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Editorial

Alguna vez alguien me dijo, si quieres problemas haz algo. Y ahora lo

entiendo a la perfeccion. Puedo resumir ese sentimiento solo con

agradecimiento a todos los que alguna vez quisieron, pudieron y lo

hicieron; ahora ese esfuerzo se ve recompensado con el silencio de

quienes muchas veces nos criticaron y menospreciaron.

Nada es casualidad ni tampoco suerte, todo cuesta y todo se consigue si
se quiere triunfar.

LA ESTACION EXPERIMENTAL DE BIOQUIMICA APLICADA-EEBA “Julio César Arellano
Barragan” reconoce con su nombre a un importante hombre de la ciencia de nuestra Facultad, con
muchos aciertos, errores y virtudes, como cualquiera de nosotros. Por ello tal designacion: como
agradecimiento al amigo, al maestro.

La EEBA tiene como objetivo Interrelacionar los conocimientos teéricos impartidos en el curso de
Bioquimica General, con la practica cotidiana del desarrollo del profesional Bidlogo. Involucrando los
diferentes ciclos y rutas bioquimicas de microorganismos, plantas y animales, propiciando en el
estudiante la iniciativa de investigacidén, cooperacién, compaierismo, solidaridad y amor por la
naturaleza; Asi también incentivando el emprendimiento empresarial con la obtenciéon de productos
con valor agregado comercial. Asi mismo nuestra Mision es Generar competencias Académico-
Profesionales, en los estudiantes de Ciencias Bioldgicas y afines, incentivando la investigacion
formativa, ademds consolidar valores como la responsabilidad, lealtad, solidaridad y respeto al medio
ambiente. Y nos proyectamos a ser un Instituto de investigacion lider en el Pert, que promueva el
desarrollo de soluciones integrales para los complejos problemas del sector: salud, agroindustria,
ganaderia, pesqueria y medio ambiente. Local, regional, nacional y mundial.

La EEBA inici6 sus actividades en Julio del 2009 con la concesion del terreno por parte del Dr. José
Mostacero Leén Decano por esa época y se oficializa su funcionamiento en setiembre del 2013 con
resolucion de Consejo de Facultad N° 128-2013 Fac.CCBB., firmada por el entonces Decano Dr.
Hermes Escalante Afiorga.

La EEBA es un ente promotor de la Investigacion Formativa, la cual forma al estudiante con las
herramientas basicas de la investigacion cientifica logrando organizar y construir conocimiento
cientifico como resultado de la investigacion-accion.

La EEBA cuenta con 17 modulos de investigacion formativa y se estan desarrollando 12 tesis con
estudiantes de pregrado y postgrado de Ciencias Biologicas y Agropecuarias; Ademas difunde sus
logros a estudiantes del nivel primario y secundario de Instituciones Educativas estatales y Privadas
con visitas técnicas guiadas como parte de la Proyeccion social y Extension Universitaria.

A todos los interesados, pueden visitar la pagina Web: www.eebaunt.wix.com

Foto de la portada: "Zarcillo", Larosterna inca (Lesson, 1827). Pertenece a la familia Sternidae,
Orden Charadriiformes. Se distribuye en las costas de Per( y Chile, Gnica del género Larosterna, fue
registrada en la Reserva Nacional Islas Islotes y Puntas Guaneras, Islas Guafiape Norte, Vird, La
Libertad. Estado de conservacion CASI AMENAZADO (NT). Foto gentilmente proporcionada por el
Dr. Luis Pollack Velasquez.

Dr. Carlos Alberto Leon Torres
Docente Dpto Q.B.y F.A. Fac.CCBB.
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Articulo Original

Efecto del acido giberélico, nitrato de potasio y
agua de coco en la germinacion de semillas de
quina, Cinchona pubescens

Effect of gibberellic acid, potassium nitrate, and coconut water on
seed germination of Cinchona pubescens

Joseph Campos-Ruiz!, Lisi Cerna-Rebaza de Chico?, Julio Chico-Ruiz?
IEscuela AP de Ciencias Biologicas. Universidad Nacional de Trujillo (UNT). Trujillo. Perti. 2Laboratorio de
Fisiologia y Cultivo de Tejidos Vegetales. Facultad de Ciencias Bioldgicas. UNT.

RESUMEN

Cinchona pubescens Vahl. es una especie forestal de gran valor medicinal, comercial y ecologica que se
encuentra distribuido desde Costa Rica hasta el Perti y que, por la alteracion de su habitat y la dificil germinacion
de sus semillas en campo, se encuentra en peligro de extincion. En el presente trabajo se evalud el efecto del
acido giberélico, nitrato de potasio y agua de coco en la germinacién de sus semillas en material colectado en las
montafias del distrito de Colasay (Jaén, Pert1). El nitrato de potasio actiio como un promotor en la aceleracion de
la germinacion de las semillas, donde a la concentracion de 1000 ppm brindd la mas alta tasa en porcentajes de
germinacién, energia germinativa y valor de germinacidon; en cambio, el tratamiento con AG3 a las
concentraciones de 1000, 2000 y 3000 ppm actudé como un inhibidor en la germinaciéon de estas semillas;
recomendando que no se justifica una alta inversion en la adquisicion del acido giberélico, cuando se puede
implementar un sistema facil y econdmico, como lo es el tratamiento con KNO3.

Palabras clave: Germinacion, Cinchona pubescens Vahl, acido giberélico.
ABSTRACT

Cinchona pubescens Vahl. is a forest species of high medicinal, commercial and ecological value which is
distributed from Costa Rica to Peru. Nowadays is endangered to extinction, mainly due to habitat
alteration and the difficult germination of the seed on field. The present study aims to evaluate the effect
of gibberellic acid (AG3), potassium nitrate (KNO;) and coconut water on C. pubescens seed germination.
Mature and enclosed fruits of Cinchona pubescens were collected in the mountains Colasay District (Laurel
Branches, the Clarinero and cold water), Jaén. The analysis results show that a batch of 1000 seeds weigh 0.24
grams with a moisture content of 16.67%.Potassium nitrate act as a promoter in the acceleration of seed
germination where treatment at a concentration of 1000 ppm gave the highest germination rate, germination
energy and germination value, in contrast to treatment with AG3 concentrations of 1000, 2000 and 3000 ppm
acted as an inhibitor in the germination of these seeds; recommending is not necessary a high investment in the
acquisition of AG3 if you can implement a simple and economic system, as is the treatment with KNOs.

Keywords: Germination, Cinchona pubescens Vahl., plants at risk of extinction.



INTRODUCCION

Considerada como simbolo del patrimonio peruano, Cinchona pubescens, denominada “cascarilla”,
“arbol de la quina” o “cinchona”, habita en la Cordillera de los Andes, desde Colombia hasta Bolivia;
en el Pert, se la encuentra en los departamentos de Piura, Cajamarca, Amazonas, Lambayeque,
Huanuco, Pasco, Junin, Cusco y Puno, entre los 400 a 3 200 msnm!.

El arbol de la quina esta considerado en el grupo de plantas medicinales de myor importancia en el
mundo debido a que ayud6 a combatir las fiebres recurrentes o malaria desde 1949, debido a que su
corteza contiene quinina y otros alcaloides fendlicos2. En efecto, la quinina, quinidina, cinconina y
cinconidina han sido registradas como los cuatro principales alcaloides del arbol de la quina, ademas
del acido quinico, &cido quinotanico y la quinovina; por esta razon, la corteza tiene diversas
propiedades terapéuticas, tales como: tonica, anti fermentativa, antipirética, anticeborreica y, por
cierto, anti malarica3. Al mismo tiempo, la quina no so6lo es reconocida por su valor medicinal, sino
también, por su alto valor maderable*.

La corteza de la cinchona se viene extrayendo desde hace muchos afios, lo que ha conducido a la
destruccion de miles de arboles sin que se haya repuesto uno solo; actualmente, los bosques montanos
de Jaén y San Ignacio, habitat natural de esta especie, se han convertido en ecosistemas amenazados
por la colonizacién espontanea y la extraccion y comercializacion de madera, haciendo que
desaparezcan los pocos arboles que atn quedans.

En general, la semilla es uno de los principales recursos para el manejo agricola y silvicola de las
poblaciones de plantas, para la reforestacion, para la conservacion del germoplasma vegetal y para la
recuperacion de especies valiosas sobreexplotadas; éstas pueden almacenarse vivas por largos
periodos, asegurandose asi la preservacion de especies y variedades de plantas valiosas®, no obstante,
las semillas de cinchona no pueden ser guardadas por largos periodos de tiempo porque rapidamente
pierden su viabilidad’. Ante esto, se ha propuesto que las semillas deben almacenarse a una
temperatura de 6-8 °C, en ambiente humedo y utilizarse tratamientos pregerminativoss.%10,

El 4cido giberélico y los compuestos nitrogenados figuran entre las sustancias que pueden ser
aplicadas a las semillas en tratamientos pregerminativos para romper la dormicién!!. La aplicacion
exogena de hormonas suplementa los requerimientos del control endoégeno de las semillas reduciendo
el tiempo de estratificacion necesario para su germinacion y los compuestos nitrogenados estimulan de
diferentes formas la germinacion de semillas produciendo diversos efectos en varias especies, por lo
que no existe un acuerdo generalizado que explique su mecanismo de accion!213,

Las giberelinas desempefian un papel importante en dos etapas de la germinacion de las semillas:
en la primera, actian en la induccion de enzimas y en la segunda, activan las enzimas que
intervienen en la movilizacién del sistema de alimentos de reserva; al mismo tiempo, tienen efecto
sobre la elongacion del tejido embrionario alterando la extensibilidad de la pared celular que facilita
la toma de agua!#15.16,

Hartmam y Kester!7 sostienen que muchas semillas recién cosechadas y en letargo germinan mejor
después de ser remojadas en una solucion de nitrato de potasio al 2% y Ovalles et al.'® sefialan que el
agua de coco, Cocos nucifera, contiene citoquinina que es una fitohormona que entre otras funciones
promueve la ruptura de la dormancia y la germinacion de semillas al estimular la elongacion de las
células de los cotiledones en respuesta a la luz.

En Trujillo (Pert), ubicado al nivel del mar, se encontré que semillas de Cinchona sp. procedente del
centro poblado de La Cascarilla-Jaén, con sustratos de suelos originarios, mostraron un tiempo de
germinacion de semillas variable entre 13 y 25 dias, independientemente de la procedencia de los
distintos lugares del mencionado poblado, que un 30-50 % de semillas (de un total de 100 ensayadas
por recipiente) logran germinar bajo estas condiciones, y que la humedad y el calor favorecen el
proceso germinativo; asimismo, se obtuvieron buenos resultados con semillas de C. officinalis a las
cuales se aplico tratamientos pre germinativos con acido giberélico y nitrato de potasio!9:20,

Considerando que las semillas de C. pubescens presentan dificultades en su germinacion porque
estan influenciadas directamente por la maduracion fisiologica y porque de cada 1000 semillas solo
germinan un promedio de 50 semillas empleando como sustrato suelo del bosque natural202l se
plante6 esta investigacion dirigida a evaluar el efecto del acido giberélico, nitrato de potasio y agua de
coco en la germinacion de las semillas de esta importante especie vegetal.



MATERIAL Y METODOS

Material biologico
e Semilla botanica de C. pubescens Vahl. de un mes de cosechado, procedente del distrito de
Colasay, provincia de Jaén, Departamento de Cajamarca, Peru.
¢ “Agua de coco” obtenida de cocos maduros, Cocos nucifera, adquirida en mercados de Trujillo. El
agua de coco tiene un alto contenido en potasio, antioxidantes, citoquininas, L-arginina, &cido
ascorbico, y magnesio.
Recoleccion del material biologico

Las semillas de C. pubescen Vahl fueron seleccionados por sus mejores caracteristicas fenotipicas
encontradas en los montafias naturales de las montafias de los sectores el Laurel, el Clarinero y aguas
frias del distrito de Colasay (5° 58°31” LS, 79° 3'31” LO), cuya altitud es de 1775 m.s.n.m., entre
marzo y setiembre del 2013.

Los frutos se recolectaron es estado maduro y semimaduro presentando un color marrén y pardo,
respectivamente. Se recolectd un promedio de 5 k y luego se empacaron en bolsas de tela para su
posterior transporte a las instalaciones del laboratorio de Fisiologia y Cultivos de Tejidos Vegetales de
la Universidad Nacional de Trujillo donde se realizo la investigacion. Una muestra de hojas, frutos y
tallos fueron enviados al Museo de Historia Natural de San Marcos (UNMSM), Lima y al Herbarium
Truxillense de la Universidad Nacional de Trujillo (HUT) para su determinacion.

Secado de los frutos, seleccion, desinfeccion y siembra

Se hizo al aire libre durante tres dias, para lo cual fueron colocados en una tela y removidos
constantemente para obtener un secado homogéneo. Los frutos secados al aire libre fueron
seleccionados teniendo en cuenta su estado fitosanitario y las de mejor apariencia. Una vez
seleccionados los frutos se realizé el proceso de desinfeccion que consistid en lo siguiente: se lavaron
en una solucion de detergente, enjuagandolas luego con agua corriente, luego en la camara de flujo
laminar se manipuld el fruto en condiciones de maxima asepsia utilizando mandil, mascarilla, gorro
quirargico y guantes de goma desechables. Dentro de la camara de flujo laminar se procedi6 a remojar
el material vegetal en una solucion de alcohol al 70 % por 1 minuto y luego se dejé 2 minutos en una
solucion de hipoclorito de sodio al 2%, después se lavo 3 veces con agua estéril. Seguidamente, con la
ayuda de pinzas y bisturis (previamente esterilizados) se manipulé el fruto dentro de la camara de flujo
laminar realizando cortes longitudinales, quedando las semillas expuestas (Fig. la); luego, con la
ayuda de una espatula pequena se deposit6d cincuenta semillas por cada placa Petri, y se trasladaron las
placas a la sala de incubacion.

Preparacion de las placas Petri para el ensayo de germinacion

Los ensayos de germinacion fueron realizados a nivel de laboratorio, con luz y temperatura
ambiente, se utilizaron placas Petri de 7.5 cm de didmetro previamente esterilizadas. Las semillas se
distribuyeron en las placas Petri sobre papel toalla humedecido con las sustancias requeridas a utilizar
segun tratamientos, colocando 50 semillas por unidad experimental con 3 repeticiones por tratamiento.
La distribucién de los tratamientos en el laboratorio se realizd de acuerdo al disefio estadistico
completamente aleatorizado.

Tratamientos y disefio experimental

La unidad experimental estuvo constituido por 50 semillas de Cinchona pubescens Vahl. y el total de
semillas utilizadas fueron 1 500 semillas. El 4cido giberélico utilizado fue obtenido de un regulador de
crecimiento comercial denominado ACTIVOL, en donde el ingrediente activo es Acido giberélico (9.4
%). El KNOs utilizado fue un fertilizante proveniente del laboratorio de Fisiologia y Cultivos de
Tejidos Vegetales. La presente investigacion es del tipo experimental, bajo el disefio completamente
aleatorizado (DCA), con 10 tratamientos y 3 repeticiones.

Evaluaciones y registros

Se determiné el peso de 1000 semillas por gramo y el contenido de humedad que hay en estas. Se
evalu6 diariamente el desarrollo de las semillas durante 40 dias, y se considerdé como indicador de la
germinacion la aparicion del apice de la radicula. Los parametros germinativos que se evaluaron
fueron: porcentaje de germinacion, energia germinativa (EG) y el valor de germinacion (VG).



Tabla 1. Numero de tratamientos, soluciones y concentraciones empleadas en semillas de Cichona pubescens
procedente de Jaen (Pert1)

Tratamientos Solucion /concentracion
Tl AGs3 (1000 ppm)
T2 AGs3 (2000 ppm)
T3 AGs3 (3000 ppm)
T4 KNO3 (1000 ppm)
T5 KNO;3 (2000 ppm)
T6 KNO3 (3000 ppm)
T7 AGUA DE COCO (30 %)
T8 AGUA DE COCO (50 %)
T9 AGUA DE COCO (70 %)
T10 TESTIGO

e Porcentaje de germinacion.
Para medir el porcentaje se utilizo6 la formula:

% d . N°desemillas germinadas 100
0 (1€ GETMUNACION = "o 4o semillas sembradas

e FEnergia germinativa (EG %).
La energia germinativa se refiere al porcentaje de semilla que ha germinado durante una prueba, hasta
el momento en que la cantidad de semilla que germina por dia ha llegado a su méximo. La cantidad de
dias requeridos para alcanzar este maximo es el periodo energético. Por lo general, las plantulas que se
originan de las semillas que germinan dentro del periodo energético constituyen el stock de plantacion
de mejor calidad.

N° de semillas germinadas diariamente

Periodod d i
Energia germinativa (EG %) = ( er'Lo od de energia) - x100
N°de semillas puestas a germinar

e Valor de germinacién (VGQ).
Es la capacidad germinativa de un lote de semillas para poder formar plantulas en condiciones
desfavorables para la semilla (Thomson 1979).Tiene por finalidad combinar en una sola cifra una
expresion de la germinacion total al término del periodo de ensayo y una expresion de la energia o
velocidad de germinacion (Czabator, 1962)
El valor de germinacion (VG) puede por tanto calcularse mediante la féormula siguiente:

Valor de germinacion (VG) = GDM (final)x VM
Donde:
GDM (Germinacion diaria media): La germinacion total se expresa en forma de germinacion diaria
media (GDM) (final), que se calcula como el porcentaje acumulado de semillas germinadas al final
del ensayo dividido por el nimero de dias que transcurren desde la siembra hasta el término del

ensayo.
% de germinacion total

GDM =
N° de dias totales del ensayo

VM (Valor méaximo): La velocidad de germinacion se expresa en forma de valor maximo (VM). Es el
cociente maximo entre el porcentaje de germinacion acumulado hasta un periodo determinado y el
numero de dias en que se logré dicho porcentaje. A su vez, el Valor Méximo (VM) determina la
Energia Germinativa (porcentaje de germinacion acumulado en el dia en que se produce el VM) y el
Periodo de Energia (nimero de dias en que ocurre el VM)

_ %EG
~ PEG

PEG: Periodo de la energia germinativa.



Analisis estadistico
Los resultados fueron analizados utilizando estadisticos ANAVA y TUKEY.

Las semillas de C. pubescens Vahl. presentaron un porcentaje de humedad de 16.67 % en 1 000
semillas que pesaron 0.24 g. Se encontrd que el KNOs, seguido del agua de coco indujo a los mayores
porcentajes de germinacion (Tabla 2, Figs. 2 y 3)

Se encontro, igualmente, que KNOs a sus diferentes concentraciones indujo los mayores porcentajes
de energia germinativa (Tabla 3, Fig 4).En el mismo sentido, KNOs a sus diferentes concentraciones

RESULTADOS

indujo los mayores porcentajes de energia germinativa (Tabla 4, Fig. 5)

Tabla 2. Porcentaje de germinacion de las semillas de Cinchona pubescens “quina” en los diferentes

tratamientos, a los 40 dias, con 4cido giberélico (AG3), nitrato de potasio (KNO3) y agua de coco, Cocos

Tabla 3. Energia germinativa de las semillas de Cichona pubescens “quina” tratadas con acido giberélico

nucifera (ACN)
Tratamientos Promedio de semillas % de germinacion
germinadas
T1: AGs (1000 ppm) 16.67 33.34
T2: AG3 (2000 ppm) 0 0
T3: AG3 (3000 ppm) 0 0
T4: KNOs (1000 ppm)* 45.33 90.67
T5: KNOs (2000 ppm) 44.67 89.94
T6: KNOs3 (3000 ppm) 42 84
T7: ACN (30 %) 33 66
T8: ACN (50 %)* 35.67 71.34
T9: ACN (70 %) 27.67 55.44
T10: Testigo 42.33 84.66

*p<0,05

(AG3), nitrato de potasio (KNO3) y agua de coco, Cocos nucifera, (ACN) evaluada durante 40 dias.

T1:
T2:

T3
T4

T8
T9

Tratamientos

AGs (1000 ppm)
AGs3 (2000 ppm)

: AG3 (3000 ppm)

: KNOs (1000 ppm)
T5:
Té:
T7:

KNO3 (2000 ppm)
KNO:s (3000 ppm)
ACN (30 %)

: ACN (50 %)
: ACN (70 %)

T10: Testigo

Germinacion (dias) Repeticiones Prom
Inicio Término R1 R2 R3

13 24 14 15 19 16
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
12 23 43 41 49 4433
11 22 45 39 45 43
13 23 43 44 38 41.67
13 28 31 35 28 31.33
15 30 30 35 38 34.33
17 33 21 32 25 26
12 24 43 44 40 42.33

% EG

ooy

88.66
86
83.34
62.66
68.66

84.66
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Fig. 1. Porcentaje de germinacion de semillas de Cichona pubescens Vahl., segin tratamiento, con acido
giberélico (AG3), nitrato de potasio (KNOs3) y agua de coco, Cocos nucifera. Se aprecia el consolidado de los
tratamientos con sus respectivos porcentajes de germinacion.
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Fig. 2. Curva de germinacion diaria de semillas de Cinchona pubescens Vahl., por tratamientos durante 40 dias,
tratadas con acido giberélico (AG3), nitrato de potasio (KNOs) y agua de coco, Cocos nucifera.
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Fig. 3. Curva de la energia germinativa diaria porcentual de semillas de C. pubescens Vahl., seglin tratamiento,
tratadas con acido giberélico (AG3), nitrato de potasio (KNO3) y agua de coco, Cocos nucifera, (ACN).

Tabla 4. Valor de la germinacion de la semilla de Cichona pubescens “quina” durante 40 dias, tratadas con
acido giberélico (AG3), nitrato de potasio (KNO3) y agua de coco, Cocos nucifera, (ACN).

TRATAMIENTOS % PG % EG PEG VM GDM VG
dias final (VM x GDM)
T1 33.34 32 24 1.33 0.95 1.264
T2 0 0 0 0 0 0
T3 0 0 0 0 0 0
T4 90.67 88.66 23 3.85 3.49 13.436
T5 89.94 86 22 391 3.46 13.529
T6 84 83.34 23 3.62 2.33 8.435
T7 66 62.66 28 2.24 1.83 4.099
T8 71.34 68.66 30 2.29 1.93 4.419
T9 54.74 52 33 1.58 1.52 2.402
T10 84.66 84.66 24 3.53 3.53 12.461

PG: Porcentaje de germinacion, EG: Energia germinativa, PEG: Periodo de energia germinativa, VM: Valor maximo, GDM final:
Germinacion diaria media final, VG: Valor de germinacion.

DISCUSION

A la hora de analizar los resultados obtenidos, se determind que las semillas de C. pubescens
presentaron un contenido de humedad del 16.67% porcentaje un poco més elevado comparandolo con
C. officinalis cuyo porcentaje de humedad fue de 12.5%720. Estos resultados son corroborados en otra
investigacion, en donde se menciona que la estructura de las semillas de las latifoliadas en el momento
de la caida de las semillas tiene un contenido de humedad entre los rangos del 10 hasta el 40 de
humedad?2.
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Fig. 4. Valor de la germinacion (VG) de semillas de C. pubescens Vahl., seglin tratamiento, tratadas con acido
giberélico (AG3), nitrato de potasio (KNO3) y agua de coco, Cocos nucifera.

Se determiné que un lote del 000 semillas pesan 0.24 g, un niimero alto de semillas con un peso
demasiado bajo; estos resultados son similares a los obtenido previamente con C. officinalis en donde
mil semillas pesaban 0.9 g!8 y las registradas por ANACAFE20 mencionando que 1 000 semillas de
Cinchona sp. pesaban 0.11 g probablemente se refiera a otra especie de este género.

Los recursos de una planta para producir semillas son limitados, asi que cierta cantidad de energia
disponible para producirlas puede traducirse en un gran numero de semillas pequefias o en un niimero
menor de semillas grandes; el nimero producido y su tamafio afectaran la capacidad de sobrevivencia
y perpetuacion de las especies; las plantas que producen muchas semillas pequenas se distribuyen
ampliamente y tienen mayores oportunidades de encontrar un sitio favorable para germinar y crecer,
sin embargo, su tamafio aporta poco al crecimiento de la nueva planta y esta depende muy pronto de
los recursos disponibles en su medio, por lo que su riesgo de morir es muy alto, también tienen menor
resistencia a los efectos de la defoliacién por herbivoros y pueden ser aplastadas facilmente por la
hojarasca que cae al suelo, aunque esto se compensa de alguna manera por el gran nimero, solo una
pequefia fraccion sobrevive a todos esos accidentes?223.24,

El lote de semillas del tratamiento testigo (T10) dio un 84.66 % de germinacién superiores a los
encontrados anteriormente?0 (66.67%) utilizando como sustrato algodoén para las semillas de C.
officinalis y 30-50 % de germinacion con semillas de Cinchona sp. con sustratos de suelos originarios
y sin aplicacion de tratamientos20.

Las concentraciones con acido giberélico (AG3) a 1000, 2000 y 3000 ppm no han influenciado en la
germinacion de semillas de C. pubescens obteniendo valores de germinacion del 33.34 %, 0% y 0%
respectivamente. Estos valores son realmente muy bajos a comparacion del testigo, y de los resultados
previos trabajados con semillas de C. offcinalis a las concentraciones de 1000 y 2000 ppm de AGs3
arrojandole 88.67 y 83.33% respectivamente?’. Al respecto, se ha constatado que semillas de maracuya
escarificadas y tratadas con 300 ppm de AGs; tuvo un efecto fitotoxico, lo cual prueba que el acido
giberélico a altas concentraciones es inhibidor dela germinacion para ciertos tipos de semillas24.25.

Teniendo en cuenta que C. pubescens es una especie caducifolia, cuyas semillas requieren
generalmente de hormonas entre ellas el 4cido giberélico para asegurar su germinacion y romper el
letargo!’, es necesario entonces poder determinar la concentracion optima de acido giberélico en la
aplicacion exogena para las semillas de del genero Cinchona?®.

El nitrato de potasio (KNOs) a las concentraciones de 1000, 2000 y 3000 ppm dieron los més altos
porcentajes siendo 90.67%, 89.94% y 84% respectivamente. Estos resultados fueron casi similares a
los obtenidos20 (82.67% y 82% a 1000 y 2000 ppm de KNOs). El efecto observado con nitrato de
potasio es bien conocido en otras especies?627; sin embargo, no existe un acuerdo generalizado que
explique su mecanismo de accion!3.



Resultados en germinacion de las semillas de caoba (Swietenia macrophylla King), cedro
rojo (Cedrela odoratall) y roble (Tabebuia rosea (Bertol), mostraron que el patron de respuesta al
tratamiento con agua de coco fue similar en las tres especies?8. Conforme el grado de madurez del
coco fue mayor (de tierno a seco) la germinacion fue menor (<0.05) indicando que el agua de coco
perdié efectividad en promover mayor germinacion, asi en los tres arboles la maxima (£<0.05)
germinacion se encontrd en semillas con inmersion en agua de coco tierno, la mejoria en germinacion
fue de 10, 7 y 2 veces con respecto a la encontrada con agua de coco, seco en caoba, cedro y roble,
respectivamente. Ovalles et al.!8 sefialan que el agua de coco (Cocos nucifera L) es rica en nutrientes y
su composicion especifica depende de la madurez del fruto, a menor madurez mayor concentracion de
nutrientes. El agua de coco contiene citoquinina, fitohormona que entre otras funciones promueve la
ruptura de la dormancia y la germinacion de semillas al estimular la elongacion de las células de los
cotiledones en respuesta a la luz?°.

Si bien es cierto los resultados expresados en porcentajes de germinacion de los tratamientos con
KNOs3 (90.67%) y el testigo (84.66) no muestran diferencias estadisticas segn la prueba de TUKEY;
aun asi, se puede afirmar con mucho criterio de acuerdo a lo experimentado y observado en la
investigacion, que existe gran ventaja en la utilizacion de uno de ellos; dado que las semillas
germinadas con nitrato de potasio al mes desarrollan plantulas mas vigorosas comparandolas con el
testigo (anexo 8), y esto da un ventaja para su posterior trasplante a un sustrato mas estable.

El inicio de la curva de germinacion diaria encontrada (12 dias) varia en algo respecto de las
investigaciones llevadas a cabo con semillas de Cinchona sp.1®, que germinaron a partir de los 13 dias,
y de C. officinalis que, en promedio, iniciaron la germinacion a los 15 dias20. Segura?!, experto en
forestales, menciona que las semillas de C. pubescens presentan dificultades en su germinacion, las
cuales estan influenciadas directamente por la maduracion fisioldgica de las semillas, y hay que tener
en cuenta el momento 6ptimo de recoleccion de este tipo de semillas. Segun sus experiencias, de cada
1000 semillas de Cinchona sp. germinan un promedio de 50 semillas empleando suelo de bosque
natural como sustrato y en donde la germinacién empieza a los ocho dias.

