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RESUMEN

La presente investigacion de tipo transversal, enfoque cuantitativo y disefio
experimental tuvo por objetivo evaluar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto acuoso
de Cocos nucifera (Coco) sobre cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli. La
muestra de estudio estuvo conformada por 360 unidades experimentales constituidas por 2
bacterias (S. aureusy E. coli), delas cuales se evaluaron 10 cepas diferentes de cadabacteria,
sometidas a 6 concentraciones (100; 50; 25; 12,5; 6,25y 3,13 mg/ml) del extracto acuoso de
C. nucifera, con 3 repeticiones por cada interaccién, un control positivo por cada cepa
bacteriana (Cloranfenicol), control negativo (Solucién salind) y control esterilidad (solo
medio). Como resultado se obtuvieron que solo 3 cepas de S aureus se inhibieron a
concentraciones de 50 y 100 mg/ml del extracto. En tanto, que E. coli mostré resistencia a
extracto de C. nucifera en las diferentes concentraciones evaluadas. Se concluyé que €
extracto acuoso de C. nucifera no presenta ef ecto antimicrobiano sobrelas cepasde S aureus
y E. coli estudiadas.

Palabras clave: Cocos nucifera, Staphyl ococcus aureus, Escherichia coli.



ABSTRAC

The present cross-sectiona research, quantitative approach and experimental
design aimed to evaluate the antimicrobial effect in vitro of the aqueous extract of Cocos
nucifera on Staphylococcus aureus strains and Escherichia coli. The study sample consisted
of 360 experimental units constituted by 2 bacteria (S. aureus and E. coli), of which 10
different strains of each bacterium were evaluated, subjected to 6 concentrations (100; 50;
25; 12,5; 6,25 and 3,13 mg / ml) of the agueous extract of C. nucifera, with 3 repetitionsfor
each interaction, a positive control for each bacterial strain (Chloramphenicol), negative
control (Saline solution) and sterility control (medium only). As aresult, were obtained that
only 3 strains of S. aureus were inhibited at concentrations of 50 and 100 mg / ml of the
extract. Meanwhile, E. coli showed resistance to the C. nucifera extract at the different
concentrations evaluated. It was concluded that the agueous extract of C. nucifera does not
have an antimicrobial effect onthe S. aureus and E. coli strains studied.

Keywords. Cocos nucifera, Staphylococcus aureus, Escherichia coli.



. INTRODUCCION

El tratamiento convencional paralos microorganismos ya no es unaopcion viable
como sucedia afios atras. Segln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), “la resistencia
a los antibidticos es una de las mayores amenazas para la salud mundial, la seguridad
alimentaria y el desarrollo” (1), todo debido a la pérdida de la eficacia de los
antimicrobianos, 1o que conduce a estadias hospital arias més largas, mayores costos médicos
y una mayor mortalidad (2,3); destacando |as infecciones oportunistas, respiratoriasy de la
piel (4,5). Entre los agentes infecciosos tipo relevantes para la salud humana se encuentran
lasbacterias S. aureusy E. coli, quienes en su conjunto son capaces de producir una cantidad
importante de | as infecciones humanas (6,7,8).

En laactualidad, |aresi stencia antimicrobiana ha generado |a necesidad de buscar
y desarrollar nuevos principios activos de origen natural y sintético con potencial
antimicrobiano (9). Lafitoterapia 0 medicina aternativa, busca de una manera mas natural
generar efectos terapéuticos en e organismo de forma tal que lo haria un medicamento
convencional, pero sin los ef ectos adversos de este mismo. Es en este contexto que sevalora
la evaluacion del extracto acuoso de coco, planta milenariamente usado por varias culturas,
como una opcion para ampliar € conocimiento sobre su efecto antimicrobiano sobre

microorganismos tipo Gram positivo y Gram negativo (9,10,11).

El coco, es una de las palmeras mas cultivadas y apreciada por muchas culturas
alrededor del mundo por su ato valor econdémico, socia y cultural; es una especie altamente
productorade grasavegetal y fuente primariade alimento, bebiday de abrigo (12,13). Segun
Roopan (14),” es una de las plantas de mayor valor nutricional y medicinal con varias
fracciones de proteinas que juegan un papel importante en varias aplicaciones biol 6gicas
como antimicrobianas, antiinflamatorias, antidiabéticas, antineoplédsicas, antiparasitarias,

insecticidas, y actividades leishmanicidas”.



En Ecuador, Caicedo et a. (15), En un estudio titulado “Efecto del oil pulling
(aceite de coco) sobre Streptococcus mutans contado en saliva en estudiantes de la Facultad
de Odontologia de la Universidad Central del Ecuador”, donde “los resultados con su
respectivo andlisis estadistico evidenciaron la efectividad del oil pulling con aceite de coco,
debido a que la cantidad de unidades formadoras de colonias disminuyo significativamente
posterior al tratamiento. Al comparar con el efecto de laclorhexidina se observaqueel efecto
de disminucién de carga bacteriana de Streptococcus mutans es mayor que el aceite de coco”.
Asi mismo concluyeron que “El aceite de coco con la técnica oil pulling evidencia

disminucién de carga bacteriana de Sreptococcus mutans cuantificado en saliva”.

En Bogot4, Reyeset d. (16), realizaron un estudio titulado: “Actividad antifingica
de aceites de frutos de palmas Oenocar pus bataua, Cocos nucifera, El aeisoleifera, Maurita
flexuosa y Acrocomia aculeata frente a Fusarium solani” encontrando que los aceites de
Elaeis oleifera y Mauritia flexuosa a 15% presentaron potencial para la inhibicion de
crecimiento micelial, comparando con € fungicida Carbendazim, éste Ultimo produjo un
mayor efecto. Los aceites de Oenocarpus bataua, Cocos nucifera 'y Acrocomia aculeata al
15% presentaron potencial paralainhibicién de germinacién de conidios, siendo este efecto

superior a generado por & fungicida mencionado anteriormente.

