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“ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA /n Vitro DE LOS RIZOMAS DE Zingiber
officinale (JENJIBRE) FRENTE A Staphylococcus aureus, Escherichia coli, y

. 7
Pseudomona aeruginosa

Uribe Gonzales, A.S!
1: Bachiller en Farmacia y Bioquimica; FFBQ-UNAP-IQUITOS

RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se determind la actividad antibacteriana
in vitro del extracto etandlico de Zingiber officinale “Jengibre” mediante los
métodos de Macrodilucion y Difusién en agar. Las cepas utilizadas fueron:
Pseudomona aeruginosa ATCC 27833, Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Como control positivo se usoé
Gentamicina y como control negativo una solucibn de etanol/agua a
concentracion 1:1. Los resultados demuestran que con el método de difusion en
agar, el extracto etanodlico de Zingiber officinale procedente de Iquitos y Lamas,
no presentaron actividad antibacteriana frente a E. coli y P. aeruginosa a
concentraciones de 12mgy 6mg, por no evidenciarse el halo de inhibicién; frente
a Staphylococcus aureus; la muestra procedente de Lamas presentd un halo
de inhibiciéon de 9.3t0.6mm y 8.7t1.2mm a la concentracién de 12mg/ml y
6mg/ml respectivamente, mientras que para el extracto etanolico de Iquitos, a
concentracion 12mg/ml tuvo un halo de inhibicién 10.7£1.2 y a concentracion
6mg/ml presento un halo 9.0 £ 1.0. Mediante el método de macrodilucion, el
extracto procedente de Lamas demostro ser poco activo frente a S. aureus (CMI:
8mg/ml) mientras que para E. coli y P. aeruginosa demostrd ser inactivo. El
extracto etanolico procedente de Iquitos frente a Staphylococcus aureus (CMI:
16mg/ml) demostré ser inactivo.

Se concluye que el extracto etandlico de Zingiber officinale, no presenta

actividad antibacteriana a las concentraciones de 6 y 12mg/ml.

Palabras claves: Actividad antibacteriana, Zingiber officinale, macrodilucion,

kirby- Bauer..



“In vitro ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE RHIZOMES OF Zingiber
officinale (JENJIBRE) AGAINST Staphylococcus aureus, Escherichia coli, y
Pseudomona aeruginosa”

Uribe Gonzales, A.S*

1: Degree in Pharmacy and Biochemistry; FFBQ-UNAP-IQUITOS

ABSTRACT

This study determined the in vitro antibacterial activity of the Zingiber officinale
ethanolic extract "Ginger" by Macrodilution and Diffusion in agar methods.
Pseudomona aeruginosa ATCC 27833, Escherichia coli ATCC 25922 and
Staphylococcus aureus ATCC 25923 were the strains used. On the one hand, as
a positive control, Gentamicin 10mg was used. On the other hand, it was used
as negative control, a 1:1 ethanol / water solution. The results show that, with the
agar diffusion method, the ethanolic extract of Zingiber officinale from Iquitos and
Lamas did not present antibacterial activity in regard to E. coli and P. aeruginosa
at concentrations of 12mg and 6mg, since the halo of inhibition did not show up;
Compared to Staphylococcus aureus, the sample from Lamas presented a halo
of inhibition of 9.3 £ 0.6 mm and 8.7 £ 1.2 mm at the concentration of 12 mg / ml
and 6 mg / ml respectively, whereas for the ethanolic extract from Iquitos, a
concentration of 12 mg / Ml had a halo of inhibition of 10.7 + 1.2 and a
concentration of 6mg / ml submitted a halo of 9.0 £ 1.0. Through the macrodilution
method, the extract from Lamas proved to be poorly active in comparison with S.
aureus (MIC: 8mg / ml) in regard to E. coli and P. aeruginosa which showed up
to be inactive. The ethanolic extract from Iquitos in contrast with Staphylococcus

aureus (MIC: 16mg / ml) showed to be inactive.

To sum up, the ethanolic extract of Zingiber officinale does not present

antibacterial activity at concentrations of 6 and 12mg / ml.