El periodo de la Energia germinativa de las semillas de C. pubescens por tratamientos aplicados,
siendo los valores mads altos para los tratamientos con KNO; (88.66, 86, 83.34) juntamente con el
testigo (84.66); los valores medios para los tratamientos con agua de coco (62.66, 68.66 y 52) y los
mas bajos para el AGs (32). La energia germinativa es el concepto mas importante para cuantificar el
valor de germinacion y un factor de gran importancia para las especies forestales debido a la alta
competencia que se presenta, principalmente en las primeras etapas de crecimiento; es decir, el
aumento de la energia germinativa y una disminucion en el periodo de esta permite que las plantulas
originadas de las semillas que lograron germinar dentro de este periodo energético constituyan el
stock de plantacion de mejor calidad3?3!. En concordancia con ello, el valor de germinacion en las
semillas de C. pubescens aumenta con la aplicacion del KNO; a las concentraciones de 1000 y 2000
ppm respectivamente; es decir, esta sustancia tiene efectos que estimulan la germinacion rapida de las
semillas de quina, esto se reflejo en un Valor germinativo mayor que el de los otros tratamientos
ensayados. El valor de germinacion es diferente en cada especie; por ejemplo, en Pinus leiophylia
alcanza valores del 30.70, en cambio en Ononis tridentata alcanza valores de 2.6 y en Juglans
neotropica “cedro negro” valores de 0.452829,

Existe escasa informacion de ensayos en la germinacion para esta especie, por lo que es de
importancia que se siga investigando al respecto para poder entender mejor el comportamiento de la
germinacion de Cinchona pubescens Vahl. y otras especies pertenecientes al género Cinchona.

CONCLUSIONES

e La germinacion de semillas de Cinchona pubescens Vahl “quina”, es mayor al 90 % cuando se
utiliza nitrato de potasio.

¢ El Porcentaje de germinacion, energia germinativa y valor de germinacion cuando se utiliza acido
giberélico a la concentracion de 1000 ppm es de 33.34 %, 32 %y 1.264 respectivamente.

o El Porcentaje de germinacion, energia germinativa y valor de germinacion cuando se utiliza nitrato
de potasio a la concentracion 1000 ppm es de 90.67 %, 88.66 % y 13.436 respectivamente.

¢ El Porcentaje de germinacion, energia germinativa y valor de germinacion cuando se utiliza agua
de coco a la concentracion del 30 % es de 66 %, 62.66 % y 4.099 respectivamente.



o El andlisis de varianza muestra diferencias significativas entre los tratamientos y la prueba de
Tukey muestra que los mejores tratamientos son T4 (KNO; 1000 ppm), T10 (Testigo) y T8 (Agua
de coco 50 %); pero el que presenta mayor ventaja entre ellos es el tratamiento con KNO; 1000

ppm.
o Un lote de 1000 semillas de Cinchona pubescens Vahl. pesaron 0.24 gr. con un porcentaje de
humedad del 16.67 %.
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RESUMEN

Se evaluo el efecto bactericida del sobrenadante del cultivo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis sobre la
supervivencia de Sa/monella typhi, para lo cual se prepararon tres sistemas de evaluacion, dos de ellos sirvieron
de control constituidos por caldo MRS pH 7 y caldo MRS pH 4, y un sistema problema constituido por el
sobrenadante obtenido de B. animalis lactis. Se coloco a cada sistema 1 mL del indculo de 3 x 108 células/mL de
S. typhi'y se incub6 a 37°C durante 24 horas. A partir de la 0 hora y cada tres horas hasta completar las 24 horas
se monitoreo la supervivencia de S. typhi, por el método de recuento en placa, mediante la siembra por
incorporacion. Los resultados evidencian una disminucion de las unidades formadoras de colonias (UFC/mL) de
S. typhi hasta las 24 h de evaluacion en condiciones de refrigeracion. Entonces se concluye que el sobrenadante
de B. animalis subsp. /actis si afecta la supervivencia de S. fyphi en las condiciones de ensayo.

Palabras clave: Efecto, Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Supervivencia, Salmonella typhi
ABSTRACT

Bactericidal effect of supernatant from culture of Bifidobacterium animalis subsp. lactis on the survival of
Salmonella typhi was evaluated in three prepared systems of evaluation; two of them served control constituted
by MRS broth pH 7 and MRS broth pH 4, and a system problem constituted by the supernatant obtained from B.
animalis lactis. It was placed to each system 1 mL of inoculum of 3 x 108 cells/mL of S. #yphi and incubated at
37 © C for 24 hours. From 0 hour and every three hours up to complete the 24 hours is monitoring the survival of
S. typhi, the counting method in plate, through the planting by incorporation. Results show a decrease in colony
forming units of colonies (CFU/mL) of S. fyphi until 24 h of evaluation at refrigerated conditions. It was then
concluded that the supernatant from B. animalis lactis affects the survival of S. £yphiin the test conditions.

Keywords: Effect, Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Survival, Salmonella typhi
INTRODUCCION

Los microorganismos probioticos aparecen en el tracto gastrointestinal del hombre desde etapas
tempranas de la vida, pero al pasar el tiempo y debido a factores como la edad, la dieta, el ambiente, el
estrés y la medicacion descienden a cantidades que pueden llegar a ser muy pequeias, lo cual puede
favorecer el crecimiento de bacterias patogenas!:2. Cuando se logra que los probidticos se conserven en
numero o vuelvan a alcanzar niveles importantes en el intestino, el huésped puede experimentar una
serie de beneficios como el mejoramiento de la tolerancia a lactosa, accion contra bacterias patdogenas
y el mejoramiento de la respuesta inmune3. Gracias a su gran capacidad antagoénica contra otros
microorganismos y conservante se les usa en la preparacion de una amplia gama de productos,
incluyendo alimentos, medicamentos y suplementos dietéticos*s.



Las bacterias acido lacticas (BAL) estan presentes en la alimentacion del hombre desde hace mucho
tiempo y es posible encontrarlas en muchos productos de leche fermentada como yogurt, también se
encuentran en quesos frescos, en diferentes carnes y sus productos y en algunas hortalizas; su
actividad antimicrobiana ha sido atribuida a la acumulacién de los productos finales de los procesos de
fermentacion, como acido lactico, diéxido de carbono, perdxido de hidrogeno, o bacteriocinas®.’:.

Los acidos organicos mayoritarios (lactico y acético) generados como consecuencia del metabolismo
fermentativo de las hexosas se han considerado los principales responsables del efecto inhibidor de
cepas del género Bifidobacterium frente a patdogenos gastrointestinales, como Helicobacter pylori y
S. entérica. Los é&cidos grasos de cadena corta (acético, propionico y butirico) generados a partir del
metabolismo de polisacaridos no digeribles en la parte alta del tracto gastrointestinal (prebidticos) por
este grupo bacteriano también contribuyen a la reduccion del pH en el colon, inhibiendo asi su
colonizacion por bacterias patogenas®10.11.12,

Las bacterias del género Bifidobacterium bajan el pH intestinal mediante la produccion de acidos
con lo cual impide el desarrollo de bacterias entre ellas Salmonellasp.y S. typh0-11. El crecimiento de
BAL en medios aerobios conduce a la formacion de varios metabolitos del oxigeno como: peroxido de
hidrogeno, aniones superoxido y radicales libres, que poseen un efecto bacteriostatico y bactericida
frente a la flora lactica y no lactical3!5.16, El peroxido de hidrogeno ha sido estudiado mas
ampliamente en leche cruda, donde se genera el sistema antimicrobiano "lactoperoxidasa", sin
embargo a pesar de su potencial en la preservacion, es reconocida la poca viabilidad de este
compuesto en los alimentos, ya que puede tener efectos perjudiciales en su calidad organoléptica
causando rancidez de las grasas y reacciones de decoloracion y enverdecimiento!4.17.18.2021,

Los acidos organicos mayoritarios (lactico y acético) generados como consecuencia del metabolismo
fermentativo de las hexosas se han considerado los principales responsables del efecto inhibidor de
cepas del género Bifidobacterium frente a patdgenos gastrointestinales, como Helicobacter pylori y
S. entérica. Los éacidos grasos de cadena corta (acético, propidnico y butirico) generados a partir del
metabolismo de polisacaridos no digeribles en la parte alta del tracto gastrointestinal (prebidticos) por
este grupo bacteriano también contribuyen a la reduccion del pH en el colon, inhibiendo asi su
colonizacion por bacterias patogenas?!.

En los ultimos afios se han identificado y caracterizado diversos péptidos antimicrobianos
denominados bacteriocinas los cuales en su mayoria son producidos por BAL. Los beneficios de
éstas en salud humana y animal estan bien documentados: presentan varias caracteristicas y ventajas
que las hacen particularmente atractivas: un espectro de inhibicién especifico, un sistema de
autorregulacion, estabilidad y procesos de produccion costo — efectivo y el consumo en forma segura
por los humanos por muchos siglos?2.

El modo de accion de las bacteriocinas de bacterias lacticas es la formacion de poros en la membrana
citoplasmatica de las células sensibles?324. Este proceso induce la disipacion de la fuerza motriz
protonica. La formacion de poros y la eliminacion de la fuerza motriz protonica (fuente de energia
celular) promueven la salida rapida de metabolitos de pequefio tamafio, como aminoacidos y
nucleotidos, interrumpiendo los procesos de biosintesis de la célula; ademas, de la formacion de poros,
para ciertas bacteriocinas se ha descrito la lisis celular como modo de accion secundario!s.25.

La capacidad bactericida de las bacterias probioticas sobre agentes patdogenos presentes en alimentos
ha sido abarcada en distintas investigaciones, pero no el sobrenadante producto del crecimiento de
estas bacterias. Entonces evaluar el sobrenadante obtenido durante las incubaciones del cultivo de B.
animalis lactis podria resultar efectivo y ser utilizado como conservante de los alimentos que son
almacenados en condiciones de refrigeracion, como una medida preventiva para controlar el
crecimiento de microorganismos contaminantes y evitar la propagacion de patdogenos. En tal sentido,
la presente investigacion estuvo dirigida a determinar: (i) el efecto del sobrenadante del cultivo de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis sobre la supervivencia de Sa/monella typhi, en condiciones de
refrigeracion, (ii) estadisticamente si hay o no diferencia significativa entre el efecto del sobrenadante
de B. animalis lactis con el medio MRS a pH 7.0 respecto a la supervivencia de S. fyphi en
condiciones de refrigeracion y (iii) estadisticamente si hay o no diferencia significativa entre el efecto
del sobrenadante de B. amimalis lactis con el medio MRS a pH 4 respecto a la supervivencia de
Salmonella typhi en condiciones de refrigeracion.



MATERIAL Y METODOS

Cultivos
e Cultivo de Sa/monella typhi, proporcionado por el laboratorio de Microbiologia de Alimentos,
Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Universidad Nacional de Trujillo.
e Cultivo liofilizado de Bifidobacterium animalis subsp. lactis, comercializado por la empresa Sacco,
S.A Italia.

e Sobrenadante obtenido de B. animalis subsp. Lactis en medio Man Rogosa Sharpe (MRS).
Reactivacion y obtencion de biomasa de Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Se peso 0.1 g del cultivo liofilizado y se afiadi6 en 4 mL de caldo MRS; luego se incub6 en una jarra
con tapa hermética, en condiciones de microaerobiosis a 37°C durante 72 h. Posteriormente las
colonias fueron cosechados y colocados en un matraz conteniendo 28 mL de caldo MRS y se incub6
en condiciones de microaerobiosis a 37°C durante 72 h. Finalmente, se cosechd toda la biomasa en
solucion salina fisiologica estéril (SSFE) y se centrifug6 a 4000 rpm durante 15 min!©.

Inoculacion y obtencion del sobrenadante del cultivo de B. animalis lactis

La biomasa obtenida anteriormente, se inoculé en 100 mL de caldo MRS, y se incubd por 15 h a
37°C en microaerobiosis. Terminado el periodo de incubacion, se centrifugé el caldo a 4000 rpm
durante 15 min. Luego se filtro el sobrenadante por el método de filtracion de membrana empleando
una membrana filtrante bacteriologica de 0.45 micras de diametro!,

Reactivacion y estandarizacion del indculo de Salmonelia typhi.

A partir del cultivo puro, conservado en congelacion, se saco una asada y se sembro en 3 mL de
caldo nutritivo, y se incubd a 37°C durante 24 h, en condiciones de aerobiosis. Luego se prepard una
suspension bacteriana en SSFE a una turbidez equivalente al tubo N° 1 del nefelémetro de Mac
Farland (3x108 células/mL), que fue considerado como in6culo!©.

Efecto del sobrenadante del cultivo de B. animalis sobre la supervivencia de S. ¢£yphi.

Se prepararon tres sistemas de ensayo:

Sistema 1: 9 mL Caldo MRS a pH 7
Sistema 2: 9 mL Caldo MRS a pH 4
Sistema 3: 9 mL del sobrenadante obtenido de B. animalis lactis

Luego se agreg6 1 mL de indculo de S. #yphi, a cada sistema y se incubd a condiciones de
refrigeracion durante 24 h. A la O h, se extrajo 0.5 mL del sistema de evaluacidn, se hicieron
diluciones en SSFE, y se sembro 1 mL en placas, mediante la técnica de incorporacion en agar
nutritivo; seguidamente, se incubd a 37°C durante 24 h. Se sembro las tres ultimas diluciones. Cada
uno de los sistemas se evalud cada tres horas hasta completar las 24 h. Finalmente, se realizo el
recuento de colonias y se expreso en UFC/mL19.

Analisis de datos

El crecimiento promedio (UFC/mL) de S. fyphi en placa, durante las 24 h de incubacion, en cada uno
de los sistemas de ensayo, se registrd y se presentd en una figura, al mismo tiempo que se aplico el
analisis de varianza a los datos obtenidos!0.20,

RESULTADOS

Se observd que la supervivencia de S. typhi evaluada en el sobrenadante del cultivo de B. animalis
lactis con pH 4, que disminuy6 en seis logaritmos en relacion al recuento inicial, al igual que en caldo
MRS a pH 4, por lo que no hay diferencia significativa entre estos dos medios, pero al evaluar la
supervivencia de S. typhi en caldo MRS, en esta solo disminuye dos logaritmos, por lo tanto aqui si
hay diferencia significativa (Fig. 1).

DISCUSION

Los probidticos son microorganismos vivos con gran capacidad antagénica contra otros
microorganismos; siendo de gran interés, ser utilizados como bioconservantes naturales, y
disminuyendo en parte el uso de conservantes quimicos en los alimentos!3. Los mecanismos de
defensa de bacterias probidticas en contra de diversos tipos de microorganismos patégenos que atacan
a individuos, aun sigue siendo un tema muy complejo, lo cual ha motivado que el mundo cientifico se



interese por conocer con mayor detalle el modo de accidon de las bacterias acido lacticas y de sus
metabolitos sobre los microorganismos patogenos!326, Segun Gutiérrez y cols., las cepas de B.
animalis son consideradas probidticas y producen numerosas sustancias microbianas especificas como
acido lactico y bacteriocinas, entre otras que les confiere su capacidad bactericida; sobre diferentes
cepas de bacterias gran negativas!0.13,
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Fig 1. Curvas de supervivencia de Salmonella typhi en caldo MRS pH 7, en caldo MRS pH 4, y en
sobrenadante de cultivo de B. animalis subsp. lactis.

Con los resultados obtenidos, se determind que los productos metabolicos de B. animalis subsp.
Lactis excretados al medio de cultivo presentaron actividad antagonica “in vitro” contra S. ¢yphi. Es
probable que esta actividad se deba a la produccion de sustancias bactericidas especificas contra Gram
negativas, las cuales solubilizan el lipopolisacarido y destruyen la membrana citoplasmatica vaciando
su contenido celular, de esta manera generan inhibicion parcial o total de estos microorganismos!s. Al
evaluar los productos metabolicos de B. animalis subsp. Lactis se observa disminuciones logaritmicas
significativas de la poblacion de S. typhi en los diferentes sistemas de ensayo. El descenso de la
poblacion de S. #yphi durante el proceso podria estar relacionado a la acidez del medio, ya que al
evaluar la disminucion de la poblacion en el sobrenadante y en el caldo MRS a pH 4 no presenta una
diferencia significativa (p > 0.05).

Durante la produccion de probidticos o alimentos funcionales con bifidobacterias, la viabilidad de las
bacterias patogenas se ve afectada por la acidez del medio de cultivo!s. El sobrenadante y el caldo
MRS a pH 4 presentaron actividad de inhibicidn frente a S. #yphi indicando que la accidn inhibitoria
podria ser debida a los 4cidos organicos producidos por B. amimalis, estos acidos organicos
mayoritarios generados como consecuencia del metabolismo fermentativo de las hexosas (lactico y
acético) se han considerado los principales responsables del efecto inhibidor de cepas de
Bifidobacterium frente a patdogenos gastrointestinales como Salmonellal®.

La disminucion de la poblacion de S. #yphi, en el sistema inoculado con el sobrenadante, pone en
evidencia que fueron excretados los productos metabolicos de B. animalis subsp. Lactis, entre ellos las
bacteriocinas, que podrian tener efecto inhibitorio o bactericida sobre el crecimiento de S. #yphi. En
este sentido, algunos autores han considerado que el espectro de inhibicion de estas proteinas es
reducido, generalmente sobre microorganismos relacionados taxondmicamente, de forma que
presentan actividad bactericida solamente frente a cepas sensibles!’. La produccion de bacteriocinas



con un espectro de inhibicidon relativamente amplio es propia de bacterias de origen alimentario
incluidas la carne y sus derivados?’. Al respecto, Vasquez y cols, midiendo el efecto del extracto
crudo de bacteriocinas sobre las caracteristicas microbiologicas y sensoriales de Longissimus dorsi
(solomo redondo) empacado al vacio, encontraron que la eficacia de las bacteriocinas sobre un
microorganismo depende del nimero de microorganismos existentes a inhibir y de la concentracion de
la bacteriocina. Ademas, no siempre una buena condicion de crecimiento del microorganismo significa
una buena produccion de bacteriocinas; asi mismo, no siempre una bacteriocina es activa in vitro!”.

Con el analisis de los resultados, en relacion al sobrenadante obtenido de B. animalis subsp. Lactis,
supone que dicha disminucion logaritmica de las bacterias S. #yphi fueron disminuyendo por la
presencia de otros parametros y de las condiciones que se encontrarian en el sobrenadante. Por lo que,
Gutiérrez y cols (2005) mencionan que trabajos previos de Reddy et al., 1984; Abdel-Bar; Harris y
Rill, 1987 demostraron que a un pH 5.5, se presenta un mejor nivel de inhibicion de los productos
metabolicos de B. animalis 16, aunque a pH de 3.5 y 4.5 también se encontr6 actividad bactericida lo
que concuerda con el resultado, mostrados en la Fig. 1, en caldo MRS a pH 4 y del sobrenadante, en
donde no se encontr6 diferencia significativa entre los resultados obtenidos. Por su parte, Larrea y
cols.20 encontraron que B. animalis presenta actividad antimicrobiana frente a S. ¢yphi, utilizando la
técnica de difusion en pocillos y obtiene solo resultados cualitativos.

El analisis estadistico de los recuentos promedios de las colonias sobrevivientes de S. typhi
sembrado en caldo MRS y en el sobrenadante del cultivo de B. animalis subsp. Lactis con pH 4;
obteniéndose resultados que confirman que el sobrenadante estd ejerciendo un efecto bactericida
contra S. fyphi y nos muestra que existe diferencia significativa al comparar los resultados de estos
medios. De igual forma, el analisis estadistico hecho a los recuentos promedios de las colonias
sobrevivientes de S. fyphi sembrado en caldo MRS a pH 4 y en el sobrenadante del cultivo de B.
animalis subsp. Lactis, con pH 4; obteniéndose resultados que nos muestran que no existe diferencia
significativa al comparar los resultados de estos medios. Cabe indicar que estos medios presentaron
efecto bactericida y esto lo podemos observar en los resultados que muestra la Tabla 1.

Cabe resaltar que las condiciones de microaerobiosis son necesarios para que B. animalis subsp.
Lactis pueda reactivarse ya que es una bacteria que crece en estas condiciones, por ello se adecud un
medios en el cual se pueda generar estas condiciones de microaerobiosis!>16:17 | por lo que se logrd
implementar esta condicidon incubando en una jarra con tapa hermética, adicionando un sobre de
alkaletzer en un tubo de ensayo con agua, y se coloco una vela prendida, para asi generar un medio de
microaerobiosis.

La conservacion de los alimentos y la prevencion de la ocurrencia de Enfermedades de Transmision
Alimentaria, han motivado que el mundo industrial y el cientifico se interesen por conocer con mayor
detalle el modo de accion de las bacterias acido lacticas y de algunos de sus metabolitos sobre los
microorganismos patoégenos, por lo que la investigacion confirmo la utilidad de los extractos obtenidos
a partir del crecimiento de las bacterias acido lacticas pueden controlar el crecimiento de las bacterias
entéricas como S. fyphi; al mismo tiempo que, esta informacion sirve de base para continuar con otros
estudios a fin de evaluar su accion frente a otros microorganismos patégenos2.

CONCLUSIONES

o El sobrenadante de B. animalis subsp. lactis si afecta la supervivencia de .S. £yphi en condiciones de
refrigeracion hasta por 24 h de incubacion.

¢ Existe diferencia significativa entre el efecto del sobrenadante de B. animalis subsp. lactis con el
medio MRS pH 7 respecto a la supervivencia de S. fyphi en las condiciones de ensayo.

* No existe diferencia significativa entre el efecto del sobrenadante de B. animalis subsp. lactis con
el medio MRS a pH 4 respecto a la supervivencia de S. #yphi en las condiciones de ensayo.
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RESUMEN

Se determiné el efecto de la concentracion del extracto hidroalcohdlico de la céascara del fruto de Punica
granatum cultivada en Chao (La Libertad, Pert1) sobre la viabilidad de Staphylococcus aureus, S. aureus ATCC
25923 y Pseudomonas aeruginosa. Se trabajo con cinco concentraciones del extracto (500; 250; 125; 62.5, y
31.25 mg/ mL) y Gentamicina como control positivo. El efecto se determiné siguiendo lo propuesto por el
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS): sembrando un indculo estandarizado con el
patron de turbiedad 0,5 del Nefelometro de Mac Farland en placas con Agar Mueller Hinton por la técnica placa
vertida y a su vez se realizé la Concentracion Minima Bactericida a partir de las concentraciones de: 62.5, 31.25,
15.63, 7.81, 3.91, 1.95 y 0.98 mg/mL, respectivamente, para S. aureus, S. aureus ATCC 25923 y P. aeruginosa.
Se observo que a medida que aumenta la concentracion del extracto hidroalcohdlico aumenta porcentaje de
inhibicién relativo o indice de actividad antibacteriana en el rango de 31,25 a 500 mg/mL. También se demostrod
que la Concentracion Minima Bactericida (CMB) para S. aureus y S. aureus ATCC 25923 es a partir de la
concentracion 7,88 mg/mL, mientras que para P. aeruginosa es a partir de 31.25 mg/mL del extracto
hidroalcoholico de céscaras de frutos maduros de P. granatum.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Punica granatum, Extracto hidroalcoholico,
Actividad antimicrobiana

ABSTRACT

The effect of the concentration of the hydroalcoholic extract of the fruit peel of Punica granatum cultivated
Chao (La Libertad, Peru) on the viability of Staphylococcus aureus, S. aureus ATCC 25923 and Pseudomonas
aeruginosa was determined. We worked with five concentrations of the extract (500, 250, 125, 62.5, and 31.25
mg / mL) and gentamicin as a positive control. The effect was determined following the proposal of the National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS): planting a standardized pattern Nephelometer turbidity
of 0.5 Mac Farland on Mueller Hinton Agar plates with the poured plate technique and in turn inoculum
Minimum Bactericidal Concentration was based concentrations: 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 3.91, 1.95 and 0.98 mg
/ mL, respectively, for S. aureus, S. aureus ATCC 25923 and P. aeruginosa. It was observed that as the
concentration increases the hydroalcoholic extract or percent inhibition relative index of antibacterial activity in
the range of 31.25 to 500 mg / mL. It was also shown that the Minimum Bactericidal Concentration (CMB) for
S. aureus and S. aureus ATCC 25923 is from the concentration 7.88 mg / mL, whereas P. aeruginosa is from
31.25 mg / mL of the extract hydroalcoholic shells ripe fruits of P. granatum.

Keywords: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Punica granatum, hydroalcoholic extract,
Antimicrobial Activity



INTRODUCCION

Las infecciones comunitarias y nosocomiales siguen constituyendo una de las principales causas de
morbilidad a nivel mundial, a ello se ha sumado la aparicion de nuevas enfermedades de origen
bacteriano, viral y micotico; tales como, las ocasionadas por Legionella neumophila, Campylobacter,
Bartonella henselae, B. quintana, B. elizabethae), estafilococo dorado meticilinorresistente (MRSA),
virus influenza H5N1 de la gripe aviar de humanos, entre otros!.

Staphylococcus aureus es un patdgeno que causa infecciones de diversa gravedad en nifios y adultos,
su frecuencia es alta y se estima en 28,4 casos por cada 100.000 personas de todas las edades?34; causa
infecciones del sistema nervioso central e infecciones profundas (como osteomielitis y endocarditis),
infecciones respiratorias como neumonia, infecciones del tracto urinario y es la principal causa de
infecciones nosocomiales%. Aproximadamente el 15 % de los adultos sanos son portadores de S.
aureus en la nasofaringe, aunque se ha descrito una incidencia mas elevada en los pacientes
hospitalizados, el personal sanitario, los sujetos aquejados de enfermedades eccematosas de la piel y
aquellos que utilizan frecuentemente agujas, ya sea de forma ilegal (por ejemplo drogodependientes) o
por motivo médicos (por ejemplo pacientes con diabetes insulino dependiente)’.

De amplia distribucion en suelo, materia organica en descomposicion, vegetales, agua y ambientes
hospitalarios, Pseudomonas aeruginosa es otro agente etioldgico de suma importancia ya que puede
provocar infecciones graves como: bacteriemias, neumonia, infecciones del sistema nervioso central,
infecciones del tracto urinario, infecciones cutdneas en pacientes quemados e infecciones
gastrointestinales8®. Son llamadas bacterias oportunistas y son causantes mas frecuentes de las
infecciones nosocomiales, debido que presentan resistencia, aunque la resistencia a los antibidticos es
una expresion natural de la evolucidén y genética bacteriana, ciertos factores también contribuyen al
aumento de la expresion y diseminacion de esta caracteristica inherente!0. Son multiples los factores
que originan este problema; sin embargo, el factor méas importante es probablemente el uso excesivo e
inapropiado de antibidticos a nivel nosocomial ante el temor de estar ante una cepa resistente y por
haberse incrementado el ntimero de pacientes inmunocomprometidos, con enfermedades criticas,
pacientes debilitados o ancianos!!. La apariciéon de cepas resistentes trae como consecuencia el
incremento en la morbimortalidad, la disminucién del nimero de antimicrobianos disponible para el
tratamiento de las infecciones, prolongacion de la estadia hospitalaria y aumento del gasto
hospitalario, lo que hace necesario la biisqueda de nuevas opciones o alternativas terapéuticas!213.

Frente a ello, cada dia se presta mas atencion al estudio de las plantas medicinales de forma tal que la
etnobotanica y la fitoterapia estdn tomando un gran auge en el mundo actual, tanto en la medicina
aplicada como en la investigacion experimental, a tal punto que el 80 % de la poblacion mundial,
aproximadamente unos cuatro mil millones de personas, utiliza a las plantas como principal remedio
medicinal en muchas de sus enfermedades!'4. Un gran porcentaje de los “principios activos” estan
presentes en extractos y en aceites esenciales que pueden obtenerse a partir de hojas, bulbos, rizomas y
frutos y contienen: alcaloides, esteroides, terpenoides, flavonoides, gomas, resinas y taninos, etc., que
pueden ser letales para las células microbianas (bacterias, levaduras y mohos) o simplemente servir
como inhibidores de sus actividades metabolicas!s 161718, Asi, se ha demostrado la actividad
antibacteriana de los extractos de frutas de Citrus reticulata, C. paradise, Mangifera indica, C. sinensis,
Psidium guajava, C. grandis y C. aurantifolia frente a cepas Gram negativas y Gram positivas de
bacterias20.21,22,

Originaria del medio oriente y de la region mediterranea, Punica granatum (granada) es una planta
medicinal cuyo fruto posee propiedades terapéuticas?324, es cultivada en las regiones tropicales y
subtropicales de todo el mundo?5, en Pert se cultiva en Ica, Lima, La libertad, Tacna, Moquegua y
Lambayeque2627.28, El uso popular extendido de esta planta le ha otorgado propiedades utiles para la
medicina; las semillas son demulcentes, la corteza y las flores se preparan para eliminar la tenia y
como vermifugo en general, las flores y las cascaras del fruto se usan como astringentes y para
descargar crénicas de moco, hemorragias pasivas, enfermedades de la boca, sudor de noche, diarreas y
diabetes , en el caso particular del pericarpio del fruto se emplea en diferentes preparados para tratar
ulceras pépticas, lepra, inflamacion, como abortivo, anticonceptivo, trastornos del tracto respiratorio,
urinario y gastrointestinal29.30,



Considerando que los productos naturales constituyen una alternativa para las industrias quimicas y
farmacéuticas para obtener medicamentos que puedan combatir diversas enfermedades infecciosas y
dado que nuestro pais posee una variedad de plantas medicinales, entre ellas P. granatum, se propuso
la presente investigacion para determinar el efecto, a través del indice antibacteriana y la
concentracion minima bactericida, del extracto hidroalcoholico de la cascara del fruto maduro sobre la
viabilidad de Staphylococcus aureus, S. aureus ATCC25932 y Pseudomonas aeruginosa “in vitro™.

