with saboraud agar containing fungal
culture were used divided into four work groups called, experimental group 1 (450 mg
/ ml), experimental group 2 (900 mg / ml), standard group (fluconazole 25 ug / disc),
white group (physiological saline). The antimicrobial activity was evaluated by the
Kirby-Bauer method using tube number 0.5 (1.5 x 108 U.F.C./ml) of the Mac Farland
nephelometer as a turbidity pattern. The results showed the presence of inhibition halo
in the experimental groups, being greater in the concentration of 900 mg / ml with an
average diameter of 14.95 mm, with respect to the concentration of 450 mg / ml that
presented an average diameter 11.1 mm, which failed to be larger than the average
diameters of the inhibition halos of the standard fluconazole group with 28.4 mm, so
it is concluded that the ethanolic extract of Vaccinium corymbosum presented an in
vitro antifungal effect on Candida albicans, evidencing that the greater the
concentration, the greater the effect.

Keyword: Vaccinium corymbosum, Candida albicans, antifungal effect.
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I. INTRODUCCION

Los seres humanos viven en completa armonia con seres microscopicos que no pueden
ser visibles al ojo humano, y que no causan dafio cuando las barreras del sistema
inmune estan intactas, pero cuando disminuyen las defensas como es el caso de un ser
humano que posee en su organismo el virus de inmunodeficiencia humana, estos
microbios que en un inicio no causaban dafio, ahora si lo pueden hacer. Los
microorganismos que se aprovechan de un organismo debilitado para causar dafio se
les llama seres oportunistas dentro de los cuales se encuentran hongos microscopicos
del género Candida, siendo la levadura Candida albicans la especie predominante,

provocando una enfermedad llamada candidiasis 4.

La incidencia de candidiasis esta en aumento y ha pasado a ser una enfermedad comun
en aquellos pacientes que tienen VIH o en aquellas personas que son sometidas a
terapias inmunomoduladoras o antineopléasicas cuyas defensas se encuentran
disminuidas. Las infecciones del género Candida mas frecuentes son las que causan
dafio en boca y esd6fago. Esta enfermedad es la mas frecuente en pacientes con VIH y
se estima que el mayor porcentaje de infectados por VIH van a padecer por lo menos

una vez de enfermedades micéticas causados por Candida albicans ¢,

La candidiasis oral normalmente no es una enfermedad mortal, pero causa molestias,
altera el gusto, ocasiona un dolor al ingerir los alimentos lo que conlleva a una
disminucion de peso y puede resultar peligrosa en pacientes con VIH que necesiten
de una dieta hipercalérica o en pacientes hospitalizados o de edad avanzada

inmunosuprimido @,

Hay un gran acceso a la mayoria de las medicinas tradicionales, la cual las vuelve mas



atractivas en el contexto de atencion de la salud. La medicina tradicional también se
destaca como un vehiculo para enfrentar el inacabable incremento de enfermedades

crénicas no transmisibles ©).

Arandano es una baya que crece en forma silvestre y posee principios activos con
poder terapéutico como flavonoides, antocianinas, taninos, etc, ubicados en piel y
semillas, esto le convierte a este fruto como un producto rico en nutrientes y con

propiedades medicinales ®.

El arandano es utilizado como un potente diurético, el extracto seco de frutos y hojas
sirve para combatir cuadros diarreicos, verificar los niveles de azucar en el plasma
sanguineo, en afecciones oculares, posee una sustancia quimica que reduce las
concentraciones de una sustancia ligada al Alzheimer. Este fruto tiene un efecto
antioxidante neutralizando los radicales libres que se liberan en el interior de nuestras
células, y son nocivos para la salud humana, también posee accién antibacteriana, y

antifungica inhibiendo el crecimiento antimicrobiano &9,

En las Gltimas décadas se ha observado en pacientes inmunocomprometidos
infecciones causadas por Candida albicans y otras especies del mismo género. Las
afecciones por especies del género Candida a la cavidad orofaringea, es lo que mas se
ha observado en pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana,
siendo el fluconazol un antimicético con una biodisponibilidad de méas del 90%
cuando es administrado por via oral, este antifingico resulta ideal para infecciones
por Candida albicans pero su amplio uso ocasiona que surjan microorganismos

resistentes y conlleven al fracaso de la terapia 9,



Las incidencias de candidiasis en algunos paises sefialan que, en Noruega, Dinamarca,
Islandia hubo un incremento en la incidencia de candidiasis de 2 a 3/100.000
habitantes por afio. En Italia y Espafia se realizo el estudio en cinco nosocomios entre
el 2008 y 2010, de 995 casos en los cuales dieron resultados positivos para Candida
y se encontr6 una incidencia de 1,55/1000 admisiones hospitalarias. En Corea del Sur
la incidencia fue de 29/100.000 habitantes por afio. Entre el 2001 y 2004, en Australia,
de 1095 casos se encontré una incidencia de 1,81/100.000 habitantes por afio. En
Latinoamérica, entre el 2008 al 2010 se encontré una incidencia por 1.000 camas
hospitalarias/afio de 1,95 en Argentina, 1,72 en Venezuela, 1,38 le corresponde a