Key words: Antibacterial activity, Zingiber officinale, macrodilution, kirby- Bauer
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1.1INTRODUCCCION

“Las plantas medicinales han constituido desde tiempos remotos un recurso de gran
importancia, para cubrir las necesidades terapéuticas. Su uso como agentes de la
salud es ampliamente conocido en multiples culturas del mundo y ha sido transmitido
a través de generaciones. Este saber tradicional se ha ido perfeccionando a lo
largo del tiempo, tamizado hoy, por el rigor cientifico de ensayos quimicos,
farmacoldégicos, toxicolégicos y clinicos; para explicar en forma racional el uso

terapéutico de una planta y que permite ademas la vigencia de su empleo”. [l

Las bacterias y hongos estan entre los organismos de mayor importancia en el
mundo, no solo por su rol vital en las funciones del ecosistema sino también por su
influencia en los humanos y en sus actividades relacionadas, son de gran
importancia en actividades cruciales tales como la descomposicion, el ciclo de
nutrientes, el transporte de nutrientes y son indispensables para lograr el desarrollo
sostenible. 2 Por ejemplo, en el tracto digestivo proliferan unas mil especies
bacterianas. Sintetizan vitaminas tales como acido fdlico, vitamina K y biotina.
También fermentan los carbohidratos complejos indigeribles y convierten las
proteinas de la leche en acido lactico (por ejemplo, Lactobacillus). Bl 4. 5] Ademas,
la presencia de esta flora intestinal inhibe el crecimiento de bacterias potencialmente
patdgenas (generalmente por exclusion competitiva). Muchas veces estas bacterias

beneficiosas se venden como suplementos dietéticos probidticos. 6]

En las ultimas tres décadas humanos y animales han adquirido microorganismos
polirresistentes a farmacos. La resistencia a los farmacos constituye un problema de
salud publica extremadamente grave [} 8] casi tanto como las propias enfermedades

que justifican su demanda 1.

Entre las bacterias mas patdégenas estan Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa,
Staphylococcus aureus, y otros causantes de muchas enfermedad y mortalidad
humana, causando infecciones tales como el tétanos, la fiebre tifoidea, la difteria, la
sifilis, el colera, intoxicaciones alimentarias, etc.

La generacion de nuevos antimicrobianos sélo ha demostrado la rapida capacidad

bacteriana de adaptarse a ellos, por usar un término conservador.

La Amazonia peruana es una de las zonas del planeta con mayor diversidad vegetal:

conviven en la zona el 8% del total de especies vegetales, de las cuales menos del

2



1% han sido estudiadas desde el punto de vista fitoquimico o farmacoldgico, por lo
tanto, su estudio podria conducir al descubrimiento de un gran numero de nuevas
moléculas bioactivas con posible aplicacion terapéutica. Los indigenas de la
amazonia peruana disponen de conocimientos transmitidos de generacion en

generacion sobre las aplicaciones medicinales de las plantas que pueblan la zona.
[13]

“Actualmente se destacan muchas plantas que contienen flavonoides, polifenoles,
glucésidos, taninos, triterpenos y otros compuestos con marcada accion,
antiinflamatorios y antifungicos Una de ellas es la especie Curcuma longa Linn,
familia Zingiberacea, que posee innumerables estudios farmacotoxicologicos a nivel
internacional, pero aun las bases de datos y sistemas informativos nacionales como

FITOMED estan poco documentados al respecto”. [14]