MATERIAL Y METODOS

Material de estudio.
o Frutos maduros de Punica granatum L. “granada”, recolectados en el Distrito de Chao, Provincia de
VirQ, Departamento de la Libertad, Pert.
o Cultivos de Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Pseudomonas

aeruginosa proporcionados por el laboratorio de Bacteriologia del Departamento de Microbiologia
y Parasitologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de Trujillo
(Trujillo, Pertr).

Obtencion del extracto hidroalcoholico de la cascara de los frutos maduros de Pinica

granatum

Las plantulas, ramas, flores y frutos de P. granatum recolectadas fueron identificadas en el Herbarium

Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo. Se seleccionaron aproximadamente 2 Kg

de frutos maduros, los que fueron lavados con agua destilada, luego se retir6 la materia comestible a

fin de obtener la cascara, la cual fue cortada en trozos y secada en estufa, a una temperatura de 40 ° C.

Los trozos fueron pulverizados en un molino de cuchillas hasta obtener un polvo fino por tamizaje3!.

El extracto hidroalcohoélico se obtuvo a partir de 150g del polvo fino obtenido, mediante el método de

maceracion3? en 500 mL de alcohol etilico al 70% durante 8 dias en oscuridad, con agitacion diaria

(5minutos). Al término de este tiempo se realizo la extraccion en caliente por reflujo continuo por 2

horas, luego se filtr6 en caliente para obtener un liquido que fue llevado a sequedad en rotavapor;

obteniéndose un residuo que constituy6 el extracto hidroalcohdlico; a su vez se le protegio de la luz

con papel de aluminio y se guardé en refrigeracion a 4°C, hasta su posterior uso.

Preparacion de las concentraciones del extracto hidroalcoholico.

Se tom6 3g de extracto y se disolvio en 3mL de agua destilada estéril, a partir de esta solucion se

realizaron diluciones decrecientes (factor de dilucion 2) establecido por el National Committee for

Clinical Laboratory Standards (NCCLS), a fin de obtener las concentraciones de trabajo, que fueron

500, 250, 125, 62.5, 31.25 mg/ mL respectivamente33.34.35.

Activacion de los cultivos y pruebas de pureza para S. aureus

Los cultivos de S. aureus, S. aureus ATCC 25923 y P. aeruginosa se sembraron en tubos de ensayo

conteniendo Caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI)3¢ para su reactivacion, y se incubaron a 37 °C por

20-24 horas. Las pruebas de pureza usadas fueron:

- Crecimiento en agar Baird-Parker.

A partir de los cultivos reactivado se realizaron siembras en Agar Baird-Parker3¢ para comprobar la

pureza y se incubaron a 37 °C por 48 horas, luego de lo cual se obtuvo el crecimiento de colonias

negras, por la reduccion del potasio telurito a teluro, rodeadas de un halo de transparencia debido a la

actividad lecitinasa . Se tomaron colonias aisladas y se sembr6 en Agar nutritivo inclinado.

- Prueba de la coagulasa.

A los cultivos de S. aureus obtenidos se les realizo la prueba de la coagulasa3’, se agreg6 0.5 mL de

plasma de conejo y SOUL de cultivos sembrados previamente en caldo BHI de 18 horas de incubacién

se hizo una suspension y se llevo a incubar a 37°C. Se observo cada media hora durante las cuatro

primeras horas, la formacion del codgulo que indica una prueba positiva.

- Tincién de Gram.

A los cultivos evaluados se les tifio segiin la técnica de Gram3$, observandose células en forma de

cocos coloreadas de color azul oscuro o violeta con su respectiva agrupacion caracteristica racimos.

Pruebas de pureza para P. aeruginosa.

- Crecimiento en Agar Glutamato.

A partir de los cultivos reactivados en caldo BHI se realizaron siembras en Agar glutamato3¢ para

comprobar la pureza y se incubaron a 37 °C por 48 horas, luego de lo cual se obtuvo el crecimiento de



colonias colonias grandes mucoides o secas de color verde oscuro. Se tomaron colonias aisladas y se
sembro6 en Agar nutritivo inclinado.

- Prueba de la oxidasa modificada.

Se utilizan tiras de papel de filtro impregnados con dicloruro de tetrametil-p-fenilendiamina (reactivo
para oxidasa)® en dimetilsulfoxido (DMSO). EI DMSO hace que las células sean permeables al
reactivo. Se extrae una colonia del medio de crecimiento y se frota en las tiras de papel. La aparicion
de un color azul purpura dentro de los 30 segundos constituye una prueba positiva.

- Tincién de Gram.

A los cultivos evaluados se les tifio segin la técnica de Gram, observandose células coloreadas de
color rosado en forma de bacilo (Gram negativas)3s.

Preparacion y estandarizacion del inoculo bacteriano.

De la placa de cultivo en crecimiento activo (incubado a 37 OC durante 18 horas) con la ayuda de la
asa bacteriologica se tomara de 2 a 4 colonias y se inoculd en solucion salina fisiologica estéril hasta
alcanzar la densidad similar a la turbidez del tubo N° 0,5 del Nefelometro de Mac Farland (1,5 108
cel/mL)31L,

Determinacion de la capacidad inhibitoria del crecimiento bacteriano.

Se realiz6 de acuerdo a lo recomendado por el NCCLS, por el método de siembra de los
microorganismos en medios de cultivo sélido conteniendo el extracto en estudio33: en una caja Petri
para cada bacteria con un indculo (1.5x108 cel/mL), determinado por la escala de Mac Farland, se
sembroé por la técnica placa vertida conteniendo 20 mL de agar Mueller Hinton (aMH) a un pH entre
7.2 a 7.4; después, se abrid cinco pozos con un sacabocados de 6 mm de didmetro y 4 mm de
profundidad, se colocd en cada pozo 30pL3! de cada uno de las concentraciones del extracto
hidroalcohodlico determinadas. Se mantuvo las placas a temperatura ambiente durante 30 minutos, se
incubo a 37°C por 18 a 24 horas39.

En una placa independiente después de sembrar en camadal® se perforé6 un pozo para el control
negativo y en otra placa se colocod el control positivo utilizando disco estindar de gentamicina
incubandose a 37°C por 18 horas a 24 horas. Se evalud el crecimiento de los microorganismos
alrededor de cada pozo. La actividad antibacteriana se determind midiendo tres diametros de cada halo
de inhibiciéon y se tom6 como resultado el valor promedio de estas mediciones para calcular el
porcentaje de inhibicion relativa o indice de actividad antibacteriana, aplicando la siguiente formula:
Halo del control positivo= Gentamicina, Halo del control negativo = Agua destilada estéril; se realizo
controles de viabilidad de cada una de las cepas bacterianas, esterilidad de los extractos y del agua
destilada estéril. La prueba se realizo para el extracto y cada una de las bacterias; todos los ensayos se
realizaran por duplicado3!.

Determinacion de la Concentracion Minima bactericida.

Se trabajé con las concentraciones de: 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 3.91, 1.95, 0.98 mg/mL,
respectivamente, contenidos en caldo Mueller Hinton (cMH), luego se le agrego 1000 uL de inoculo
(1x106cel/mL). Se incubaron a 370C por 18 horas, y se observo la presencia de crecimiento bacteriano
por turbidez. Para determinar el crecimiento bacteriano se sembro una asada en aMH, se incubd 24
horas. (Anexo 20, 21 y 22) Se considerd que la concentracion minima bactericida correspondio a la
minima dilucién del extracto hasta el cual no hubo crecimiento bacteriano visible. Se afiadid tres
sistemas adicionales: control positivo (¢t MH, extracto + bacteria), control negativo (¢cMH + bacteria) y
uno para el control del extracto (para verificar que el extracto este estéril)34.

Analisis de datos.

La asociacion estadistica entre el porcentaje de inhibicion de las diferentes concentraciones del
extracto fueron procesados mediante la prueba de Andlisis de Varianza Unidireccional (ANOVA),
utilizando el paquete estadistico SPSS v. 20.

RESULTADOS

Se encontré que a medida que aumenta la concentracion del extracto hidroalcoholico de la cascara
del fruto maduro de P. granatum el porcentaje de inhibicion aumenta y la cepa S. aureus tiene mayor
porcentaje de inhibicion (p<0,05) que S. aureus ATCC 25923, mientras que P. aeruginosa es la que
menos porcentaje de inhibicion presenta (Fig. 1).



También se encontré que la concentracion minima bactericida de S. aureusy S. aureus ATCC 25923
es a partir de la concentracion 7,88 mg/mL, mientras que para P. aeruginosa es a partir de 31.25
mg/mL del extracto hidroalcoholico: 112.81 102.72 96.53 90.29 75.88 86.67 80.13 71.96 61.88 52.27
85.48 70.47 61.6 52.57 41.57 0 20 40 60 80 100 120 500 mg/mL 250 mg/mL 125 mg/mL 62,5 mg/mL
31,25 mg/mL INHIBICION (%) CONCENTRACIONES S. aureus, S.aureus ATCC 25923 P.
aeruginosa (Tablas 1, 2 y 3).

120 q12.81
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CONCENTRACIONES

Fig. 1. Porcentaje de inhibicion de las diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Punica
granatum L. (granada) sobre la cepa de S.aureus, S. aureus ATCC 25923 y Pseudomonas aeruginosa. a: p<0.05;
b: p>0.0

Tabla 1. Concentracion minima bactericida de Staphylococcus aureus, a diferentes concentraciones del extracto hidroalcoholico de cascaras de

frutos maduros de de Punica granatum L. “granada”.

Concentracion Minima Bactericida de Staphylococcus aureus

Concentracion del extracto hidroalcohélico de las cascaras del fruto maduro de Punica granatum L.(mg/ml)

Control Control Control del
Ensayos 62.5 31.25 15.75 788  3.94 1.97 0.98 ontrot ontrot  Lontroldel
positivo™ negativo** Extracto***
)] @ 3 @) 5 (6 ) (CP) (CN) (C.E)

1 - - - R + + + R + R

2 R - - R + + + - + R

3 - - - - + + + - + -

4 - - - - + + + - + -

5 - - - - + + + - + -

6 - - - - + + + - + -

7 - - - - + + + - + -

*  caldo MH, extracto y bacteria; == caldo Mueller Hinton inoculado con bacteria. *** caldo Mueller Hinton més el extracto

(+): Crecimiento (-): No crecimiento.



Tabla 2. Concentracion minima bactericida de Staphviococeus aureus ATCC 25923, a diferentes concentraciones del extracto hidroalcohélico

de cascaras de fiutos maduros de de Punica granatum L. “granada”.

Concentracién Minima Bactericida de Staphylococcus aurens ATCC 25923

Concentracion del extracto hidroalcoholico de las cascaras del fruto maduro de Punica granafum L.(mg/ml)

Control Control  Control del

Ensayos 62.5 31.25 15.75 7.88 3.94 1.97 0.98 e o .
. positivo® negativo** Extracto***
(1) ) (3) # (5) (6) (@) (CP) (CN) (C.E)
1 - - - - + + + - + -
2 - - - - + - + - + -
3 - - - - + + + - + -
4 - - - - + - + - + -
5 - - - - + + + - + -
6 - - - - + + + - + -
7 - - - - + + + - + -
* caldo MH., extracto y bacteria #*  caldo Mueller Hinton inoculado con bacteria. *** Caldo Mueller Hinton mas el extracto
(+): Crecimiento (-): no crecimiento.

Tabla 3. Concentracién minima bactericida de Pseudomonas aeruginosa a diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de cascaras

de frutos maduros de de Punica granatum L. “granada”.

Concentracion Minima Bactericida de Pseudomonas aeruginosa

Concentracion del extracto hidroalcoholico de las cascaras del fruto maduro de Punica granatum L.(mg/ml)

Control Control  Control del

Ensayos 62.5 31.25 15.75 7.88 3.94 1.97 0.98 positivo® megativo™* Extracto™=

(€3] @ 3) (€3] (5) (6) (M (CP) (CN) (C.E)

1 - - + + + - + - -~ -

2 - - + + + + + - + -

3 - - + + + - + - -~ -

4 - - + + + - + - + -

5 - - + + + + + - + -

6 - - + + + - + - -~ -

7 - - + + + - + - + -

* caldo MH, extracto y bacteria ## caldo Mueller Hinton inoculado con bacteria. *** caldo Mueller Hinton mas el extracto
(+):crecimiento (-): no crecimiento.
DISCUSION

Por muchos afios, la medicina ha dependido del uso exclusivo de hojas, flores y cortezas de las
plantas; solo recientemente se han generado estudios referentes al uso medicinal de los frutos y las
cascaras de estos20. Los frutos maduros de P. granatum constan de tres partes, las semillas, el jugo y el
pericarpio incluyendo las membranas internas?4 en la medicina tradicional se le usa para la colitis,
diarreas, flatulencias, tratamientos de las inflamaciones de las encias , garganta y su propiedad
fundamental es la de vermifuga?s.



Debido a estos inicios se tomod un interés en el fruto maduro de P. granatum especialmente por la
cascara. En relacion al efecto de la concentracion del extracto hidroalcohdlico de cascaras del fruto
maduro de Punica granatum L. sobre la cepa S. aureus, S. aureus ATCC 25923 y P. aeruginosa en la
Fig. 1 se puede observar que hay un porcentaje de inhibicidon o indice de actividad antibacteriana
afectando la viabilidad de dichas cepas. Esto se debe que al extracto hidroalcohélico de cascaras de
frutos maduros de Punica granatum L., que viene hacer una combinacion de (alcohol y agua) ademas
de ser menos costoso y toxico que otros solventes organico, permite extraer metabolitos con polaridad
intermedia y alta* pudiendo explicarse sobre la base de la diferencia de polaridades entre ambos
solventes lo cual, a su vez implica una diferencia en las naturalezas quimicas y concentraciones de los
principios activos que cada uno de ellos es capaz de extraer de la cascara del fruto cuando se obtienen
los extractos; a la vez que el agua posee una polaridad considerablemente mayor que el alcohol lo cual
determina un mayor poder de extraccion para compuestos polares como los taninos y otros
compuestos con funciones quimicas de naturaleza oxidante.

Debido a esto el extracto hidroalcohdlico de cascaras de frutos maduros de P. granatun presenta
principios activos como los taninos, flavonoides, antocianinas, saponinas, principios amargos y
astringentes entre otros que se puede corroborar con trabajos realizados por Pefia en el 2008 donde
realizo la estandarizacién y tamizaje fitoquimica de extractos de frutos de P. granafum y a su vez se
determind de forma cualitativa la presencias de algunos de estos componentes en el extracto de
estudio.

Los taninos son sustancias complejas que se presentan como mezclas de polifenoles dificiles de
separar. Los taninos pueden ser toxicos a hongos filamentosos, levaduras y bacterias4!. Por lo tanto,
existen tres hipdtesis en cuanto a su mecanismo de accion: la inhibicion de enzimas de
microorganismos, ligandose como sustrato a esas enzimas; a través de su accion sobre la membrana
celular, modificando su metabolismo, y por la complementacion de los taninos en los iones metalicos,
disminuyendo estos iones esenciales para el metabolismo de los microorganismos. Ademas los taninos
precipitan proteinas formando una capa protectora sobre la mucosa y piel inflamada disminuyendo asi
el proceso inflamatorio*2. Ademas se clasifican en taninos hidrolizables y condensados, lo cual los
taninos hidrolizables estan constituido por unidades de acido eldgico que es un compuesto estable y
con demostradas propiedades benéficas para la salud humana incluyendo efectos antivirales,
antibacterianos, y antioxidantes*3.

Los flavonoides son estructura fendlicas que contienen un solo grupo carbonilo; tiene la capacidad
de generar complejos con proteinas extracelulares y proteinas solubles, asi como una actividad sobre
la pared celular, actuando posiblemente sobre las adhesinas expuestas en la superficie de las bacterias,
sobre los poli péptidos de la pared celular y sobre enzimas unidas a las membranas44, esto explicaria
el mecanismo de accion de varios de sus efectos farmacologicos. Dentro de los acciones biologicas
que se les atribuyen a los flavonoides se encuentra actividades antibacterianas, anti fungicas,
antivirales y antiparsitarias?0. Las saponinas provocan una gran disrupcion de membranas, con efecto
de lisis, no activos sobre todo a pH acido*s.

En las Fig. 1 se presenta el porcentaje de inhibicion o indice de actividad antibacteriana a la
concentracion (500 mg/ml); se observa que S. aureus presenta un porcentaje de inhibicion relativo o
indice de actividad antibacteriana de (112,81%) en comparacion a S. aureus ATCC 25923 que
presenta (86.67%) y P. aeruginosa que presenta (85.48%), observandose que el mayor porcentaje de
inhibicion relativo o indice de actividad antibacteriana lo presenta S. aureus con una diferencia
significativa con respecto a las otras cepas a: p <0.05. Se puede inferir que la actividad antibacteriana
que presenta el extracto hidroalcoholico de cascaras de la granada se le puede atribuir la presencia de
sus metabolitos, siendo mucho mas efectivo contra las bacterias Gram positivas que gram negativas;
Esto se debe a que hay una mayor sensibilidad de las bacterias gram positivas que las gram negativas
podria ser atribuido a diferencia en sus constituyentes en la membrana celular y su disposicion4647. Las
bacterias Gram positivas contienen una capa externa de peptidoglucano que es una barrera de
permeabilidad efectiva por otro lado las bacterias Gram negativa como presenta una resistencia debido
a la membrana externa fosfolipidicas que presenta componente lipolisacaridos estructurales que hacen
impermeables a los solutos lipofilicos y las porinas q constituyen una barrera selectiva a los solutos
hidrofilicos#’ y ademas que los compuestos fenolicos desnaturalizan enzimas, pero también pueden
unirse a sustratos tales como minerales , vitaminas y carbohidratos impidiendo que estén disponibles
para los microrganismso“s.



Se encontrdé que el extracto hidroalcohdlico de frutos maduros de la granada tiene un efecto
bactericida sobre las tres poblaciones, lo cual se evidencia en la ausencia de crecimiento de esas
bacterias; se determind que a partir de las concentraciones 7.88mg/ml la falta de crecimiento es total y
que a las concentraciones de 3.94mg/ml se aprecia crecimiento en los ensayos para ambos S. aureus.
Con respecto a P. aecruginosa el extracto tiene un efecto bactericida a la concentracion de 31.25 mg/mL
y a partir de la concentracion 15.75mg/ml se observa crecimiento en placa. En general la actividad
antimicrobiana se le atribuye a los principios activos que tiene este extracto que ya ha sido
mencionado al inicio.

CONCLUSIONES

o El extracto hidroalcohdlico de cascaras de frutos maduros de Punica granatum L. afecta la
viabilidad de las cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Pseudomonas aeruginosa.

¢ El porcentaje de inhibicion relativo o indice de actividad antibacteriana esta en relacion directa a la
concentracion del extracto hidroalcohélico de Punica granatum L.

e Que el extracto hidroalcohdlico tubd mejor efecto para Staphylococcus aureus presentando
estadisticamente diferencia significativa con respecto a las otras cepas evaluadas.

e La concentracion minima bactericida, tanto para Staphylococcus aureus y Staphylococcus aureus
ATCC 25923, es de 7.88mg/mL del extracto hidroalcoholico.

e La concentracion minima bactericida para Pseudomonas aeruginosa es de 31.25 mg/mL del
extracto hidroalcoholico.
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RESUMEN

Se determinod el efecto de Rhizobium etli a una concentracion de 108 UFC/mL sobre el crecimiento de
plantulas de Saccharum officinarum “cafia de azicar” mediante la medicion de: altura de plantulas, longitud de
raiz mayor, densidad radicular, peso seco de la parte aérea e indice de efectividad de la inoculacién a los 30 y
60 dias post- inoculacion en condiciones de laboratorio y en tres repeticiones. Se cultivo en suelo agricola 135
yemas previamente desinfectadas; después de 30 dias de crecimiento se procedioé a la inoculacion, para ello, el
cultivo de R .etli 188-03 se reactivd en Agar Extracto de Levadura Manitol Rojo de Congo a 28°C por 48 horas y
se propag6 en Agar Extracto de Levadura Manitol a 28°C por 48 horas. Después se prepararon 30 suspensiones a
la concentracion de 9x108 UFC/mL. Se inoculé 100 mL de suspension bacteriana a cada plantula de S.
officinarum entre la raiz y parte del suelo; ademads, se agregd agua destilada y fertilizante quimico “Nutri Sil
Premium”. Se encontré diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) entre las cuatro variables
agronomicas medidas. Se concluye que, en condiciones de laboratorio, R. e#/i 188-03 presenta un efecto positivo
en el crecimiento de plantulas de S. officinarum a los 30 y 60 dias post-inoculacion.

Palabras claves: Rhizobium etli, Saccharum officinarum, variable agronémica
ABSTRACT

The effect of Rhizobium etli at a concentration of 108 CFU / mL on seedling growth of Saccharum officinarum
"sugar cane" was determined by measuring: seedling height, root length increased, root density, dry weight of
the part Aerial and effectiveness index inoculation at 30 and 60 days post-inoculation in laboratory conditions
and in three replications. In agricultural land was cultivated 135 previously disinfected buds; after 30 days of
growth inoculation was made, for it, growing R. et/i 188-03 was reactivated in Agar Yeast Extract Mannitol Red
Congo at 28 ° C for 48 hours and spread on Agar Yeast Extract Mannitol to 28 © C for 48 hours. After 30
concentration suspensions 9x108 CFU / mL were prepared. 100 ml of bacterial suspension was inoculated to
each seedling from S. officinarum between the root and part of the floor; additional distilled water and chemical
fertilizer "Nutri Premium Sil" was added. Statistically significant difference (p <0.05) was found between the
four agronomic variables measured. We conclude that, under laboratory conditions, R. et// 188-03 has a positive
effect on seedling growth of S. officinarum at 30 and 60 days post-inoculation.

Keywords: Rhizobium etli, Saccharum officinarum variable agronomic



INTRODUCCION

La capacidad de varias cepas de Rhizobium para promover el desarrollo y crecimiento de diferentes
plantas hospederas ha sido ampliamente estudiada en los ultimos afios con el fin de verificar si la
fijacion de nitrogeno es factible en plantas no leguminosas!-23. En efecto, el beneficio que proporciona
Rhizobium a leguminosas en términos de fijacion bioldgica de nitrogeno es conocido y se ha
verificado que estas bacterias simbioticas tienen el potencial para ser empleadas como promotores de
crecimiento de plantas no leguminosas?.

El uso de cepas nativas de Rhizobium presenta la posibilidad de gestionar la fertilizacion bioldgica
del cultivo mediante el uso de biofertilizantes, con la finalidad de suplementar el nitrégeno, asi como,
activar procesos bioquimicos adicionales asociados con otros microorganismos presentes en el
suelo367. De esta forma, se puede incrementar la disponibilidad de otros nutrimentos y sustancias
promotoras del crecimiento, lo que constituye una alternativa ecologica y economicamente viables,

Se han realizado estudios de aislamiento de RAizobium en plantas no leguminosas como en lechuga,
en cuyas semillas se detecto la presencia de microorganismos endofitos fijadores de nitrégeno, lo cual
no constituye un hecho aislado, ya que se ha encontrado microorganismos similares en especies tanto
agronomicas como silvestres: 853 aislamientos endofitos de plantas de soya, sorgo, trigo y maiz, asi
como, 27 de especies silvestres®10.11,

Una de las plantas de mas alto rendimiento en biomasa por area y unidad de tiempo es la cafna de
azucar, Saccharum officinarum; ésta produce el azlicar y es materia prima de alrededor de un centenar
de productos derivados de gran valor para el desarrollo humano!213.14, Ademés, posee gran
adaptabilidad a condiciones adversas del medioambiente, resistente a plagas y fija dioxido de carbono
en proporciones comparables a la de los bosques tropicales!s. Las mayores producciones de cafia de
azucar se obtienen cuando se aplica una dosis de nitrogeno de 30 dias después de la siembra o corte;
otros autores indican cuando se aplica dosis fraccionada a los 30 y 60 dias post-siembral6. Sin
embargo, al igual que otros cultivos, es atacado por hongos, principalmente miembros del género
Puccinia 71819, La produccion nacional proviene de 12 ingenios azucareros que se encuentran
distribuidos en Lima, Ancash, Arequipa, Lambayeque y La Libertad2.

Se ha encontrado a microorganismos nitrofijadores en tallos y raices aéreas de cafia de azucar,
aunque se desconoce la magnitud del efecto que provocan?!. Azospirillum, Azotobacter, Rhizobium
son los microorganismos que tienen la capacidad de producir y mantener la secrecion de fitohormonas
(auxinas, giberelinas, citoquininas) en la rizosfera, aspecto que abre la posibilidad que puedan ser
obtenidas por métodos biotecnologicos y utilizadas como inoculantes para mejorar la produccion?2:23,

Es conocida la capacidad de las leguminosas para utilizar el nitrogeno del aire a través de la eficiente
relacion simbidtica que se establece entre estas plantas y las bacterias fijadoras de nitrogeno?4. El
proceso de colonizacion de estas bacterias, si bien ocurre de forma natural, en ocasiones no resulta del
todo eficiente, lo cual se debe, entre otras causas, a que la carga microbiana en los suelos es muy baja,
como producto de la erosion, por ello, en los tltimos afios se ha incrementado el uso de rizobios como
biofertilizantes, ya que son beneficios para las plantas23.

Considerando el gran aporte a la economia nacional que proporciona la cafia de azlcar, resulta
importante investigar aspectos que mejoren la produccion. La presente investigacion se disefid para
determinar el efecto de Rhrzobium etli 188-03, a una concentracion de 108 UFC/mL, en el crecimiento
de plantulas de Saccharum officinarum “cafia de azicar” en condiciones de laboratorio, a través de la
medicion de las variables agronomicas: altura de plantulas, longitud de raiz mayor, densidad radicular,
peso seco de la parte aérea e indice de efectividad de la inoculacion (IEI) expresado en porcentaje.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico:

o Cultivo de Rhizobium etli 188-03, procedente del Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la
Universidad Nacional de Trujillo.

e 135 yemas de Saccharum officinarum “caiia de azicar”, procedente de San Idelfonso-Vira-La
Libertad.

¢ 1L de fertilizante quimico “HOMAI W.P” obtenido de un lote comercial intacto.



Determinacion fisico-quimico del suelo agricola

El suelo agricola utilizado fue recolectado del fundo San Idelfonso-Viru-La Libertad, en el mes de
noviembre del 2013; con peso de 54kg para las tres repeticiones. Se realizd una caracterizacion fisico-
quimico en base a los siguientes andlisis: pH, materia orgédnica (%), nitrogeno (%), potasio (%),
fosforo (%), salinidad, humedad (%) y resistivilidad especifica (AnexoN°03).Luego se procedio al
tamizaje.

Desinfeccion de yemas de S. officinarum “cana de azucar”

Las 135 yemas (45 yemas/repeticion) fueron sometidas a un proceso de desinfeccion que consistio
en sumergirlas en una solucién de “HOMAI W.P” en el cual su preparacion consistia en la proporcion
30g/ 20L, durante cinco minutos.

Siembra de yemas de S. officinarum “caiia de azucar”

Se procedié a la siembra de las 135 yemas de S. officinarum “cafia de azucar” en suelo agricola
(1Kg de suelo /yema) a una profundidad de 20 centimetros aproximadamente, con la finalidad que el
suelo cubra totalmente la yema. Luego cada 4 dias se procedio a agregarle agua.

Reactivacion, evaluacion de la pureza y propagacion del cultivo de R.etli 188-03

Las bacterias de un cultivo se sembraron por agotamiento en placas que contenian ELMARC e
incubado a 28°C por 48 horas. A partir del cultivo reactivado se observaron las caracteristicas macro y
micro-morfolégicas de las colonias mediante las observaciones tipicas y coloracion Gram2¢. A partir
del cultivo de R.etli 188-03 reactivado, se propagd en siembra por agotamiento en 30 chatas de ron
previamente esterilizadas conteniendo medio ELMA y se incub6 a 28°C, durante 48 horas.
Preparacion de in6culo de R.etli 188-03

Se prepar630suspensiones en 100mL de agua destilada con el cultivo de R.etli 188-03 propagado y
se compard con el tubo numero tres del Nefelémetro de Mac Farland (9x10%8 UFC/mL).Luego se
realizo el recuento en placa por siembra en superficie, en ELMARC; con la finalidad de corroborar la
concentracion utilizada en la suspension. Se contd con un total de 135 plantulas, de las cuales 45
fueron utilizadas por repeticion y de ellas 15 plantulas /tratamiento.

La inoculacion se realiz6 de la siguiente manera:

Grupo 01:

De las 15plantulas, 5 fueron para la medicion inicial (después de 30 dias de crecimiento, sin
inoculacion) y las otras 10 (5 plantulas para la medicion a los 30 y 5 plantulas para los 60 dias post-
aplicacion de agua destilada estéril). Se inoculd entre la raiz y parte del suelo, 100 mL de agua
destilada estéril/plantula.

Grupo 02:

De las 15 plantulas, 5 fueron para la medicion inicial (después de 30 dias de crecimiento) y las otras
10 (5 plantulas para la medicién a los30 y 5 plantulas para los 60 post-aplicacion de fertilizante).Se
aplico el fertilizante quimico “Nutri Sil Premium” (que contiene 33% de nitrogeno) a cada plantula,
para lo cual su preparacion fue de 10mLde fertilizante/20L de agua destilada.