En Marruecos, Kohli et al. (17), realizaron un estudio titulado: “Comparative
evaluation of the antimicrobial susceptibility and cytotoxicity of husk extract of Cocos
nucifera and chlorhexidine as irrigating solutions against Enterococcus faecalis, Prevotella
intermedia and Porphyromonas gingivalis — An in-vitro study”, encontrando que la
concentracion minima inhibitoria y la concentracion bactericida minima de la cascara de
“coco” para Porphyromonas gingivalis fue de 468.75 pg/mly 1562.5 pg/ml, para Prevotella
intermedia fue de 48.8 ug/ml y 1875 pg/ml, para Enterococcus faecalis fue de 1562.5 pg/ml
y 3750 pg/ml. El extracto no mostrd toxicidad para el fibroblasto periodontal humano.
Concluyendo que el 1.5% del extracto etandlico de la céascara del “coco” tiene accion
significativa sobre la biopelicula dental polimicrobiana, siendo esta accion comparable ala

producida por la clorhexidina



En Ecuador, Torres et a. (18), redizaron una investigacion titulada: “Efecto
antimicrobiano del aceite de coco sobre cepas de Streptococcus mutans. Estudio in vitro” en
el laboratorio de odontologia de la Universidad Central, obteniendo que €l aceite de coco en
tres concentraciones distintas, inhibe e efecto de Streptococcus mutans ATCC25175, sin
diferencias significativas del efecto entre las concentraciones; asimismo, se demostrd que
este microorganismo presenta mayor sensibilidad alaclorhexidinaa 0,12% que a aceite de
coco en las distintas concentraciones.

En Ambato, Ecuador, Rea (19), en un estudio titulado “Beneficios de la
utilizacion del aceite de coco parala reduccién de placa bacteriana en 10s nifios de sexto afio
de la unidad educativa Rosa Zéarate de la comunidad de San José Puiiachizac del Canton
Quero” donde “Entre sus resultados se presencio que existe una disminucion notable de
microorganismos de la placa bacteriana al ser expuesta con el aceite de coco” Asi mismo se
concluyd que “Aplicar el aceite de coco parareducir laplacabacterianamediante € enjuague

bucal reduce las bacterias mejorando la salud oral de los pacientes”.

En Aracgju, Brasil, Mendes (20), en un estudio titulado “Evaluacién in vitro dela
actividad antifungica del aceite de coco ozonizado (OCO) contra Candida spp” donde “El
OCO mostro actividad antifungica a concentraciones de 5.0% Yy 7, 5% contra el aisdado de
Candida”. Asi mismo se concluyd que “La actividad antifingica de OCO sugiere que

podrian servir como una posible fuente de compuestos en el tratamiento de la estomatitis”.

En Brasil, Pedroza et a. (21), en un estudio titulado “Potencial fungitoxico de
aceites murmuru (Astrocaryumulei Mart) y coco (Cocos nucifera L.) En Colletotrichumglo
eosporioides de Maracuya” donde “Al evaluar el efecto del aceite de murmuru y de coco
sobre el desarrollo micelial de C. eosporioides se observé gque € aceite de coco mostré un
didmetro control de 4,22 cm en comparacion con el aceite de murmuru que present6 un valor
de 6,96 cm”. Asi mismo se concluyd que “El aceite de coco mostro un mayor efecto
inhibitorio en todas las concentraciones, alcanzando inhibicion de cas e 50% del

crecimiento micelial del patégeno C. gloeosporioides”.

10



En Arequipa, Sonco Mayta (22), realizé un estudio experimental titulado “Efecto
antifangico del aceite esencial del Cocos nucifera (coco) sobre cepas de Candida albicans
aisladas. Arequipa. 2018 para lo cual se disolvi6 el aceite a concentraciones de 25 % y 50%
con dimetilsulfoxido y a 100% directo del frasco, encontrando que el aceite de coco a estas
concentraciones no mostré potencial antifungico sobre Candida albicans, mientras que la
clorhexidinaa 2% quefueel control, si tuvo eficacia antifungicaen lostiempos establecidos
en este estudio.

En Lima, Mendoza et al. (23), realizaron unainvestigacion titulada: “Use of coco
nut water (Cocos nucifera) as intravenou selectro lytictherapy in dehydrated canines”
realizad en tres fases. 1. Evaluacion de esterilidad e isotonicidad del agua de coco, 2.
Cambios hematol6gicos después de 24 horas de aplicacion de Agua de coco via
intraperitoneal en ratas, 3. Valores hematol 6gicos, PH, cloro, sodio y frecuencia cardiaca,
respiratoria, temperaturaal inicioy después deinyectar aguade coco viaintravenosaaperros
cony sin actividad fisica. Obtuvieron que € agua de coco estéril e isotonica, En lasratasy
en los perros sin actividad fisica no se produjeron ateraciones en |os val ores hematol 6gi cos;
los perros que tuvieron actividad fisicamostraron reduccién del hematocrito alos 30 minutos

de laaplicacion del agua de coco, asi mismo una ligera reduccion de los niveles de sodio.

Otros estudios describen que, el coco esta compuesto por &cido laurico, €l cua es
capaz de tratar las enfermedades mas comunes como €l resfriado o lagripe. Lo quele brinda

posibles efectos benéficos parala salud humana (9).

S. aureus es una bacteria gram positiva de forma cocoide y de organizacion
racimosa en cultivo. Es una de las especies bacterianas mas frecuentes en la generacion de
infecciones humanas. Coloniza persistentemente la mucosa nasal humana del 20% de las
personas (24). E. coli es una bacteria gram negativa, de forma cocobacilar, mévil, no
esporuladay fermentativa que habitaen el colon del humano y animales homotermos (7). E.
coli es la causa més comun de infecciones agudas, asi como de sepsis del tracto urinario.