Honduras, 0,90 le corresponde a Ecuador, mientras que a Chile le corresponde 0,339,

Los estudios realizados en Peru sobre candidemia son pocos, entre los afios 2004 al
2006 en la ciudad de Lima, en los hemocultivos analizados se hallé el género Candida
en un 11,6%. En otro estudio realizado entre los afios 2009 al 2011, en nueve
nosocomios de Lima se hallaron 153 especies del género Candida que fueron las
responsables de candidemia, mientras que investigaciones realizadas del 2013 al 2015
se encontrd 158 aislamientos con una incidencia de candidemia de 1 a 2,6 casos por

1000 ingresos ¢V,

Existen investigaciones realizadas con Vaccimiun corymbosum (arandano) que
demostraron tener efecto antibacteriano sobre Escherichia coli y Stahphylococcus

aureus 12,

El trabajo de investigacion realizado se considera importante porque busca aportar

nuevos conocimientos sobre Vaccinium corymbosum como una opcion



complementaria a los tratamientos farmacoldgicos de Candida albicans en los
pacientes inmunosuprimidos, ya que, en la actualidad, este hongo oportunista se esta
volviendo resistente a ciertos antimicoéticos, abriendo la posibilidad de que se
continlen mas estudios sobre esta planta y en algin momento llegar a utilizarlo en
vivo, siendo el arandano un alimento facil de conseguir y esta al alcance de la

economia del ser humano.

La presente investigacion pretende conocer si Vaccinium corymbosum (arandano)
tiene efecto antimicético sobre Candida albicans que es la responsable de candidiasis
en pacientes inmunodeprimidos. Por lo tanto, se formulé el siguiente problema de
investigacion: ¢Presenta efecto in vitro el extracto etandlico del fruto de Vaccinium

corymbosum (arandano) sobre Candida albicans?



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

e Determinar el efecto antimicético in vitro del extracto etandlico del fruto de
Vaccinium corymbosum (ardndano) sobre Candida albicans.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Evaluar el efecto antimicotico del extracto etanolico del fruto de Vaccinium
corymbosum a las concentraciones de 450 mg/ml y 900 mg/ml sobre Candida

albicans.

e Determinar la concentracion del extracto etandlico del fruto de Vaccinium

corymbosum de mayor efecto antimicético.

e Comparar el efecto antimicotico in vitro del extracto etandlico de Vaccinium

corymbosum y el efecto antimicético de fluconazol 25 g sobre Candida albicans.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

Musmeci et al; en el 2013, Paraguay, determinaron el efecto antimicrobiano in vitro
del Aloe vera (L.) Burm y Aloe arborescens, sobre Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans empleando el método
de Kirby Bauer en 20 muestras. Utilizaron el gel de sabila siendo tratados con 10 mlde
etanol al 70 %, 50 % y una solucion acuosa al 50 % frente a las bacterias en estudio a
diferentes concentraciones de inoculos teniendo en cuenta el nefelometro de Mac
Farland de los tubos nimero 0,5, 1 y 2. Obtuvieron que en las soluciones acuosas de
sébila no hubo inhibicion del crecimiento bacteriano ni micético, pero si en las
soluciones etandlicas del gel de Aloevera pero no en Aloe arborescens. Concluyeron
que Aloe vera tiene poder inhibitorio bacteriano y micético en comparacion con Aloe

arborescens que no lo presenta

Valle et al.; en el 2014, en la ciudad de Trujillo, determinaron el efecto del extracto
hidroalcoholico de hojas de Piper aduncum "matico” sobre Candida albicans.
Utilizaron la técnica de Kirby Bauer, en la cual los discos se impregnaron con
concentraciones del extracto a 13,6mg/dl (10ul), 27,2mg/dl (20ul), 40,8mg/dl (30ul),
54,4mg/dl (40ul), y obtuvieron como resultados que 7mm para 13,6 mg/dl (10ul),
8,4mm para 27,2mg/dl (20ul), 10,2mm para 40,8mg/dl (30ul), 13,8mm para 54,4mg/dl
(40ul). Llegaron a la conclusion que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Piper

aduncum "matico" inhibe el crecimiento de Candida albicans 4.