Grupo experimental:

De las 15 plantulas, 5 fueron para la medicion inicial (después de 30 dias de crecimiento) y las otras
10 (5 plantulas para la medicion a los 30 y 5 plantulas para los 60 post-inoculacidon bacteriana).Se
inoculd entre la raiz y parte del suelo, 100 mL de suspensiéon bacteriana a una concentracion
aproximada de 9x108 UFC/mL. Luego se realizd el recuento en placa por siembra en superficie, en
ELMARGC; con la finalidad de corroborar la concentracion utilizada en la suspension. Se realizd por
triplicado.

Efecto de la inoculacion de R.etli 188-03 sobre el crecimiento de S. officinarum

El efecto de de R.etli 188-03 en el crecimiento de plantulas de cafia de azlicar se determin6 mediante
la evaluacion de las variables agrondmicas tale como: altura de plantulas, longitud de raiz mayor,
densidad radicular, peso seco de la parte aérea e indice de efectividad de la inoculacion (IEI)
expresado en porcentaje?’-28, mediante la siguiente formula.

IEI= (Tratamiento con inoculacién-control sin inoculaciéon) x100
Control sin inoculacion




Recoleccion de datos y analisis estadistico

Se procedi6 a la recoleccion de datos de la siguiente manera: a los 30 dias de crecimiento (antes de
inoculacion de agua destilada estéril, aplicacion de fertilizante e inoculacion de R.et/i 188-03), a los 30
y 60 dias post-inoculacion de agua destilada estéril, post-aplicacion de fertilizante y post-inoculacion
de R.etli 188-03. Para ello se evalu6 las variables agrondmicas anteriormente descritas. Las plantulas
fueron lavadas con agua corriente para eliminar los restos del suelo presentes en raices; se midio la
altura de las plantulas, longitud de raiz mayor y densidad radicular. Posteriormente la parte area fue
separada de las raices y luego colocada en papel bond; luego se seco en el horno a 60°C por 72 horas y
se determind el peso seco de la parte aérea de la plantula. Los valores obtenidos de la evaluacion se
organizaron en tablas y figuras.

Los datos encontrados se analizaron por el método estadistico ANOVA, con el proposito de
determinar la diferencia significativa entre las variables agronomicas de las plantulas de S. officinarum
con los controles respectivos.

RESULTADOS

La altura promedio de las plantulas de cafia de azucar a los 30 y 60 dias post-aplicaciéon de agua
destilada (Grupo 01), fertilizante quimico (Grupo 02) y post-inoculacion de R.et/f 188-03 (Grupo
experimental), en condiciones de laboratorio, mostrdé un mayor incremento de la altura promedio de
las plantas inoculadas con R.et/i 188-03 en comparacion con el agua destilada y fertilizante quimico
(Figs. 1 y 2). Los mismos resultados fueron observados para el efecto sobre la longitud promedio de la
raiz mayor (Figs. 3 y 4), la densidad promedio radicular de plantulas (Figs. 5 y 6), el peso seco aéreo
promedio (Figs. 7y 8) y el IEI (Fig. 9).
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Fig. 1. Altura promedio (cm) de plantulas de Saccharum officinarum “cana de azticar” a los 30 y 60 dias post-
aplicacion de agua destilada, fertilizante quimico post-inoculacion de Rhizobium etli 188-03 en condiciones de
laboratorio.



Fig.2. Altura de plantulas de Saccharum officinarum ‘“‘cafia de azlcar” inoculadas con: agua destilada
(izquierda), fertilizante quimico (centro) y Rhizobium etli 188-03 (derecha).
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Fig. 3. Longitud promedio de la raiz mayor (cm) de plantulas de Saccharum officinarum “cafia de azucar” a los
30y 60 dias post-aplicacion de agua destilada, fertilizante quimico y post-inoculacion de Rhizobium etli 188-03
en condiciones de laboratorio.



Fig. 4. Raiz mayor de plantulas de Saccharum officinarum “caia de azlicar” inoculadas con: agua destilada
(izquierda), ertilizante quimico (centro) y Rhizobium etli 188-03 (derecha).
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Fig. 5. Densidad radicular promedio de plantulas de Saccharum officinarum “cafia de azucar” a los 30 y 60 dias
post-aplicacion de agua destilada, fertilizante quimico y post-inoculacion de Rhizobium etli 188-
03 en condiciones de laboratorio.



Fig. 6. Densidad radicular de plantulas de Saccharum officinarum “cafia de azcar” inoculadas con:
agua destilada (izquierda), fertilizante quimico (centro) y Rhizobium etli 188-03 (derecha).
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Fig. 7. Peso seco de la parte aérea promedio de plantulas de Saccharum officinarum “cafia de azicar” a los 30 y
60 dias post-aplicacion de agua destilada, fertilizante quimico post-inoculacion de Rharzobium etli 188-03 en
condiciones de laboratorio.



Fig. 8. Peso seco de la parte aérea promedio de plantulas de Saccharum officinarum “cafia de azicar” a los 30 y
60 dias post-aplicacion de agua destilada (izquierda), fertilizante quimico (centro) y Rhizobium etli 188-03 en
condiciones de laboratorio. Después de 72 horas a 60°C.
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Fig 9. indice de efectividad de la inoculacién (IEI) expresado en porcentaje de plantulas de Saccharum
officinarum “caia de azicar” a los 30 y 60 dias post-aplicacion de agua destilada, fertilizante quimico y post-
inoculacion de R.et/i 188-03 en condiciones de laboratorio.



DISCUSION

Es bien conocido que un considerable nimero de especies bacterianas asociadas con la rizésfera
de las plantas son capaces de ejercer un efecto benéfico en su crecimiento. Este grupo de bacterias
llamadas PGPR incluye a R.et/i 188-0332.La actividad de esta rizobacteria en general se inicia con
mecanismos de quimiotaxis que estan relacionados con la presencia de flagelos, quimiorreceptores y
sistemas de regulacion codificados genéticamente. Logrando mantener la comunicacion entre las
células de la raiz con estas rizobacterias presentes en el suelo. Las rizobacterias capaces de interactuar
con las raices de plantulas no leguminosas como . officinarum “cafia de azicar” son atraidas por
sustancias excretadas por la raiz, que ocasionan el movimiento de la bacteria hacia la raiz de la
plantula y asi dar inicio a una relacion benéfica.

Los efectos del uso de estos tratamientos bioldgicos en plantulas son directos o indirectos. En cuanto
a la accion directa realizada por Rhizobium tenemos produccién de fitohormonas, las cuales
pertenecen a cinco grupos conocidos de compuestos que ocurren en forma natural, cada uno de los
cuales exhibe propiedades fuertes de regulacion en el crecimiento de las plantulas. En estos grupos se
incluyen auxinas, etileno, giberelinas (GA), citocinas y acido abscisico; todas son moléculas que se
encuentran en un rango de peso molecular entre 28 Da (etileno) y 346 Da (GA)34.

Es posible que esta rizobacteria haya producido la fitohormona Ilamada giberilina capaz de aumentar
el crecimiento de las plantulas3?, como lo observado en los resultados (Fig. N°1 y 2), donde se aprecia
la diferencia de altura del grupo experimental con los grupos 01 y 02. Ademaés fue corroborado por
analisis estadistico (Anexos 11, 12,13 y 14), ya que en las plantulas tratadas existié diferencia
significativa (p<0.05) al compararlo con los grupos respectivos, siendo posible afirmar que R.et/i 188-
03 produjo esta fitohormona.

La auxina tipica es el acido indo acético (AIA), fitohormona cuyo mecanismo de expresion,
metabolismo, transporte y distribucion final se conocen poco. Esta fitohormona vegetal otorga
beneficios a la planta puesto que su division a nivel celular incrementa, en la que se presenta un
aumento de tamano de los frutos y del nimero de hojas35 36, Ademas aumenta el nimero de raices
laterales, tamafio de raices y peso seco de la parte aérea’’.Evidenciandose los resultados en la figuras
3,4,5,6,7 y 8; puesto que R.etli 188-03 promueve el crecimiento significativamente de las variables
agronomicas como: densidad radicular, longitud de raiz mayor y peso seco de la parte aérea con
respecto a los controles a los 30 y 60 post-inoculacion de R.et/i188-03.

La produccion de AIA ocurre a partir del triptofano por medio de la indol-acetamida que se
encuentra implicada en la generacion de tumores en planta; existe una ruta alternativa tomada por
otras rizobacterias que involucra la utilizacion del acido 3- indol pirtivico como intermediario. Su
efecto en las células es controlar los tropismos que se manifiestan como inclinaciones, giros o
curvaturas del tallo y desarrollo del sistema radical38.34, por lo que es posible que R.et/i 188-03 haya
producido esta fitohormona, ya que los tallos no presentaron curvaturas ni inclinaciones (Anexos N° 8
vy 9).

Otra fitohormona producida por esta rizobacteria es posiblemente las citocinas, compuestos quimicos
capaces de regular la citoquinesis de las células vegetales. Las citocinas o citoquinas son derivadas de
las amino purinas, siendo la zeatina las mas estudiadas hasta el momento, sin embargo, las diferentes
especies quimicas encontradas poseen diferencias en sus radicales manteniendo una estructura general.
Las citocinas pueden ser estructuralmente clasificadas en dos familias, las adenin citocinas y las
difenil urea citocinas. Ambos tipos tienen una estructura molecular similar, asi como, una actividad
bioldgica parecida, lo que sugiere que las dos familias poseen un receptor comun3’,

La biosintesis de esta fitohormona en plantas ha sido dificil de identificar, sin embargo, se cree que
el principal sitio de produccion es el tejido radicular, moviéndose desde este a los tejidos vegetales que
lo requieran, permitiendo asi el crecimiento del vegetal4!.Estimulando el mayor desarrollo de la raiz y
proporcionando la capacidad de absorcion de nutrientes se la raiz en beneficio de la planta4!.

Segun algunos autores, refieren la existencia de otro factor estimulante de crecimiento producido
por ciertas bacterias rizosféricas como Rhizobium; que son las vitaminas hidrosolubles del grupo B,
factor que actiia especificamente en la longitud del tallo, la produccion de materia seca de la parte
aérea y la capacidad de absorcidon de nutrientes en algunos cereales y gramineas, en las cuales estos
autores obtuvieron resultados favorables en la promociéon de crecimiento al inocular esta



rizobacteria®2, Lo que concuerda con el resultado obtenido en la figuras N° 7 y 8 donde el peso seco
aérea presentd diferencia significativa respecto a los controles (Anexos 26, 27,28 y 29) por lo que
posiblemente R.et/i 188-03 ha producido dicho factor.

Otros investigadores también aseguraron que en plantas de sorgo inoculadas con varias cepas de
Rhizobium, y este al producir &cido indol acético (AIA) provoca la iniciacion radicular y elongacion
celular; la produccion de citocinas favorece la division celular y la expansion de los tejidos, y las
giberelinas influyen en la elongacion de la plantula. Los resultados que obtuvieron estos
investigadores demostraron la capacidad de las cepas de rizobios de influir en las variables
agronomicas, ya que los tratamientos que seleccionaron igualaron a los valores del control fertilizado
y presentaron un incremento de mas del 100% del peso seco aéreo, comparado con el control3.

Estas fitohormonas producidas por R.etli 188-03 posiblemente estimularon la densidad y longitud de
raiz mayor de los pelos radiculares, aumentando asi la cantidad de raices en las plantulas,
incrementando la capacidad de absorcién de agua y nutrimentos (Fig.3,4,5 y 6); permitiendo que las
plantulas sean vigorosas, productivas y tolerantes a condiciones climaticas adversas, lo que concuerda
con lo obtenido por ciertos autores que sostienen que el rapido establecimiento de raices, ya sea por
elongacion de la raiz primaria o por surgimiento de raices laterales secundarias, permite a las semillas
jovenes de canola, planta no leguminosa que se usa para obtener aceite, tener pronto acceso a
nutrientes y agua provenientes de su medio ambientet4.Investigadores hacen mencion sobre la
habilidad de las cepas de rizobios para producir aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC)-
diaminasa, compuesto que reduce el nivel de etileno en las raices de las plantas, incrementandose de
esta manera la longitud y el crecimiento de raices.

El rendimiento de un cultivo, en este caso la cafia de azlcar, viene dado por la capacidad de
acumular biomasa (peso seco) en los érganos que se destinan a la cosecha, donde las plantulas
inoculadas con las suspensiones rizobacterianas presentaron diferencia significativa en peso seco aéreo
al respecto con los controles respectivos (Anexos 26, 27, 28 y 29).Asi la distribucidon de materia seca
entre los diferentes 6rganos de la plantula es mayor, por lo tanto una mayor produccion del cultivo.
Los fotosintatos producidos por la fotosintesis en los érganos “fuente” (principalmente hojas), pueden
ser almacenados o distribuidos via floema entre los diferentes 6rganos “sumideros” de la plantula.
Puesto que el rendimiento de un cultivo viene dado por la capacidad de acumular materia seca en los
organos de la plantula, un incremento proporcional de la biomasa destinada a estos 6rganos garantiza
un incremento del rendimiento en las plantulas de cafia de azticar.

La accion realizada por R.et/i 188-03, posiblemente aportd las fitohormonas de las cuales la
giberilina podria ser la que produjo mas, permitiendo asi obtener plantulas con mayor altura, densidad
radicular, longitud de raiz mayor y peso seco de la parte aérea al compararla con los controles
respectivos. Promoviendo de esta manera el crecimiento de las plantulas de cafia de azcar,
contribuyendo a fomentar una agricultura sustentable libre de fertilizante y atender la creciente
demanda de alimentos de calidad y de bajo costo de produccion, por ende la utilizacion de esta
rizobacteria con capacidad para promover el crecimiento de las plantulas de cafia de azucar, son una
gran alternativa de biofertilizacion.

Otra estimulacion posiblemente es la produccion de sideroforos microbianos que juegan un papel
importante en el control bioldgico de algunas enfermedades de las plantas y la disponibilidad de
hierro>. ¢,ademas de solubilizar fosfatos 4.En relacién al analisis del indice de efectividad de la
inoculacion (IEI) (Fig.9), de las variables agronomicas evaluadas, se aprecia mayor IEI en la
inoculacion de R.et/i 188-03, en comparacion con los controles respectivos, esto posiblemente se deba
a la estimulacion de las bacterias en las plantulas de cafia de azlcar directamente a través de la
produccion de fitohormonas?.

Este trabajo indica que la inoculacion de R.et/i 188-03 tiene un excelente potencial para ser utilizado
como promotor de crecimiento de plantas no leguminosas, constituyendo un medio econémicamente
atractivo y ecologicamente aceptable para reducir el uso de agroquimicos en plantas. Los resultados
obtenidos en la presente investigacion corroboran otras investigaciones de investigadores en la
promocion del crecimiento de plantas no leguminosas en el campo de la inoculacion con cepas de
rizobios*7- 48,



CONCLUSION

R. etli 188-03 presenta un efecto positivo en el crecimiento de altura, longitud de raiz mayor,
densidad radicular y peso seco de la parte aérea en plantulas de S. officinarum “cafia de azticar”
a los 30 y 60 dias post-inoculacién, en condiciones de laboratorio.
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RESUMEN

Se determino el efecto de dos especies nativas de 7richoderma sobre huevos y juveniles 2 (J2) de Meloidogyne
sp. en condiciones de laboratorio. Para evaluar el efecto sobre J2 se realizaron seis tratamientos: T1:
Lycopersicon esculentum sin Meloidogyne, T2: L. esculentum con Meloidogyne, T3: L. esculentum con
Meloidogyne y Oxamyl, T4: L. esculentum con Meloidogyne y Pochonia chlamydosporia, T5: L. esculentum
con Meloidogyne y Trichoderma spl nativa, T6: L. esculentum con Meloidogyne y Trichoderma sp2 nativa,
evaluandose el porcentaje de peso radicular de L. esculentum, la cantidad de nddulos radiculares producidos por
Meloidogyne vy el porcentaje de J2 de Meloidogyne. Se sembrd L. esculentum en 30 bolsas de almacigo las
cuales contenian sustrato en una proporcion (2:1), distribuidas en 5 bolsas por tratamiento. Luego se inoculo, a
excepcion del control negativo (T1), 15000 huevos de Meloidogyne sp. por bolsa a todos los tratamientos.
Posteriormente, a los 5 dias de siembra se inocul6 una suspension de 106 conidias/mL de 7richoderma sp1(TS),
Trichoderma sp2 (T6) y P. chlamydosporia (T4) respectivamente, realizandose posteriormente 5 inoculaciones
mas de cada hongo con un intervalo de 10 dias entre cada inoculacion; mientras que al T3 se le inocul6 por tnica
vez 900 ppm de Oxamyl y al T1 solo se le agregd agua, todos los tratamientos fueron incubados a temperatura
ambiente durante 1 mes y 15 dias. Para determinar el efecto de 7richoderma sp.1 y Trichoderma sp.2 sobre
huevos de Meloidogyne se inoculdé 2 mL de cada hongo y oxamyl, a una concentracion de 10¢ conidias/mL y
900 ppm respectivamente, en pocillos que contenian 1 mL de agua destilada estéril con aprox. 100 huevos de
Meloidogyne sp. dejando se incubar por 72 horas, realizandose cuatro repeticiones por tratamiento. Se encontrd
que Trichoderma sp 1 'y Trichoderma sp 2 destruyen los huevos del parasito. Asimismo, las plantas de L.
esculentum inoculadas con 7richoderma spl nativa presentaron el mayor porcentaje de peso radicular, asi como
el menor porcentaje de nodulos en raiz, mientras que ambas especies nativas de 7richoderma, disminuyen
significativamente la cantidad de J2. Se concluye que Trichoderma sp.1 y Trichoderma sp. 2 disminuyen
significativamente tanto la poblacion de huevos como J2 de Meloidogyne sp. en condiciones de laboratorio, y
que Trichoderma sp. 1es el que ejerce el mayor efecto nematofago.

Palabras clave: Trichoderma, Lycopersicon sculentum, Meloydogine, Pochonia, Oxamy]l.

ABSTRACT

The effect of two native species of 7Trichoderma about 2 eggs and juveniles (J2) determined Meloidogyne sp.
under laboratory conditions were determined. For this, to evaluate the effect on J2 six treatments were
established: T1: Lycopersicon esculentum without Meloidogyne, T2: Meloidogyne with L. esculentum, T3: L.
esculentum with Meloidogyne and Oxamyl, T4: L. esculentum with Meloidogyne and Pochonia chlamydosporia,
T5: L. esculentum with Trichoderma spl native, T6: L. esculentum with Meloydogine and Trichoderma sp2
native, assessing the percentage of root weight of L. esculentum, the amount of nodules produced by
Meloidogyne root and percent J2 Meloidogyne. L. esculentum were seeded in 30 seedling bags which contained
substrate in a ratio (2:1) in 5 bags per treatment. For this, it was inoculated, except the negative control (T1),
15000 Meloidogyne sp. per bag to all treatments. Subsequently, at 5 days of seeding a suspension of 106 conidia
/ ml Trichoderma spl (TS), Trichoderma sp2 (T6) and P. chlamydosporia (T4) respectively was inoculated 5
inoculations performed subsequently each fungus over the range of 10 days between each inoculation; while T3



was inoculated at one time 900 ppm of Oxamyl and T1 will be only added water, all treatments were
incubated at room temperature for 1 month and 15 days. To determine the effect of 7richoderma sp.1 and
Trichoderma sp.2 on Meloidogyne sp. Eggs, about 2 mL was inoculated each fungus and oxamyl, at a
concentration of 106 conidia/mL and 900 ppm, respectively, in wells containing 1 mL of distilled water sterile
approx. 100 Meloidogyne sp. leaving it to incubate for 72 hours, performing four replicates per treatment. We
found that Trichoderma sp.1 and 7richoderma sp.2 destroy parasite eggs. Also L. esculentum plants inoculated
with 7Trichoderma spl native had the highest percentage of root weight as well as the lowest percentage of root
nodules, while both native species of 7richoderma, and significantly decrease the amount of J2. We conclude
that Trichoderma sp.1 and Trichoderma sp. 2 significantly decrease the population of both eggs and J2 of
Meloidogyne sp. under laboratory conditions, and 7richoderma sp. 1 is the nematophagous exerted the greatest
effect.

Keywords: Trichoderma, Lycopersicon esculentum, Meloydogine, Pochonia, Oxamyl.

INTRODUCCION

El tomate es un cultivo de alto riesgo fitosanitario en paises tropicales, especialmente por los dafios
causados por enfermedades y plagas que afectan desfavorablemente los resultados productivos y
econdmicos del cultivo. Los nemdatodos fitoparasitos se encuentran en un lugar cimero en este grupo
de patogenos a escala mundial, siendo bien reconocidas las pérdidas ocasionadas en el cultivo del
tomate en el cual provocan pérdidas aproximadas del 12 % de la produccion!.

Seis especies de Meloidogyne son consideradas de importancia global en el cultivo de tomate:
Meloidogyne arenaria, M. chitwoodi, M. fallax, M. hapla, M. incognita y M. javanica, las tres
primeras son importantes en climas templados y las restantes en climas tropicales y subtropicales?.
Estos parasitos dafian a las plantas al debilitar las puntas de la raiz y al inhibir su desarrollo o estimular
una formacion radical excesiva, pero principalmente al inducir la formacion de hinchamiento de las
raices, las cuales privan a las plantas de sus nutrientes y del agua: el nematodo estimula a las células
para que crezcan y licua parte de su contenido que succiona a través de su estilete3; en consecuencia,
las raices se hinchan en la zona de invasion y desarrollan las agallas tipicas del nudo de la raiz, las
cuales tienen un diametro 2 o 3 veces mayor al de las raices sanas24.

El control de nematodos se realiza usualmente por la combinacion de varias estrategias de manejo: el
control cultural utiliza a los barbechos, las inundaciones, aplicaciones de abonos organicos, plantas
trampa y de cobertura, rotacion de cultivos, etc.; y el control fisico, a la solarizacion, vapor de agua,
encharcamiento, etc.; estos métodos reducen notoriamente las poblaciones de Meloidogyne sp. y
pueden ser usados de manera individual o combinada, pero son poco usados por los agricultores por su
alta inversion y largos periodos de aplicacion, que reduce el tiempo de produccion agricolas.

Actualmente, el control quimico es una de las medidas que mas se utiliza para minimizar los dafios
causados por Meloidogyne sp., pues es indudable su eficacia; sin embargo, la principal limitacion es
que su aplicacion modifica la microflora y microfauna del suelo, alterando las cadenas troficas,
eliminando los microorganismos antagonistas de los nematodos fitoparasitose.

Entre los agentes microbianos para el control de nematodos formadores de agallas estan los hongos
nematdfagos habitantes del suelo; se les encuentra en diferentes tipos de sustratos y son capaces de
sobrevivir en condiciones climaticas o nutricionales extremas en diferentes regiones geograficas del
mundo’. Su abundancia varia de 1,8-50 propagulos por gramo de suelo, lo cual esta relacionado a la
cantidad de materia organica, contenido de agua, tipo de suelo, temperatura y presencia de nematodos
hospederos’. Los hongos del género 7richoderma, en particular 7. harzianum, son usados para el
control de enfermedades debido a que producen metabolitos que inhiben el crecimiento de otros
hongos y a su alto nivel de competencia por el sustrato y el parasitismo8. Recientemente, se han
registrado trabajos sobre el uso potencial de 7richoderma sp. en el control de Meloidogyne sp.°.

Considerando que: (i) las especies de T7richoderma sp. son muy usadas en el control bioldgico
de hongos fitopatdgenos, especialmente de aquellos que atacan a partes subterraneas de los
vegetales ejerciendo un efecto positivo sobre la vigorosidad y sistema radicular de las plantas,
aumentando los mecanismos de defensa de las plantas, (ii) se ha demostrado que 7richoderma sp.
también puede controlar nematodos, haciendo de esta manera que los costos del tratamiento de sus
cosechas disminuyan ya que necesitarian aplicar un solo tipo de controlador bioldgico y (iii) se
tiene conocimiento que el éxito del control biologico radica en obtener y utilizar microorganismos
que sean aislados en los lugares nativos, se propuso la presente investigacion que estuvo orientada a



determinar el efecto de dos especies nativas de 7richoderma sobre huevos y juveniles 2 de
Meloidogyne sp., en condiciones de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Material de estudio

o Cultivos puros de 7richoderma nativos aisladas del distrito de Vird (La Libertad, Pert)
denominados deliberadamente: Trichoderma spl 'y Trichoderma sp2.

e Cultivo de Pochonia chlamydosporia proporcionado por el Laboratorio de Fitopatologia del
Departamento Académico de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias Biologicas,
Universidad Nacional de Trujillo (Tryjillo, Pert).

o Huevos de Meloidogyne sp. extraidos de raices de Olea europea “Olivo”.

o Treinta plantas de Lycopersicon esculentum var. Rio Grande “Tomate”.

¢ Nematicida Nemate® 240 SL, cuyo principio activo es Oxamyl.

El disefio experimental

Se efectuaron seis tratamientos, de los cuales uno fue control negativo, tres controles positivos y dos

experimentales, todos ellos con cinco repeticiones.
Efecto de Trichoderma nativos sobre J2 de Meloidogyne sp.
Obtencion de cultivo joven de Trichoderma nativa y de Pochonia chlamydosporia®!.

A partir de cada cultivo puro de Trichoderma sp 1y de Trichoderma sp 2 nativas, y de P.
chlamydosporia se procedid a resembrar por puntura, en tubos de ensayo conteniendo Agar Papa
Dextrosa (APD), los cuales fueron incubados a 25°C durante 5 dias, obteniéndose asi un cultivo joven de
cada hongo.

Propagacion de las especies nativas de Trichodermay de P. chlamydosporia.

A vpartir de los cultivos jovenes de Trichoderma spl y de Trichoderma sp2 asi como de P.
chlamydosporia se realizaron siembras por suspension en frascos planos de vidrio conteniendo Agar
Papa Dextrosa (PDA), los cuales fueron incubados a 25 °C durante 7 dias. Posteriormente, se obtuvo
una suspension de conidias a partir de estos cultivos, lo que se inoculd en bolsas de
polipropileno conteniendo arroz, las cuales fueron incubadas a temperatura ambiente por dos
semanas.

Recoleccion, esterilizacion y preparacion del sustrato.

El sustrato estuvo conformado por dos partes de suelo y una parte de humus de lombriz de tierra (2:1).
Se recolectd aproximadamente 60 Kg de suelo agricola del campus de la Universidad Nacional de
Trujillo que fue trasladado al laboratorio de Fitopatologia, donde fue tamizado y lavado con agua de
cafio, y posteriormente esterilizado en autoclave. El humus no se sometid a esterilizacion. La
preparacion del sustrato consistio en agregar 2 Kg de suelo y 1 Kg de humus en cada bolsa de almacigo,
llenandose 30 bolsas, que fueron distribuidas en 5 bolsas por tratamiento.

Tratamiento superficial y siembra de semillas de L. esculentum var. Rio Grande Tomate.

Las semillas se lavaron con agua destilada estéril para eliminar los productos quimicos de la
certificacion, luego se desinfectaron sumergiéndolas en alcohol al 70% durante tres minutos y se
lavaron 10 veces consecutivas con agua destilada estéril; por ultimo, se las dejo secar en condiciones
de esterilidad. Se determind el % de germinacion de las semillas para posteriormente sembrar por
maceta dos semillas de L. esculentum var Rio Grande, a una profundidad de 1 cm.

Obtencion de huevos de Meloidogyne sp.

Las masas de huevos fueron extraidas de raices de Olea europea que se encontraban infectadas con
Meloidogyne sp. Las raices fueron lavadas con agua de cafio y los noédulos presentes fueron cortados
finamente. Luego se colocaron en frascos que contenian una solucion de hipoclorito de sodio al
0.5%, sometiéndolos a agitacion por 5 minutos aproximadamente. Luego se tamizaron y se determin6
el nimero de huevos de Meloidogyne sp., estandarizandose hasta obtener una concentracion de
5,000 huevos de nematodos por kilogramo de sustrato3s.

Inoculacion de Meloidogyne sp.

Inmediatamente sembradas las semillas de L. esculentum, se procedio a la inoculacion de la dosis
estandarizada de huevos de Meloidogyne sp., Esto se realizo para todos los tratamientos a excepcion
del grupo control negativo, que no se inoculo con Meloidogyne sp.



Estandarizacion del inoculo de conidias de ZTrichoderma spl, Trichoderma sp2 y P.
chlamydosporia.

Se agregd 10 mL de agua destilada estéril y 1 gr del arroz colonizado con el hongo respectivo a un
matraz estéril, agitindose moderadamente a fin de liberar las conidias del hongo, determinandose la
concentracion de la suspension resultante, mediante recuento en la camara de Neubauer, para
posteriormente estandarizar dicha suspension a la concentracion de 10° conidias/mL. Este
procedimiento se empled para cada uno de los hongos a evaluar.

Inoculacion de Trichoderma spl y de Trichoderma sp 2 nativas y de P. chlamydosporia.

A los 5 dias de sembrada la semilla de L. esculentum se inocul6 una suspension de 106 conidias/ml a
cada tratamiento a evaluar. Para cada tratamiento se realizo 5 inoculaciones mas del hongo respectivo,
con un intervalo de 10 dias entre cada inoculacion. Las macetas se incubaron a temperatura ambiente y
en fotoperiodo.

Preparacion e inoculacion de Oxamyl.

Se agregd 2 mL del Nematicida a un matraz conteniendo 98 mL de agua destilada, cantidad
necesaria para lograr una concentracion de 900 ppm. A los 5 dias de la inoculacion de Meloidogyne
sp.y siembra de L. esculentum se realizé la primera y tinica inoculacion del Nematicida.