También ser causa meningitis, sepsis neonatal y abscesos en varios érganos.
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Por lo descrito, € presente trabajo de investigacion buscd evaluar € efecto
inhibitorio in vitro del extracto acuoso de C. nucifera (coco) sobre S aureus 'y E. coli, ya
gue estos microorganismos son responsables de multiples enfermedades de tipo infecciosas
y principal mente presentan una amplia resistencia a diversos antibi6ticos. Por estarazon, se
busca alternativas de solucion para disminuir € impacto negativo de las infecciones
ocasionadas por estos microorganismos, es asi que se propone el uso del C. nucifera (coco)

para controlar su proliferacion in vitro.

1. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
— Demostrar €l efecto antimicrobiano del extracto acuoso de C. nucifera (coco) sobre

S aureusy E. coli.

2.2. Objetivos especificos
— Determinar € efecto antimicrobiano in vitro del extracto acuoso de C. nucifera
(coco) capaz de inhibir el 50 y 90% de las cepas de S. aureus usando e método de

macrodilucion.
— Determinar € efecto antimicrobiano in vitro del extracto acuoso de C. nucifera
(coco) capaz de inhibir e 50 y 90% de las cepas de E. coli usando € método de

macrodilucion.

— Evaluar la especie con mayor sensibilidad al extracto acuoso de C. nucifera (coco).

12



I1l. MATERIAL Y METODOS

3.1. Materialesde estudio

3.1.1. Materia Bioldgico
Cepas bacterianas de S. aureus y E. coli que fueron aislamientos
procedentes de muestras clinicas del Hospital San Javier de Bellavista.

3.2. Poblacion y Muestra

3.2.1. Poblaciony Muestra
Estuvieron conformadas por 360 unidades experimentales constituidas
por 2 bacterias (S aureusy E. coli), delas cuales se evaluaron 10 cepas diferentes
de cada bacteria, sometidas a 6 concentraciones (100; 50; 25; 12,5; 6,25y 3,13
mg/ml) del extracto acuoso de C. nucifera, con 3 repeticiones por cada
interaccion, un control positivo por cada cepa bacteriana (Cloranfenicol), control

negativo (Solucién salina) y control esterilidad (solo medio).

3.2.2. Muestreo

Fue no aeatorio de tipo intencional y a conveniencia del investigador.

A continuacion, se redactalos criterios deinclusion y exclusion:

e Criterios de inclusion: Las cepas puras de S. aureus 'y E. coli aidadas en
el laboratorio del Hospital de Bellavista.

e Criteriosdeexclusion: No formaron parte delainvestigacion las cepas que

presentaron contaminacion con otros microorganiSmos.
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3.3. Técnica einstrumento deinvestigacion

3.3.1. Tipoy disefio delainvestigacion

3.3.1.1.Enfoque
Cuantitativo, porque la contrastacion de la hipotesis requirié € uso de la
estadistica.

3.3.1.2.Disefio
Experimental, porque el estudio fue un experimento de disefio factorial
donde el investigador controlo las concentraciones del extracto acuoso de Cocos
nucifera (variable independiente) y de las cepas bacterianas a probarse (variable

dependiente).

3.3.2. Procedimiento

3.3.2.1.Recoleccion e identificacion de C. nucifera (coco)
El material boténico del C. nucifera se recolecto en areas urbanas y
periurbanas del distrito de Jaén, provincia de Jaén, departamento de Cajamarca,
Perd. La ubicacion geografica UTM fue: este 755250 y norte 9374821, a una
atitud de 496 m.s.n.m. Unavez que se selecciono laplanta, setomaron fotografias
del habitad, flor y fruto, las cuales sirvieron para su identificacion taxonémica por
un Bidlogo Botanico de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad

Nacional Pedro Ruiz Gallo, Lambayeque, Perd. (Anexo 1)

Posterior asu identificacion se sel eccionaron dos frutos verdes, el mismo
gue fue amacenado y conservado a temperatura ambiente para su posterior uso

en € experimento.

3.3.2.2.Preparacion del extracto acuoso del fruto del C. nucifera
En € laboratorio de control de calidad de Industrias Peruinka, seretird la
cortezadel fruto. Posteriormente usando un matraz herméticamente taponado con

algoddn, se cocié a 95°C durante 15 minutos en una proporcion planta: agua
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destilada estéril de 1:10, en este caso se emplearon 100gr de corteza con 1lt de
agua destilada. Luego, € extracto fue filtrado y almacenado en otro frasco de
vidrio para su esterilizacion por autoclave a 121 °C, 15 libras de presion por 15
minutos. El extracto esterilizado fue conservado en refrigeracion de 2 a 8°C en un
frasco de vidrio de color ambar hasta su uso en los ensayos. Producto de este

proceso se obtuvo el extracto auna concentracion inicia de 100mg/ml.

L as concentraciones se obtuvieron mediante diluciones con el medio de
crecimiento (Caldo Mueller Hinton). En un inicio se agreg6 un 1ml del extracto
acuoso de C. nucifera en € primer tubo de concentracién (100mg/ml), luego se
realizaron las diluciones correspondientes a partir de este, se tomé 0,5 ml de la
primera concentracion y se transfirié en otro tubo de ensayo con 0,5 ml del medio
formando asi |asegunda concentracion (50mg/ml). Posteriormente setomé 0,5 ml
de la segunda concentracion y se diluyé en otro tubo de ensayo con 0,5ml del
medio formando asi latercera concentracion (25mg/ml); este proceso se continuo
hasta Ilegar al sexto tubo de ensayo en donde una vez hecha la dilucion
descartamos 0,5 de esta. Obteniendo asi 6 diluciones del extracto: 100; 50; 25;
12,5; 6,25y 3,13 mg/ml. (ver figura 1)

3.3.2.3.0btencion de cepas

Las bacterias de S aureus y E. coli, fueron aislamientos procedentes de
muestras clinicas del Hospital San Javier de Bellavistay se obtuvieron mediante
solicitud de donacion a servicio de Laboratorio Clinico de la misma institucion
(Anexo 2). Los cultivos de las bacterias fueron conservados en Agar Tripticasa
Soya (TSA) unatemperatura de 2°C a 8°C hasta su posterior reactivacion paralos

ensayos experimental es.