Benites et al; en el 2015 en Pert, compararon el efecto antimicrobiano del extracto

etanolico de cuatro concentraciones de Caesalpinia spinosa (tara) sobre Candida



albicans, ellos prepararon su indculo basandose al tubo 0,5 del nefelometro de Mac
Farland, y demostraron la susceptibilidad de Candida albicans por medio del método
de difusion en disco de Kirby Bauer, utilizando las cuatro concentraciones del extracto
etandlico de tara, luego se observo la presencia de halos de inhibicion, concluyendo
que el extracto etandlico de C. spinosa posee efecto inhibitorio sobre Candida

albicans®®,

Espindola et al; en el 2015 en Perd, se propusieron evaluar el efecto antifngico del
extracto etanolico de las hojas de Bixa Orellana L "Achiote" sobre Candida albicans
ATCC 10231. A partir del extracto seco de las hojas de "achiote™ se prepararon las
concentraciones de 5% (50mg/ml), 50% (500mg/ml), 75% (750 mg/ml) y 100% (1000
mg/ml) disueltas en etanol a 70°. Para evaluar la actividad antifingica se uso el método
de Kirby Bauer y la determinacion de la concentracion minima inhibitoria, se expuso
la Candida a cinco concentraciones del extracto y se usaron grupos controles como
fluconazol y solucion salina fisiolégica. En los resultados obtuvieron que Candida
albicans fue sensible a las concentraciones de 50%, 75% y 100%, con halos de 11,6,
16,1 y 33,8 mm respectivamente, por lo tanto, concluyeron que el extracto etandlico
de las hojas de Bixa orellana L. “Achiote ” si tiene efecto antifingico sobre Candida

albicans ATCC 10231 19,

Angel et al. en el afio 2015 en Pert evaluaron el efecto del extracto de Vaccinium
corymbosum sobre el crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
Trabajaron con tres concentraciones de extracto de arandano 50%, 75% y 100%, el
indculo de las bacterias se comparé con el tubo nimero 0,5 del nefelémetro de Mac

Farland y utilizaron la técnica de Kirby Bauer. Los resultados obtenidos indica que



hay mayor efecto inhibitorio del extracto de ardndano a la concentracion del 100%
siendo mejor el efecto inhibitorio sobre Staphylococcus aureus que Escherichia coli,
concluyendo que el extracto de Vaccinium corymbosum tiene mejor efecto sobre

Staphylococcus aures a la concentracion del 100% *2).

Lalaleo et al.; en el 2016, en la ciudad de Quito, evaluaron el efecto inhibitorio del
extracto alcoholico de Vaccinium floribundum (mortifio) sobre Streptococcus mutans,
trabajaron con cuatro concentraciones de 25%, 50%, 75% 100%, la turbidez del indculo
de la bacteria se comparé con el tubo nimero 0,5 del nefelémetro de Mac Farland y
utilizaron la técnica de Kirby Bauer, ellos encontraron que a la concentracion de 25%
hubo un halo de 13 mm , y conforme se iba aumentando la concentracion del extracto,
el halo de inhibicion era méas pequefio, y concluyeron que a menor concentracion de

extracto de mortifio mejor efecto inhibitorio sobre Streptococcus mutans @7,

Villavicencio et al; en el 2016 en Perd, evaluaron el efecto antimicético in vitro del
aceite esencial de Origanum vulgare frente a cepa de Candida albicans, seleccionaron
cuatro diferentes geotipos de orégano y obtuvieron los aceites esenciales por medio del
proceso de destilacion por arrastre con vapor de agua, evaluandose in vitro el efecto
antimicético del aceite esencial por pruebas de sensibilidad con el método de difusion
por discos en cultivo frente a Candida albicans. En los resultados se observa efecto
antimicético del aceite esencial a partir de la concentracion 12,5%, concluyeron que el
aceite esencial de orégano tiene efecto antimicdtico sobre C. albicans en

concentraciones de 12,5%, 25%, 50% y 100% (),

Adrianzen et al; en el 2017 en Perq, evaluaron el efecto del zumo de Vaccinium

corymbosum (arandano) sobre el crecimiento in vitro de Escherichia coli, realizaron



un indculo de su bacteria teniendo en cuenta el nefelometro de Mac Farland del tubo
numero 0,5 y determinaron el efecto bactericida e inhibitorio de E. coli mediante cuatro
concentraciones del zumo de arandano 5%, 25%, 50%, 1000% utilizando al
ciprofloxacino como control. Para el efecto bactericida utilizaron el método de agar en
placay para el efecto inhibitorio usaron el método de dilucion en caldo Muller Hington.
Obtuvieron que a la concentracion del 100% del zumo vegetal hubo efecto bactericida,
mientras que para el efecto inhibitorio encontraron que a la concentracion del 100%
hubo mayor efecto con respecto a las demas concentraciones, concluyendo que el zumo
de V. corymbosum tiene efecto minima bactericida sobre E. coli al 100% y a la vez a

