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¢ES bacteriostatico € jugo de arandano?
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¢Does cranberry juice have bacteriostatic activity?
ABSTRACT

Background. Cranberry juice is used to prevent urinary in-
fections but it is not known if it inhibits bacterial growth in
urine or in bacteriologic broth. Objective. Determining if
cranberry juice has bacteriostatic properties. Methods. The
urine of 20 female university students was studied before
and after drinking cranberry juice. Both specimens were sub-
mitted to pH determination and inoculated with a control
strain of Escherichia coli. After 1 and 2 hours of incuba-
tion with the inoculum, the urine specimens were plated on
agar to determine their bacterial counts. Additionally, the
growth of 10 E. coli strains were studied in broths with seri-
al dilutions of juice. Results. No inhibitory effect on bacte-
rial growth was observed in urine after drinking cranberry
juice. After 1 and two hours of incubation with the E. coli in-
oculum, control urine grew an average 132.2 and 153 x 103
colony-forming units/mL, respectively. After 1 and two
hours of incubation with the inoculum, post-intervention
urine grew an average 141.4 and 170.6 x 10% CFU/mL, re-
spectively (p > 0.05). Against expectations, an increment was
observed in urinary pH after drinking the juice (average pH
in controls, 5.8 vs. 6.2 in post-intervention specimens; p =
0.043). In vitro analysis did not find a negative trend of E.
coli growth in broths with higher concentrations of juice.
Conclusions. Cranberry juice was not associated with bac-
teriostatic properties and its ingestion was not followed by
a drop in urinary pH, which suggests that these are not its
potential beneficial effects for the management and the pre-
vention of urinary tract infections.

Key words. Vaccinium macrocarpon. Bacteriuria. Urinary
tract infection. Bacteriostatic.
INTRODUCCION

La mayoria de los casos de bacteriuria asintomati-
ca e infeccidn de vias urinarias (IVU) son causadas

RESUMEN

Antecedentes. El jugo de arandano se utiliza en la preven-
cion de infecciones urinarias, pero se desconoce si tiene efec-
to inhibitorio de la multiplicacién bacteriana en orina o en
caldo de cultivo. Objetivo. Determinar si el jugo de arandano
tiene efectos bacteriostaticos. Métodos. Se estudié en orina
de 20 universitarias, antes y tres horas después de la inges-
tién de jugo de arandano; en ambos especimenes se determi-
né el pH y se inocul6é una cepa de Escherichia coli. A una y
dos horas de incubaciéon con el inéculo, los especimenes se
sembraron en agar para determinar sus cuentas bacterianas.
Se estudié ademas el crecimiento de 10 cepas de E. coli en
caldos con seis concentraciones diferentes de jugo de aranda-
no. Resultados. No se observé un efecto bacteriostatico en
orina luego de la ingestién del jugo de ardndano. Luego de
una y dos horas de incubacién con la cepa de E. coli, la orina
control brindé una cuenta media de 132.2 y 153 x 103 UFC/
mL, respectivamente. La cuenta similar de la orina postin-
gestion del jugo brindé una media de 141.4 y 170.6x 10°
UFC/mL, respectivamente (p > 0.05). Contra lo esperado, se
observé un incremento del pH urinario después de ingerir el
jugo (media del pH en orina control: 5.8 vs. 6.2 en orina pos-
tingestion; p = 0.043). En el andlisis in vitro no se encontré
tendencia negativa del crecimiento de E. coli en caldo de cul-
tivo con mayores concentraciones de jugo. Conclusiones.
No se observé efecto bacteriostatico o de acidificaciéon urina-
ria del jugo de aradndano, lo cual sugiere que no son éstos sus
posibles efectos benéficos para el manejo y la prevencién de
las infecciones de vias urinarias.

Palabras clave. Vaccinium macrocarpon. Bacteriuria. In-
feccién urinaria. Bacteriostatico.

por Escherichia coli; su habilidad para colonizar la
uretra le permite migrar hacia la vejiga, por meca-
nismos propios de las cepas dotadas de fimbrias.1-3
Estos problemas infecciosos son comunes en las mu-
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jeres, lo que suele atribuirse a que su uretra es mas
corta que la del vardn, con la consecuente predisposi-
cién a la colonizacidn de bacterias intestinales.