3.3.2.4.Reactivacion de las cepas
Los microorganismos se transfirieron con € asa bacteriologica a una
placa que contienen Agar Tripticasa Soya (TSA) y se incubaron a 37 °C por 24

horas para g ercer lareactivacion de las bacterias (colonias jovenes).
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3.3.2.5.Preparacion del inéculo
De la placa que se usd parareactivar las bacterias, picamos entre tres a
cuatro coloniasy las disolvimos en un tubo de ensayo con 5 ml de Solucion salina
estéril. Luego fue comparado con & tubo N °0. 5 (1,5 x 108 UFC) del nefelémetro
de Mc Farland. Esta comparacion se llevo a cabo visua mente utilizando un fondo

blanco con lineas negras usadas como contraste (25).

L os tubos fueron homogeneizados antes del sembrado para obtener una

muestra uniforme.

3.3.2.6.Determinacion del efecto antimicrobiano
La determinacion del efecto antimicrobiano del extracto acuoso de C.
nucifera (coco) frente a cepas bacterias S aureusy E. coli serealizd mediante la
técnica de la “Concentracion Minima Inhibitoria” (CMI) por e método de
macrodilucion en caldo, segin se ha descrito en € “Manual de procedimientos
para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de difusion en disco”

del Ingtituto Nacional de Salud del Pert (25).

Latécnica consistio en disponer en tubos de ensayo 0,5 ml del extracto
acuoso de C. nucifera (coco)a concentraciones de: 100; 50; 25; 12,5; 6,25y 3,13
mg/ml, usando como diluyente e medio de crecimiento Caldo Mueller Hinton
(Thermo Scientific®). Luego en cada tubo se inoculé con 0,5 ml de una
suspension bacteriana diluida con solucion salina estéril, de S. aureus o E. coli, a
una turbidez equivalente a tubo N° 0,5 de Mc Farland (carga bacteriana). El
volumen final de la mezcla fue de 1 ml. Este mismo procedimiento se realizd en

tres oportunidades para cada aisamiento de S aureus o E. coli considerados.

Se disefiaron tres controles. a) esterilidad, que contendra solo medio de
crecimiento, b) negativo, que contendra Soluciéon salinafisiolégicaa 0,9% (SSF)
gue fue diluida en 0,5 ml del medio (se tom6 0,5ml de la SSF, se mezcl6 con €

medio y se elimind 0,5 de ladilucién) y c) positivo, que contendrd 200 mg/ml de
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cloranfenicol quefuediluido en 0,5 ml del medio (setomé 0,5ml de Cloranfenicol
a 200mg/ml de concentracion, se mezclo con e medio y se elimind 0,5 de la
dilucion), estos dos ultimos fueron inoculados con 0,5 ml de la suspension
bacteriana. Los cultivos se incubaron a 37°C durante 18 horas (25). (ver cuadro 1

y2)

En la lectura se revisd e crecimiento teniendo en consideracion la
turbidez y sedimento. La Concentracion minima inhibitoria (CMI) seré aquella
mayor dilucién en la que el crecimiento fue inhibido (no se presencia sedimento
y turbidez) (25).
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Cuadro 1: Método de macrodilucién en caldo para determinar e CMI en S aureus.

BACTERIA

cODIGOS

CONCENTRACIONES

S aureus

CN

CONTROL NEGATIVO: 0,5 ml de caldo Mueller Hinton
diluido con SSF estéril (setomd 0,5ml dela SSF, se mezcl6
con el medioy seelimind 0,5 deladilucién) luego se coloco
0,5 ml de suspension bacteriana.

CP

CONTROL POSITIVO: 0,5 ml de cado Mueller Hinton
diluido con Cloranfenicol de 200mg/ml (se tom6 0,5ml de
Cloranfenicol a200mg/ml de concentracién, se mezclé con
el medioy seelimind 0,5 deladilucion) luego se colocd 0,5
ml de suspension bacteriana.

CE

CONTROL ESTERIL: 1 ml de caldo Mueller Hinton, para

demostrar que € medio esté libre de microorgani smos.

C1l

C2

C3

C5

C6

Concentracién 1 (100mg/ml): 0,5 ml del extracto a
concentracion inicial y 0,5 ml de suspension bacteriana (se
tomo 0,5 ml de C1 paralas demés diluciones).
Concentracion 2 (50mg/ml): concentracion anterior (C1)
diluido en 0,5 ml de caldo Mueller Hinton y se agregd 0,5
ml suspension bacteriana.

Concentracion 3 (25mg/ml): concentracion anterior (C2)
diluido en 0,5 ml de caldo Mueller Hinton y se agregd 0,5
ml suspension bacteriana.

Concentracién 4 (12,5mg/ml): concentracion anterior (C3)
diluido en 0.5 ml de caldo Mueller Hinton y se agregd 0,5
ml suspension bacteriana.

Concentracién 5 (6,25mg/ml): concentracion anterior (C4)
diluido en 0,5 ml de caldo Mueler Hinton y 0.5 mi
suspensi6n bacteriana.

Concentracién 6 (3,13mg/ml): concentracion anterior (C5)
diluido en 0,5 ml de caldo Mueller Hinton (se eliminé 0,5
de lamezcla) y se agreg6 0,5 ml suspension bacteriana.

Fuente: Creacion propia
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Cuadro 2: Método de macrodilucion en caldo para determinar el CMI en E. coli.

BACTERIA

cODIGOS

CONCENTRACIONES

E. coli

CN

CONTROL NEGATIVO: 0,5 ml de caldo Mueller Hinton
diluido con SSF estéril (se tomé 0,5ml de la SSF, se mezcl6
con € medio y se elimind 0,5 de la dilucion) luego se coloco
0,5 ml de suspension bacteriana.

CP

CONTROL POSITIVO: 0,5 ml de cado Mueller Hinton
diluido con Cloranfenicol de 200mg/ml (se tomé 0,5ml de
Cloranfenicol a200mg/ml de concentracion, se mezcl6 con €
medio y se elimind 0,5 de ladilucién) luego se colocd 0,5 ml

de suspension bacteriana.

