W/

Universidad
Norbert Wiener

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE FARMACIA'Y
BIOQUIMICA

“Efecto Antagonico in vitro de Lactobacillus spp.
aislados de ‘tocosh’- Solanum sp., proveniente de

Huanuco, frente a bacterias enteropatégenas”

Tesis para optar el Titulo Profesional de Quimico Farmacéutico
Presentado por:
Br. Gutiérrez Rodriguez, Ivette Evelyn
Asesor:
Dr. Félix Veliz, Luis Miguel
Co-Asesor:

Dr. Gavilan Chavez, Ronnie Gustavo

Lima - Peru

2019



DEDICATORIA

Este trabajo esta dedicado a mi padre
Rolando Blanco Valerio, a mi madre
Alejandrina Rodriguez Chaupe, a mis
hijas Ariana y Samantha que son mi
motivacion principal y la razén para
seguir esforzandome cada dia en el

logro de mis metas.



Agradecimientos:

Agradezco a mi padre celestial por darme sabiduria y base de mi fe para continuar

y no decaer a pesar de cada tropiezo que tuve.

Al Instituto Nacional de Salud por permitirme desarrollar esta investigaciéon dentro

del Laboratorio de Enteropatégenos, en su apoyo a la formacion de investigadores.

Asi mismo a mi Co-Asesor al PhD. Ronnie Gavilan Chavez por su aporte valioso y
amplio conocimiento en microbiologia y biologia molecular ademas de guiarme
durante mi estancia en el laboratorio y ensefiarme que la investigacion es

dedicacion, paciencia cuyo objetivo es el bien para la comunidad.

También agradecer a una persona tan especial que contribuyo en el disefio y
ejecucion del proyecto la Mg. Ana Maria Chavez, gracias por su paciencia, exigencia
constante.

Al Dr. Luis Miguel Félix por su aporte, dedicacion y amplio conocimiento en la

revision de la tesis.



INDICE GENERAL

INDICE GENERAL
INDICE DE TABLAS
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE ANEXOS
RESUMEN
ABSTRACT

. INTRODUCCION
- Situacién problematica
- Marco tedrico referencial
- Estudios antecedentes
- Importancia y justificacion de la investigacion
- Obijetivo del estudio
- Hipétesis de investigacion
. MATERIALES Y METODOS
2.1. Enfoque y Disefio
2.2. Poblacién, muestra y muestreo
2.3. Variables de estudio
2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

2.5. Proceso de recolecciéon de datos

2.5.1. Autorizacién y coordinaciones previas para la
recoleccion de datos

Pag.

Vi

vii

viii

15

22

23

23

24
24

24

25

25

31

31



2.5.2. Aplicacién de instrumentos de recoleccién de datos

2.6. Métodos de analisis estadistico

2.7. Aspectos bioéticos

lll. RESULTADOS

V. DISCUSION

4.1. Discusiones
4.2. Conclusiones

4.3. Recomendaciones

CITAS Y REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS

31
32

32

33

52
52

56

57

58

67



Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 9.

INDICE DE TABLAS

Cepas patdgenas referenciales del Instituto Nacional de Salud.
Resultados correspondientes a la identificacion microscopica.

Resultados del efecto antagdnico de cepas de Lactobacillus spp.

frente a enteropatégenos por el método de Burkholder.

Resultados de la comparacién del efecto antagoénico de
Lactobacillus spp. aisladas de "tocosh'-Solanum sp. in vitro frente

a bacterias enteropatdgenas, por el método de Burkholder.

Prueba de T de student del efecto antagdnico de Lactobacillus spp.

aisladas de “tocosh'-Solanum sp.

Resultados del efecto antagonico de cepas de Lactobacillus spp.
frente a enteropatégenos por el método modificado de difusion
en pozos - evaluacion de produccién de

metabolitos extracelulares.

Resultados de la comparacién del efecto antagoénico de
Lactobacillus spp. aisladas de ‘tocosh’-Solanum sp. in vitro frente

a bacterias enteropatdgenas, método del sobrenadante.

Prueba de T de student del efecto antagdnico de Lactobacillus spp.
aisladas de “tocosh'-Solanum sp. in vitro frente a bacterias

enteropatdgenas, por método del sobrenadante.