La percepcidn de que abusamos de los antibidticos
ha llevado a utilizar remedios tradicionales para la
prevencion y manejo de las IVU. Existen al menos
tres ensayos clinicos controlados que muestran la
eficacia del jugo de arandano en la prevencién de
IVU en mujeres.*® El primer informe data de 1914,
cuando se concluy6 que el efecto antibacteriano resi-
dia en la acidificacién de la orina por la excrecion de
acido hipurico; esta postura se acepté por mas de 50
afios.” Con los resultados de un estudio in vitro, So-
bota informdé en 1984 que el jugo de arandano pare-
cia actuar por inhibicién de la adherencia bacteriana
al uroepitelio.® Ofek, et al. detectaron el compuesto
responsable de dicha inhibicién, describiéndolo como
de alto peso molecular, resistente a tripsina y no dia-
lizable.? En 1998, Howell, et al. identificaron este
compuesto como un tanino condensado (una proanto-
cianidina); los taninos condensados son exclusivos de
las variedades de arandano Vaccinium.® Estudios re-
cientes in vitro informaron que los efectos antibacte-
rianos del arandano son independientes del pH uri-
nario.10-11

Actualmente el jugo de arandano es considerado
por muchos como una alternativa terapéutica para el
manejo y la prevencién de las IVU. Aunque la resis-
tencia a los antibidticos hace atractiva esta alternati-
va, existe aun controversia entre los clinicos. Si bien
parece claro que los efectos benéficos del arandano son
independientes de la acidificacion urinaria, se ha dado
menor atencién a su posible efecto bacteriostatico, por
lo que efectuamos un estudio en la orina de mujeres
sanas y en caldo de cultivo con diferentes concentra-
ciones de jugo. Nuestro disefio toma ventajas de que
la orina es un medio de cultivo natural.

MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio analitico para determinar
si la ingestion de jugo de arandano confiere a la ori-
na propiedades inhibitorias de la multiplicacion bac-
teriana, asi como para determinar el eventual efecto
bacteriostatico del jugo in vitro. El jugo, de la varie-
dad Vaccinium macrocarpon, se utilizé en concentra-
cion al 27% (Kirkland®, WA Estados Unidos).

Busqueda del efecto
bacteriostatico en orina

Para determinar si el jugo de arandano confiere a
la orina efecto bacteriostatico, 20 mujeres universi-

tarias sanas de 19 a 24 afios de edad, en ayuno, pro-
porcionaron un espécimen de orina control, colectado
de chorro medio en frasco estéril, después de aseo lo-
cal. Posteriormente las voluntarias recibieron una
sola toma de 250 mL de jugo de arandano y recolec-
taron un segundo espécimen de orina a las 3 £ 0.5
horas de la ingestidn del jugo (orina postinterven-
cion). Se interrogo si el sabor del jugo fue aceptable y
no se permitié la ingestién de alimentos entre la
toma de los especimenes urinarios. EI pH urinario
fue analizado inmediatamente después de la toma en
ambos especimenes, con tiras indicadoras (rango de
5 a 8.5; Multistix-Bayer®, Estado de México).

Para la determinacion del efecto antibacteriano,
se inocul6 una cepa pura de E. coli (ATCC 23512), en
los dos especimenes de orina de cada participante,
con el siguiente procedimiento:

1. Se preparo en solucidn salina un indculo bacteria-
no de MacFarland 0.5 (luego de incubacién de la
cepa en agar sangre por 18 horas, ajustando
la lectura en un espectrofotometro a 625 nm de
longitud de onda, para una absorbancia de 0.08 a
0.1).

2. Se diluyé el inéculo estandarizado en proporcion
1:10 en solucidn salina para reducir la cuenta
bacteriana.

3. Se agregaron 50 pL de este in6culo diluido a 5
mL de la orina control y a 5 mL de la orina post-
intervencion, en tubos estériles que se mezclaron
con vlrtex y se incubaron a 35 °C en atmosfera
ambiente.

4. Se tomaron 10 pL de los especimenes urinarios
inoculados y se sembraron con espatula de plasti-
co en la superficie de un medio de agar sangre,
luego de unay dos horas de incubacion.

De este modo, se procesaron cuatro siembras por
cada voluntaria, dos para la orina control y dos
para la muestra postintervencion (a una y dos ho-
ras de incubacién con el in6culo). De los subculti-
vos en agar se efectud la cuenta de unidades for-
madoras de colonias (UFC)/10 pL, luego de
incubacién a 35 °C por 18 a 24 horas. La cuenta
por mL se determiné al multiplicar por un factor
de dilucién 1:100.