CE

CONTROL ESTERIL: 1 ml de caldo Mueller Hinton, para

demostrar que e medio esté libre de microorganismos.

C1l

C2

C3

C5

C6

Concentracion 1 (100mg/ml): 0,5 ml del extracto a
concentracion inicial y 0,5 ml de suspension bacteriana (se
tomo 0,5 de C1 paralas deméas diluciones).

Concentracion 2 (50mg/ml): concentracion anterior (C1)
diluido en 0,5 ml de caldo Mueller Hinton y se agreg6 0,5 ml
suspension bacteriana.

Concentracion 3 (25mg/ml): concentracion anterior (C2)
diluido en 0,5 ml de caldo Mueller Hinton y se agreg6 0,5 ml
suspension bacteriana.

Concentraciéon 4 (12,5mg/ml): concentracion anterior (C3)
diluido en 0.5 ml de caldo Mueller Hinton y se agreg6 0,5 ml
suspension bacteriana.

Concentracién 5 (6,25mg/ml): concentracion anterior (C4)
diluido en 0,5 ml de caldo Mueller Hinton'y 0.5 ml suspensién
bacteriana.

Concentracién 6 (3,13mg/ml): concentracion anterior (C5)
diluido en 0,5 ml de caldo Mueller Hinton (se eliminé 0,5 de
lamezcla) y se agregd 0,5 ml suspensién bacteriana.

Fuente: Creacidn pronia
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Figura 1: Flujograma de trabajo

Se afiadio 0,5 ml de suspension bacteriana segun el tubo N° 0.5 de la escala de Mc. Farlan.

)

( Cloranfenicol SSF
0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL (‘5 (‘
C1 C2 C3 c4 C5 ce | elminarfop CN CE
Extracto Caldo MH Caldo MH Caldo MH Caldo MH Caldo MH CaldoMH  CaldoMH  Caldo MH
1ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml 1 mi
CONTENIDO FINAL POR TUBO:
C1: 100 C2: 50 C3: 25 C4: 125 C5: 6.25 C6: 3.13 cp CN CE
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml 1ml iml 1ml
1ml Iml iml iml iml ml

Fuente: Creacion propia
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3.3.3. Técnicade recoleccion de datos
Como técnica de recoleccion de datos se empled la observacion
estructurada de las variables a evauar y se utilizO como instrumento de
recoleccion de datos unalistade control (Anexo 3), donde seregistrd laocurrencia
de los eventosy sus caracteristicas durante €l desarrollo del experimento. Lalista

de control fue llenada por € personal encargado de lainvestigacion.

3.3.4. Andlisisdelos datos

Losdatosrecolectados delas variabl es se registraron en unabase de datos
usando Microsoft Excel 2015. Se evalud € efecto antimicrobiano del extracto
acuoso capaz de inhibir al 50 y 90% mediante andlisis de regresion logistica tipo
Probit. El andlisis de datos fue realizado con el software estadistico SPSS version
21.
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V. RESULTADOS

El presente trabgjo de investigacion busco determinar €l efecto inhibitorio in vitro
del extracto acuoso de C. nucifera (coco) sobre S. aureusy E. coli, paralo cual se emplearon

360 unidades experimental es, obteniéndose |os siguientes datos:

Tabla 1. Efecto inhibitorio in vitro del extracto acuoso de C. nucifera (coco) a las
concentraciones 100; 50; 25; 12,5; 6,25y 3,13 mg/ml sobre S. aureus mediante € método
de macrodilucion en caldo.

Tipo de Bacteria Concentracién del N° N°_ No
extracto (mg/ml) Cepas observaciones Inhibidos

3.13 0

6.25 0

12.5 0

S aureus o5 10 180 0

50 8

100 9

Fuente: Creacion propia

En la tabla 1 se puede apreciar € efecto inhibitorio en cepas de S aureus a la
concentracion de 50 mg/ml en 8 observaciones y a concentracion de 100 mg/ml en 9
observaciones. Segun los resultados solo 3 cepas de S. aureus se inhibieron adosisde 50 y
100 mg/ml (Tablal).
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Tabla 2: Efecto inhibitorio in vitro del extracto acuoso de C. nucifera (coco) a las
concentraciones 100; 50; 25; 12,5; 6,25y 3,13 mg/ml sobre E. coli mediante el método de

macrodilucién en caldo.

Concentracion
Tipo de Bacteria del extracto
(mg/ml)
3.13 0
6.25
. 125
E. coli o5 10 180
50

100

N° N° N°
Cepas  Observaciones  Inhibidos

o OO oo

Fuente: Creacién propia

Enlatabla 2, e extracto acuoso de C. nucifera (coco) alas concentraciones 100; 50;
25; 12,5; 6,25 y 3,13 mg/ml sobre E. coli, no mostro efecto inhibitorio debido a que se
evidencio sedimento y turbidez (Tabla 2).

Figura 2: Concentracion del extracto acuoso de C. nucifera (coco) capaz de inhibir a 50 y
90% de observaciones en cepas de S. aureus segun Probit.
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Fuente: Creacion propia

En la figura 2, mediante el andlisis estadistico Probit se evidencia un efecto
antimicrobiano capaz de inhibir a 50 y 90 % de cepas bacterianas en S aureus, a

concentraciones de 112 mg/ml y 174 mg/ml. (Figura 2).
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V. DISCUSION

Si bien estos resultados no se pueden considerar efectivos, se rescata la presencia
de inhibicion en 17 de las 180 observaciones evaluadas de S. aureus, una bacteria cocoide
gram positiva, 1o cual coincide con los estudios realizados en Ecuador; € primero por
Caicedo et al. (15), donde “los resultados con su respectivo analisis estadistico evidenciaron
la efectividad del oil pulling con aceite de coco, debido a que la cantidad de unidades
formadoras de colonias de Streptococcus mutans disminuyo significativamente posterior al
tratamiento”. Y el segundo por Real (19), donde concluyo que “Aplicar el aceite de coco
parareducir la placa bacteriana mediante el enjuague bucal reduce las bacterias mejorando
la salud oral de los pacientes”.. Eso explicaria la presencia de cierta inhibicion por parte de
cepas de Saphylococcus aureus a presentar caracteristicas bacterianas smilares a