Prueba de t de student del efecto antag6nico producido por
Lactobacillus spp. aisladas de ‘tocosh’- Solanum sp. comparacion
del método modificado de difusion Burkholder y el método del
sobrenadante libre de células.

36

40

42

43

46

49

50

Vi



INDICE DE FIGURAS

Pag.
Figura 1. Mecanismo de fermentacion de carbohidratos. 5
Figura 2. Arbol filogenético de los miembros del grupo de Lactobacillus,
analisis de secuenciacion del gen 16S RNA.
Figura 3. Estructura de pared celular de lactobacilos. 8
Figura 4. Resultado segun porcentaje de la identificacién microscopica. 34

Figura 5. Medias de halos de inhibicién expresadas en mm, efecto

antagonico por método de Burkholder de Lactobacillus spp.

frente a Vibrio cholerae 1.457.10 INABA. 38
Figura 6. Medias de halos de inhibicion expresados en mm, efecto

antagonico por método de Burkholder de Lactobacillus spp.

frente a Salmonella typhi 2.240-16. 39
Figura 7. Efecto antagonico que presentan las bacterias del género

Lactobacilllus spp. aisladas de ‘tocosh’-Solanum sp. frente

a bacterias enteropatégenas; por el método de Burkholder,

estadistica por grupos. 41
Figura 8. Medias de halos de inhibicion expresados en mm, efecto

antagonico por método modificado de difusion en pozos -

evaluacion de producciéon de metabolitos extracelulares de

Lactobacillus spp. frente a Vibrio cholerae 1.457.10 Inaba. 45
Figura 9. Medias de halos de inhibicion expresados en mm, efecto

antagonico por el método de Burkholder de Lactobacillus spp.

frente a Salmonella typhi 2.240-16. 46
Figura 10. Comparacion del efecto antagonico de bacterias del género

Lactobacilllus spp. aisladas de ‘tocosh’-Solanum sp. in vitro,

frente a bacterias enteropatégenas, método del sobrenadante. 48
Figura 11. Comparacion de medias entre grupos de los métodos

modificados de difusién Burkholder y sobrenadante libre

de células. 51

Vii


file:///C:/Users/CAB2/Documents/Downloads/CORRECCION%20TESIS%209.docx%23_Toc32249555
file:///C:/Users/CAB2/Documents/Downloads/CORRECCION%20TESIS%209.docx%23_Toc32249555
file:///C:/Users/CAB2/Documents/Downloads/CORRECCION%20TESIS%209.docx%23_Toc32249555
file:///C:/Users/CAB2/Documents/Downloads/CORRECCION%20TESIS%209.docx%23_Toc32249555
file:///C:/Users/CAB2/Documents/Downloads/CORRECCION%20TESIS%209.docx%23_Toc32249558
file:///C:/Users/CAB2/Documents/Downloads/CORRECCION%20TESIS%209.docx%23_Toc32249558
file:///C:/Users/CAB2/Documents/Downloads/CORRECCION%20TESIS%209.docx%23_Toc32249558
file:///C:/Users/CAB2/Documents/Downloads/CORRECCION%20TESIS%209.docx%23_Toc32249560
file:///C:/Users/CAB2/Documents/Downloads/CORRECCION%20TESIS%209.docx%23_Toc32249560
file:///C:/Users/CAB2/Documents/Downloads/CORRECCION%20TESIS%209.docx%23_Toc32249560

INDICE DE ANEXOS

Anexo A. Matriz de consistencia

Anexo B. Operacionalizacién de variables

Anexo C. Instrumentos de recoleccién de datos
Anexo D. Instrumento de validaciéon