Busqueda del efecto
bacteriostatico in vitro

Para conocer el efecto bacteriostatico del jugo de
arandano in vitro, efectuamos seis diluciones
de jugo en caldo de cultivo BHI. Las diversas dilu-
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ciones se inocularon con 10 cepas de E. coli aisladas
de mujeres con infeccion urinaria.
Las diluciones se hicieron de la siguiente manera:

1. En seis tubos estériles se prepararon seis dilucio-
nes de 1 mL de jugo en solucion salina, en con-
centraciones que iban del jugo concentrado (pri-
mer tubo) a 1:16 (sexto tubo).

2. Por otro lado, en seis tubos estériles con 4.5 mL
de caldo BHI, se adicionaron 0.5 mL con las seis
diferentes diluciones del jugo descritas en el pri-
mer punto.

3. A cada una de las mezclas de jugo en caldo se
agrego el inoculo de 50 pL, preparado con las diez
diferentes cepas de E. coli con el procedimiento
estandarizado ya descrito. Luego de agitacion con
vortex se incubaron las mezclas a 35 °C en at-
mosfera ambiente.

4. Luego de unay dos horas de incubacion, se toma-
ron 10 pL de los especimenes inoculados y se
sembraron con espatula de plastico en la superfi-
cie de un medio de agar sangre.

Luego de incubar los subcultivos por 18 a 24 ho-
ras a 35 °C, la cuenta por mL se determiné al multi-
plicar por un factor de dilucién 1:100 las colonias ob-
servadas en agar. De este modo, se efectuaron 120
cuentas, correspondientes a seis diluciones de 10 ce-
pas, a unay dos horas de incubacion.

Analisis de datos

En el andlisis para determinar si el jugo de aran-
dano confiere a la orina efecto bacteriostatico se obtu-
vo el promedio y desviacion estandar del pH urinario
control y postintervencidn, asi como de las UFC/mL
de los especimenes de orina inoculados. Para con-
frontar las medias se utilizé la prueba de t de Stu-
dent para muestras en pares. Los valores de
probabilidad se determinaron en andlisis para dos
colas. Calculamos que el andlisis de 16 pares de

muestras detectarian una caida de 50,000 UFC en la
muestra postintervencion, con errores alfa de 0.05 y
beta de 0.2.12

En el andlisis para determinar si existe efecto bac-
teriostatico del jugo de ardndano in vitro se obtu-
vieron las medias del desarrollo de las 10 cepas de E.
coli en caldo con las seis diluciones del jugo, a unay
dos horas de incubacidn. Para confrontar las medias
se utiliz6 el analisis de varianza.

RESULTADOS

El sabor del jugo de arandano fue agradable para
17 de las voluntarias (85%); las tres restantes refi-
rieron un desagradable sabor amargo. Fue posible
contar con los datos de todas las voluntarias recluta-
das; los resultados globales del estudio se muestran
en el cuadro 1.

No se observé un efecto bacteriostatico en la orina
de las voluntarias después de la intervencién. De he-
cho, las cuentas bacterianas fueron discretamente
superiores después de la toma del jugo. Luego de una
hora de incubacion, la inoculacion de la orina control
brind6 una cuenta media de 132.2 x 10° UFC/mL.
La cuenta luego de la intervencion brindé una media
de 141.4 x 108 UFC/mL. Luego de dos horas de incu-
bacion, la inoculacidén de la orina control brind6 una
cuenta media de 153 x 10° UFC/mL. La cuenta si-
milar luego de la intervencion brind6 una media de
170.6 x 10 UFC/mL. Para descartar sesgos por va-
lores extremos, efectuamos la transformacion loga-
ritmica de las cuentas de UFC antes de la confronta-
cion de las medias. Como se observa en el cuadro 1,
el anélisis no mostro diferencias significativas entre
las muestras. El analisis por rangos tampoco mostro
diferencia significativa; de los 40 pares analizados,
las muestras de orina postintervencion mostraron
cuentas de UFC superiores a sus controles en 20 oca-
siones (50%).

No se encontré que el arandano acidificara la
orina de las voluntarias. De hecho, la media del pH

Cuadro 1. Estudio en orina de 20 voluntarias sanas. Crecimiento bacteriano antes (control) y después de ingerir jugo de arandano (intervencion).