Es por ello que, segun antecedentes de la familia zingiberacea, se decidio investigar
la especie Zingiber officinale conocido comunmente como jengibre, el cual es
originario de las zonas tropicales del sureste asiatico, exactamente del area
Indomalaya al sur de Asia ['9 La cual presenta rizomas subterraneos gruesos, que
representan la parte comercial de la planta Se usa como especia, en la preparacion
de bebidas, perfumeria, por su aroma delicado y sabor ardiente y en farmacia por
sus propiedades medicinales, tales como, afecciones gastrointestinales (cdlico,
diarrea, falta de apetito, indigestion, flatulencia, nausea) y respiratorias (amigdalitis,
asma, bronquitis, catarro, fiebre, gripe, inflamacion de la garganta, pleuresia,
pulmonia, resfrié, ronquera, tos, tos refina), malaria, gota, dismenorrea y
reumatismol'® Esta investigacion se llevé a cabo por dos métodos el de difusion en
disco en la cual se midié los halos de inhibicién para posteriormente evaluar la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI). Pudiendo determinar sobre cual bacteria
tiene mayor efecto antibacteriano la especie en estudio. Con el propdsito de buscar
los genes que forman la defensa de la planta hacia el ataque de los Fitopatégenos
de bacterias, que pueden estar en diversas partes de la misma para asi llegar a
saber que metabolito secundario cumple con la funcién antibacteriana, y asi poder

tener nuevas alternativas de tratamientos frente a bacterias resistentes a farmacos.



1.20BJETIVOS

1.2.1 GENERAL.:

Evaluar la actividad antibacteriana In Vitro del extracto etandlico de los
rizomas de Zingiber officinale, por el método de macrodilucion y difusion
en agar frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa

1.2.2 ESPECIFICO:

» Obtener el extracto etanolico de los rizomas de Zingiber officinale

» Realizar un screening fitoquimico de los rizomas de Zingiber officinale

» Determinar la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) del extracto
etanolico de los rizomas de Zingiber officinale, por el método de
macrodilucion frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Pseudomonas aeruginosa

» Determinar el diametro de las zonas de inhibicion del extracto
etanolico de los rizomas de Zingiber officinale utilizando pruebas de
difusion en agar in vitro frente a las bacterias Staphylococcus aureus,

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.



CAPITULO I



2.1MARCO TEORICO:

2.1.1 ANTECEDENTES:

* Malu, Obochi, Tawo y Nyong (2009), comprobaron la actividad
antibacteriana de extractos del jengibre obtenidos por diferentes
meétodos. Ellos utilizaron diferentes métodos de extraccion empleando
el aparato soxhlet usando como solvente el etanol, agua, n- hexano,
acetato de etilo. Los resultados de los extractos mostraron que tienen
actividad antibacteriana sobre Bacillus colliform, Staphylococcus
epidermidis y Streptococcus viridians, excepto el extracto acuoso que

no presenta inhibicion de la actividad bacteriana. ['7]

* Nada K, Zainab A, Zainab G. (2014), estudio la evaluacién de la
actividad antibacteriana de los extractos de Zingiber officinale contra
bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus fecalis,
Streptococcus mutans y Gram negativo Escherichia coli, Salmonella
typhi, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumonia, Enterobacter spp. Acinetobacter,
Serratia spp. Cuatro productos de jengibre se utilizaron para
determinar la actividad antibacteriana de extracto acuoso de jengibre
fresco, se utilizé extracto acuatico de jengibre en polvo, aceite crudo
de jengibre en extracto de vinagre de manzana del método de difusion

en Agar de jengibre fresco utilizado en este estudio. [18]

Baskaran S, Baradwaj R. G (2016), El presente estudio se llevé a
cabo para determinar las actividades antimicrobianas, antioxidantes e
in vitro contra el cancer utilizando los rizomas del extracto de Zingiber
officinale. Se ensayé la actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Vibrio cholera, Vibrio
parahaemolyticus, Pseudomonas aeruginosa, Excherichia coli Entero
toxigénica (ETEC) y Salmonella typhi por ensayo de difusion en disco.
La actividad antioxidante se determiné mediante ensayo de barrido de