Anexo E. Dictamen de informe de comité de ética

Anexo F. Evidencias de trabajo de campo

Pag.
68

70
71
75
76

78

Viii



RESUMEN

Segun la OMS las enfermedades diarreicas (EDAS) son la segunda causa de
muerte en nifios menores de cinco afios a nivel mundial. Desde la época incaica el
‘tocosh’ es caracterizado por poseer propiedades nutraceuticas. La presente
investigacién tuvo como Objetivo: Evaluar el efecto antagonico de Lactobacillus
spp. aislados de ‘tocosh’ - Solanum sp. proveniente de Huanuco, frente a bacterias
enteropatdgenas: Escherichia coli enteropatogena (EPEC), Salmonella typhi,
Shiguella flexneri y Vibrio cholerae Inaba. Métodos: La poblacion fue extraida del
tocosh producido en pozos de fermentacion ubicados en la provincia de Yarowilca
distrito de Obas, las bacterias fueron aisladas en caldo Man Rogosa Sharpe, en
anaerobiosis e incubadas por 48 horas; para purificar las cepas de Lactobacillus
spp. se realizaron las pruebas segun el manual de Bergey; en la evaluacion del
efecto antagonico se emplearon los métodos de Burkholder y el método
sobrenadante libre de células (CFS), el ensayo se realiz0 por triplicado a una
concentracion 2 de la escala de Mac Farland de bacterias lacticas incubandose en
aerobiosis a 37°C por 18 horas. Resultados: De un total de 223 muestras 44 cepas
presentaron caracteristicas microscopicas y bioquimicas compatibles con
Lactobacillus spp., las medias de halos de inhibicion formados por el método de
Burkholder frente a Vibrio cholerae Inaba 1.457.10 (11,36 mm), Salmonella typhi
2.240-16 (9,86 mm), Shiguella flexneri WHO SH-15.3 (6 mm), Escherichia
coli enteropatogena (EPEC) 2.734-18 (6mm) y por el método sobrenadante libre de
células se obtuvo medias de Vibrio cholerae Inaba 1.457.10 (13,62 mm), Salmonella
typhi 2.240-16 (10,52 mm), Shiguella flexneri WHO SH-15.3 (6,33 mm), Escherichia
coli enteropatégena (EPEC) 2.734-18 (6,19 mm). En la comparacién de grupos se
determiné que el mayor efecto se obtuvo frente a Vibrio cholerae Inaba por ambos
métodos. Conclusiones: Se determind que Lactobacillus spp. aislados de ‘tocosh’
presentd efecto antagdnico frente a bacterias enteropatdgenas referenciales

causantes de EDAS.

Palabras clave: ‘tocosh’ - Solanum sp., Lactobacillus spp., Enteropatégenos,

sobrenadante libre de células, Método Burkholder



ABSTRACT
According to the WHO, diarrheal diseases (EDAS) are the second leading cause of
death in children under five years of age worldwide. From the Inca period the ‘tocosh’
is characterized by having nutraceutical properties. The present investigation had as
Objective: To evaluate the antagonistic effect of Lactobacillus spp. isolated from
‘tocosh’ - Solanum sp. from Huanuco, against enteropathogenic bacteria:
Escherichia coli enteropathogen (EPEC), Salmonella typhi, Shiguella flexneri and
Vibrio cholerae Inaba. Methods: The population was extracted from the tocosh
produced in fermentation wells located in the province of Yarowilca district of Obas,
the bacteria were isolated in Man Rogosa Sharpe broth, in anaerobiosis and
incubated for 48 hours; To purify the Lactobacillus spp. strains, tests were performed
according to the Bergey manual; Burkholder methods and the cell-free supernatant
method (CFS) were used in the evaluation of the antagonistic effect, the assay was
performed in triplicate at a concentration of 2 of the Mac Farland scale of lactic
bacteria incubating in aerobiosis at 37° C for 18 hours Results: Of a total of 223
samples, 44 strains had microscopic and biochemical characteristics compatible
with Lactobacillus spp., The means of inhibition halos formed by the Burkholder
method versus Vibrio cholerae Inaba 1,457.10 (11,36 mm), Salmonella typhi 2.240-
16 (9,86 mm), Shiguella flexneri WHO SH-15.3 (6 mm), enteropathogenic
Escherichia coli (EPEC) 2.734-18 (6mm) and by means of the cell-free supernatant
method averages of Vibrio cholerae Inaba 1.457.10 were obtained (13,62 mm),
Salmonella typhi 2.240-16 (10,52 mm), Shiguella flexneri WHO SH-15.3 (6,33 mm),
enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) 2.734-18 (6,19 mm). In the comparison
of groups, it was determined that the greatest effect was obtained against Vibrio
cholerae Inaba by both methods. Conclusions: It was determined that Lactobacillus
spp. isolated from ‘tocosh’ had an antagonistic effect against EDS causing

enteropathogenic bacteria.

Keywords: ‘tocosh’ - Solanum sp., Lactobacillus spp., Enteropathogens, cell-free

supernatant, Burkholder Method.