Sreptococcus mutans (19)

Otros estudios describen que, el coco esta compuesto por acido laurico, estaal ser
consumida genera afa-monolaurinag, sustancia quimica conocida por su fuerte efecto
antibacteriano y antiviral que interfiere con la membrana celular de las bacterias (9). Eso
explicaria la leve sensibilidad por parte de algunas cepas bacterianas de S. aureus. Caso
contrario a lo ocurrido con E.coli donde no se presencié inhibicion, lo cua se deba a que
estructuralmente |as bacterias gram negativas presentan una membrana externa constituida
por lipopolisacaridos 1o que la hace particularmente mas resistente ya que le brinda una
mayor seleccion al ingreso de sustancias externas (26). Sin embargo, productos de base
alcohdlica pueden penetrar fécilmente esta membrana lipidica porgque presentan
caracteristicas disolventes, entre ellas las grasas (19). La generacion de betalactamasas por
parte de S aureus genera resistencia a la mayoria de antibiéticos tales como: penicilina,

ampicilina, entre otros, 1o que explicaria el bajo efecto del extracto de C. nucifera.(27).

S. aureus presenta un sorprendente potencial de adaptacion debido asu plasticidad
genética, lo que le permite expresar un arsena enorme de factores de virulencia, incluidas
las adhesinas, enzimas, toxinasy proteinas de evasion inmune. Las cepas clinicas suelen ser

resistentes a los antibidticos B-lactamicos causando infecciones adquiridas en e hospital y
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comunidad (8, 29). E. coli habita en e colon del humano y animales homotermos. Es la
causa méas comun de infecciones agudas del tracto urinario, asi como de sepsis. Esresistente

aun amplio espectro de familias de antibacterianos (6, 7).

No se logré apreciar un CMI necesario para el empleo del extracto acuoso de C.
nucifera como un potencia producto para hacerle frente a la problematica del sector salud,
laresistencia microbiana, pero se debe recalcar que existen otros métodos de extraccién de
los principios activos de C. nucifera que potencien su efecto, como e uso de productos
etandlicos obtenidos del fruto, asi como el empleo de aceites esenciaes (15). Asi mismo se
debe considerar la posible actividad antifungica del extracto acuoso de C. nucifera sobre
hongos miceliales y levaduriformes de importancia clinica, considerando investigacionesya
realizados en Brasil, €l primero por Mendes (20) donde se concluyo que, “a concentraciones
de 5.0% y 7, 5% se mostrd actividad fungicida contra aislados de Candida”, y & segundo
gue es apoyado por Pedroza et al. (21) , donde concluyo que “El Aceite de coco presenta un
mayor efecto inhibitorio en todas las concentraciones, alcanzando inhibicién de casi € 50%

del crecimiento micelia del patégeno Colletotrichumglo gloeosporioides”.

En cuanto ala comparacion del efecto antibacteriano del extracto de C. nucifera
frente alas cepas de S aureusy E. coli, ho se encontr6 estadistica que relacione €l tipo de
bacteriamas sensible. Pero basandose en | as observaciones obtenidas en |afase experimental
y ante la ausencia de inhibicidn en las cepas estudiadas de E. coli, se podria decir que S
aureus fue la bacteria que presento una sensibilidad mayor, considerandose que 17 de sus
180 observaciones evaluadas presentaron inhibicion a concentraciones de 50 y 100 mg/ml
del extracto acuoso de C. nucifera. Tomando como referenciaque el extracto presenta mayor

efecto frente a bacterias de tipo gram positivo (15,18).

Considerando que la resistencia bacteriana no reconoce barreras y puede
extenderse a las personas y a medio ambiente el siguiente informe recomienda el trabajo
coordinado de diferentes partes como sector agropecuario y e sector salud. Asi mismo la
implementacion de estrategias de vigilancia y protocolos que permitan un uso mas

controlado de los antibi6ticos tanto en animales como en personas (2).
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VI. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

6.1.Conclusiones

El extracto acuoso de C. nucifera no presenta efecto antimicrobiano sobre las

cepasde S aureusy E. coli estudiadas.

El extracto acuoso de C. nucifera (coco) no mostré efecto antimicrobiano in vitro
capaz de inhibir el 50 y 90 % de las cepas de S. aureus usando € método de
macrodilucién en caldo.

El extracto acuoso de C. nucifera (coco) no mostré efecto antimicrobiano in vitro
capaz de inhibir e 50 y 90% de las cepas de E coli usando e método de
macrodilucion en caldo.

S. aureus mostré mayor sensibilidad al extracto acuoso de C. nucifera (coco) a

diferenciade E. cali.

6.2.Recomendaciones

Emplear otros métodos de extraccion de los principios activos para C. nucifera
gue potencien su efecto, ya que durante la fase experimental se logré visualizar

un leve efecto en 3 de las 10 cepas evaluadas de S. aureus.

Evaluar e potencial antifingico frente a cepas representativas, asi como la

capacidad toxicol 6gica del extracto para futuras investigaciones.

Estudiar e efecto antimicrobiano del extracto acuoso de C. nucifera a
concentraciones més elevadas, capaces de expresar un efecto inhibitorio

bacteriostético o bactericida mas fuerte.
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ANEXOS

Anexo 1: Constancia de muestra boténica para Cocos nucifera (coco).

CONSTANCIA

La que suscribe, Biologo - Botanico con colegiatura CBF M2 FTFE,

HACE CONSTAR

Despweés de estudiar y analizar la muestra botanica que tengo a la

vista, le corresponde el nombre cientifico: Cocos mecifera L., especie

conocida comanmente con &l nombre de “coco™.