radicales libres de DPPH y ensayo de barrido de radicales libres de

6



ABTS. EIl extracto etandlico mostré mas actividad contra Vibrio
cholera, Vibrio parahaemolyticus, ETEC y Salmonella typhi a 5-25 mg
/ pocillo. El extracto también mostré la eliminacion dependiente de la
dosis de los radicales DPPH y ABTS. La depuracion de los radicales
DPPH fue mas eficiente que la de los radicales ABTS, como lo revela
el bajo valor de IC50. Se usaron células de cancer de mama MCF-7
para investigar la actividad anticancerigena in vitro de extractos
etandlicos de jengibre. La actividad inhibidora de los extractos contra
MCF-7 se llevd a cabo utilizando el ensayo de sal de tetrazolio
colorimétrico (MTT). Los resultados mostraron una actividad
anticancerigena considerable en células de cancer MCF-7, con un
valor IC50 de 10 ug / ml. El extracto de jengibre inhibe eficazmente la
proliferacion de células MCF-7 de una manera dependiente de la
dosis durante 24 h. Asi, los compuestos de jengibre mostraron un
potencial para agentes antioxidantes, antibacterianos vy

anticancerosos. [

Konning G.H., Agyare C, Enninson B (2004), Presentan los
resultados antimicrobiano preliminar del screening de los extractos de
metanol de Aframomum melegueta, Piper guineense, Xylopia
aethiopica, Zingiber officinale, plantas medicinales de Ghana. Los
extractos de metanol de las plantas fueron significativamente activos
contra las bacterias Gram (+) y Gram (-) y los hongos estudiados. Los
extractos fueron menos activos contra P. aeruginosa, que es

naturalmente resistente a agentes antibacterianos. 20

Khalid A, et al. (2011), Encontraron actividad antibacteriana frente a
S. aureus y P. aeruginosa. Los extractos metandlicos, de agua caliente
y agua fria de Pistacia Integerrima (Gall), Polygonum Bistorta (raiz),
Swetia Charita (tallo) y Zingiber officinale (raiz) fueron examinados
contra bacterias Gram positivas como Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Entereococcus faecalis (ATCC 14506) y Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) y bacterias Gram negativas como Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) y Salmonella typhi (ATCC 14028) por su



eficacia antibacteriana. Se utilizé6 técnica de difusién de discos de
agar. Se observo la maxima zona de inhibicion de 19 mm de extracto
metandlico de Zingiber officinale contra Staphylococcus aureus,
mientras que la maxima zona de inhibicion de 15 mm de extracto de
agua fria de Zingiber officinale contra Pseudomonas aeruginosa y 15
mm de agua fria de Swetia Charita contra Bacillus subtilis. También
se usaron contra estas bacterias farmacos estandar con accion
antibiética como ceftriaxona, ceftriaxona sdodica, cefuroxina,
ciprofloxacina, gentamicina, levofloxacina, metronidazol y acido
tranexamico y compararon sus resultados con los extractos de plantas
a concentraciones de 10, 20 y 30 ul/ml del extracto metandlico y

acuoso. [21

Kaushik P, Goyal P.(2011), Estudi6 la actividad antibacteriana in vitro
de extractos acuosos y organicos en bruto de rizoma de Zingiber
officinale Roscoe (jengibre) tanto en bacterias Gram negativas
(Escherichia coli y Salmonella typhi) como en Gram-positivas (Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y Streptococcus
pyogenes) cepas bacterianas. El presente estudio revela que el patrén
de inhibicion vario con el disolvente utilizado para la extraccién y el
organismo analizado. Los extractos de plantas preparados en
disolventes organicos proporcionaron una actividad antibacteriana
mas consistente en comparaciéon con los extractos acuosos. El
extracto de metanol fue el mas activo frente al numero maximo de
especies bacterianas ensayadas. Las bacterias Gram-positivas
fueron las mas sensibles en comparacion con las bacterias Gram-
negativas. Staphylococcus aureus fue significativamente inhibido por
casi todos los extractos, incluso en MIC muy baja seguida de otros
Gram-positivos. Escherichia coli (una bacteria Gram-negativa) mostro
la menor inhibicion con valores mas altos de MIC, mientras que
Salmonella typhi se encontré6 completamente resistente. El extracto
de metanol produjo la presencia de terpenoides, flavonoides,
alcaloides y taninos en el cribado fitoquimico. Los resultados del



presente estudio firman la interesante garantia de disefiar un agente

antibacteriano potencialmente activo de Zingiber officinale.[??