esta misma concentracion hay mayor efecto inhibitorio @9,

Cahuanaetal.; enel 2017 en la ciudad de Puno-Perd determinaron el efecto inhibitorio
del extracto etandlico de Eucalyptus globulus sobre Streptococcus mutans y Candida
albicans. Ellos trabajaron con concentraciones de su extracto etandlico al 25%, 50%,
75% y 100%, utilizando como técnica la prueba de difusién de pocillos con discos de
papel de filtro combinado y por el método de Kirby Bauer. Los resultados que
obtuvieron fue que el extracto tiene actividad inhibitoria frente a Streptococcus mutans
con promedios de halos de 11,85 mm, 13,3 mm, 13,97 mm, 15,54 mm para las
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% respectivamente, asi como también
lograron demostrar efecto antimicético contra Candida albicans evidenciandose halos
de inhibicién de 9,34 mm, 10,41 mm, 11,39 mm, 12,45 mm para las concentraciones
de 25%, 50%, 75% y 100% respectivamente. Concluyeron que el extracto de
Eucalyptus globulus presenta efecto inhibitorio para Streptococcus mutans y Candida

albicans 49,



2.2. BASES TEORICAS
Fitoterapia:

Es la ciencia que se encarga del uso de los productos vegetales con una finalidad

- . (21)
terapéutica para prevenir o curar una enfermedad = .

Droga vegetal:

Es una parte del vegetal que contiene el principio activo con efecto terapéutico, estos

principios activos lo podemos encontrar en la corteza, hojas, raices, frutos, etc (22).
Principio activo:

Es una sustancia quimica extraido de una droga vegetal que es responsable de la
actividad farmacolégica y del uso terapéutico 2,

Extracto alcohdlico:

Es la extraccion por maceracién o percolacion del principio activo utilizando como

solvente a un alcohol como el etanol, el cual sucesivamente es expulsado por

. _ (23)
procedimientos fisicos .
Vaccinium corymbosum

Habitad:

Esta planta es oriunda de los lugares frios de Norteamérica, pero también se ha

encontrado especies en lugares tropicales 9

Descripcion botanica:

La planta de arandano es un arbusto que puede llegar a tener una altura de 2,5m.
Posee hojas alternas con borde dentado y cuando la estacién le es desfavorable,
las hojas se desprenden, y vuelven a crecer cuando la estacion le es favorable,

por esta razon se les llama hojas caducas, sus flores son acampanadas de color

10



blanco rosa, el fruto es una baya de 1 a 3 cm, de color negro azuladas (25).
Principios activos:

El fruto de ardndano posee alcanos, alquenos, alcanol, benzenoides,
fenilpropanoides, flavonoides, monoterpeno, sesquiterpeno, triterpeno 9,
Propiedades terapéuticas:

Desde hace muchos siglos se usaba el ardndano para aliviar el escorbuto y
alteraciones en estobmago e higado. En la actualidad se utiliza para prevenir
infecciones de las vias urinarias, asi como también para inhibir la adhesion de
Helycobacter pylori a las paredes del estbmago, también posee propiedad
anticancerigena, para enfermedades cardiovasculares, caries dental, es

antiséptica 7.

Candida albicans
Etiopatogenia:
La enfermedad es producida por levaduras anascoporadas, y se conocen mas de
190 especies, siendo solo patdgenas: Candida albicans, Candida glabrata,
Candida krusei, Candida kefyr, Candida zeylanoides, Candida
pseudotropicali, Candida rugosa, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, y
Candida lusitantae, todas ellas son cosmopolitas. Este género son levaduras
pertenecientes al reino fungi que producen filamentos 2,
Candidiasis:
Es una micosis producida por microorganismos levaduriformes endogenos y
que se aprovechan del organismo debilitado para causar dafio, entre estas
tenemos a Candida albicans. La sintomatologia es localizada o sistémica,

puede verse comprometida la piel, mucosas, érganos internos. Los cambios

11



histopatoldgicos van desde inflamacion minima hasta supuracién o granuloma

28)

Mecanismos de virulencia:

Esta levadura tiene la capacidad de penetrar tejidos y eludir la fagocitosis,
haciendo pensar que posee factores de virulencia los cuales son: proteinasas,
esterasas, proteasas asparticas secretoras, fosfolipasas, capacidad de
adherencia a las superficies de las células del hospedero y la produccion del
tubo germinativo. Las fosfolipasas catalizan la produccion de fosfolipidos el
cual es el componente de la membrana celular, lo que facilita su introduccién
en la célula, lo cual indica que existe una relacion de la existencia de fosfatasa
con la capacidad de patogenicidad de Candida albicans. Algunos cientificos
han manifestado que las fosfolipasas y las proteinasas de esta levadura podrian
servir para bajar su actividad y asi disminuir la virulencia sin ser destruido el
hongo. Otros factores de virulencia como el tubo germinativo se asocian con la
capacidad invasiva del hongo permitiéndole invadir tejidos y evadir la
fagocitosis ¢

Tratamiento farmacoldgico:

Azoles en este grupo estan fluconazol, itraconazol, ketoconazol, de estos el
fluconazol es el farmaco ideal para candidiasis, pero posee poca actividad sobre
C. glabrata. El fluconazol tiene una biodisponibilidad del 100%, se elimina por
rindn en forma de farmaco activo, mientras que itraconazol se absorbe poco,
difunde mal en tejidos siendo la excepcion el que se acumula en ufias y piel
debido a su poder lipofilico, posee metabolismo hepético y se excreta en su

forma no activa ©0,
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I11. HIPOTESIS
3.1. Hipotesis Alternativa (Ha):
El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum “arandano” tiene efecto antimicotico

in vitro sobre Candida albicans.