Se expide la presente comda constancia a solicited del interesado para

las fines que estime conveniente.

Chiclayo, 15 de noviembre del 2020

hSc. Dunalia LLatas Cancino
Bidlogo — Botanico
CEP kN 7778
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Anexo 2: Solicitud de donacién de Cepas bacterianas

“ANO DE LA UNIVERSALIZACION DE LA SALUD”

FELIPE JESUS MUGUERZA ORTIZ
TECNOLOGO MEDICO DEL HOPITAL SAN JAVIER DE BELLAVISTA

SOLICITO: DONACION DE
CEPAS BACTERIANAS

YO Carlos Fernando Jiménez Ramos identificado con DNI 71338347 y
mi companera Eliana Milagros Fernandez Rodrigo identificada con DNI
75161742, ambos estudiantes de la carrera profesional de Tecnologia Médica
en la Universidad Nacional de Jaén solicitamos lo siguiente:

Con motivo de obtener datos para sustentar nuestro proyecto de tesis “Efecto
antimicrobiano del extracto de Cocos nucifera (Coco) sobre
Staphylococcus aureus y Escherichia coli” vemos indispensable el uso de
cepas bacterianas de S. aureus y E. coli identificadas de muestras clinicas en
pacientes que se atienden en el Hospital San Javier de Bellavista. Institucion
donde su persona labora.

Es por ello que SOLICITAMOS donacién de mencionadas Cepas bacterianas a
fin de poder llevar a cabo nuestra investigacion y culminarla con buenos
resultados.

Sin mas que decir, agradecer el apoyo y la orientacion brindada por su
persona.

Jaén, 12 de Agosto del 2020

ATENTAMENTE

A Z

CARLOS FERNANDO ELIANA MILAGROS
JIMENEZ RAMOS FERNANDEZ RODRIGO
DNI: 71338347 DNI: 75161742
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Anexo 3: Ficha de recoleccién de datos.

Repeticion N° 1
Aidamiento Dilucion (%)
N° Tipo 100mg/ml | 50mg/ml 25mg/ml | 12.5mg/ml | 6.25mg/ml | 3.13mg/ml CP CN CE
1 S aureus-1 ST ST ST ST ST ST - ST -
2 S aureus-2 - - ST ST ST ST - ST -
3 S aureus-3 ST ST ST ST ST ST - ST -
4 S aureus-4 ST ST ST ST ST ST - ST -
5 S. aureus-5 - - ST ST ST ST - ST -
6 S. aureus-6 - - ST ST ST ST - ST -
7 S aureus-7 ST ST ST ST ST ST - ST -
8 S aureus-8 ST ST ST ST ST ST - ST -
9 S aureus-9 ST ST ST ST ST ST - SIT -
10 S aureus-10 ST ST ST ST ST ST - ST -
11 E. coli-1 ST ST ST ST ST ST - ST -
12 E. coli-2 ST ST ST ST ST ST - ST -
13 E. coli-3 ST ST ST ST ST ST - ST -
14 E. coli-4 ST ST ST ST ST ST - ST -
15 E. coli-5 ST ST ST ST ST ST - ST -
16 E. coli-6 ST ST ST ST ST ST - ST -
17 E. coli-7 ST ST ST ST ST ST - ST -
18 E. coli-8 ST ST ST ST ST ST - ST -
19 E. coli-9 ST ST ST ST ST ST - ST -
20 E. coli-10 ST ST ST ST ST ST - SIT -
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Repeticion N° 2

Aidlamiento Dilucion (%)
N° Tipo 100mg/ml | 50mg/ml 25mg/ml | 12.5mg/ml | 6.25mg/ml | 3.13mg/ml CP CN CE
1 S aureus-1 ST ST ST ST ST ST - ST -
2 S aureus-2 - - ST ST ST ST - ST -
3 S aureus-3 ST ST ST ST ST ST - ST -
4 S aureus-4 ST ST ST ST ST ST - ST -
5 S aureus-5 - ST ST ST ST ST - ST -
6 S aureus-6 - - ST ST ST ST - ST -
7 S aureus-7 ST ST ST ST ST ST - ST -
8 S aureus-8 ST ST ST ST ST ST - ST -
9 S aureus-9 ST ST ST ST ST ST - ST -
10 | S aureus-10 ST ST ST ST ST ST - ST -
11 E. coli-1 ST ST ST ST ST ST - ST -
12 E. coli-2 ST ST ST ST ST ST - ST -
13 E. coli-3 ST ST ST ST ST ST - ST -
14 E. coli-4 ST ST ST ST ST ST - ST -
15 E. coli-5 ST ST ST ST ST ST - ST -
16 E. coli-6 ST ST ST ST ST ST - ST -
17 E. coli-7 ST ST ST ST ST ST - ST -
18 E. coli-8 ST ST ST ST ST ST - ST -
19 E. coli-9 ST ST ST ST ST ST - ST -
20 E. coli-10 ST ST ST ST ST ST - ST -
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Repeticion N° 3

Aidlamiento Dilucion (%)
N° Tipo 100mg/ml | 50mg/ml 25mg/ml | 12.5mg/ml | 6.25mg/ml | 3.13mg/ml CP CN CE
1 S aureus-1 ST ST ST ST ST ST - ST -
2 S aureus-2 - - ST ST ST ST - ST -
3 S aureus-3 ST ST ST ST ST ST - ST -
4 S aureus-4 ST ST ST ST ST ST - ST -
5 S aureus-5 - - ST ST ST ST - ST -
6 S aureus-6 - - ST ST ST ST - ST -
7 S aureus-7 ST ST ST ST ST ST - ST -
8 S aureus-8 ST ST ST ST ST ST - ST -
9 S aureus-9 ST ST ST ST ST ST - ST -
10 | S aureus-10 ST ST ST ST ST ST - ST -
11 E. coli-1 ST ST ST ST ST ST - ST -
12 E. coli-2 ST ST ST ST ST ST - ST -
13 E. coli-3 ST ST ST ST ST ST - ST -
14 E. coli-4 ST ST ST ST ST ST - ST -
15 E. coli-5 ST ST ST ST ST ST - ST -
16 E. coli-6 ST ST ST ST ST ST - ST -
17 E. coli-7 ST ST ST ST ST ST - ST -
18 E. coli-8 ST ST ST ST ST ST - ST -
19 E. coli-9 ST ST ST ST ST ST - ST -
20 E. coli-10 ST ST ST ST ST ST - ST -
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Anexo 4: Cuadro de operacion de variab