Lectura

Se realiz6 a los dos meses de inoculada la suspension de 5,000 huevos de nematodos por kilogramo
de sustrato. Para esto se procedié a tomar una muestra de 100 gr de sustrato de cada tratamiento y se
determiné la cantidad de juveniles 2 de Meloidogyne sp. en el sustrato inoculado. Cada sustrato se
pasoé por tamices de 145 y 38 um, de mayor a menor tamaio respectivamente. También se procedio a
extraer las plantas pertenecientes a cada tratamiento y se realizé el conteo de nodulaciones y peso de
las raices de L. esculentum, expresandose estos resultados como porcentaje promedio respectivamente.
Cada tratamiento constd de 5 repeticiones; y tanto los tratamientos inoculados y no inoculados con
Meloidogyne sp. fueron sometidos a la misma evaluacion,

Efecto de Trichoderma sp.1 y de Trichoderma sp.2 nativas sobre huevos de Meloidogyne
sp.
Preparacion de las suspensiones de los tratamientos.

A partir del cultivo puro de cada hongo se prepar6 una suspension de 10¢ conidios/mL y una
solucion de 900 ppm de oxamyl, colocandose 2mL de cada una en pocillos que contenian ImL se
suspension de agua destilada estéril con aproximadamente 100 huevos de Meloidogyne sp, cada
tratamiento consto de 4 repeticiones.

Lectura y analisis de datos

La evaluacion se realizd a las 24, 48 y 72 horas después de la inoculacion, realizandose
observaciones al microscopio a 40x. Los datos fueron, procesados mediante la prueba de Analisis de
Varianza Unidireccional (ANOVA), utilizando el paquete estadistico SPSS v.15 para determinar si existia
diferencia significativa entre los tratamientos realizados.

RESULTADOS

Se encontré que el porcentaje de peso radicular fue significativamente mayor en el T5: Meloidogyne +
Trichoderma sp.1 + (Fig. 1), que el porcentaje de nodulos en las raices de tomate fue mayor en el T2: solo
Meloidogyney menor en el T5 (Fig. 2) al igual que el porcentaje de J2 (Fig. 3).
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Fig. 1. Porcentaje de peso radicular de las plantas de Lycopersicon esculentum var. Rio Grande infectadas
con Meloidogyne sp. en seis tratamientos, después de dos meses de evaluacion con 7richodermasp.1'y de
Trichoderma sp.2 nativas: T1: sin Meloidogyne sp., T2: con Meloidogyne sp., T3: con Meloidogyne sp. 'y
Oxamyl, T4: con Meloidogyne sp.y P. chlamydosporia, T5: con Meloidogyne sp.y Trichoderma sp 1 nativa y
T6: con Meloidogyne y Trichodernma sp 2 nativa.
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Fig. 2. Porcentaje de nodulos presentes en raices de las plantas de Lycopersicon esculentum var. Rio Grande
infectadas con Meloidogyne sp. en 6 tratamientos, después de 2 meses de evaluacion con Trichodermasp 1y
de Trichoderma sp 2 nativas: T1: sin Meloidogyne sp., T2: con Meloidogyne sp., T3: con Meloidogyne sp. y
Oxamyl, T4: con Meloidogyne sp. y P. chlamydosporia, T5: con Meloidogyne sp.y Trichoderma sp 1 nativa y
T6: con Meloidogyne y Trichodermma sp 2 nativa.
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Fig. 3. Porcentaje final de juveniles 2 de Meloidogyne sp. en suelo, en 6 tratamientos, después de 2 meses de
evaluacion con 7richodermasp 1y de Trichoderma sp 2 nativas. T1: sin Meloidogyne sp., T2: con
Meloidogyne sp., T3: con Meloidogyne sp. y Oxamyl, T4: con Meloidogyne sp.y P. chlamydosporia, TS: con
Meloidogyne sp. y Trichoderma sp 1 nativa y T6: con Meloidogyne y Trichodernm sp 2 nativa.
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Fig. 4. Observacion microscopica (40x) de la diferencia de huevos de Meloidogyne sp. no parasitados y
parasitados con 7richodermasp 1y de Trichoderma sp 2 nativas a las 72 horas de inoculacion: A. Huevo de
meloidogyne sp. sin inoculacion, B. Penetracion de hifas, C. Adherencia de hifas a la capa vitelina, D. Roptura
de la pared celular, E. Desintegracion total del huevo de Meloidogyne sp.



DISCUSION

De los resultados obtenidos al evaluar el efecto de 7richoderma sp 1y de Trichoderma sp 2 nativas
sobre Meloidogyne sp., se observo que el porcentaje de peso radicular de Lycopersicon esculentum
disminuye cuando se encuentra infectado por nematodos (Fig. 1); esto podria deberse a que la
formacion de huevos es un proceso que implica una gran demanda de agua, nutrientes y productos de
la fotosintesis por lo tanto las raices son mucho mas susceptibles volviéndose raquiticas y por
consiguiente disminuye la eficiencia en la formacion de raices primarias y secundarias!3. De forma
contraria se observo que el porcentaje de peso radicular de Lycopersicon esculentum se mantiene
cuando se aplica oxamyl, por lo que este nematicida no es fitotdxico si se aplica en el momento y a la
dosis recomendada!s.

Al mismo tiempo, el porcentaje de peso radicular de L. esculentum aument6 significativamente en
los tratamientos utilizados (T4, TS5 y T6) respecto a las plantas no inoculadas (T1), el resultado
obtenido puede deberse a la capacidad enzimatica y parasitica, a la produccion de metabolitos
estimuladores del crecimiento vegetativo por parte de Pochonia chlamydosporiay Trichoderma sp. o a
que ambos hongos son endofitos!o,

Smith et al.l4, sefialan que estos incrementos pueden atribuirse a la eliminacion de patégenos
menores que se encuentran en la rizosfera; mientras que Windham et al!S encontraron que
Trichoderma produce un factor regulador de crecimiento sobre plantas de tomate, tabaco y radbano?4.

Altamore et al.losugieren que la promocion del desarrollo se debe a que 7richoderma tiene la
capacidad de solubilizar el manganeso sin importar el pH del medio ni la disponibilidad del mismo, es
decir, que lo solubiliza constantemente, estos autores sefialan que este microelemento es requerido
para varias funciones fisiologicas de las plantas, tales como la fotosintesis, el metabolismo del
nitréogeno y la sintesis de los compuestos aromaticos como precursores de aminoacidos y hormonas, de
fenoles y de lignina; resaltando, que por consiguiente el manganeso juega un papel importante en el
crecimiento y la resistencia a enfermedades de las plantas.

Con respecto al porcentaje de noédulos producidos por Meloidogyne sp. en raices de L. esculentum,
segun el analisis estadistico existe diferencia significativa entre los tratamientos ly5; tratamientos
3,4,6 y el tratamiento 2 (control positivo) donde solamente se inoculé Meloidogyne sp., esto quiere
decir que 7richoderma sp 1 nativa afecto considerablemente al nematodo impidiendo que se forme
mayor cantidad de nddulos; oxamyl, P. chlamydosporia'y Trichoderma sp 2 nativa consiguieron el
mismo objetivo de reducir los nddulos pero no fueron tan efectivos en comparacion con 7richoderma
sp 1 nativa ya que este ultimo estadisticamente resulto ser igual que el control negativo (sin
inoculacion de Meloidogyne sp.) .A diferencia del tratamiento 2 el porcentaje de nodulos formados en
raices fue mayor que todos. En relacion a los nodulos debemos afiadir que las especies Meloidogyne
sp. son endoparasitos sedentarios. Los especimenes jovenes moviles en la segunda etapa (J2) emergen
de los huevos, se mueven hacia las raices y penetran en ellas a través de la punta, en las regiones de
una penetracion previa, o donde se encuentran pequeias heridas!2.

En la raiz, los J2 invaden la endodermis y, al entrar en la estela, inducen la produccion de células
gigantes con nucleos multiples que se derivan del parénquima vascular o de la diferenciacion de las
células vasculares en la parte central de la estela. La formacion de estas células gigantes trastorna o
bloquea los vasos de xilema que la rodea. También se induce la multiplicacion de las células
corticales, lo que resulta en la formacion de llagas caracteristicas. Los especimenes jovenes J2 se
alimentan de estas células gigantes y mudan tres veces para convertirse en hembras adultas que crecen
rapidamente. La diseccion de las llagas revela las tipicas hembras hinchadas en varias etapas de
maduracion. Cuando las hembras maduran, forman sacos. La reproduccion es partenogénica. Un alto
porcentaje de machos se producen so6lo en condiciones adversas. Los huevos se depositan dentro de
una matriz gelatinosa para que se forme una masa de huevos. Una sola masa de huevos puede contener
varios centenares de huevos. En las raices primarias, carnosas y gruesas, las masas de huevos pueden
quedarse dentro de la raiz3. 12,

El nematicida oxamyl (control positivo) disminuyd a un 59% la cantidad de nddulos formados
respecto al total, mientras que en los tratamientos donde se aplicaron las 2 especies de Trichoderma, se
present6 una disminucion del porcentaje de nddulos, esto puede deberse a que 7richoderma, forma una
capa protectora en la rizosfera, haciendo una simbiosis. El hongo se alimenta de los exudados de las



raices y las raices son protegidas por el hongo y al mismo tiempo reduce o elimina las fuentes de
alimento para las J2 de Meloidogyne, impidiendo ademas el ingreso del nematodo a la raiz, variando
este tipo de proteccion segun la especie de Trichodermall. 17,

En la Fig. 3 se observa que al realizar el analisis estadistico las dos especies nativas de 7richoderma
disminuyen la poblacion de juveniles 2 de Meloidogyne sp., siendo Trichoderma sp 1 la que presentd
mayor efecto, esto probablemente se deba a que esta especie produce mayor cantidad de diferentes
antibidticos volatiles y no volatiles; ya que se ha demostrado que las especies de este hongo pueden
parasitar, controlar y destruir los fitonematodos!!. Es asi que, Pérez et. al$ afirman que 7richoderma
spp. es un biorregulador efectivo contra nematodos del género Meloidogyne por medio de sus toxinas
e hifas. Méndez y Polanco!? informan resultados similares, obteniendo un notable decrecimiento de las
poblaciones de nematodos formadores de agallas con una dosis de 8kg/ha de 7. harzianum en
diferentes etapas del cultivo del tomate al reducir las poblaciones de grado tres y cuatro, de una escala
de cinco grados, a grado uno.

Las cepas de Trichoderma se diferencian entre si por los niveles de expresion de las enzimas
hidroliticas, lo cual determina sus caracteristicas antagonicass: 11.20, esto explicaria porque el porcentaje
de J2 de Meloidogyne sp. difiere en las dos especies de 7richoderma tratadas, ademas éste género
produce metabolitos que actGan como nematicidas, tales como Trichodermin, Suzukacilina,
Alameticina, Dermadina, Penicilina, Trichotecenosa y Tricorzinianos que se han reportado como
sintetizados por Trichoderma harzianum; o Gliotoxina producido por Trichoderma viride 20.21.22,

El efecto que tienen las dos especies de Trichoderma nativas utilizados sobre huevos de
Meloidogyne sp. (Fig. 4), se podria deber a que este género parasita al fitopatdgeno mediante
enrollamiento, ganchos y cuerpo de tipo apresorio, que penetran la pared celular por accion hidrolitica
de las enzimas quitinasas y gluconasas. Estas enzimas pueden degradar la cuticula de los insectos,
cuya estructura estd compuesta por quitina. El huevo de Meloidogyne presenta una capa vitelina
externa, una capa media de quitina y una capa interna de glicolipidos .Esto explicaria porque lo huevos
de nematodos son grandemente afectados con el tratamiento de las especies de Trichoderma2!.23,24,25,

CONCLUSIONES

e Los dos especies nativas de Trichoderma tienen un efecto negativo sobre los huevos y juveniles 2
(J2)de Meloidogyne sp. en condiciones de laboratorio.

o Trichoderma sp.1 nativa es la que ejerce el mayor efecto inhibitorio sobre J2 de Meloidogyne sp.
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RESUMEN

Lysteria monocytogenes es un patéogeno de amplia distribucion, se transmite a humanos a través de diversos
alimentos y muestra resistencia al tratamiento con antibacterianos. En la presente investigacion se determind la
sensibilidad antibacteriana de 10 cultivos de L. monocytogenes y 15 cultivos de Listeria sp. frente a once
antibiodticos a eleccion, para lo cual se realizo antibiogramas de dichos cultivos. A estos cultivos se les reactivo
en agar oxford para luego ser pasados a agar nutritivo, a continuacion se realizé una suspension bacteriana de
cada cultivo con un patrén de turbidez McFarland 0,5; el equivalente a 1.5x108 UFC/mL. Esta suspension se
estrio con hisopos estériles en placas con Agar Miieller Hinton en diferentes direcciones, se colocaron los discos
de sensibilidad, se incub6 y a las 18 h se leyeron los resultados. Los antibacterianos empleados fueron: B-
Lactamicos (Penicilina y Ampicilina), Macrélidos (Eritromicina), Sulfonamidas (Cotrimoxazol), Quinolonas
(Ac. Nalidixico), Fluoroquinolonas (Ciprofloxacina), Aminoglicésidos (Gentamicina), Glicopéptidos
(Vancomicina), Fenicoles (Cloranfenicol), Rifamicinas (Rifampicina) y Tetraciclinas (Tetraciclina). Finalmente
se concluye que existe mayor frecuencia de sensibilidad frente a los antibacterianos usados en los cultivos de
Listeria sp.

Palabras clave: Antibiograma, antibacterianos, Listeria monocytogenes.
ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a widely distributed pathogen is transmitted to humans through various foods and
shows resistance to antibacterial therapy. In the present investigation the antibacterial sensitivity of 10 cultures
of L. monocytogenes and 15 Listeria sp cultures versus eleven choice antibiotics for which susceptibility of these
crops was determined. These cultures were reactivated in oxford agar before being passed onto nutrient agar was
then a bacterial suspension of each culture was performed with 0.5 McFarland turbidity standard, equivalents to
1.5x108% CFU/mL. This suspension was streaked with sterile swabs on Mueller Hinton Agar plates in different
directions, sensitivity discs were placed, were incubated 18 h and the results were read. Antibacterial used were:
B-lactam (penicillin and ampicillin), macrolides (erythromycin), sulfonamides (co-trimoxazole), quinolones (Ac.
Nalidixic) Fluoroquinolones (Ciprofloxacin) Aminoglycosides (Gentamicin), glycopeptides (vancomycin),
phenicols (Chloramphenicol), rifamycins (rifampin) and Tetracycline (Tetracycline). Finally it is concluded that
there is a higher frequency of sensitivity to antibacterial used in the cultivation of Listeria sp.

Keywords: Susceptibility, antibacterial, Listeria monocytogenes.



INTRODUCCION

Se han descrito alrededor de 250 agentes causales de enfermedades transmitidas por alimentos
(ETAs), entre los que se incluyen bacterias, virus, hongos, parasitos, priones, toxinas y metales!. Una
de ellas es la Listeriosis, zoonosis que puede ser transmitida por contacto directo con animales
infectados (exposicion ocupacional), por ingestion de alimentos contaminados y de madre a hijo
intrauterino o durante el parto2. A pesar de presentarse con baja frecuencia, en la actualidad es una de
las ETAs mas letales conocidas, causando gran alarma a nivel mundial en productores de alimentos,
consumidores y autoridades sanitarias3-4.

Estrechamente relacionado con los géneros Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Streptococcus y
Staphylococcus, las bacterias del género Listeria se caracterizan por soportar altas concentraciones de
sal, asi como, multiplicarse en un rango de temperatura de 3 a 45°C y de pH entre 5,6 y 9,65. De las
seis especies registradas: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeriy L.
grayi, de las cuales solo las dos primeras son consideradas patégenas para humanos y animales y
mayormente para animales, respectivamente®.’.

L. monocytogenes, gracias a su capacidad de sobrevivir durante periodos de tiempo prolongados en
diferentes medios, presenta amplia distribucion en particular dentro de los alimentos, que pueden estar
contaminados en cualquier eslabon de la cadena productiva y en el almacenamiento en frio, asi como
en el agua, que posibilita su llegada a huéspedess®. Por ello, es frecuente la infeccion subclinica en
humanos y diversas especies de animales, los cuales distribuyen al microbio a través de heces: via
fecal-oral!©, Ademas, la infeccion humana puede ocurrir a través de alimentos como la leche fluida
cruda y pasteurizada, quesos (en particular las variedades blandas), helado, verduras crudas, chorizos
fermentados de carne cruda, carne cruda y cocida de ave de corral, carnes de todo tipo, y pescado
crudo y ahumado?’.

La presencia de L. monocytogenes en la industria alimentaria, como leche, carne, pescado y
vegetales, refuerza la necesidad de que las industrias procesadoras de estos alimentos establezcan
barreras que minimicen su ingreso a los lugares de proceso, en particular en aquellos puntos donde el
alimento no es sometido a un tratamiento que permita la destruccion del patoégeno; por ello, las
industrias tienen, o deberian tener barreras sanitarias al ingreso de las salas de proceso, consistentes en
un riguroso control del uniforme del personal, lavado de manos, uso de pediluvios y reduccion del
transito de personas que ingresan al lugar donde se procesan alimentos!!12.13,

La listeriosis tiene una tasa de mortalidad entre 20-30%, siendo mads alta que la de casi todas las
demas ETAs, porque en Estados Unidos anualmente se presentan 2500 casos!4, en Europa la
incidencia anual es de 0,1-11,3 casos por millén de habitantes!5 y en el Perti, solo en la region La
Libertad, se han reportado 42 casos entre los afios 2001-200816. Dos formas clinicas se presentan en la
listeriosis: la perinatal y la del paciente adulto, ambas como infeccion local diseminada o del sistema
nervioso central (SNC)8. El diagnostico oportuno y tratamiento temprano con antibacterianos como
ampicilina y aminoglucosidos o clotrimazol son efectivos; sin embargo, la sintomatologia
generalmente no permite un diagndstico temprano, ya que los primeros signos de un brote son
generalmente el aborto y/o la muerte del individuo!2.

Los estudios confirman que la susceptibilidad natural de Listeria sp y L. monocytogenes a los
aminoglucoésidos, penicilinas, quinolonas, rifampicina, trimetropin asociado a una sulfonamida
(cotrimoxazole), fosfomicina y acido fusidico, aun se mantiene en el género; sin embargo, la
incidencia de al menos una cepa resistente a la ampicilina, eritromicina, vancomicina, cloranfenicol y
tetraciclina, ha sido detectada en aislados procedentes de alimentos e infecciones clinicas417:18, Asi, el
patron de sensibilidad a los antibacterianos de L. monocytogenes ha permanecido relativamente
estable con el paso de los afios. Generalmente, este microrganismo es sensible “in vitro” a una amplia
gama de antibacterianos como penicilina, ampicilina, gentamicina, eritromicina, tetraciclinas,
rifampicinas, cotrimoxazol y vancomicina. Las fluorquinolonas y las cefalosporinas actuales presentan
una pobre actividad, especialmente las de tercera y cuarta generacion como cefotaxima y cefepima;
todas las cepas de L. monocytogenes son resistentes a fosfomicina8. A pesar de que la data refiere una
incidencia de resistencia antimicrobiana relativamente baja en Listeria sp., es oportuno sefalar que en
los ultimos diez afios los cambios en la susceptibilidad casi uniforme del género, representa un tema
de importancia y del cual aun falta mucho por discutir?.



El monitoreo continuo del curso y la naturaleza de la adquisiciéon y diseminacion de resistencia a
antibacterianos por L. monocytogenes y otros miembros del género, se ha convertido casi en una
exigencia para todos los aislados procedentes de ambientes, infecciones clinicas y primordialmente los
provenientes de alimentos; ya que constituyen los vehiculos de transmision primaria de la listeriosis®.
La emergencia de la listeriosis humana transmitida por alimentos es un asunto de maximo interés en
Salud Publica por lo que se deben dar cambios importantes en la produccioén, procesamiento y
distribucion de los alimentos; ademas, el aislamiento de Lisferia sp. en alimentos como el pescado,
indican su distribucion en la cadena alimentaria’.

Ante esta situacion y la posible emergencia de cultivos resistentes a antibidticos, se planted la
siguiente investigacion con la finalidad de evaluar la actividad de antibidticos de eleccion en 25
cultivos de Listeria provenientes de lugares de expendio de pescado de mercados de la ciudad de
Trujillo (Pert) y conocer, en base a andlisis estadisticos, cual es el antibacteriano que tiene un mejor
efecto sobre Listeria.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos

Se dispuso de 10 cultivos de Listeria monocytogenesy 15 de Listeria sp., debidamente identificados,
los cuales fueron aislados de los lugares de expendio de pescado obtenidos de los mercados del distrito
de Trujillo, La Libertad, Peru.

Reactivacion de los cultivos y obtencion del in6culo.

Se hizo en placas conteniendo agar Oxford e incubandolos a 30°C por 24 horas. Luego se hizo una
suspension bacteriana semejante al patrén de turbidez McFarland 0,5; que es equivalente a 1.5x108
UFC/ml.

Preparacion de placas con medio de cultivo y siembra.

Se prepararon placas Petri con agar Miieller-Hinton (12-15 mL por placa), las que se dejaron secar
por unos minutos en estufa para eliminar el exceso de humedad; luego se sembrd la suspension
bacteriana, con ayuda de un hisopo estéril, sobre la superficie del medio de cultivo y en todas las
direcciones.

Aplicacion de discos de antibioticos para sensibilidad.

Sobre la superficie de la placa ya sembrada, con la suspension bacteriana (indculo), se colocé los
discos de antibidticos, con ayuda de una pinza estéril, y se incubd a 37°C por 18 horas. Los
antibacterianos probados fueron: B-Lactamicos (Penicilina y Ampicilina), Macroélidos (Eritromicina),
Sulfonamidas (Sulfametoxazol trimetoprim), Quinolonas (Ac. Nalidixico), Fluoroquinolonas
(Ciprofloxacina), Aminoglicésidos (Gentamicina), Glicopéptidos (Vancomicina), Fenicoles
(Cloranfenicol), Rifamicinas (Rifampicina) y Tetraciclinas (Tetraciclina).

Medicion del halo.

Pasado el tiempo de incubacion, se midi6 el diametro (en milimetros) de la zona alrededor de cada
disco, esto fue interpretado de acuerdo a los lincamientos del National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS)!1920, y se clasifico la sensibilidad del antibacteriano en cada cepa,
como susceptible, intermedio o resistente.

RESULTADOS

Se observo una frecuencia del 90% de sensibilidad del cultivo de L. monocytogenes ante
Gentamicina pero 0% de sensibilidad ante Peniclina y Tetraciclina. Ademdas se observa 100% de
sensibilidad del cultivo de Listeria sp. ante Vancomicina y 0% ante Rifampicina y Tetraciclina, sin
diferencia significativa entre los resultados para las dos especies de Listeria (Tabla 1). Se evidencio
que los antibacterianos que tienen mejor accion para L. monosytogenes son: Ampicilina,
Sulfametoxazole Trimetoprim, Gentamicina, Vancomicina y Eritromicina; y para Lisferia sp. son:
Sulfametoxazole Trimetoprim, Gentamicina, Eritromicina, Ampicilina y Ciprofloxacina; por
encontrarse por encima de la media aritmética (Fig. 1).



DISCUSION

De los resultados obtenidos de frecuencia en cuanto al ensayo de sensibilidad antibacteriana
realizado a los diez cultivos de Listeria monocytogenes, tal como se muestra en la Tabla 01, se
evidencia que esta bacteria es sensible en su valor mas alto (90 %) al antibidtico gentamicina, por que
dicha especie posee una sensibilidad natural a Gentamicina por ser un aminoglucésido, ya que inhibe
la sintesis de proteinas a nivel ribosomal?.

Tabla 1. Frecuencia de cultivos sensibles de Listeria monocytogenes y Listeria sp. provenientes de lugares de
expendio de pescado de mercados de la ciudad de Trujillo (Pert) frente a los antibacterianos seleccionados.

Antibacteriano Frecuencia (%) de cultivos sensibles de:
L. monocytogenes Listeria sp.

Ampicilina 80 87
Penicilina 0 7
Eritromicina 70 73
Sulfametoxazole 80 73
Trimetoprim

Acido Nalidixico 30 13
Ciprofloxacina 30 87
Gentamicina 90 87
Vancomicina 80 100
Clorafenicol 30 27
Rifampicina 10 0
Tetraciclina 0 0

Comparacion de Grupos
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Fig. 1. Analisis de varianza (ANOVA) de la frecuencia de cultivos sensibles de Lisferia monocytogenes y
Listeria sp. Donde: A=Ampicilina; P= Penicilina; E=Eritromicina; SX= Sulfametoxazol Trimetoprim;
NA=Acido Nalidixico, CIP=Ciprofloxacina, G=Gentamicina; VA=Vancomicina; C=Cloranfenicol,
R=Rifampicina; T=Tetraciclina.
mm=  Representa la Media Aritmética

Asimismo, revela una sensibilidad del 80% a ampicilina y sulfametoxazole trimetropin, esto seria
porque ampicilina, siendo un betalactamico, actiia inhibiendo la sintesis de la pared celular e induce un
efecto bacteriolitico; y en el caso del sulfametoxazol y trimetropim, se combina una sulfonamida, que
tiene accion bacteriostatica por ser antagonista del PABA (4cido para aminobenzoico) impidiendo asi
la sintesis de acido félico y consecuentemente la sintesis de timina y purina; con el trimetropin que
complementa ésta accidon por ser un inhibidor de la enzima dihidrofolato reductasa que actia en la



sintesis de acido fblico; actualmente, se considera que las mejores opciones son la penicilina o la
ampicilina, solas o asociadas a gentamicina. Y la combinacion de trimetoprim y sulfametoxazol se ha
utilizado con éxito en pacientes alérgicos a penicilinas, considerandose en la actualidad la terapia
alternativa en esta circunstanciaZ2l.

La actividad inhibitoria y bactericida de la ampicilina y gentamicina observada en el estudio frente a
L. monocytogenes es una clara evidencia de que ain se mantiene el patron de susceptibilidad a estos
antibioticos de eleccion; sin embargo, también se obtuvo un porcentaje de 80% de sensibilidad ante el
antibiotico vancomicina, el que inhibe la sintesis de peptidoglucano y por lo tanto la sintesis de la
pared celular?.

Para Listeria sp., se evidencio que el 100 % de los cultivos (15) fueron sensibles a vancomicina y se
encontr6 una sensibilidad elevada (83%) para ampicilina, ciprofloxacina y gentamicina. La
ciprofloxacina, como parte de las fluoroquinolonas, es un antibidtico de amplio espectro e inhibe la
enzima topoisomerasa IV y provoca lisis celular. En el caso de gentamicina, ésta inhibe la sintesis
proteica por alterar la interaccion codon-anticodon dando una mala lectura del codigo genético e
inhibir los procesos de iniciacion y elongacion de la sintesis proteica; siendo asi un bacteriostatico.

Cabe sefialar que segiin los datos obtenidos, no hubo registro de sensibilidad para rifampicina y
tetraciclina, pero si hubo resistencia intermedia y resistencia. La literatura revela que existe una
incidencia de al menos una cultivo resistente a ampicilina, eritromicina, vancomicina, cloranfenicol y
tetraciclina, detectada en aislados procedentes de alimentos e infecciones clinicas4. Coincidiendo con
los resultados obtenidos en la presente investigacion.

El analisis de varianza (ANOVA) indica que para L. monocytogenes se puede utilizar Ampicilina,
Sulfametoxazole Trimetoprim, Gentamicina, Vancomicina y Eritromicina, por encontrarse por encima
de la linea que representa la media aritmética; en el caso de Lisferia sp., los antibacterianos factibles
de usar son Sulfametoxazole Trimetoprim, Gentamicina, Eritromicina, Ampicilina y Ciprofloxacina.
Ademas, resultd q no hay diferencia significativa entre los resultados de ambas especies trabajadas de
Listeria; por lo que se pueden utilizar los mismos antibidticos para ambas especies. Antibidticos que se
encuentren sobre la media aritmética, ya que éstos serian mas eficaces.

Por lo tanto, el presente trabajo evidencia que Lisferia es un microorganismo sensible a una amplia
gama de antibidticos, como lo describen Oteo y Alds; antibioticos como penicilina, ampicilina,
gentamicina, eritromicina, tetraciclinas, rifampicina y vancomicina. Describiéndose ademas
resistencias a macrolidos y a tetraciclinas en algunos aislamientos; que suelen estar codificadas por
plasmidos, aunque también hay casos de resistencia a tetraciclinas codificada por el cromosoma;
puntualizado asi por dichos autores.