3.2. Hipotesis Nula (Ho):
El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum “arandano” no tiene efecto

antimicético in vitro sobre Candida albicans.
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IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion:

El presente trabajo corresponde al tipo de una investigacion experimental, de enfoque
cuantitativo y corte transversal, para lo cual se formaron los siguientes grupos:
Grupo Control Negativo (Blanco)

Se utiliz6 05 placas Petri con medio de cultivo de Agar saboraud y el cultivo de Candida
albicans. Se utilizo la técnica de Kirby Bauer. Se colocaron 4 discos conteniendo
solucion salina fisiolégica, incubado por 24h en una temperatura 35°C — 37°C. Se
realizo la lectura a las 24 h.

Grupo Estandar Farmacologico

Se utiliz6 05 placas, como medio de cultivo de Agar saboraud y el cultivo de Candida
albican. Se hizo uso de la técnica de Kirby Bauer. Se coloco 4 discos conteniendo
solucion de Fluconazol (25ug/disco), incubado por 24 h. en una temperatura 35°C —
37°C. Se realizo lalectura a las 24 h.

Grupo experimental 01

Se utiliz6 05 placas Petri con medio de cultivo de Agar saboraund y el cultivo de
Candida albicans. Utilizando la técnica de Kirby Bauer se colocé 4 discos conteniendo
solucion de Vaccinium corymbosum (Extracto al 450mg/ml), incubado por 24 h. en
una temperatura 35°C - 37°C. Se realiz6 la lectura a las 24 h.

Grupo experimental 02

Se utiliz6 05 placas, como medio de cultivo de Agar saboraud y el cultivo de Candida
albicans. Utilizando latécnica de Kirby Bauer se colocé 4 discos conteniendo solucion
de Vaccinium corymbosum (Extracto al 900 mg/ml), incubado por 24 h. en una

temperatura 35°C - 37°C. Se realiz6 la lectura a las 24 h.
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4.2. Poblacion y Muestra

Poblacion vegetal:

Recoleccion:

La planta de Vaccinium corymbosum fue recolectada de la provincia de Virl y
transportada en bolsa de primer uso para su identificacion taxonémica en el Herbarium
Truxillense de la Universidad Nacional de Trujillo.

Seleccién:

Los frutos de ardndano fueron retirados de la planta para luego ser procesados.
Muestra vegetal:

Fruto de Vaccinium corymbosum (Arandano)

Criterios de inclusién:

Se tendré en cuenta los siguientes criterios:

e El fruto de V. corymbosum este entero.

e Debe estar maduro.

e El fruto trabajado se cultive en la misma zona en la que pertenece la muestra.
Criterios de exclusién:

No se tendra en cuenta los siguientes criterios: La planta recientemente haya sido
fumigada.

La planta haya sido atacada por plagas.

Material Bioldgico:

Poblacién: Candida albicans
Muestra: Cultivo de Candida albicans
Criterios de inclusion:

Cultivos rejuvenecidos

15



Cultivos no contaminados.
Criterios de exclusion:

Cultivos con presencia de contaminantes.

16



43. DEFINICION Y OPERACION DE LAS VARIABLES

Variable

Definicion conceptual

Variable Independiente
Extracto etanolico de

Vaccinium corymbosum .

Variable Dependiente

Efecto antimicético sobre

Candida albicans

Extraccion del principio activo
utilizando como solvente el

etanol.

Es la susceptibilidad que tiene el

Definicion operacional Indicadores Dimensién
Se utiliz6 concentraciones  Concentraciones de: Cuantitativa
del extracto etandlico. 450mg/ml y 900mg/ml  de razon

Se determind por medio de Didmetro de halos de Cuantitativa

microbio frente a un farmaco o aun halos de inhibicion. inhibicién en milimetros. de razon.

principio activo de un vegetal.
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccidon de datos:

Material vegetal y obtencion del extracto:
Se lavd los frutos de arandano con agua destilada, para luego desinfectarlo con

hipoclorito de sodio al 0,5%. Luego se enjuag6 con agua destilada estéril.