Variable Definicién operacional Indicador Medida Escala Instrumento
100 mg/ml
Variable 50 mg/ml
independiente Producto biolégico extraido de la
cortezadel fruto del Cocos nucifera c ragic 25 mg/ml Ording Ficha de recoleccion
oncentracion rdin
Extracto acuoso de | (coc), mediante procesos fisico 12.5 mg/mi de datos
Cocos nucifera quimicos.
(coco) 6.25 mg/ml
3.13 mg/ml
Variable Inhibicion  del crecimiento
dependiente microbiano por acciéon de Si _ -
raci dl ract Efecto inhibitori Nominal Ficha de recoleccion
concentraciones extracto ecto inhibitorio omin
Staphylococcus _ N de datos
aureusy acuoso de Cocos nucifera (coco) en o
Escherichia coli condiciones de laboratorio.
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Anexo 5: Solicitud de permiso para uso de laboratorio PERUINKA INDUSTRIAS. SAC.

“ANO DE LA UNIVERSALIZACION DE LA SALUD”

‘&:- GRUPO PERUINKA |

Ing. John Smith Rodriguez Estacio TRES IXBIDO
JEFE DE CONTROL DE CALIDAD INDS. PERUINKA FECHA: 07414 /;Z‘I_Z ‘
HCRA:.. Lo o

FIRMA:.... Sl cvposenies &
SOLICITO: P 1ISO PARA
USO DE LABORATORIO

YO Carlos Fernando Jiménez Ramos identificado con DNI 71338347 y
mi companera Eliana Milagros Fernandez Rodrigo identificada con DNI
75161742, ambos estudiantes de la carrera profesional de Tecnologia Médica
en la Universidad Nacional de Jaén solicitamos lo siguiente:

Con motivo de obtener datos para sustentar nuestro proyecto de tesis “Efecto
antimicrobiano del extracto de Cocos nucifera (Coco) sobre
Staphylococcus aureus y Escherichia coli” vemos indispensable el uso de
un area de Ilaboratorio correctamente equipado y adecuado para poder
proseguir con la investigacion.

Es por ello que SOLICITAMOS PERMISO PARA USO DE LABORATORIO
que esta a cargo de su persona y a su vez pedirle nos brinde acceso al uso de
equipos y reactivos que este dispone; desde las fechas 17 de Agosto hasta 16
de Octubre del ano en curso en los siguientes horarios:

- Jueves y Viernes de 3:00pm a 6:00pm
- Sabados de 10:00am a 2:00pm

Asi mismo pedirle nos brinde acceso a su material de escritorio para poder dar
un reporte correcto y adecuado del proyecto. Sin mas que decir, espero su
pronta respuesta para poder continuar con la investigacién y asi obtener
mejores resultados.

Jaeén, 8 de Agosto del 2020

ATENTAMENTE
g
CARLOS FERNANDO ELIANA MILAGROS
JIMENEZ RAMOS FERNANDEZ RODRIGO
DNI: 71338347 DNI: 75161742




Anexo 6: Aprobacion de permiso para uso de laboratorio.

JUSTRIAS S.A EIVIPRI

'ERUINKA INI
DEDICADA A LA PRODUCCION, COMER(

INVESTIGACION DE ALIMENTOS SALUD/¢

10 de agosto del 2020

| Sres.:
Carlos Fernando Jiménez Ramos

Eliana Milagros Fernandez Rodrigo

PROPOSITO: SU RECIENTE SOLICITUD

Estimado senores:

Por medio de la presente se les comunica que esta habilitado el ambiente del laboratorio
de la empresa Peruinka Industrias S.A.. con la finalidad seguir de desarrollar su proyecto
de tesis: “Efecto antimicrobiano del extracto de Coccus nucifera (Coco) sobre

Staphylococcus aureus y Escherichia coli ™

Esperamos seguir apoyando, y a la vez promover la investigacion.

Atentamente

Ing. John S. Rodriguez Estacio

Control de calidad Peruinka Industrias S. A

OFICINA: CALLE JUNIN N° 348 - SECTOR MORRO SOLAR - JAEN - CA :
ESTABLECIMIENTO: CALLE INMACULADA CONCEPCION N° 995 - MONTEGRA
TELEFONO : 076-282992 / CEL.: 976152355 _. -.




Anexo 7: Evidencias.

Figura 3: Mapa satelital de la ciudad donde se |
recolecto la muestra de botanica, provinciade [
Jaén.

Figura 4: Planta de Cocos nucifera donde
Se extrgjo la muestra.
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Figura 5: Extraccion de lacortezadel fruto
Cocos nucifera (coco)

Figura 6: Preparacion del extracto
acuoso de Cocos nucifera (coco)
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Figura 7: Filtrado del extracto acuoso de
Cocos nucifera (coco)

Figura 8: Cultivos Bacterianos
conservados en Agar Tripticasa
Soya (TSA)




Figura 9: Reactivacion de cepasE.
coli en Agar Tripticasa Soya (TSA)

Figura 10: Reactivacion de cepas S. aureus
en Agar Tripticasa Soya (TSA)
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Figura 12: Concentraciones de 100; 50;
25; 12,5; 6,25y 3,13 mg/ml.
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Figura 13: Incubacién por 18 horas
a37°C

Figura 14: Presencia de turbidez y
sedimento.
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Figura 15: Lecturade cepaN° 2 de
S aureus a concentracion 100mg/ml.

Figura 16: Lecturade cepaN° 6 de
S. aureus a concentracion 50mg/ml.
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