Acosta de la Luz Lérida. (2003), En su estudio explica que uno de
los aspectos mas importantes en la produccién de plantas medicinales
es alcanzar altos rendimientos de material vegetal y elevados
contenidos de principios activos, lo que depende tanto de factores
internos de la planta como son aquellos relacionados con el adecuado
crecimiento de la especie en cuestion, los referidos a la recoleccion y
conjuntamente también las condiciones climaticas, pues como seres
vivos que son, las plantas estan en constante interaccion con el medio
que las rodea; esencialmente el clima influye en un momento
determinado en su crecimiento y desarrollo y en especial en la
produccion de sus metabolitos secundarios. Por ejemplo por
ejemplo, Matricaria recutita L.(manzanilla), Caléndula officinalis L.
(caléndula), Mentha piperita L.(toronjil de menta) entre otras,
demandan época especifica de siembra o plantacion porque
requieren determinadas condiciones climaticas (mas bajas
temperaturas e intensidad solar), en tanto que numerosas especies
tienen otras exigencias y climaticas (mas bajas temperaturas e
intensidad solar), en tanto que numerosas especies tienen otras
exigencias y deben plantarse en la primavera (marzo-abril) porque su
follaje desaparece en la temporada invernal y han alcanzado la
madurez necesaria para ser recolectadas. Ejemplo de ello
son: Passiflora incarnata L. (pasiflora), Zingiber officinale
Roscoe (jengibre), etc. y muchas pueden cultivarse durante todo el
afio como sucede con Lippia alba (Mill.) N. E. Burn (quitadolor), Piper
auritum Kunth (caisimon de anis), Plecthranthus amboinicus (Lour.)

Spreng (orégano francés). [23]

Enriquez A, Prieto E, De Los Rios E, Ruiz S. (2008), “En su estudio
farmacognostico y fitoquimico del rizoma de Zingiber officinale
Roscoe “Jengibre” Se determiné indices menores a los maximos

establecidos, mostrando la calidad y pureza de nuestra droga. La



especie fue identificada en el Herbarium Truxillensis de la Universidad
Nacional de Trujillo, siendo nuestra especie la misma de la cual se
conocen sus efectos terapéuticos publicados a nivel mundial. El
estudio quimico cualitativo se realizo mediante tamizaje fitoquimico
segun técnicas de la Universidad de la Habana que emplea el método
de extraccion discontinua: maceracion con agitacion constante y
solvente de polaridad creciente; éter dietilico, etanol 70°GL y agua.
Las reacciones de coloracion y precipitacion obtenidas en el tamizaje
fitoquimico nos indicé la presencia de alcaloides, lactonas, aceites,
glicésidos cardiotonicos, ftriterpenos, quinonas, resinas, taninos,
flavonoides, azucares reductores, antocianidinas, mucilagos y
aminoacidos; ademas no se evidencié saponinas, esteroides,

cumarinas y catequinas”.[?4
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2.1.2 Marco Conceptual.

Zingiber officinale (JENGIBRE)

FIGURA 1: Zingiber officinale (JENGIBRE)

El jengibre, es originario de las zonas tropicales del sureste asiatico,
exactamente del area Indomalaya al sur de Asia. Naturalizada en Jamaica,
Africa, en las Indias occidentales, México y en la Florida. Requiere de un clima
tropical humedo, con precipitaciones superiores a los 2000 mm anuales,
distribuidas regularmente a lo largo del periodo vegetativo, con una temperatura
superior a los 30° C durante dos tercios del afio, humedad de 80% a 95%, y una
altitud de 0 a 1500 (m.s.n.m.) La provisidon de sombra favorece su produccion,

pero rico en materia organica, con un pH de 5,5 —7,0. 29

2.1.2.1 Clasificacion Taxonémica.

Division Angiosperma
Clase Monocotiledénea
Orden Scitaminea
Familia Zingiberaceae
Genero Zingiber
Especie Officinale