Preparacion del extracto:

De los frutos que fueron seleccionados se pesd aproximadamente 1000g y se
homogenizaron en una licuadora durante 10 segundos. Luego se macer6 con 1000 ml
de etanol al 70% en un frasco de vidrio color &mbar. Se mezclo el extracto etandlico
mediante agitacion mecanica por 10 minutos y luego se almaceno en oscuridad a
temperatura ambiente por 7 dias, con agitacion mecanica diaria por cinco minutos.
Después de haber transcurrido el tiempo de maceracion, se filtro el liquido al vacio
con papel filtro whatman N° 1. A este liquido filtrado obtenido se le llamé extracto
etanolico. El extracto etandlico obtenido se colocé en bandejas de vidrio y se llevo a
evaporar el alcohol a una estufa de circulacion de aire a 40°C hasta obtener un extracto
blando de ardndano. A partir de este extracto blando se prepararon concentraciones de
450 mg/ml (45%) y 900mg/ml (90%). Estas concentraciones preparadas fueron
guardadas en frascos de color ambar en refrigeracién a una temperatura de 4°C hasta

su uso (1:32),

Rejuvenecimiento del cultivo
Para el rejuvenecimiento del cultivo de Candida albicans se utilizo el medio de agar

saboraud estéril y se llevo a incubacion a 37°C por 24 horas.
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Preparacion del inéculo:
El in6culo del microorganismo fue preparado con solucion salina estéril hasta obtener

una suspension equivalente a una turbidez al tubo N° 0,5 del estandar de Mc Farland®®),

Sembrado del microorganismo

Después de 15 minutos al ajuste de la turbidez del indculo, se sumergidé un hisopo
estéril en la suspension del indculo de 0,5 de McFarland, y se retird el exceso del
indculo rozando el hisopo por la pared interior del tubo de ensayo por encima del nivel
del liquido. Luego se realizo el sembrado del in6culo sobre la superficie del agar

saboraud girando la placa Petri en tres direcciones. Dejar secar la placa por 5 minutos

(34,35)

Método de difusion de discos

El método més comln en la evaluacion de la actividad antimicrobiana es el ensayo
Kirby — Bauer. Se prepararon discos de papel de filtro estéril con un didmetro de 6 mm, lo cuales
fueron sumergidos dentro de cada una de las concentraciones del extracto etandlico y después con
aguja estéril se colocd cuatro discos por placa de modo que estén a una distancia aproximada de 25
mm uno del otro ®.  Se usaron como grupos controles, discos de fluconazol y solucion salina

fisiologica estéril. Posteriormente las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas.

Medicion de los halos de inhibicion:

Se midi6 la zona de inhibicion de cada disco contra una superficie oscura bajo luz
reflejada. Se midio el diametro de lazona incluyendo los 6mm del disco, con un vernier
sobre el respaldo de la placa Petri. Una lectura de 6mm indica que no hay zona de

inhibicion ¢4 3%
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4.5. PLAN DE ANALISIS
Los resultados son presentados en tablas, utilizando el programa Excel Microsoft y el

programa estadistico ANOVA y T-Student.
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4.6. MATRIZ DE CONSISTENCIA

Titulodela  Formulacién Obijetivos Hipotesis Tipo de Variables Definicién Indicadoresy  Plan de
investigacion  del investigacion operacional escala de analisis
problema medicién
Objetivo general Hipdtesis Extracto

Efecto in vitro  ¢Presenta Determinar el efecto Alternativa etanolico de
del extracto efecto in vitro antimictico in vitro del (HA): Vaccinium Dos
etandlico de el  extracto extracto etandlico del fruto ElI  extracto Tipo Variable corymbosum concentraciones.
Vaccinium etandlico del de Vaccinium corymbosum etandlico de Experimental, independiente Es un extracto Cuantitativa.
corymbosum  fruto de (arandano) sobre Candida Vaccinium in vitro, con olor peculiar,
(ardndano) Vaccinium albicans. corymbosum  cualitativo o obtenido a partir
sobre Candida corymbosum Objetivos especificos (ar&ndano) cuantitativo del 6rgano de un
albicans (ardndano) Evaluar el efecto tiene efecto vegetal por
sobre antimicético del extracto antimicético maceracion  en Prueba
Candida etandlico del fruto de in vitro sobre contacto con estadistica
albicans Vaccinium corymbosum a Candida etanol al 70% anovay T-
las concentraciones de 450 albicans. student
mg/ml y 900 mg/ml sobre Hipdtesis Efecto
Candida albicans Nula (Ho): antimicotico Didmetro del
Determinar la El extracto Variable sobre halo de
concentracion del extracto etandlico de dependiente ~ Candida albicans inhibicién.
etandlico del fruto de Vaccinium Es la Cuantitativa.
Vaccinium corymbosum de corymbosum susceptibilidad
mayor efecto antimic6tico.  (arandano) no que tiene el
Comparar el efecto tiene efecto microbio frente a
antimicético in vitro del antimicotico un farmaco o al
extracto  etan6lico  de in vitro sobre principio  activo
Vaccinium corymbosumyel Candida de un vegetal.
efecto  antimicdtico de albicans.
fluconazol 25 pg sobre

Candida albicans.
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4.7.  PRINCIPIOS ETICOS:

En la presente investigacion, se tuvo presente las normas de bioseguridad en
laboratorio, garantizando la correcta manipulacion del microorganismo desde la
recepcion hasta la culminacion de la investigacion ©®),

También se tuvo presente los principios éticos descritos en el codigo de ética para la
investigacion, version 001 de la ULADECH, tales como:

Justicia: El investigador debe ejercer un juicio razonable, ponderable y tomar las
precauciones necesarias para asegurarse de que sus sesgos, y las limitaciones de sus
capacidades y conocimiento, no den lugar o toleren préacticas injustas ©7.