CONCLUSIONES

e No hay diferencia significativa entre Listeria monocytogenes y Listeria sp. con respecto a los
antibacterianos evaluados.

e Se pueden usar los antibidticos Ampicilina, Sulfametoxazole Trimetoprim, Gentamicina,
Vancomicina, Eritromicina y Ciprofloxacina para Listeria monocytogenesy Listeria sp.
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RESUMEN

El aumento de la resistencia bacteriana, el uso inadecuado de antibidticos y las formulaciones empiricas, en
infecciones urinarias, obligan a establecer las caracteristicas epidemioldgicas y de resistencia de nuestro medio.
Se realizé un estudio descriptivo retrospectivo y prospectivo, con el objetivo de Evaluar la Resistencia
Bacteriana segiin el MIC 90 de Escherichia coli uropatdogena. La poblacion y la muestra de estudio fueron los
reportes clinicos y los urocultivos de los pacientes ambulatorios y hospitalizados del Hospital II Chocope —
EsSalud, durante Octubre 2010 a Agosto 2013. Los analisis estadisticos mostraron que existe diferencia
significativa para la resistencia de Escherichia coli uropatdégena en el periodo de estudio 2010- 2013 a los
antimicrobianos: Cefolatina (x2= 13.8064, p = 0.0002), Cefepima (x2 = 33.8063, p = 0.0000), Tetraciclina (x2=
13.5552, p = 0.0036), Ciprofloxacino (x2= 13.2999, p = 0.004) y Levofloxacina (x2= 20.3704, p = 0.0001); a
excepcion de los siguientes antimicrobianos: Ampicilina (x2= 6.5830, p = 0.0864), Amoxicilina/ A Clavulanico
(x2=5.9873, p = 0.1122), Gentamicina (x2= 5.1083, p = 0.164) y Trimetropina/ Sulfametoxazol (xz=4.5207, p
=0.2105) que no se observa diferencia significativa. Ninguna cepa de Escherichia coli fue resistente a Imipenem
durante el periodo de estudio. La interpretacion de los perfiles de resistencia antimicrobiano encontrados permite
considerar como prudente la administracion empirica de Amoxicilina/ A clavulanico e Imipenem como
tratamiento inicial de las infecciones urinarias en esta poblacion debido a los altos niveles de sensibilidad
encontrados en aquellos aislamientos.

Palabras clave: Escherichia coli, uropatégeno, resistencia bacteriana, ITUs.

ABSTRACT

Increased bacterial resistance, inappropriate use of antibiotics and empirical formulations in urinary infections,
undertake to establish the epidemiology characteristics and resistance of our environment. A retrospective and
prospective study was performed in order to evaluate the resistance as the Bacterial MIC 90 uropathogenic
Escherichia coli. The population and the study sample were clinical reports and urine cultures of outpatient and
inpatient Hospital II Chocope - EsSalud during October 2010 to August 2013. Statistical analyzes showed that
there is significant difference for the resistance of uropathogenic Escherichia coli in the study period 2010 - 2013
to antimicrobials: Cefolatin (x2= 13.8064, p = 0.0002), Cefepime (x2= 33.8063, p = 0.0000), Ttetracycline (x2=
13.5552, p = 0.0036), ciprofloxacin (x2= 13.2999, p = 0.004), Levofloxacin (x2 = 20.3704, p = 0.0001); except
for the following antimicrobials: ampicillin (x2= 6.5830, p = 0.0864), Amoxicillin / Clavulanic A (x2=5.9873, p
= 0.1122), Gentamicin (x2= 5.1083, p = 0.164) Trimethoprim / Sulfamethoxazole (x? = 4.5207, p = 0.2105) no
significant difference was observed. No strain of Escherichia coli was resistant to Imipenem during the study
period. The interpretation of antimicrobial resistance profiles found can be considered prudent empirical
Amoxicillin / clavulanate and Imipenem A as initial treatment of urinary tract infections in this population due to
the high levels of sensitivity found in those isolates.

Keywords: Escherichia coli, uropathogenic, Bacterial Resistance, UTIs.



INTRODUCCION

La etiologia de las infecciones del tracto urinario (ITU) se ha considerado durante décadas bien
establecidas y por tanto de escaso interés; un analisis de las series mas recientemente publicadas
permite comprobar que Escherichia coli sigue siendo el uropatdogeno predominantemente
aislado!234.56, Se estima que globalmente ocurren al menos 150 millones de casos de ITU por afio’.
En EE UU, 7 millones de consultas son solicitadas cada afio por ITU. En el Pert se desconocen cifras
exactas de su incidencia pero es muy probable que sean similares a las de EE UUS.

Las mujeres jovenes son comunmente afectadas por las ITU, con una frecuencia estimada de 0,5 a
0,7 infecciones por afio; de ellas, el 25% al 30% desarrollard infecciones recurrentes que no estan
relacionadas con alguna anormalidad del tracto urinario, ya sea funcional o anatomica’. La incidencia
estimada en los hombres jovenes con respecto a las mujeres de la misma edad es significativamente
inferior: 5 a 8 infectados por 10 000°.

La ITU es la infeccion mas frecuente en el medio hospitalario y la segunda en la practica médica
extrahospitalarias después de la infeccion respiratorial®. En la actualidad E. coli sigue siendo el
microorganismo mas frecuentemente aislado, en todos los tipos de infeccion urinaria y tanto en
infecciones intrahospitalarias (50%) como extrahospitalarias (63%)!.

La instauracion precoz del tratamiento antibiotico constituye la medida méas eficaz para reducir su
morbimortalidad, ya que disminuye la gravedad de la infeccion y reduce el riesgo de que ésta ascienda
a las vias urinarias superiores. Evidentemente, este tratamiento precoz comporta la prescripcion
empirica y el uso abusivo de un antibidtico4.12.13,14,15,16.

Para que la antibioterapia sea lo mds eficaz posible, el médico tiene que decidirla basandose en 2
pilares fundamentales: a) deducir qué bacteria tiene mas probabilidades de ser la causa de la infeccién
a partir de las caracteristicas del paciente, especialmente su edad, sexo, estado de las vias urinarias, y
antibioterapia previa, y b) deducir qué antibiotico es el mas eficaz para aquella bacteria a partir de los
datos locales de sensibilidad antimicrobiana!217.18.19,

La resistencia bacteriana de E. coli a los antibidticos se relaciona con el consumo de €stos ya que, la
presion selectiva que ejercen, favorece la creacion, adaptacion y diseminacion de mecanismos de
resistencia a los antimicrobianos20. Las bacterias tienen defensas intrinsecas y extrinsecas que las
protegen de los antibioticos, la resistencia bacteriana intrinseca es una caracteristica inherente de las
bacterias que evita la accion de los antibidticos, por ejemplo, algunas paredes celulares bacterianas
impiden la entrada de los antibidticos o contienen bombas que expulsan a los antibidticos desde el
interior de la célula. La resistencia bacteriana extrinseca o adquirida resulta de la exposicion
inadecuada de las bacterias a los antibidticos produciéndose cepas resistentes [161. En los ultimos afios
se ha detectado una progresiva disminucion en la sensibilidad de este microorganismo a los
antimicrobianos utilizados habitualmente para el tratamiento de la ITU3.17.21,

Tradicionalmente, el tratamiento de la ITU ha consistido en la prescripcion de agentes
antimicrobianos durante 5-10 dias, pero en la actualidad se esta haciendo hincapié en las ventajas que
conlleva una terapia a corto plazo o incluso de dosis unica, la cual mejora el cumplimiento del
paciente, ocasiona una menor alteracion de la flora intestinal, menor toxicidad y reduce el coste?2. Para
que un antimicrobiano pueda ser usado como terapia en dosis unica de la ITU es preciso que retina
todas o algunas de las siguientes propiedades (aparte de ser activo in vitro frente a los patdgenos
urinarios comunes): alcanzar elevadas y prolongadas concentraciones en orina, tener una actividad
bactericida rapida frente a £. coli y otros uropatégenos, ser bajo inductor de resistencias, no poseer
resistencia cruzada con otros antibidticos y ser bien tolerado?22,

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se ha establecido como “Gold Standard” frente a
otros métodos que evalian susceptibilidad antimicrobiana; ademas de confirmar resistencias inusuales,
da respuestas definitivas cuando el resultado obtenido por otros métodos es indeterminado?324. Varias
companias fabrican paneles de CIM que contienen diluciones de uno o multiples agentes
antimicrobianos en un formato de microdilucién en caldo. En los Estado Unidos, previo al uso de un
producto comercial para aislamientos clinicos, este debe ser aprobado por la FDA (Administracion de
Alimentos y Medicamentos). Cada prueba comercial tiene procedimientos con pasos Unicos. Por
ejemplo, el procedimiento de preparacion del indculo varia considerablemente de método a método.



La confiabilidad de cualquier prueba de susceptibilidad para detectar bacterias resistentes a los
antimicrobianos depende del seguimiento preciso de las instrucciones?s.

Los Sistemas de microbiologia automatizada MicroScan, estdn basados en un principio de
fotometria-fluorometria. Estan disponibles tres sistemas: (i) TouchSCAN-SR: un lector de panel
semiautomatizado con sistema de manejo de datos, el lector leera el panel manualmente y el sistema
proveera automaticamente una interpretacion; (ii) AutoSCAN-4: un lector de panel automatizado con
sistema de manejo de datos, el usuario carga el panel y el sistema leera e interpretara el panel
automaticamente y (iii) AutoSCAN- WA: un sistema completamente automatizado con
automatizacion libre de supervision y sistema de manejo de datos. Los componentes varian con el
sistema, pero cada sistema viene con un sistema computadorizado de manejo de datos con opciones de
interfaz a un computador central. El sistema MicroScan puede procesar paneles congelados o
deshidratados?s.

El tratamiento antibidtico adecuado y oportuno de las ITU soluciona el problema en forma eficiente
en la gran mayoria de los casos y evita la aparicion de complicaciones como infecciones recurrentes,
infecciones del parénquima renal e infecciones sistémicas. El tratamiento antibidtico se inicia
inmediatamente tras la toma de muestra de orina, de forma empirica segiin consideraciones
epidemiologicas, debiendo escogerse un antimicrobiano efectivo contra el microorganismo mas
probablemente involucrado tomando en cuenta los antecedentes del paciente. Esto implica que es
necesario conocer la susceptibilidad in vitro de los agentes etiologicos de ITU, frente a los
antimicrobianos de uso habitual, debido al fendmeno dinamico y en constante aumento de la
resistencia bacteriana.

Por ello, en la actualidad es importante mantener una vigilancia de los perfiles de resistencia
bacteriana en ITUs que permita dar orientaciones terapéuticas a nivel local y nacional, con lo cual se
puede evitar la seleccion y diseminacidén de cepas resistentes. Por lo que en el presente trabajo se
evalu6 la Resistencia Bacteriana segiin el MIC 90 de Escherichia coli uropatdgena, aislada en el
Laboratorio de Microbiologia del Hospital II Chocope-EsSalud: Octubre, 2010 a Agosto, 2013.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio es de tipo descriptivo y se realizdo en dos periodos: (i) Periodo Retrospectivo
(octubre 2010 a Diciembre 2012) se realiz6 un estudio de seguimiento epidemiologico de cada
paciente, en el que se analizo los reportes clinicos de la Susceptibilidad antibiotica segin MIC 90 de
Escherichia coli, 1a bacteria causante de ITU mas frecuente en el Hospital II Chocope-EsSalud y (ii)
Periodo Prospectivo (Enero a Agosto 2013) se realiz6 un estudio de seguimiento epidemiologico, en el
que se analizo la Susceptibilidad antibidtica segin MIC 90 de Escherichia coli uropatogena aislados
en pacientes hospitalizados y ambulatorios atendidos en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital
II Chocope - EsSalud.

Recoleccion de muestras de orina y aislamiento e identificacion de Escherichia coli

Se recolectd muestra de orina para urocultivos en estrictas condiciones de asepsia. Luego se proceso
de inmediato en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital II Chocope-EsSalud. El urocultivo se
realizd mediante siembra con asa calibrada (0.1 ul.) sobre la superficie de Agar Mc Conkey. Los
cultivos fueron incubados a 35 °C vy se realizo una lectura a las 18-24 horas de incubacion.

Criterios de seleccion

Colonias medianas, circulares, convexas, bordes redondeados lisos, lactosa positiva con crecimiento
en Agar Mac Conkey. Se consider6 cultivo positivo cuando se obtuvo un recuento mayor o igual a
100.000 UFC/mL 04 los cultivos con recuentos menores a 100.000 UFC/mL se consideraron
negativos ya que estos recuentos procedieron de pacientes con tratamiento antimicrobiano. Se realizd
una coloracion de Gram para identificar a los bacilos Gram negativos. Para asegurar la pureza del
microorganismo de estudio, se realizd un cultivo puro a partir de los cultivos considerados positivos
en agar Mac Conkey. Posteriormente, se realiz6 la Identificacion de Escherichia coli simultaineamente
con la Identificacion e Interpretacion de la Susceptibilidad Antibidtica segun MIC 90 utilizando el
Sistema Semiautomatizado Microscan ®- 4.

Preparacion del inoculo

A partir del cultivo puro, se seleccion6 con un hisopo estéril la superficie de 4-5 colonias grandes 6

5-10 colonias pequefias morfologicamente similares y bien aisladas, se emulsifico en 3 ml de agua



para in6culo (la turbidez final fue equivalente a la del patrén de turbidez Mc Farland 0,5). Se Agito
la suspension durante 2-3 segundos y luego se Pipeted 0,1 ml (100 pl) de la suspension estandarizada
en 25 ml de agua para inoculo. Con la suspension estandarizada del microorganismo se inocul6 e
hidrat6 los paneles gram negativos, luego se incubaron durante un periodo minimo de 16 horas a
35°C.

Identificacion de Escherichia coli uropatogena (EcU)

La identificacion de Escherichia coli uropatogena se analizd en el sistema semiautomatizado
microscan ®- 4 mediante codigos en base a criterios bioquimicos tales como: Glu, Suc, Sor, Raf, Rha,
Ara, Ino, Ado, Mel, Ure, Tda, Ind, Lys, Arg, Orn, H2s, Of/G, Vp, Onpg, Cit, Mal, Ace, Tar, Esc, Nit.
Identificacion e interpretacion de la susceptibilidad antibiotica segain MIC 90

Existen 30 agentes antimicrobianos en los paneles gram negativos deshidratados: Ak, Aug, Am, A/S,
Azt, Cf, Cfz, Cpe, Cft, To, Ctn, Caz, Caz/CA, Cax, Crm, Cp, Etp, Gm, Imp, Lvx, Mer, Mxf, Fd, Pi,
P/T, Te, Tim, Tgc, Cft/CA y T/S, de los cuales para el estudio solo se tomaron como referencia a 10
antimicrobianos de diferentes familias: Am, Cf, Cpe, Imp, T/S, Gm, Cp, Lvx, Augy Te.
Identificacion de la susceptibilidad antibiotica segiin MIC 90

La identificaciéon y pruebas de Susceptibilidad antibidtica segin MIC 90, de las cepas aisladas se
analizaron en el sistema semiautomatizado microscan ®- 4. La lectura se fundamenta en la deteccion
del crecimiento bacteriano por turbidez. La identificacion se basé en la deteccion de cambios de pH,
la utilizacion del sustrato y el crecimiento en presencia de agentes antimicrobianos después de 16-48
horas de incubacion a 35 °C.

Interpretacion de la susceptibilidad antibiotica segan MIC 90

Para la interpretacion de la Susceptibilidad antibidtica segin MIC 90 se siguieron las siguientes
normas: se determinaron cepas sensibles o resistentes de acuerdo con la concentracién minima
inhibitoria, segiin los parametros del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI); las
bacterias que se encontraban en un rango intermedio se asumieron como susceptibilidad disminuida!s.
Como el reporte del perfil de susceptibilidad s6lo contemplaba las categorias sensible y resistente, la
susceptibilidad disminuida correspondiente a la categoria intermedia se incluy6 dentro de ella.
Captacion de informacion

Periodo retrospectivo: la informacion de cada paciente fue obtenida de sus respectivas historias
clinicas. Periodo prospectivo: la informacion sobre los urocultivos y antibiogramas de cada paciente
fue obtenida de la base de datos del Laboratorio de Microbiologia del Hospital II Chocope - EsSalud.
Recoleccion y analisis de datos

Los datos recolectados mediante el software LabPro version 4.0 en el afio 2010, 2011, 2012 y 2013
fueron de 91, 266, 478 y 617 aislamientos de EcU, respectivamente. Los datos de susceptibilidad
antibiotica segin MIC 90 de EcU de los pacientes atendidos en el Laboratorio de Microbiologia del
Hospital IT Chocope — EsSalud, durante Octubre 2010 a Agosto 2013, obtenidos mediante el software
LabPro version 4.0 fueron presentados en cuadros de doble entrada. Los datos fueron analizados
mediante la prueba estadistica X2 con el software EPIDAT 3.1.

RESULTADOS

Se encontr6 que el mayor porcentaje de resistencia de EcU durante el periodo 2010-2013 a:
AMPICILINA (87%-p>0,05-) fue en el 2013 (Fig. 1); a CEFALOTINA (63% -p<0,05-) fue en el 2013
(Fig. 2) y a CEFEPIMA (46% -p<0,05-) fue también en el 2013 (Fig. 3), asimismo, que ningin
aislamiento fue resistente a IMIPENEM (p>0,05) durante dicho periodo (Fig. 4).

También se observdé que EcU en el periodo de la investigacion mostrd el mayor porcentaje de
resistencia a AMOXICILINA/ A. CLAVULANICO (14 % -p<0,05-) fue en el afio 2013 (Fig. 5), a
TETRACICLINA (76 % -p<0,05-) fue tanto en el afio 2010 como 2013 (Fig. 6), a GENTAMICINA
(35 % -p>0,05.) fue en el ano 2013 (Fig. 7), a CIPROFLOXACINO (74 % -p<0,05-) fue en el afio
2010 (Fig. 8), a LEVOFLOXACINA (66 % -p<0,05-) fue en el afio 2013 (Fig. 9) y a
TRIMETOPRIMA/ SULFAMETOXAZOL (84 % -p>0,05-) fue en el afio 2010.
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Fig. 1. Porcentaje de la Resistencia Antibidtica de
Escherichia coli para la AMPICILINA durante Octubre
2010 a Agosto 2013. *p > 0.05: la diferencia NO es
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Fig. 2. Porcentaje de la Resistencia Antibiética de
Escherichia coli para la CEFALOTINA durante Octubre
2010 a Agosto 2013. *p < 0.05: la diferencia es significativa.
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Fig. 4. Porcentaje de la Resistencia Antibiética de Escherichia coli para el
IMIPENEM durante Octubre 2010 a Agosto 2013. *no se aislaron cepas de
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Fig. 6. Porcentaje de la Resistencia Antibidtica de
Escherichia coli para la TETRACICLINA durante Octubre
2010 a Agosto 2013. *p < 0.05: la diferencia es significativa
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DISCUSION

Comparando los reportes encontrados en el Hospital II Chocope-EsSalud con el de los hallados en
los articulos se verifica que la mayoria de las ITUs son producidas por Bacilos Gram negativos de la
familia Enterobacteracea, de los cuales E. coli es la bacteria que se encuentra con mayor frecuencia2®.

Los estudios para conocer los patrones de resistencia en los aislamientos de E. coli causante de ITU,
son importantes al momento de elegir la terapia empirica mas adecuada. El diagnostico acertado, asi
como el tratamiento temprano de las infecciones urinarias, es de suma importancia, ya que ademas de
que se resuelven los signos y sintomas del cuadro agudo, se evitan complicaciones secundarias.
Debido a que el uropatdogeno sembrado tarda hasta 72 horas en crecer, se recomienda iniciar un
tratamiento empirico cuando se cuente con un examen general de orina sugestivo y/o una tincion de
Gram de infeccion urinaria con base en los agentes etiologicos mas frecuentes en la region donde se
encuentra el paciente?”,

El incremento del consumo de antibidticos es una de las principales causas reconocidas del aumento
de las resistencias bacterianas a los mismos?’. En el presente estudio se detectaron elevadas tasas de
resistencia a ampicilina (84%), trimetoprima/ sulfametozaxol (74%), tetraciclina (72%),
Ciprofloxacino (67%), levofloxacina (59%), cefalotina (58%), cefepima (37%), gentamicina (32%).
La Sociedad Americana para las Enfermedades Infecciosas (IDSA) recomiendan no utilizar
antimicrobianos en las ITUs cuando los estudios de vigilancia demuestren una prevalencia de
resistencia >20.0%2829. También se detectaron antimicrobianos con una resistencia <a 20 % tal como
la Amoxicilina/ A Clavulanico (8%); para el caso del Imipenem, no se observd cepas de E. coli
resistentes. Estos porcentajes de resistencia resultan realmente importantes ya que son similares a los
hallados en diferentes estudios en otros paises lo que quiere decir que la resistencia que manejamos es
comparable, y debemos acoger e implementar medidas para el control de esta resistencia.

De los antibidticos mdas frecuentemente usados en la practica clinica, se observo una resistencia de F.
coli a trimetoprim/ sulfametoxazol de 74 %, valor que se encuentra por encima de lo encontrado en
paises europeos donde la resistencia de E. coli a trimetoprim/ sulfametoxazol varia de 19,1% a 34,5%.
En los Estados Unidos de Norteamérica la resistencia reportada fue de 16,1% en el 200131,

La resistencia a trimetoprima/ sulfametozaxol (T/S) observada en nuestro estudio es semejante a la
que hall6é Guajardo Lara y cols. (5§9.2%)%° y Pinto (55%)3°. En Espafia, se encontr6 una prevalencia de
resistencia a T/S de 41.0% en aislamientos comunitarios de E. coli uropatdogena. Debido a las elevadas
tasas de resistencia a T/S, en algunas regiones se ha incrementado el uso de las fluoroquinolonas y
cefalosporinas para tratar las ITU. La amoxicilina ha sido utilizada como antibiodtico de primera linea
para la infeccion del tracto urinario en nifios. Sin embargo, el incremento en la prevalencia de
resistencia en E. coli uropatégena la ha convertido en una opciéon menos aceptable. Otras opciones
incluyen amoxicilina-acido clavuldnico o cefalosporinas, tales como cefalexina, cefixima o
cefpodoxima32.

En la revision realizada en Chile se destaca la alta resistencia a ampicilina (75%)3. Un estudio para
determinar la susceptibilidad bacteriana en Israel se encontr6 una resistencia de £. coli a ampicilina en
68%33. En Espaiia, los resultados de estudios recientes indican una alta prevalencia (> 50%) de
resistencia de E. coli a las aminopenicilinas (ampicilina y amoxicilina), lo que desaconseja su uso
como tratamiento empirico34.

En cuanto a los aminoglucésidos, Gentamicina, una resistencia de 32% encontrada en el presente
estudio es superior al 14% registrado por Guevara Ducan y al determinado por Jones en Espafia3?,
probablemente por el mayor uso del antimicrobiano en nuestro pais, que corresponde a uno en vias de
desarrollo con poco apoyo laboratorial en el diagndstico de enfermedades. Por su lado, la resistencia
de E. coli a ciprofloxacino fue de 67%, valor que se encuentra elevado en comparacion con los
Estados Unidos de Norteamérica y algunos paises de Europa, donde la resistencia varia desde 0,7% a
21%. Bl En otro estudio, en el caso de ciprofloxacino es preocupante el aumento progresivo de la
resistencia (15%) debido probablemente, a su mala utilizacion30,

En estudios relacionados con el grupo de las tetraciclinas, E. coli presentaron una sensibilidad de 41
% y 44 %3, en el caso de nuestro estudio se obtuvo una alta resistencia de 72%. La resistencia a
ciertos antibioticos se ha considerado cladsicamente un problema hospitalario, en este contexto cabe
destacar que el aumento de la resistencia a cefalosporinas de 3* y 4* generacion se ha producido de
forma significativa en aislamientos de E. coli implicados tanto en infecciones comunitarias como



nosocomiales?. Las cefalosporinas de 12 generacion (cefalotina) se tiene en el presente estudio 58%, a
diferencias a reportes previos con 43%, 45% de resistencia, en aumento para nuestro medio, motivado
tal vez por el mal empleo de estos farmacos que en muchas ocasiones se adquieren sin prescripcion
médica y por dosis y tiempo inadecuado; este valor hallado difiere de lo reportado en el estudio
extranjero 9%32. Las cefalosporinas de 42 generacion (cefepima) se tiene en el presente estudio 37%,
en estudios hallados se encontré6 que cefepima presentd una sensibilidad de 96,9% sensibilidad
intermedia 3,1% resistencia 0% [32], lo cual se observa una gran diferencia con los resultados
obtenidos.

Entre los antibidticos con menor resistencia se encontraron imipenem 0% y Amoxicilina/ A.
Clavulanico 8%; siendo la tasa de resistencia menor comparado con otros estudios donde la resistencia
de E. coli a Amoxicilina/ A. Clavulanico vari6 desde 40%?3°, mientras que la resistencia de E. coli a
imipenem fue del 0% en el Reino Unido B!l La baja resistencia a Imipenem y Amoxicilina/ A.
Clavulanico nos sefiala como un antibidtico que ha sido poco utilizado mantiene intacta su actividad
en vitro y puede considerarse como un antibidtico de primera linea.

Una vez realizado el analisis estadistico, se encontr6 que las variaciones de la resistencia observadas
al Ciprofloxacino (x2= 13.2999, p= 0.004) son significativas, al que la Cefolatina (x2= 13.8064, p=
0.0002), Cefepima (x2= 33.8063, p= 0.0000), Tetraciclina (x2= 13.5552, p= 0.0036), Ciprofloxacino
(x2=13.2999, p= 0.004) y Levofloxacina (x2= 20.3704, p= 0.0001); a excepcion de la Ampicilina
(x2= 6.5830, p= 0.0864), Amoxicilina/ A Clavulanico (x2= 5.9873, p= 0.1122), Gentamicina (x2=
5.1083, p= 0.164) y Trimetropina/ Sulfametoxazol (x2= 4.5207, p= 0.2105). La resistencia al
Imipenem se mantiene cero por ciento desde el comienzo hasta el final del estudio, es decir no se
aislaron cepas de Escherichia coli resistentes.

Los resultados aqui presentados son consistentes con reportes previos que muestran una alta
resistencia de los patdgenos urinarios a la ampicilina y a algunas cefalosporinas, por lo que se hace
necesario buscar otras opciones de tratamiento antibidtico. Los mecanismos de resistencia que han
adquirido diferentes bacterias han hecho que la respuesta al tratamiento sea diferente; de lo cual se
deriva la importancia de realizar seguimiento al manejo de estas infecciones y controlar el uso
indiscriminado de antibioticos, la flora patdogena y los indices de resistencia?’. Por lo tanto el aumento
de las tasas de resistencia de las bacterias productora de infecciones urinarias de la comunidad,
Escherichia coli uropatégena, conducen a la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas, entre las
cuales deberia tenerse en cuenta el uso de Amoxicilina/ A clavulanico e Imipenem debido a los altos
niveles de sensibilidad encontrados en aquellos aislamientos.

Actualmente, la resistencia a antimicrobianos en la mayoria de los patdgenos bacterianos prevalentes
en clinica humana se ha convertido en un problema clinico, epidemioldgico y de salud publica
reconocido en todo el mundo. La aparicion y diseminacion de la resistencia a antibidticos es el
resultado de un proceso de seleccion adaptativa en respuesta al uso de antibioticos. La eliminacion de
una poblaciéon bacteriana sensible en presencia de un antibidtico permite la reproduccion y
diseminacion sin competencia de los escasos microorganismos que son resistentes de una forma
natural y, generalmente, debido al azar3s.

Existe una relacion causa-efecto entre el consumo de antibidticos y el desarrollo de resistencia a
estos farmacos. Sin embargo, estd relacion es compleja, no siempre bien conocida y con frecuencia
condicionada por otros factores, algunos de los cuales no estan bien establecidos. El continuo
desarrollo de nuevas moléculas de antibidticos ha paliado hasta la fecha la falta de eficacia de otras
frente a las cuales se habia desarrollado resistencia, pero puede llegar el momento en el cual nuestro
arsenal terapéutico se vea superado por la rapida capacidad adaptativa de las bacterias34.

Por tanto, es necesario establecer estrategias locales, nacionales e internacionales que nos ayuden a
combatir eficazmente la resistencia a antibidticos, o al menos minimizar su impacto. La reduccion del
consumo innecesario o inapropiado de antibidticos y la vigilancia epidemiologica de la resistencia son
algunas de las mas importantes. El conocimiento detallado de la situacion de la resistencia a
antibidticos y sus tendencias evolutivas, mediante el establecimiento de estudios multicéntricos y de
sistemas de vigilancia, debe ser el primer paso para la toma de decisiones que ayuden a su contencion
asi como para la elaboracion de protocolos de tratamiento Empirico4s.



CONCLUSION

e Escherichia coli uropatégena en el periodo de estudio 2010- 2013 es resistente a los
antimicrobianos: Cefolatina, Cefepima, Tetraciclina, Ciprofloxacino y Levofloxacina (p<0,05)
y sensible a: Ampicilina, Amoxicilina/ A Clavulanico, Gentamicina y Trimetropina/
Sulfametoxazol (p>0,05). La resistencia al Imipenem se mantiene cero por ciento desde el
comienzo hasta el final del estudio
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo de investigacion fue evaluar el efecto entomopatogeno de Beauveria bassiana sobre
la mosca de fruta Anastrepha sp. recolectada de huertos del Distrito de Simbal y sobre el gusano cogollero del
maiz Spodoptera fiugiperda extraido del campo de cultivo de la Facultad de Ciencias Biologicas. Se prepard
PDA (Agar Papa Dextrosa) como medio de cultivo para el crecimiento de Beauveria bassiana. Para comprobar la
patogenicidad de este hongo sobre las larvas de Spodoptera frugiperda se utilizaron seis placas de Petri con PDA
colocandose una larva en cada una y posteriormente se inocularon las esporas del hongo sobre la superficie de
éstas, observandose, luego de un proceso de incubacion bajo condiciones de temperatura y humedad controlada,
la formacion de micelio blanco, comprobandose de esta manera el efecto insecticida de Beauveria bassiana; el
mismo procedimiento se llevo a cabo para la evaluacion de la patogenicidad en la mosca de la fruta Anastrepha
sp. Se demostrd que Beauveria bassiana es una alternativa clave para el manejo integrado de plagas, siendo de
gran ayuda para reducir las pérdidas de los cultivos y por lo tanto puede ser utilizado para amortiguar el efecto
de insecticidas quimicos en el medio ambiente.