Tabla 1: Clasificacion taxonémica de la Muestra Vegetal en estudio

11



2.1.2.2 Sinonimia.

Ajengibre (Cuba), jengibre dulce (Puerto Rico), gingembre, gengibre
(Antillas Francesas), ingwer (Alemania), gingembre (Francia), ginger
(Inglaterra),gengibre, gengivre, mangaratia (Portugal), kiong (China) y

kion (Peru). 1261

2.1.2.3 Origen

El jengibre es una hierba originaria de la India o Malasia, de hasta 1 m de
altura, con rizomas subterraneos gruesos, que representan la parte
comercial de la planta cultivada en regiones tropicales y subtropicales de
clima caliente y humedo. Naturalizada y cultivada en Centro y
Sudamérica, donde se cultivan en huertos caseros, en macetas y arriates
con facilidad. Se usa como especia, en la preparacion de bebidas,
perfumeria, por su aroma delicado y sabor ardiente y en farmacia por sus

propiedades medicinales. 7]

2.1.2.4 Descripcion botanica

Hierba perenne, rizoma ruberoso, rastrero, tallos erectos de 1 m de alto.
Hojas aromaticas, lanceoladas o delgado lanceoladas, hasta 20 cm de
alto.Flores tubulares, 3 segmentos externos amarillo — verdosos, labio de
tres l6bulos, purpura con marcas amarillas, 2.5 cm de largo, en las axilas
de bracteas de 15 a 25 cm de largo abiertos de hojas verdes
sobrepuestas. Requiere clima caliente y humedo, lluvia bien distribuida,
1500 msnm. [?6lPara la preparacion del terreno, la cama de siembra debe
estar bien suelta, si son areas pequenas se puede preparar con azadon,
incorporando al momento de la preparacion abono organico. Su
propagacion es asexual, sembrando los rizomas los cuales se colocan en
cadena en el fondo del surco; a un distanciamiento de 5 - 10 cm entre

rizoma y 25 cm entre el surco. 28
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2.1.2.5 Usos medicinales atribuidos

Los rizomas son picantes y tienen amplia venta en mercados. La
decoccion del rizoma se usa para tratar afecciones gastrointestinales
(colico, diarrea, falta de apetito, indigestién, flatulencia, nausea) y
respiratorias (amigdalitis, asma, bronquitis, catarro, fiebre, gripe,
inflamacion de la garganta, pleuresia, pulmonia, resfrid, ronquera, tos, tos
refina), malaria, gota, dismenorrea y reumatismo. El polvo, infusion y
tintura se usa para preparar jarabes con las mismas aplicaciones
medicinales. 7]

Topicamente se aplica cataplasma y unglentos del rizoma para
menstruacion dificil y cefalea, en el dolor de muelas, induraciones,
inflamaciones, tumores, reumatismo, ulceras y cancer. Con el jugo del
rizoma se hace masaje a los nifios como tonificante. [?¢]

Se le atribuye propiedad analgésica, antihistamina, antiséptica, antitusiva,
aperitiva, aromatica, astringente, carminativa, digestiva, estimulante,

espasmolitico, expectorante, rubefaciente, sudorifica y tonica. [27]

2.1.2.6 Usos terapéuticos populares

Por su actividad carminativa, diaforética y espasmolitico esta indicado en
el tratamiento de cdlico, inapetencia y dispepsia flatulenta; se recomienda
administrar dos o tres veces al dia en dosis de 1 a 3 gramos de infusién o
decoccion, de 1.5 a 3 ml de tintura débil de 0.25 a 0.5 ml de tintura fuerte,
una a dos gotas de aceite en una cucharada de miel, 10 gotas de extracto
fluido. [?7]

Por su actividad expectorante y sudorifica esta indicado en el tratamiento
de gripe, faringitis, angina y dolores reumaticos; se recomienda
administrar tres veces al dia en dosis de 2 a 3 gramos por tasa de
decoccion, 3 a 10 gotas al dia de esencia y 20 a 30 gotas al dia de extracto
fluido.