Integridad cientifica: La integridad o rectitud deben regir no sélo la actividad
cientifica de un investigador, sino que debe extenderse a sus actividades de ensefianza

y a su ejercicio profesional ©7).
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V. RESULTADOS
5.1. RESULTADOS

Tabla 01: Valores promedios del diametro de los halos de inhibicién del extracto etandlico de dos concentraciones de Vaccinium

corymbosum (Grupo experimental) con el grupo estandar sobre Candida albicans

Halos de inhibicion (mm)

GRUPOS Promedio Desviacion estandar Significancia de los halos de
X + D.S inhibicion
Blanco (solucidn fisioldgica) 6.0 + 0.0 0.00

Estandar (fluconazol 25 pg)

284 £ 2.93
Experimental 1 (450 mg extracto
etanolico/ml agua destilada) i+ 112
Experimental 2 (900 mg extracto
etandlico/ml agua destilada) 1495 + 0.69

ANVA (P < 0,05)
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Tabla 02: Comparaciones entre los efectos antimicoticos del extracto etandlico de Vaccinium corymbosum a 450 mg/ml, 900 mg/ml y el

efecto antimic6tico de fluconazol sobre Candida albicans

GRUPOS Significancia
n=20 Valor P
Grupo Estandar (fluconazol) vs Grupo Experimental 1 (450 mg de extracto 0.001
etandlico/ml agua destilada)
Grupo Estandar (fluconazol) vs Grupo Experimental 2 (900 mg extracto etanélico/ml 0,013
agua destilada)
Grupo Experimental 1 (450 mg extracto etandlico/ml agua destilada) vs Grupo 0.001

Experimental 2 (900 mg extracto etandlico/ml agua destilada)

T-student (p < 0,05)
Leyenda:

n = Numero de muestras en cada grupo.
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5.2. ANALISIS DE RESULTADOS

En la tabla 01, se muestra los promedios por grupo, se puede observar que el grupo
control negativo (blanco) tiene una medida de 6 mm que corresponde al diametro del
sensidisco. En el grupo 2 que corresponde al grupo estandar (fluconazol) se muestran
un promedio en el halo de inhibicién 28.4 + 2.93 mm esto concuerda por lo reportado
por el Instituto de Estandares Clinicos de Laboratorio, CLSI, que reporta como
estandar de referencia para C. albicans con un farmaco de referencia fluconazol, el
valor mayor a 14 mm como punto de corte para establecer la sensibilidad antimicotica.
El promedio de los halos de inhibicion para los grupos experimentales del extracto
etanolico de Vaccinium corymbosum a la concentracion de 450mg/ml fue de 11.1 £
1.12, y a la concentracién de 900mg/ml fue de 14.95 +0.69. El promedio del halo de
inhibicidn del grupo experimental que presenta una concentracion de 450 mg/ml es
inferior a 14 mm en comparacion con fluconazol, el cual nos indica que para la
existencia de sensibilidad antimicética tiene que ser superior a dicho valor. En el grupo
experimental que tiene una concentracion de 900mg/ml el valor del promedio del halo
de inhibicion es mayor a 14, lo cual indica que se encuentra dentro del rango de
sensibilidad en comparacion con fluconazol. La prueba de Analisis de Varianza
(ANVA) muestra una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) en la

comparacion de grupos 4.,

En latabla 02 se presentan los valores para la comparacién con la prueba T — Student;
a las 24 horas de incubacién el valor de p<0.05 para todaslas comparaciones esto indica
que los valores comparativos obtenidos entre los grupos muestran una diferencia
estadisticamente significativa para la comparacion del grupo estandar fluconazol con

los Grupos experimental 01 (450mg/ml) y Grupo experimental 02 (900mg/ml), en el
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caso de los extractos de V. corymbosum 450mg/ml no se observa efecto antimicotico
sin embargo a 900mg/ml si muestra halos de inhibicién dentro del rango de

sensibilidad dependiente de dosis.