Palabras clave: Maiz, B. bassiana, S. frugiperda, Anastrepha sp., entomopatdgeno.
ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the entomopathogenic effect of Beauveria bassiana on fruit fly
Anastrepha sp. from orchards of Simbal district and on the corn armyworm Spodoptera fiugiperda extracted
from the field of the Biological Sciences Faculty. It preparate PDA (potato dextrose Agar) which served as
culture medium for the growth of Beauveria bassiana. To evaluate the pathogenicity of the fungus on the larvae
of Spodoptera fiugiperda used six Petri plates with PDA by placing a larva in each and it were subsequently
inoculated spores of the fungus on the surface. After a process of incubation under conditions of temperature and
humidity-controlled, the formation of white mycelium, proving thus the insecticidal effect of Beauveria bassiana;
the same procedure was carried out for the evaluation of the pathogenicity in fruit fly Anastrepha sp. It was
demonstrated that Beauveria bassiana is a key alternative to the integrated pest management, being of great help
to reduce the loss of crops and can therefore be used to cushion the impact of chemical insecticides in the
environment.

Keywords: Corn, B. bassiana, S. fiugiperda, Anastrepha sp., entomopathogen.



INTRODUCCION

El control bioldégico de plagas contempla el fortalecimiento del control natural, la introduccion de
especies no-nativas de controladores y el uso de plaguicidas derivados de animales, plantas, hongos,
bacterias, virus y minerales para prevenir, repeler, eliminar o bien reducir el dafio causado por las
plagas. Estos bioplaguicidas no pretenden sustituir los plaguicidas quimicos, sino buscar métodos mas
amigables con el ambiente, como un componente del manejo integrado de plagas !.

Los bioplaguicidas constituyen un importante medio de control biologico de plagas en la agricultura,
de comprobada efectividlad en muchos paises. EI grupo mas importante de hongos
entomopatogenos son los deuteromicetos u hongos imperfectos, en los cuales se desconoce la fase
sexual. Los géneros mas importantes son Beauveria, Verticillium, Metarhizium, entre otros 2.

El hongo Beauveria bassiana (Bals.) se ha estudiado como agente de control de insectos plagas
pertenecientes a diferentes 6rdenes. En cultivos de la agricultura urbana lo recomendaron para
el control de varias especies que afectan a muchos cultivos horticolas 2.

Entre los principales problemas fitosanitarios que afectan a diversas frutas; destacan las plagas,
presentandose gran cantidad de insectos con habitos alimenticios diversos y cuya presencia en si no
determina que dafie al fruto. Las plagas mas importantes por los dafios directos al fruto, o indirectos
(follaje y ramas) que causan son: mosca de la fruta, trips, hormigas entre otros 3.

Las moscas de la fruta estan consideradas como una de las 10 plagas agricolas de mayor importancia
economica en el mundo. El género Anastrepha (Diptera: teptitidae) es endémico del nuevo mundo y
esta restringido a ambientes tropicales y subtropicales; se encuentra distribuido desde el sur de Estados
Unidos hasta el norte de Argentina 3.

El maiz es afectado por un conjunto de especies que son consideradas plagas de mayor o menor
importancia ocasionando un elevado porcentaje de dafio a la produccidn de esta planta siendo uno de
las mas comunes las larvas del cogollero Spodoptera fiugiperda*.

Por lo expuesto en los antecedentes, el presente trabajo de investigacion formativa (TIF) tuvo como
objetivos, determinar el efecto biocida de Beauveria bassiana contra Anastrepha sp. y Spodoptera
frugiperda, en condiciones de laboratorio, la adquisicion de destrezas y habilidades en el manejo de
técnicas y uso de materiales de laboratorio, asi como el conocimiento de los procesos bioquimicos
involucrados en la actividad entomopatdogena de Beauveria bassiana sobre Anastrepha sp. y
Spodoptera fiugiperda .

MATERIAL Y METODOS

Material Biologico
o Cepa de Beauveria bassiana, obtenida del laboratorio de Tecnologia Enzimatica, Entomopatogenos
y Productos Naturales. Departamento de Quimica Bioldgica y Fisiologia Animal. Facultad de
Ciencias Biologicas.

e Larvas y moscas de Anastrepha sp., obtenidas de frutos (mangos y guayabas) en estado de

descomposicion de huertos del distrito de Simbal.

e Larvas de Spodoptera frugiperda, obtenidas de cultivos de maiz en la Universidad Nacional de

Trujillo.
Preparacion y esterilizacion de material

Los materiales de laboratorio tales como placas de Petri, matraces y tubos de ensayo, fueron
esterilizados en la autoclave a 121 °C y a 1 atm de presion por 15 minutos. Para preparar el agar-papa-
dextrosa (APD) se utilizé 20 g de papa blanca sin cascara cortada en trozos pequefios, 2 g de glucosa,
1.5 g de agar y 100mL de agua destilada, se esterilizo el medio de cultivo en la autoclave, se enftrio
aproximadamente a 50°C y se le anadi6 el antibidtico Cloranfenicol 30mg/100mL y se dispenso en
placas de Petri estériles para solidificar.

Colecta y crianza de moscas de Anastrepha sp.

Se obtuvieron los frutos en huertos del distrito de Simbal que mostraron sefiales de haber sido
atacadas por el insecto, a partir de ellos se recolectaron las larvas de Anastrepha sp. para luego ser
distribuidas en frascos en ausencia de luz para que éstas cambien de larva a pupa. Luego de dos
semanas aproximadamente, las pupas evolucionaron a su fase adulta.



Colecta de las larvas de Spodoptera frugiperda

Las larvas fueron colectadas del cogollo de las plantas de maiz las cuales mostraron sefiales de haber
sido afectadas por la larva del cogollero (perforaciones en las hojas).
Reactivacion y propagacion de B. bassiana:

A partir de la cepa de B. bassiana, conservada en frascos con soluciones a distintos valores de pH, se
realizaron subcultivos en placas de Petri con medio Agar papa dextrosa, después se realizo la
respectiva siembra del hongo en tubos de ensayo, asegurando asi la reactivacion de B. bassiana.
Evaluacion del efecto entomopatogeno de B. bassiana sobre moscas Anastrepha sp. y larvas
de S. frugiperda:

Para llevar a cabo la evaluacion del efecto entomopatdgeno, para cada espécimen, se trabajé con dos
grupos: un control y un experimental. El grupo experimental fue inoculado por aspersion con una
suspension de 1 x 10° esporas de B. bassiana / mL, mientras que al grupo control negativo se le
inoculd por aspersion solucion salina fisiologica estéril, los dos grupos se colocaron en una camara
himeda de incubacion que contenia agua destilada estéril para realizar la evaluacion.

Aislamiento de B. bassiana a partir de moscas Anastrepha sp. y larvas de S. frugiperda:

Bajo condiciones de asepsia, se tomo6 una porcion del micelio de B. bassiana desarrollado tanto en
las moscas como en las larvas y se sembro en placas de Petri con Agar papa dextrosa, las placas fueron
incubadas a temperatura ambiente por 5 dias para la formacién del micelio del hongo.

Identificacion de B. bassiana a partir de moscas Anastrepha sp. y larvas de S. frugiperda
colonizadas:

Al obtener el micelio de B. bassiana a partir de las larvas y moscas momificadas, se realizd su
aislamiento a través de placas de Petri con PDA y una cdmara hiimeda, para luego identificar las
estructuras de B. bassiana colocandolas sobre una ldmina portaobjeto donde se le adicion6 una gota de
colorante de azul de lactofenol e inmediatamente se cubrid6 con una laminilla y se observo al
microscopio.

RESULTADOS

En las Tablas 1 y 2, se observan los sintomas de Anastrepha sp. 'y S. frugiperda como consecuencia
de su exposicion a las esporas de B. bassiana, resaltando que fue la paralisis y pérdida de apetito,
respectivamente, los que se observaron con mayor intensidad.

En las Figs. 1 y 2, se observa el porcentaje de colonizacioén por B. bassiana sobre Anastrepha sp. y
Spodoptera fiugiperda, respectivamente. Se determind que en el grupo experimental la colonizacién
fue del 100%, comparado con el grupo control que represento el 0 % de colonizacion.

Tabla 1. Sintomas observados en adultos de la mosca de fruta Anastrepha sp. inoculados con Beauveria
bassiana, en condiciones de laboratorio.

Sintomas Anastrepha sp.

Experimental Control
Pérdida de apetito + -
Vuelo erratico i -
Paralisis ++ -
Melanizacion + -
Muerte + -
Aparicion de micelio sobre las moscas ++ -
muertas

++: mayor incidencia de signos y sintomas, +: menor incidencia de signos y sintomas, -, ausencia de signos y sintomas



Tabla 2. Sintomas observados en las larvas del cogollero de maiz Spodoptera frugiperda inoculadas con
Beauveria bassiana, en condiciones de laboratorio.

Sintomas Spodoptera frugiperda
Pérdida de aﬁetito ++ -
Paralisis + -

+ -

Muerte

++: mayor incidencia de signos y sintomas, +: menor incidencia de signos y sintomas, -, ausencia de signos y sintomas

Fig. 1. Porcentaje de colonizacion por Beauveria bassiana sobre moscas de Anastrepha sp. del grupo experimental en
comparacion con el grupo control negativo.

DISCUSION

Los hongos entomopatogenos pueden ocasionar enfermedad y propagarse en la poblacion de
artropodos, dependiendo de las interacciones y factores relacionados con: el patogeno (patogenicidad,
virulencia, dispersion, germinacién de las conidias y persistencia), el hospedero (susceptibilidad,
densidad, distribucion y comportamiento) y el medio ambiente (abidticos: temperatura, humedad,
viento, lluvias y bidticos: parasitos, depredadores, planta - huésped) 5 ¢. Son considerados como los
patdégenos mas promisorios contra insectos, ya que pueden infectarlos directamente a través de la
penetracion de la cuticula y poseen multiples mecanismos de acciéon que les confieren una alta
capacidad para evitar que el hospedero desarrolle resistencia 7-8.

La evaluacion del efecto entomopatogeno de acuerdo a los sintomas que posiblemente presentaron
los especimenes adultos de la mosca Anastrepha sp. (Tabla 1) y larvas de cogollero Spodoptera
frugiperda (Tabla 2), luego de ser inoculados con Beauveria bassiana; se deberia a la accion propia del
hongo y por la produccion de toxinas en el hemocele, que actiian como inhibidores de las reacciones
de defensas del hospedero, destruyen la hemolinfa, nucleos de las células y afectan al sistema
nervioso.



Fig. 2. Porcentaje de colonizacion por Beauveria bassiana sobre larvas de Spodoptera fiugiperda del grupo
experimental en comparacion con el grupo control negativo.

M Experimental  ® Control

El proceso infectivo de un hongo entomopatéogeno ocurre bajo condiciones de humedad y
temperatura favorables, pero si €stas no se dan, el hongo producira estructuras no infectivas llamadas
conidias en forma de resistencia y reproduccion vegetativa del hongo, con paredes gruesas y
abundantes sustancias de reserva, con las que sobrevivira frente a las condiciones adversas 9. Cuando
las condiciones climaticas son adecuadas, las conidias germinan y producen conidias infectivas, dando
inicio nuevamente al ciclo bioldgico del hongo 10,

Las esporas son las que infectan a Anastrepha sp.y S. fiugiperda; el desarrollo de la enfermedad en
el insecto estd dividido en tres fases: (1) adhesion y germinacion de la espora en la cuticula del
insecto, (2) penetracion en el hemocele y (3) desarrollo del hongo, que generalmente resulta en la
muerte del insecto>10.

La primera fase de adhesion y germinacion empieza depositandose las esporas en la cuticula del
insecto. Es con la cuticula con la que tienen el primer contacto las conidias, las caracteristicas tanto
fisicas como quimicas ayudan en la union de ambos, alguna glicoproteinas pueden servir como
receptor especifico para las conidias. Para la germinacion, las células del extremo de las hifas son las
que permiten adherirse a la superficie cuticular 510,

La penetracion de la cuticula del insecto por las conidias germinadas se ocasiona como resultado de
una combinacion entre la degradacion enzimatica de la cuticula (proceso quimico) y la presion
mecanica por el tubo germinal (proceso fisico), se desarrolla el apresorio, una estructura celular que
ejerce presion contra las capas cerosas del exoesqueleto, al mismo tiempo que libera varios tipos de
enzimas (quitinasas, cutinasas) !1.

Las lipasas, proteasas y quitinasas liberadas al comienzo de la germinacion de la espora; tienen un
efecto especifico sobre la epicuticula (capa externa), las lipasas, desintegran los lipidos que la
constituyen y la quitinasa desintegra a la quitina, que le da la resistencia a la cuticula; del mismo modo
el resto de proteinas de la cuticula son desintegradas por enzimas proteoliticas producidas por el hongo
las cuales producen la histdlisis de los tejidos ablandandolos y permitiendo la infeccion del hongo ?.

La germinacion de la conidias sobre la cuticula depende en gran parte de la humedad ambiental,
temperatura y en menor grado de las condiciones de luz o de su balance nutricional. El resultado de la
germinacion da como origen a las hifas, y la penetracion de las hifas del hongo no depende
necesariamente del porcentaje total de germinacion sino del tiempo de su duracion, modo, agresividad
del hongo, el tipo de conidia y la susceptibilidad del hospedero 5. Los estimuladores y los inhibidores



de la germinacion se encuentran en la cuticula por lo que el hongo debe estar adaptado a las
condiciones de su superficie 12.

Indudablemente, muchas enzimas patogénicas son importantes al determinar la virulencia debido a
que permiten al patdgeno coexistir con el proceso de cambios metabolicos asociados al estado de la
enfermedad del hospedero 3. Sin embargo, las enzimas no son el unico factor que influye en el
fendmeno de la virulencia, o en el éxito del proceso de la infeccion. Otros factores pueden ser el éxito
de la adhesion de la conidia a la cuticula, presencia de acidos grasos en la superficie de la cuticula,
crecimiento fungico antes de la penetracion, y la produccion y regulacion de otras toxinas 2.

Los hongos pueden evitar la defensa inmune de un insecto por desarrollo de protoplastos que no son
reconocidos por la poblacion de hemocitos del insecto, formando cuerpos hifales multiplicandose y
dispersandose rapidamente, produciendo mico toxinas 5. Las toxinas como beauvericina,
beauverolides, bassianolides, isarolides, acido oxalico, destruxinas a, b, ¢, d, y Cytochalasinas causan
la muerte del insecto debido a la degeneracion de los tejidos, producto de la pérdida de la integridad
estructural de las membranas seguido de la deshidratacion de las células por pérdida de fluido 13.14.

El crecimiento de un micelio blanco, algodonoso, caracteristico de B. bassiana, en la superficie de la
mosca y larva del cogollero, confirmé que no hubo contaminacion por otros organismos y que el
porcentaje de colonizacion fue del 100% para el grupo experimental (Figuras 01 y 02). Para el caso del
control negativo, se trabajo bajo las mismas condiciones, pero con la inoculacion de solucion salina
fisioldgica estéril, para comprobar que al no apreciarse crecimiento de micelio ni contaminacion, las
larvas y las moscas, del grupo experimental murieron a causa la infeccion por B. bassiana.

La identificacion del hongo mediante microcultivo, permitidé comprobar que el micelio presente
sobre Anastrephasp.y S. fiugiperda, fue B bassiana 5.

CONCLUSIONES

¢ En condiciones de laboratorio la cepa de Beauveria bassiana fue patdgena para la mosca de fruta
Anastrepha sp. y larvas del cogollero Spodopfera fiugiperda, alcanzando porcentajes de
colonizacion del 100%.

e Se lograron conocer los procesos bioquimicos involucrados en la accion entomopatdogena de B.
bassiana sobre Anastrepha sp.'y Spodoptera frugiperda.
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RESUMEN

La técnica de Western blot es usada para confirmar el diagndstico de diversas enfermedades parasitarias y esta
siendo estandarizada para la Enfermedad de Chagas, por ello es necesario resolver algunas interrogantes que
permitan su mejor aplicacion. Una de ellas es, cual es el efecto de antigenos de excrecion-secrecion de
epimastigotas de Trypanosoma cruzi cepa C1 aislada de Triatoma infestans de Arequipa (Pertl) obtenidos a seis
y 18 horas de incubacion, sobre anticuerpos producidos en conejo, Oryctolagus cuniculus, mediante la técnica
de Western blot. Para cllo, se emplearon sueros de conejos inmunizados con preparaciones antigénicas
obtenidas a las seis y 18 horas de incubacion en medio minimo esencial (MEM-Eagle Difco), analizandose su
reactividad mediante la técnica de Western blot. Se evidencid la presencia de seis bandas reactivas cuando se
usaron los antigenos obtenidos a las seis horas de incubacion y 15, cuando se usaron los antigenos obtenidos a
las 18 horas, estas Gltimas, ademas, muestran mejor reactividad. En conclusién, a menor tiempo de incubacion
se producen menor nimero de antigenos de excrecion-secrecion detectados por la técnica de Western blot.

Palabras clave: Western blot, epimastigotes de 7rypanosoma cruzi, Oryctolagus cuniculus

ABSTRACT

The Western blot is used to confirm the diagnosis of various parasitic diseases and is being standardized for
Chagas disease, so it is necessary to resolve some questions that enable improved implementation. One is, what
is the effect of excretory-secretory antigens of epimastigotes of Trypanosoma cruzi strain isolated from Triatoma
infestans C1 of Arequipa (Peru) obtained six and 18 hours of incubation on antibody produced in rabbit,
Oryctolagus cuniculus, by Western blot technique. For this purpose, sera of rabbits immunized with antigenic
preparations obtained at six and 18 hours of incubation in minimal essential medium (MEM-Eagle Difco),
analyzed for reactivity by Western blot technique was used. The presence of six and 15 reactive bands were
revealed when the antigens was obtained at six and 18 hours of incubation, respectively, the latter group of bands
also show better reactivity. In conclusion, shorter incubation fewer excretory-secretory antigens detected by
Western blot occur.

Keywords: Western blot, epimastigotes of Trypanosoma cruzi, Oryctolagus cuniculus



INTRODUCCION

Endémica en 18 paises de América Latina, la enfermedad de Chagas es causada por el parésito
protozoario Trypanosoma cruzi, que puede transmitirse por triatominos, transfusiones de sangre,
accidentes de laboratorio, trasplante de 6rganos o de modo vertical'2. En 2008, la Organizacion
Mundial de la Salud La Salud (OMS) estim6 que alrededor de ocho millones de personas fueron
infectados de los cuales aproximadamente 11 000 mueren por afio3. En el Pert, la mayoria de casos se
presentan en la zona sur y nororiente, sin embargo, el parasito se encuentra distribuido en casi todos
los departamentos*>5:6

A pesar de décadas de esfuerzos, todavia no existe una prueba gold standar para el diagnostico de la
enfermedad de Chagas y varias organizaciones internacionales han subrayado recientemente la
necesidad de mejorar las pruebas de diagnodstico serologico’. Para este fin, muchos
grupos de investigacion han desarrollado una gama de ensayos serologicos utilizando como métodos,
en la mayoria de casos, a la inmunofluorescencia indirecta (IFA), hemaglutinaciéon indirecta (HAI) y
ELISA; los antigenos utilizados en estos ultimos ensayos han incluido parasitos completos, péptidos
sintéticos, proteinas recombinantes y antigenos de excrecion-secrecion de tripomastigotas (TESA), de
los cuales los ultimos han mostrado ser de promisoria eficacia cuando se usa la técnica de Western
blot; desafortunadamente, la produccion de antigeno TESA requiere de sofisticadas instalaciones para
cultivos celulares o medios de cultivo no disponibles en la mayoria de laboratorioss%:10.11,

Sin embargo, una alternativa es la obtencion y uso de antigenos de los epimastigotas que, como se
sabe, son formas evolutivas de 7. cruzi que han sido clasicamente cultivados en medios a base de
sangre con relativa sencillez, de modo que constituyen una buena fuente de anigenos; en efecto, estos
han sido probados utilizando el ELISA!2.13.14 pero no el de Westen blot que, a diferencia del anterior,
es mas especifico.

La presente investigacion estuvo orientada a determinar el efecto en la produccidn de anticuerpos en
conejo, Oryctolagus cuniculus, inmunizados experimentalmente con proteinas de excrecion-secrecion
de epimastigotas de la cepa C2 de Trypanosoma cruzi aisladas de Triatoma inféstans en la ciudad de
Arequipa, obtenidas a dos tiempos diferentes.

MATERIAL Y METODOS

Parasitos:

En el estudio se utiliz6 una poblacion de epimastigotas de 7rypanosoma cruzi, denominada Cl,
obtenida de 7rratoma inféestans recolectada en el valle de Vitor (Arequipa Perl) y mantenida por
cultivos sucesivos en medio 3N¢
Proteinas de excrecion-secrecions.!!

Las formas epimastigotes C1 de 7. cruzi fueron cultivadas en 20 tubos de 25x150mm, estériles, con
medio bifasico constituido por BHI, fase sélida (10mL), y PYLB fase liquida (7mL). La siembra se
hizo a partir de dos tubos procedentes del mantenimiento de la cepa, a razéon de 0.5 mL por tubo.
Cumplidas 140 horas, se centrifugaron a 4000 rpm por 5 min y se descartaron los sobrenadantes.
Posteriormente, fueron cultivados en Eagle’s Minimum Essential Medium SIGMA® (MEM), luego,
se centrifugaron nuevamente por 5 minutos. La biomasa de tripomastigotes reagrupados fueron
traspasados a un solo tuvo de 13x100mm, nuevo y estéril, provisto con tapén de jebe estéril, con
Minimum Essential Medium Eagle (MEM) en proporcién 1:3 y aditivado con Penicilina G sédica 1
000 000 UI (0.5 mL/100mL) y Gentamicina 160 mg (0.25mL/100mL), a 37°C, separadamente, por
seis y 18 horas. Cumplido el tiempo de incubacidn, se centrifugaron los tubos a 4000 rpm por 5 min
para separar los antigenos de excrecion-secrecion producidos, presentes en el sobrenadante, los cuales
fueron almacenados en tubos Eppendorf a -20°C debidamente rotulados. Segin disponibilidad,
previamente se afiadieron inhibidores de proteasas. La concentracion de proteinas se determiné
mediante el método colorimétrico de Bradford
Sueros

0.5 mL de las proteinas de excrecion-secrecion fueron inoculados, por la via intramuescular, a
ejemplares de conejo, Oryctolagus cuniculus, de raza neozelandesa, machos, de dos meses de edad en



tres ocasiones, con intervalos de una semana: la primera mezclada con coadyuvante de Freud,
completo, y las tres restantes con coadyuvante incompleto.
La técnica de Western blot3:11,

Se hizo siguiendo el protocolo establecido en trabajos previos, con las siguientes particularidades:
cada suero fue preparado a la dilucion 1/50 en PBSTWEEN ®20, se conformé un “pool” de sueros de
conejo, se colocaron 500ul. de la solucion bloqueadora preparada previamente y 10ul de los sueros
previstos, en cada uno de los canales de ensayo. Las tiras de nitrocelulosa con los antigenos de
excrecion-secrecion, fueron enumeradas en orden progresivo y colocadas en placas, las mismas que
fueron incubadas durante 1 hora con agitacion constante. Posteriormente, se realizaron tres lavados
con PBS-TWEEN®20; a temperatura ambiente, todas durante 5 mins. y con agitacion constante.

RESULTADOS
Se evidencié mediante la observacion de bandas antigénicas de diferentes pesos moleculares, la

presencia de anticuerpos producidos en Oryctolagus cunniculus inducidos por los antigenos de
excrecion/secrecion de epimastigota de 7. cruzi, como se muestra en la Fig.1

Fig. 1. Antigenos de excrecidn/secrecion obtenidos a 6 y 18 horas de incubacion de epimastigota de
Trypanosoma cruzi en Medio Minimo Esencial reconocidos por anticuerpos en Oryctolagus cunniculus
inmunizados experimentalmente. (PM) Peso molecular; (A) Suero pre-inmune; (B) Suero hiperinmune a seis
horas: (a) 100kDa, (b) 70kDa, (c) 51kDa, (d) 38kDa, (e) 28kDa, (f) 13kDa; (C) Suero hiperinmune a 18 horas:
(1) 100kDa, (2) 58kDa, (3) 51kDa, (4) 43kDa, (5) 38kDa, (6) 37kDa, (7) 34kDa, (8) 32kDa, (9) 26kDa, (10)
24kDa, (11) 22kDa, (12) 29kDa (13y14) 19kDa, (15) 13kDa.



DISCUSION

Los investigadores de la enfermedad de Chagas coinciden que ésta es una enfermedad silenciosa que,
a diferencia de la mayoria de enfermedades infecciosas, compromete la salud del parasitado cuando
han pasado muchos afos de la interaccion con el protozoario y los dafios que éste, poco a poco,
produce determina la formacion de un cuadro dramatico e incurable puesto que los medicamentos
disponibles no son efectivos!516.17. Esto justifica la ejecucion de investigaciones que permitan una
rapida deteccion de los infectados a fin de que, en etapas tempranas de la infeccion, se proponga un
esquema de tratamiento. Un de ellas es, la técnica de Western blot (Wb) que ha demostrado ser tan
sensible como ELISA y especifica como IFI”

Los resultados obtenidos mediante la técnica de Wb revelaron la presencia de 15 componentes
antigénicos de epimatigota de 7rypanosoma cruzi y a su vez las variaciones en el perfil antigénico
entre los corridos, tanto en el niumero como en la intensidad de bandas, destacando que a mayor
tiempo de incubacion los antigenos son mas especificos ya que son de menor o mediano peso
molecular, porque a seis horas aparecen pocas bandas. Este fenomeno se produce porque, usualmente,
el parasito tiene un metbolismo lento comparado con otros protozoarios, aspecto que se traduce en la
excrecion de poca cantidad de proteinas a las seis horas. Otras investigaciones en las que se aplica el
Wb con los productos excretados secretados también mostraron tiempos de incubacién apropiados
entre 18 y 24 horas810.11.13_ Sin embargo, esto talvez podria reverstirse utilizando mayor niimero de
epimastigotes en el cultivo para compensar el poco tiempo de incubacion en el medio minimo
esencial, porque, l6gicamente un buen atributo de una eficaz técnica de diagnostico es la rapidez en la
obtencion de sus componentes porque mejora su eficiencia y en su aplicacion porque mejora su
eficacia, y la técnica Wb carece de ello.

La similitud observada en el patron antigénico reconocido por los diferentes tiempos de incubacion
especialmente dentro del rango comprendido entre 70 y 19 kDa, destacan los componentes de peso
molecular de 70,37 y 19 kDa, representados en el Wb como bandas mas intensas entre las 6 y 18 horas
de incubacion. Esto resulta bueno si las bandas reactivas que aparecen a las seis horas de incubacion,
sobre todo la de 38 KDa, serian reconocidas como bandas diagnoésticas, porque signifiucaria que la
sola aparicion de esta banda permite confirmar el diagnéstico, como ocurre con otras infecciones’!1;
sin embargo, este aspecto requiere de mayores pruebas.

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que es bueno obtener una técnica de Wb usando antigenos de
excrecion secrecion de las formas de epimastigota de 7. cruzi, ya que son mucho mas faciles de
obtener in vitro, y en grandes poblaciones, que los de tripomastigotas que requieren una previa
transformacion (metaciclogénesis), aspecto que demanda mayor tiempo y un medio de cultivo
adicional!'®!!, aun cuando el uso de antigenos de tripomastigotas es mas plausible porque los estas
formas son las patogenas!s: Otro aspecto que debiera tomarse en cuenta es que el Wb, al ser mas
especifico que otras técnicas seroldgicas, permite descartar la presencia de otras infecciones endémicas
en el Pert, como la leishmaniasis!9-20,

CONCLUSION

o Se evidencio la presencia de un mayor niimero de bandas antigénicas a las 18 que a las seis horas
de incubacion de epimastigota de 7rypanosoma cruzi Cl aislada de Triafoma infestans de
Arequipa (Pert) en MEM-Eagle reconocidos por anticuerpos en Oryctolagus cunniculus
inmunizados experimentalmente.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

—_—

Carod-Artal FJ, Gascon J. Chagas disease and stroke. Lancet Neurol 2010; 9:533-542

2. Lescure FX, Le Loup G, Freilij H, Dereloux M, et al. Chagas disease: changes in knowledge and
management. Lancet Infect Dis 2010; 10:556-570

3. Nuns MPC, Dones W, Morillo CA, Encina JJ, et al. Chagas diseas Nuns MPC, Dones W, Morillo CA,

Encina JJ, et al. Chagas disease: an overview of clinical and epidemiological aspects. J] Am College Cardiol

2013; 2(9):767-776



4. Hunter GC, Barrini.Mayori K, Ancca-Juarez J, Castillo-Neyra R., et al. A field of alternative targeted
screening strategies for Chagas disease in Arequipa, Peru. PLoS Negl Trop Dis 2012; 6(1): e1468

5. Solis H, Huaman A, Ferrer A, Tarqui K, et al. Comunicacion preliminar sobre la presencia de Trypanosoma
cruzi en departamentos del norte y nororiente del Perti. An Fac med 2012; 73(1): 43-46

6. Vega CS, Naquira VC. Manual de procedimientos de laboratorio para el diagndstico de la tripanosmiasis
americana (Enfermedad de Chagas). Inst Nac de Salud. Lima. Pert. 2006.