Topicamente esta indicada la decoccidon en compresas, la tintura para

fricciones o gargarismos y el aceite esencial incorporado a un aceite de
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masaje como almendra o zapuyul para gota, reumatismo y dolores
musculares. [#7]

Para la digestidon se ocupa el rizoma del jengibre tomando un dedo de la
raiz machacado con anterioridad y administrado por via oral en las
comidas. Para dolores de vientre en la mujer se utiliza 1 6 dos pedacitos
machacados bien lavados del rizoma el cual de administra por via oral tres

tazas al dia. [28]

2.1.2.7 Composicion quimica

El rizoma contiene cetonas (zingerona), gingerol, aceite esencial ( 13%)y
matera resinosa ( 5 — 8 % ), asparagina y acido pipecolico. El aceite
esencialestd compuesto de sesquiterpenos (farneseno (9 — 10%);
metilheptenona, ar — curcumeno (17 % ), cifielo, bisaboleno, borneol,
camfeno, geraniol, linalol, mirceno, zingibereno ( 30 — 36 % ) y zingiberol.
La oleoresina contiene gingerol, shogaol,
dihidrogingerol,hexahidrocumarina, gingerdiol, paradol, gingerona vy
gingerdisona. La hoja y tallo contiene aceite esencial, alcaloides,

flavonoides, sesquiterpenlactonas, taninos y triterpenos. 129

2.1.2.8 Farmacognosia

La matera médica es el rizoma fresco o seco. Macroscopicamente es un
polvo blanco amarillento, olor aromatico agradable y sabor picante
caracteristico. Microscopicamente son abundantes granulos de almidon,
fibras en grupos, paredes delgadas, vasos grandes con ligera reaccion a
lignina, células de oleorresina color amarillo intenso en pequefios grupos
en el parénquima compuesto de células de pared delgada arrugada. No
debe contener mas de 6 % de ceniza total, no menos de 10 % de extraible

en agua y no menos de 1.7 % de ceniza insoluble en acido. [?7]

2.1.3 PRUEBAS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Las bacterias son microorganismos presentes en el mundo capaces de

causar infecciones, produciendo diversas enfermedades.
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Una de las actividades mas relevantes que se realiza en un laboratorio de
microbiologia clinica es la de determinar la sensibilidad o la resistencia de
los microorganismos a los diferentes antimicrobianos, para orientar el

tratamiento antibiotico. 39

Sin embargo, en la practica este término se aplica a los procedimientos
para el estudio de la sensibilidad de las bacterias. Las técnicas para el
estudio de la sensibilidad de los hongos se conocen como antifungigrama.
Para los virus estas técnicas suelen denominarse pruebas o estudios de

sensibilidad a los antiviricos.

2.1.3.1 Meétodo difusion en disco

La sensibilidad in vitro de las bacterias a agentes antimicrobianas
expresada como CMI, se puede ensayar mediante varios métodos; uno
de ellos es conocido como test de Kirby — Bauer, este método fue
estandarizado por Bauer et al. En 1996, es el ensayo mas usado en la
separacion de plantas con actividad antimicrobiana en la practica clinica
y esta recomendado por la Clinical and Laboratory Institute (CLSI). Este
meétodo, consiste en colocar un reservorio impregnado con la muestra en
contacto con un medio de cultivo inoculado vy, al final del periodo de
incubacion, medir el diametro de la zona clara (zona de inhibicién de
crecimiento) alrededor del reservorio. La medida del diametro es un buen
indicador de la actividad antimicrobiana. Bl

Antes de incubar el sistema inoculado, puede ser mantenido a
temperaturas mas bajas por algunas horas con el objetivo de facilitar la
difusion de la muestra y, consecuentemente, aumentar el diametro de
inhibicion, mejorando el limite de deteccion. Algunos estudios

consideran suficiente mantener las placas a 4°C durante1 a 2 horas. 132

No existe ningun valor patron que determina que la muestra es activa
o no. Es frecuente expresar los resultados como un criterio para
determinar el grado de susceptibilidad o sensibilidad y la resistencia.