Vaccinium corymbosum (arandano) en su estudio fitoquimico que se realizé para tener
en cuenta que metabolitos secundarios son los responsables del efecto antimicético, se
encontr6 que posee compuestos fendlicos, flavonoides, antocianinas, taninos,
saponinas, esto concuerda con lo encontrado por Reyes et al., en su investigacion
caracteristicas farmacognoticas y cuantificacion del contenido de polifenoles de
ardndano que encontr6 los mismos metabolitos secundarios realizados en la presente

investigacion ©8),

Para Moreno et al. en el afio 2019, en su estudio sobre comparacién in vitro del efecto
antifangico entre los extractos de romero y propdleos sobre cepas de Candida

albicans, indica que los flavonoides son los responsables del efecto antimicotico @9,

En la presente investigacion el efecto antimicotico del extracto etandlico de V.
corymbosum probablemente se debe a los polifenoles como los flavonoides, mediante
la inhibicion de la conversion dimorfica, ya sea inhibiéndose la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) en la formacion del tubo germinativo, ya que Las EROs
desempefian una funcién importante durante la invasion e infeccion de tejidos, esta
demostrado en otros estudios que hay una relacion entre la formacion del tubo germinal
y la adherencia de C. albicans a las células del epitelio de la mucosa, por lo cual este
podria ser uno de los mecanismos de virulencia de esta levadura, el segundo
mecanismo seria inhibiendo la degradacion del glutation, principal regulador no

enzimatico del equilibrio redox intracelular; durante la elongacion de las hifas %49,
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VI. CONCLUSIONES

6.1. CONCLUSIONES

e Se determino que el extracto etandlico del fruto de Vaccinium corymbosum presento
efecto antimicético in vitro a la concentracion de 900mg/ml siendo evidenciado por

la prueba estadistica Anova con p<0.05 al evaluar los grupos experimentales.

e Se determind que a la concentracion de 900mg/ml del extracto etandlico del fruto
de Vaccinium corymbusm hubo un mayor efecto que a la concentracién de 450

mg/ml

e El extracto etandlico del fruto de Vaccinium corymbosum, presentd efecto
estadisticamente significativo frente al fluconazol que se utiliz6 como estandar

farmacoldgico.
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

e Continuar con estudios en el aislamiento de los principios activos de Vaccinium
corymbosum.

¢ Realizar investigaciones en animales de experimentacion para verificar la tolerancia
y seguridad del extracto de Vaccinium corymbosum.

¢ Plantear diferentes formas de extraccion de los principios activos, usando diferentes

solventes.
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ANEXO 1

Tabla 03: Valores del didmetro de los halos de inhibicion en milimetros (mm) de los
cuatro grupos estudiados del extracto etandlico del fruto de Vaccinium corymbosum

sobre Candida albicans

Diametro de los halos de inhibiciéon (mm) de los cuatro

grupos
Grupo por Repeticiones E G_rupo Gr_u PO Gr,upo Grupo
xperimental 1 Experimental Estandar Blanco
placa (R) (450 mg/ml) 2 (900 mg/ml) (25 pg)
1 R-01 12 15 25 6
R-02 10 15 25 6
R-03 08 14 30 6
R-04 10 16 22 6
2 R-05 12 15 24 6
R-06 12 15 30 6
R-07 10 15 28 6
R-08 12 14 30 6
3 R-09 11 15 32 6
R-10 12 16 32 6
R-11 10 15 28 6
R-12 11 15 30 6
4 R-13 12 15 28 6
R-14 12 14 30 6
R-15 11 16 26 6
R-16 12 15 32 6
R-17 10 15 26 6
R-18 12 14 32 6
5 R-19 12 16 28 6
R-20 11 14 30 6
Promedio 111 14.95 28.4 6.00
Desviacion 1.12 0.69 2.93 0.00

Estandar

Leyenda: Un valor de 6mm indica que no hay zona de inhibicién.

38



ANEXO 2

Fig 1. Frutos de Vaccinium corymbosum (arandano) utilizado en la preparacion del

extracto
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Fig 3. Filtracion con bomba al vacio del macerado etanolico de ardndano

Fig 4. Extracto etandlico de arandano
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Fig 5. Cultivo de Candida albicans

Fig 6. Preparacion del inoculo de Candida albicans

Fig 7. Siembra del in6culo de Candida albicans
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Fig 8. Grupo Estandar Farmacoldgico — Fluconazol 25 g por disco

Fig 9. Grupo Blanco (Control negativo)

Fig 10. Halos de inhibicion de las concentraciones del extracto etandlico de Vaccinium

corymbosum sobre Candida albicans
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Fig 11. Certificacion de la planta de Vaccinium corymbosum “arandano” otorgado por

el Herbarium Truxilense (HUT)
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ANEXO 03

Tabla 04: Analisis fitoquimico del extracto etandlico de Vaccinium corymbosum

Metabolitos Secundarios Ensayo Intensidad Identificacion
Compuestos fendlicos Cloruro férrico ++ +
Flavonoides Shinoda +++ +
Antocianina Antocianina +++ +
Taninos Gelatina + +
Saponina Espuma + +
Alcaloide Dragendorff - -
Leyenda:

Intensidad: + Baja Identificacion: + Positivo

++  Moderada - Negativo
+++ Alta
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Fig 12. Analisis fitoquimico del extracto etanélico de Vaccinium corymbosum
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