7. Luquetti AO, Schnmunis GA. Diagnosis of Trypanosoma cruzi infection. En: Telleria & Tibayrenc (eds.),
American Trypanosomiasis, Chagas Disease: One hundred years of research. Amsterdam: ELSEVIER,
2010; pp.744-792

8. Escalante H, Davalois A, Reyes W. Eficiencia de la técnica de electroinmunotransferencia o Western blot
para el diagnéstico de la enfermedad de Chagas en el Peru. Rev Biomédica; 2011; 31: 209-421.

9. Kesper, N, De Almeida K, Stof A, Umezawa E. Immunoblot analysis of trypomastigote excreted-secreted
antigens as a tool for the characterization of Trypanosoma cruzistrains and isolates. J. Parasitol. 2000; 86:
862-867

10. Berrizbeitia M, Ndao M, Bubis J, Gottschalk M, Aché A, Lacouture S, Medina M, Ward B. Purified
excreted-secreted antigens from 7rypanosoma cruzi trypomastigotes as tools for diagnosis of Chagas’
disease. J. Clin. Microbiol. 2006; 44:291-296.

11. Escalante H, Jara CA, Mayhuay R. Antigenos de excrecion-secrecion de tripomastigotas de 7rypanosoma
cruzi detectados por Western Blot usando sueros de pacientes con parasitosis confirmada. REBIOL 2013;
33(2): 67-75

12.De Souza M, Amato Neto V. Discrepancies and consequenses of indirect haemagglutination, indirect
immunofluorescent and ELISA tests for the diagnosis of Chagas disease. Rev Inst Med Trop Sao Paulo
2012; 54(3): 141-143

13. Zarate-Blades CR, Blades N, Nascimento MS, Silveira JF, et al. Diagnostic performance of tests bases on
Trypanosoma cruzi excreted-secreted antigens in an endemic area for Chagas disease in Boliva. Diag
Microbiol Infec Dis 2007; 57: 229-232.

14. Berrisbeitia M, Figueroa M, Ward BJ, Rodriguez J. et al. Development and application of an ELLISA assay
using excretion/secretion proteins from epimastigote forms of 7. cruzi (ESEA antigens) for the diagnosis of
Chagas disease. J Trop Med 2012; ID. 875909.

15. Moncayo A, Silveira AC. Current trends and future prospects for control of Chagas Disease. En: Telleria &
Tibayrenc (eds.). American Tripanosomiasis, Chagas Disease: One hundred years of research. Amsterdam:
ELSEVIER 2010; pp.55-82

16.Bayer AM, Hunter GC, Gilman RH, Cornejo del Carpio JG, et al. Chagas disease, migration and
community settlement patterns in Arequipa, Peru. PLoS Negl Trop Dis 2009; 3(2): e567

17. Delgado S, Castillo-Neyra R, Quispe-Machaca VR, Ancca-Suarez J; et al. A history of Chagas disease
transmission, control a reemergence in peri-rural La Joya, Peru. PLoS Negl Trop Dis 2011; 5(2): €970

18. Frade AF, Luquetti AO, Prata A, Ferreira AW. Western blotting method (TESAcruzi) as a suppmental test
for comfirming the presence of anti-Trypanosoma cruzi antibopdies in finger prick blood samples from
children aged 0-5 years in Brazil. Acta Tropica 2011; 117: 10-13

19. Malchiodi L, Chiaramonte M, Taranto N, Zwirner N, Margni R. Cross-reactivity studies and differential
serodiagnosis of human infections caused by Trypanosoma cruzi and Leishmania spp; use of
immunoblotting and ELISA with a purified antigen (Ag163B6). Rev Clin Exp Immunol 1994; 97(1): 417-
423

20.Riera C, Verges M, Iniesta L, Fisa R, et al. Identification of a Western blot pattern for the specific diagnosis
of Trypanosoma cruzi infection in human sera. Am J Trop Med & Hyg 2012. 86(3):412-416.



REBIOLEST 2014; 2(1): €29
Revista Cientifica de Estudiantes
Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad Nacional de Trujillo. Trujillo. Perti

Articulo original

Prevalencia del enteroparasitismo en pacientes

atendidos en el Laboratorio Quintanilla SRL.,
Trujillo (Pert): 2008-2012

Enteroparasitism prevalence in patients attending in the
Quintanilla SRL Laboratory, Trujillo (Peru): 2008-2012

Paola P. Poma Sotero! y César A. Jara2
ITesista Escuela AP de Microbiologia y Parasitologia, Universidad Nacional de Trujillo (UNT).
Trujillo. Pert. 2Departamento de Microbiologia y Parasitologia. UNT

RESUMEN

Las prevalencias del parasitismo intestinal son reportadas en poblaciones infantiles o en entidades estatales,
habiéndose analizado poco respecto de lo que sucede en entidades particulares, como laboratorios de analisis
clinicos. En el presente informe se presentan los resultados de una investigacion retrospectiva longitudinal que
estuvo orientada a determinar la prevalencia del enteroparasitismo en pacientes atendidos en el Laboratorio
Quintanilla SRL., Trujillo (Pert) en el periodo 2008-2012. Los datos obtenidos fueron obtenidos en la base de
datos del laboratorio y agrupados segun los afios de estudio, sexo y edad. La mayor prevalencia se presentd para
Blastocystis homuinis en el ano 2008 con 64,8%, Enterobius vermicularis en el aio 2012 con 11,8%, Entamoeba
coli en el afio 2010 con 23,3%. El grupo etareo de 0 a 15 afios fue el mas afectado puesto que se obtuvo una
frecuencia de enteroparasitismo de 29,4%; el sexo masculino presento la mayor frecuencia de enteroparasitismo
con 33,1%.

Palabras clave: Prevalencia, Enteroparasitismo, Blastocystis hominis, Enterobius vermicularis

ABSTRACT

The prevalence of intestinal parasitism are reported in pediatric populations or state entities, little about what
happens in private institutions, like as clinical laboratories. The results of a retrospective investigation that was
aimed to determine the prevalence of enteroparasitism in patients treated at the Laboratory Quintanilla SRL,
Trujillo (Peru) in the period 2008-2012 are presented in this report. The data were obtained on the basis of
laboratory data and grouped by year of study, gender and age. The highest prevalence was introduced to
Blastocystis hominis in 2008 with 64.8%, Enterobius vermicularis in 2012 with 11.8%, Entamoeba coli in 2010
with 23.3%. The age group 0 to 15 years was the most affected since enteroparasitism a frequency of 29.4% was
obtained; males had the highest rate with 33.1% enteroparasitism.

Keywords: Prevalence, Enteroparasitism, Blastocystis hominis, Enterobius vermicularis



INTRODUCCION

Las infecciones intestinales causadas por protozoarios y helmintos se encuentran entre las mas
frecuentes en el hombre, con mayor prevalencia en paises en vias de desarrollo, de zonas tropicales y
templadas. En América Latina, los paises con caracteristicas sociales de pobreza, hacinamiento y
deficiente educacion sanitaria no han registrado modificaciones importantes en la disminucion de
enfermedades parasitarias intestinales en los tltimos 50 afios!.23.

En el Pertl, la prevalencia de enteroparasitosis es alta en zonas rurales y urbano-marginales, debido a
las condiciones ambientales y sanitarias que favorecen su transmision; ademas, la poliparasitosis tiene
una alta incidencia, afectando el estado de salud, principalmente de nifios, quienes estan mas
expuestos a factores de riesgo y reinfeccion, alterando negativamente a su nutricion, desarrollo,
funcién cognitiva y habilidad para el aprendizaje+56.78, Se ha referido que uno de cada tres peruanos
es portador de uno o mas parasitos en el intestino y que cada una de las tres regiones naturales del Pert
presentan caracteristicas particulares que permiten un marcado predominio de protozoarios en la costa
y sierra, y de helmintos en la selvaé$9,

En la region La Libertad, el panorama no es distinto y los estudios en diferentes grupos sociales
reiteran la importancia de las infecciones causadas por protozoarios, en particular por Giardia lamblia,
Entamoeba coli y Blastocystis, y en menor proporcion por helmintos, con especial prevalencia de las
infecciones por Hymenmolepis nanay Enterobius vermicularis'%-11.12.13.

Como se puede apreciar, la gran mayoria de investigaciones dirigidas a determinar las prevalencias
de parasitismo intestinal en el Pert se hacen en poblaciones infantiles, en particular las escolares, por
la facilidad que se tiene para la toma de las muestras fecales. Adicionalmente, tales investigaciones se
hacen en periodos cortos y los resultados valen sélo para ese periodo. Por ello, actualmente, la
tendencia es efectuar investigaciones respecto del parasitismo intestinal en poblaciones que puedan
relacionar la infeccién con la enfermedad. Una de ellas es aquella que solicita su atenciéon en
hospitales o laboratorios particulares, debido a que estos centros atienden a poblaciones heterogéneas
en cuanto a edad, sexo, procedencia y estrato social. Los resultados que se obtienen permiten
interpretar las tendencias del parasitismo en varios afios y poder proponer medidas, en caso haya una
tendencia al aumento de las prevalencias!4.15.16,

Al respecto, una investigacion de enteroparasitosis ¢ infeccion a las vias urinarias en pacientes con
sospecha clinica atendidos en el Centro de Analisis e Investigacion Escalabs de Trujillo, Pert en los
aflos 2005, 2007 y 2009, encontré una prevalencia global de enteroparasitosis del 34%; ademas,
registrd6 como especies mas frecuentes a B. homuinis, G. lamblia e H. nana, con porcentajes promedio
de 54,1%, 17,2% y 15,9% respectivamente, afectando en un alto indice al grupo etario de 0 a 15
afios!4. Asiismo, se determind la frecuencia de enteroparasitismo y de infecciones bacterianas de las
vias urinarias en 2 160 y 3 640 pacientes respectivamente atendidos en el Laboratorio Clinico
HALMERS de Chepén, La Libertad, Perti en los afios 2009, 2010, y 2011; las enteroparasitosis mas
frecuentes fueron: B. hominis (28,6%) en el 2009 y G. lamblia (48,0%) en el 2010; el grupo de edad
de 0 a 15 afios fue el mas afectado pues registré una prevalencia de enteroparasitismo de 58,0% en el
2011; en tanto que en el 2010 el sexo femenino presentd la mayor frecuencia (76,0%) de
enteroparasitismo!s.

El presente informe contienen los resultados de una investigacion retrospectiva longitudinal
dirigida a determinar las tendencias de las prevalencias del enteroparasitismo en pacientes atendidos
en la Clinica Peruano Americana de Trujillo (Pert), que corresponde a una poblacion heterogénea, y
evaluados en el Laboratorio de dicha entidad: Quintanilla SRL durante cinco afios, 2008, 2009, 2010,
2011 y 2012.

MATERIAL Y METODOS
Poblacion estudiada

Todos los pacientes con sospecha clinica de enteroparasitosis atendidos en el laboratorio Quintanilla
de Trujillo (Pert) durante cuatro afios: 2008-2012.



Acceso a la base de datos

Contando con la autorizacion del Director Gerente del Laboratorio Quintanilla SRL, solicitada por
escrito conjuntamente con el formal compromiso de confidencialidad, se accedid y reviso la base de
datos sistematizada de los afios indicados en el Area de Sistemas del Laboratorio.
Elaboracion de formatos y recoleccion de datos

Luego de disenar y validar las fichas, se reviso la base de datos sistematizada del Laboratorio
Quintanilla SRL correspondiente al periodo 2008-2012, a fin de registrar, en los formatos elaborados,
el namero total de pacientes con sospecha clinica de enteroparasitosis atendidos en el Laboratorio
Quintanilla SRL. Se registré para cada paciente, la edad, sexo y la especie de parasito encontrada.
Analisis e interpretacion de datos
Los datos revisados y registrados fueron presentados en graficos de frecuencia de ocurrencia en
porcentaje de casos positivos por especie de parasito segin afio. Se utilizd el programa Microsoft
Excel con el Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) en su version 12, para efectuar el
analisis bivariado que incluyo la prueba de Chi-cuadrado para la comparacion de frecuencias y la
prueba t de Student o prueba Z para la comparacion de promedios, con significancia de 0,05%.

RESULTADOS

Se evaluaron los resultados de analisis de 7 512 pacientes con sospecha clinica de enteroparasitosis
que fueron atendidos en el Laboratorio Quintanilla SRL. , Trujillo-Pera en el lustro 2008-2012
encontrando 2 121 parasitados que representan una prevalencia promedio de 28,2% observando un
ligero incremento del parasitismo en relacion al tiempo estudiado (Tabla 1).

Se encontraron protozoarios y helmintos, siendo los mas frecuentes Blastocystis hominis,
Entamoeba, Enterobius vermicularis y Ascaris Lumbricoidesy los menos frecuentes Giardia Lamblia,
Trichuris trichiura y Hymenolepis nana cuando la evaluacion estuvo relacionada al tiempo (Tabla 2).

En relacion al grupo etareo se encontrd un mayor porcentaje de parasitismo en adolescentes de 16 a
30 afios, siendo el menor grupo los pacientes entre las edades de 61 a mas (Tabla 3). También se
encontrd que el parasitismo fue menor en el sexo femenino con un 23,8% mientras que en el sexo
masculino fue un promedio de 33,1% (Tabla 4. Solo se encontrd diferencia significativa (p<0,05)
cuando se examino el sexo: el sexo masculino estuvo mas parasitado.

Tabla 1: Prevalencia anual del enteroparasitismo en pacientes atendidos en el Laboratorio Quintanilla SRL.
Trujillo-Peru en el periodo 2008-2012.

Afio 2008 2009 2010 2011 2012 Promedio
N°(%) N°(%) N°(%) N°(%) N°(%) N°(%)
Prevalencia  1351(21.5) 1401(26.0) 1488(33.4) 1508(25.0) 1770(33.6) 7512(28.2)

Fuente: Datos obtenidos del Area de Sistemas del Laboratorio Quintanilla SRL. , Trujillo-Peri

Tabla 2: Prevalencia anual del enteroparasitismo en pacientes atendidos en el Laboratorio Quintanilla SRL.
Trujillo-Pert en el periodo 2008-2012, respecto de la especie de parasito.

Enteroparasito 2008 2009 2010 2011 2012 Promedio

N° (%) N° (%) N° (%) Ne (%) N° (%) N° (%)

Blastocystis hominis 188(64,8)  205(56,3) 220(44,4) 195(51,7) 324(54,5) 1132(53,4)
Entamoeba coli 50(17,3) 61(16,8) 115(23,3) 70(18,6) 30(5,0) 326(15,4)
Giardia lamblia 8(2,8) 15(4,1) 30(6,1) 24(6,4) 78(13,1) 155(7,3)
Hymenolepis nana 1(0,3) 5(1,4) 15(3,0) 13(3,4) 32(5,4) 66(3,1)
Enterobius vermicularis 25(8,6) 20(5,5) 55(11,1) 40(10,6) 70(11,8) 210(9,9)
Ascaris lumbricoides 10(3,4) 40(11,0) 36(7,3) 30(8,0) 54(9,1) 170(8,0)
Trichuris trichiura 8(2,8) 18(4.,9) 24(4,8) 5(1,3) 7(1,1) 62(2,9)
Total 290(100) 364(100) 495(100) 377(100) 595(100) 2121(100)

Fuente: Datos obtenidos del Area de Sistemas del Laboratorio Quintanilla SRL., Trujillo-Pert.



Tabla 3: Prevalencia anual del enteroparasitismo en pacientes atendidos en el Laboratorio Quintanilla SRL.
Trujillo-Peru en el periodo 2008-2012, respecto de la edad.

2008 2009 2010 2011 2012 Promedio
Edad N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
0-15 348(25,8) 397(28,3) 402(27,1) 453(30,0) 605(34,2) 2205(29,4)
16-30 395(29,2) 408(29,1) 421(28,4) 417(27,7) 454(25,6) 2095(27,9)
31-45 301(22,3) 312(22,3) 341(23,0) 362(24,0) 427(24,1) 1743(23,2)
46-60 155(11,5) 164(11,7) 173(11,7) 186(12,3) 177(10,0) 855(11,4)
61- mas 152(11,2) 120(8,6) 145(9,8) 90(6,0) 107(6,1) 614(8,1)
Total 1351(100) 1401(100) 1482(100) 1508(100) 1770(100) 7512(100)
Fuente: Datos obtenidos del Area de Sistemas del Laboratorio Quintanilla SRL., Trujillo-Pert.
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Fig. 1. Distribucion Porcentual de pacientes con enteroparasitosis segiin sexo que fueron atendidos en el
Laboratorio Quintanilla SRL. Trujillo-Pert en el periodo 2008-2012 (Fuente: Datos obtenidos del Area de
Sistemas del Laboratorio Quintanilla SRL., Trujillo-Pert)

DISCUSION

Las investigaciones respecto del parasitismo intestinal se hacen con mayor frecuencia en escolares o
grupos infantiles, teniendo en cuenta que es la poblacion mas afectada por la poca practica de buenos
habitos higiénicos y porque el sistema inmune aiin no estd completamente desarrollado!$:24; sin
embargo, al tratarse de poblaciones homogéneas, no se mide la variacion de parasitismo respecto de la
edad, condicion social y procedencia, ni la relacion con la presentacion clinica. Estos factores pueden
medirse en entidades que rutinariamente reciben pacientes de diverso lugar, edad, condicion social y
con sintomatologia que motiva la consulta, pero los datos nop son dados a conocer y ello, no permite



medir la tendencia del parasitismo e interpretar su probable control. Sélo pocos estudios han abordado
en Trujijllo, poblaciones atendidas en clibnicas particulares, que, con la asociacion con los Segurois
Particulares, las ha convertido en servivio para personas con recursos econémicos variables!4.15.

El 28,2% de prevalencia global corresponde a un menor porcentaje en comparacion a lo encontrado
en el Hospital Rebagliati de EsSalud, Lima-Perti? (51,9%). Estas diferencias dependerian de las
condiciones socioecondmicas, de higiene y hacinamiento de los pacientes que se atienden en clinicas
particulares en relacion a los que se atienden en Hospitales del Seguro Social, que son personas de
recursos econdmicos bajos y que por lo general presentan mayor porcentaje de infeccion. Mas bien el
28.2% es comparable al 33.6% detectado en otro aboratorio particular de Trujillo!4, aspecto que
paraece 10gico, puesto que ambos son de la misma localidad y tienen el mismo tipo de poblacion
atendida.

B. hominis fue el parasito més frecuentemente encontrado (53,4%), este fendmeno se viene
presentado con frecuencia, con el resultado de que este parasito aparece en los primeros lugares de
frecuencia, tanto cuando se investiga la infeccion (poblaciones de escolares)!0.11.12.13.18 o frecuencias
relacionadas con sintomatologia!4!5- Esto hace que las frecuencias sean variables, por ejemplo, en
general, el porcentaje detectado en la presente investigacion es mayor a los reportadas en varias
investigaciones en escolares!2.13.1617 y comparable a lo registrado en poblaciones de la sierral® o
poblaciones atendidas en centros nosocomiales23. Esto se debe a que es un protozoario que se
reproduce rapidamente por fisién binaria y porque algunos autores consideran que causa zoonosis,
haciendo mas fécil la transmision ya sea por contaminacion fecal de algiin portador humano o animal
y por las deficientes condiciones de saneamiento32, el quiste es la forma mas resistente del parasito y
es capaz de sobrevivir a condiciones muy duras debido a las multiples capas de la pared. Los
experimentos que se han llevado a cabo han mostrado su capacidad para soportar los acidos gastricos,
no se abren cuando se colocan en agua destilada y pueden sobrevivir a la temperatura durante un
maximo de 19 dias!8.24,

De igual manera, la frecuencia de parasitosis por (. lamblia encontrada en el presente trabajo
(7,3%), no coincide con lo registrado en otras investigaciones, siendo en algunos casos mayor a lo
informado anteriormente? y menor a lo detectado en trabajos cuya poblacion ha sido la escolar!2.19.20,
Esto se debe a que la giardiasis es una enfermedad endémica y la transmision es continua y afecta
sobre todo a los nifios y son relativamente comunes los brotes en instituciones infantiles, tales como
orfanatos y guarderias; siendo relacionados con su forma de contagio por heces, agua potable y
alimentos, siendo su forma infectante el quiste, muy resistente a factor ambiental y desinfectantes
clorados?4,

Aunque no se trata de un patogeno, E. coli siempre aparece en los reportes de parasitismo intestinal y
cuando se trata de poblaciones infantiles, con elevadas prevalencias; este aspecto esta relacionado con
su mecanismo de transmision, semejante a lo que ocurre con G. lamblia, a través de la ingestion de
quistes con los alilmentos y el agua’.10.1112,13,1415. De manera que, estas elevadas prevalencias deben
interpretarse como una falta de precaucion sanitaria al momento de ingerir los alimentos y que ello
esta sucediendo no so6lo con la poblacion infantil sino con la poblacion en general.

La frecuencia de H. nana (3,1%) es menor al encontrado en poblaciones escolares>8.11.12 aspecto que
tiene logica, porque se ha verificado que los nifios son los mayormente parasitados por este cestodo;
entonces, el 3.1% corresponde al total de frecuencia, tomando en cuenta a menores y mayores de edad,
lo que significa que si tomamos en cuenta solamente a los nifios, probablemente el porcentaje se
acerque a los registrado en. Debe tenerse en cuenta, sin ambergo, que H. nana provoca la mas
frecuente de las cestodiasis humanas por la facilidad con que se trasmite, sea principalmente por ciclo
monoxénico, de rapido desarrollo o bien por el ciclo heteroxénico y la posible participacion de
reservorios animales!71922, Este cestodo esta registrado en la costa y no depende de las condiciones
ambientales para distribuirse en la naturaleza porque el huevo sale del huésped con capacidad de
infectar y se ha presentado en la costa y en la sierra?2.23,

El porcentaje de E. vermicularis (9,9%) dependeria por contaminarse accidentalmente con los
huevos que se pueden encontrar en la ropa de cama, juguetes, o en la ropa interior de las personas
infectadas, En la mayoria de los paises latinoamericanos, las tasas de prevalencia también son
variables, aunque generalmente son elevadas, siempre que se use la técnica apropoiada para su
deteccion!-17.21, Sin embargo, no todos los informes respecto del parasitismo intestinal presentan a este
nematodo debido, precisamente, a que no se le detecta normalmente en heces, lo que determina la
aplicacion de la técnica especifica: la prueba del “parche” que si se hace en los laboratorios



particulares, aunque con limitaciones respecto de la toma de muestra que casi siempre lo hace la
madre y en s6lo una ocasion (la prueba correcta sefiala tres dias consecutivos en caso de no hallar en
los anteriores*), porque es precisamente una prescripcion médica. De manera que este dato es de valida
interpretacion, lo que quiere decir que el parasitrismo por E. vermuicularis es la infeccion y
enfermedad parasitaria provocada por helmintos mas frecuente en la costa norte del Perti.

De igual manera la prevalencia de parasitismo por A. lumbricoides (8,0%) y T. trichiura (2.9%) esta
relacionado al consumo de alimentos o bebidas contaminados con huevos del parasito, la ascariasis es
la mas comun de las infecciones por lombrices intestinales y esta relacionada con una higiene personal
deficiente y condiciones sanitarias precarias!. Las personas que viven en lugares donde se utilizan
heces humanas como fertilizante también estan en riesgo de padecer de estas enfermedades!6-23. Si la
temperatura, humedad y calidad del suelo son adecuados se desarrollard su forma infectante para el
huésped, por ello es que estd confirmado que en la selva y sierra, las infecciones por estas dos especies
de nematodos es mas frecuente que en la costa, que casi siempre el porcentajes es bajo!0.11.12.17.19; sin
embargo, al igual que en el caso de la infeccion por E. vermicularis, este dato es de intersante
interpretacion puesto que significa qu el parasitismo por estos helmintos se mantienen vigente y puede
presentgarse con medianas frecuencias en poblacioes tortales de la costa

El grupo etareo de pacientes con mayor porcentaje de enteroparasitosis fueron nifios de 0-15 afios
con 29,4%. Estos datos concuerdan con los realizados por Urbina!2, en preescolares de la provincia de
Trujillo entre los afios 2006-2007, encontrando una prevalencia de infeccion por protozoarios y
helmintos intestinales en relacion al sexo, disponibilidad y lugar de defecacion, asi como el grado de
nutriciéon demostrando que el 49,0% de los nifios presentan una o mas especies de protozoarios y/o
helmintos intestinales, Susanibar, por su lado, en el 2001 encontré 76,0% de enteroparasitosis en una
poblacién escolar en Junin?2, y Cornejo?3 en la sierra de Lima en el 2001 encontréo 71,0% de
enteroparasitosis. Esto puede deberse a que durante la infancia por haber méas oportunidades de
contacto con dichos parasitos, hay menor nivel inmunologico y por tanto menor tolerancia a estos, sin
embrago a medida que se va desarrollando el sistema inmunoldgico cambia y el cuerpo tiende a
acostumbrarse mas al invasor; por ello es que la afeccion puede desencadenar sintomas mas evidentes
y serios en el transcurso de los primeros 5 afios de vida; en las guarderias infantiles el contagio es
directo, asi como por sus habitos de juego en contacto con el suelo, el nivel socioecondmico y las
deficientes condiciones de higiene?4. Segun los datos obtenidos de enteroparasitosis de puede apreciar
que hay un aumento anual de enteroparasitosis en nifios de 0-15 afios, esto puede darse por el aumento
de instituciones infantiles como orfanatos, guarderias y colegios; y una disminucion anual en edades
de 16 a mas, podria relacionarse a mejoras socioecondmicas de un sector de la poblacién y mejoras en
saneamiento ambiental!4.

Cuando se examinan las prevalencias parasitarias, tanto en poblaciones infantiles como en
poblaciones generales (homogneas y heterogéneas), casi siempre se verifica que esta relacion no tiene
que ver con la influencia de género, porque los factores de riesgo y la conformacion del sistema
inmune y del digestivo, basicamente, son los mismos?®1%.12; sin embargo, algunos informes presentan
tendencias para uno y otro género: femenino o masculino, por ejemplo, en el Valle de Mantaro se
encontrd un mayor porcentaje de parasitismo en varones (23.8 vs. 33.1), en cambio, en la sierra
peruana se una tendencia favorable al sexo femenino (41.7 vs. 59.3)° debido, probablemente, a las
costumbres familiares, como por ejemplo tener contacto con la preparacion de los alimentos, que
aumenta la probabilidad de adquirir la infeccion mediante el consumo de vegetales crudos o agua
contaminada con metacercarias 0 mayor susceptibilidad inmunoldgica a permanecer con la infeccion
por afios; son algunas hipotesis de este hecho muy importante.

CONCLUSIONES

e La prevalencia global de los pacientes atendidos en el Laboratorio Quintanilla de Trujillo (Pert)
fue de 28.2% en el lustro 2008-2012, sin variaciones anuales significativas.

e Blastocystis fue el parasito mas frecuentemente encontrado (53.4%) y 7. trichiura el menos
frecuente (2.9%)

e La poblacion de 0-15 afios presentd los altos porcentajes de parasitosis y no hubo diferencia
respecto del género.
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margenes de 2,5cm a cada lado y presentados, por duplicado, acompafiados de la version grabada en CD
ESTRUCTURA
Deberan estructurase como sigue:
a. Titulo: sin abreviaturas, simbolos quimicos, ni autores de taxa cientificos.
b. Auto(es): , primer nombre, seguido por la inicial del segundo nombre (opcional), apellido paterno y
materno (opcional)
c¢. Direccidn(es); de la Institucion y e-mail del primer autor
d. Resumen: en un solo parrafo y aproximadamente 200 palabras. Debe contener el problema u objetivo,
la metodologia empleada, los resultados mas importantes y la(s) conclusion(es). Al final debe tener sus
Palabras Clave (cinco como maximo)
e.  Abstract: es una traduccion, al inglés, del resumen. Al final debe aparecer: Keywords

f. Introduccion

g. Material y métodos
h. Resultados
i. Discusion

j. Agradecimientos (opcional y s6lo para los que han aportado significativamente con la investigacion)

k. Referencias bibliograficas

1. Tablas y/ o figuras (opcional y con su leyenda).

Las citaciones de los autores deberan hacerse utilizando numeros, a modo de superindice, separados por
comas y las referencias deberan enumerarse de acuerdo al orden de aparicion en el texto y deberan ser
estructuradas siguiendo la tltima version de Las Normas Vancouver.

Formalmente, las Tablas deberan tener solamente lineas horizontales, un titulo claro, completo y entendible sin
necesidad de recurrir al texto y con esta denominacién numerada con numeros ardbigos, por ejemplo: Tabla 1.
Las llamadas o notas de pie de Tabla se haran mediante letras como exponentes en orden alfabético o con
asteriscos, en caso que sean una o dos.

Las figuras, que incluyen gréficas, fotografias y/o esquemas, deberan abreviarse como Fig. y numerada, por

ejemplo Fig. 1., seguida de un titulo claro y entendible por si mismo.