Media (DS) Media (DS)
Control Postintervencion t de los pares** p
Incubacion, 1 h* 132.2(49.2) 141.5(70.9) 0.04** 0.656
Incubacion, 2 h* 153 (96.2) 170.6 (88) 1.83** 0.084
pH 5.8(0.8) 6.2(0.7) 217 0.043

* Unidades formadoras de colonias/mL, en miles.
** Analisis posterior a la transformacion logaritmica.
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Cuadro 2. Crecimiento de 10 cepas de Escherichia coli en caldo mezclado con seis diluciones seriadas de jugo de arandano.

Media (DS)* Media (DS)*
Dilucion Incubacion, 1 h F P Incubacion, 2 h F P
1 34.7 (24.3) 0.409 0.841 58.5(34.4) 219 0.069
2 445 (29.7) 88.3(47.2)
3 36.7 (26.5) 103.5(61.7)
4 41.4(24.2) 48.3(34.2)
5 30(19.9) 86.2 (49.6)
6 39.6 (27.1) 101 (56.4)

* Miles de unidades formadoras de colonias/mL de caldo.

urinario postintervencion fue significativamente su-
perior a la del control, como se muestra en el cuadro
1. Respecto del eventual efecto bacteriostatico del
jugo de arandano in vitro, el analisis no mostro ten-
dencia negativa del crecimiento bacteriano en caldo
con mayores concentraciones del jugo, como se ob-
servaen el cuadro 2.

DISCUSION

Los antibidticos son el tratamiento mas comun
para las 1VU; sin embargo, se asocian con altos cos-
tos, efectos adversos e induccion de resistencias bac-
terianas. Estas resistencias han conducido a modifi-
car los criterios de tratamiento y han generado
investigaciones para crear nuevos antibioticos, sélo
para encontrar nuevas resistencias bacterianas.'®
Por ello, el jugo de arandano se ha establecido como
una alternativa atractiva para la prevencion de las
IVU, dado su bajo costo y ausencia de presidn selec-
tiva para el desarrollo de resistencias a los antibioti-
cos. Si no contaramos con la informacién de otros es-
tudios experimentales, nuestros resultados no
sugeririan beneficios del ardndano para la preven-
cion y el manejo de las IVU.'4

Son conocidos los mecanismos de proteccion con-
tra la invasidon y multiplicacidn bacterianas en las
vias urinarias; éstos incluyen la corriente descen-
dente, la acidez y la dilucién de la orina, asi como
las propiedades antiadherentes del epitelio urina-
rio. En nuestro estudio no observamos que el aran-
dano contribuya a la acidificacion de la orina, lo
cual se opone a la creencia tradicional, pero es con-
gruente con los resultados de otras investigacio-
nes.810 De hecho, nuestros resultados mostraron
un cambio paradéjico hacia la alcalinidad urinaria
después de la intervencion, para lo que no tenemos
explicacién. Nuestros hallazgos sugieren que los
efectos benéficos del arandano se encontrarian en
acciones diferentes a la inhibicion de la multiplica-

cién bacteriana. Parece razonable suponer que el
efecto benéfico reside en la ya mencionada inhibi-
cién de la adherencia bacteriana, que se ha atri-
buido a los taninos.

Es dificil estandarizar los estudios que utilizan el
jugo de arandano, pues éste existe en diversas dilucio-
nes comerciales, que se han administrado con volu-
menes diferentes, desde 50 hasta 300 mL. Nosotros
utilizamos una toma de 250 mL y una concentracion
al 27%, ya que es la toma mas cominmente consumi-
da por el publico y se le ha utilizado en otros es-
tudios.®® Las concentraciones mayores se utilizaron
antes de 1950, pero resultan de sabor amargo des-
agradable para la mayoria de las personas.”

Nuestro disefio considero la orina como un medio
de cultivo natural. De hecho, pudimos observar el
rapido crecimiento durante la primera hora de incu-
bacion, como se ha descrito para las bacterias en cal-
dos de cultivo. Con este modelo, no encontramos que
la ingestion del jugo de ardandano dote a la orina de
efectos bacteriostaticos. Conviene aclarar que noso-
tros utilizamos una cepa control de E. coli para efec-
tos de reproducibilidad, pero los resultados no nece-
sariamente se aplican a otras cepas o especies
bacterianas.

En conclusion, este estudio no demostré que la
ingestion del jugo de ardndano inhiba la multiplica-
cion bacteriana in vitro ni que acidifique la orina o
la dote de efectos bacteriostaticos. Lo anterior su-
giere que no son éstos sus posibles efectos benéficos
para la prevencion de las IVU y fortalece la hip6te-
sis de que la accion benéfica del jugo de arandano se
encuentra en la inhibicién de la adherencia bacte-
riana.
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