En estos casos, son creadas escalas basadas en el tamafno de las
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zonas de inhibicion. Cuanto mayor sea el halo, mas sensible es el

microorganismo. B

Algunos autores solo consideran una muestra activa si la razon del halo
de la muestra por el halo del control fuera mayor que cero; o sea, el

halo de la muestra es igual o mayor que el del control. 3]

2.1.3.2 Método de macrodiluciéon

Existen diferentes métodos para conocer la CMI de un antibiético para una
bacteria u hongo y saber, por tanto, si el microorganismo es sensible o
resistente. Las técnicas utilizadas para cuantificar directamente la CMI
son las de dilucidn y la mas utilizada en la practica es la de macrodilucion
en medio liquido. Ademas de estos métodos que determinan la CMI
también existen métodos cualitativos indirectos como el de disco-difusion
(disco-placa). Este método solo permite categorizar al microorganismo

como sensible o resistente pero no determina la CMI. 33

La difusion en gradiente (Etest o Epsilon test) es una prueba que combina
la sencillez de las pruebas de disco-difusion con las de dilucion ya que
permite determinar la CMI. 331 Estas pruebas pueden complementarse con
otras que detectan mecanismos especificos de resistencia como la

produccion de betalactamasas, carbapenemasas y otras. 4

En los virus, el estudio de la concentracion inhibitoria minima de los
antiviricos es muy complejo. Por ello para detectar la resistencia tiende a
sustituirse las técnicas de dilucion que determinan la CMI por la deteccién

de las mutaciones en el genoma del virus que condicionan su resistencia.
[33]

Esto se hace utilizando técnicas basadas en la amplificacién de acidos
nucleicos (PCR) o técnicas de secuenciacién. 3%

El estudio de la sensibilidad de los protozoos y helmintos a los
antiparasitarios es muy complejo y no se efectua en los laboratorios de

microbiologia clinica. [0
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2.1.4 CARACTERISTICAS DE LA CEPA EN ESTUDIO

2.1.4.1 Staphylococcus aureus.

2.1.4.1.1 clasificacion taxonémica

Reino: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie: S. aureus

ROSENBACH 1884

2.1.4.1.2 Caracteristicas
Tabla 2: Clasificacion taxonémica de Staphylococcus aureus

El
género Staphylococcus esta formado por cocos Gram positivos, con un
diametro de 0.5 a 1.5 ym, agrupados como células unicas, en pares,
tétradas, cadenas cortas o formando racimos de uvas. Ogston en 1883
introdujo el nombre de Staphylococcus, del griego staphyle que significa
racimo de uvas, para describir a los cocos responsables de inflamacién y
supuracién. Son bacterias no moviles, no esporuladas, no poseen
capsula, aunque existen algunas cepas que desarrollan una capsula de
limo, son anaerobias facultativas. La mayoria de los estafilococos
producen catalasa (enzima capaz de desdoblar el perdxido de hidrégeno
en agua y oxigeno libre); caracteristica que se utiliza para diferenciar el
género Staphylococcus de los géneros Streptococcus y Enterococcus que

son catalasa negativos. 3% [36]
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2.1.4.2 Escherichia coli

2.1.4.2.1 Clasificacion taxonémica

Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia
Especie: E. coli

(ESCHERICH, 1885)

Tabla 3: Clasificacion taxondmica de Escherichia coli

2.1.4.2.2 Caracteristicas

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la
familia Enterobacteriaceae, tribu Escherichia. Esta bacteria coloniza el
intestino del hombre pocas horas después del nacimiento y se le
considera un microorganismo de flora normal, pero hay cepas que pueden
ser patdégenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos,

entre ellos diarrea. 7]

Las cepas de E.coli verotoxigénica (ECVT) sobreviven durante meses en
el estiércol contaminando las aguas superficiales (bebida y riego), las
verduras y frutas y la superficie de las tierras de cultivo. Estas bacterias
se multiplican a temperaturas entre 6 y 50° C, con una temperatura éptima
alrededor de 37° C. También, pueden crecer en presencia de un 6% de
NacCl, ya que son mas resistentes a estos compuestos que otras bacterias,

como la Salmonella. 38
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2.1.4.3 Pseudomonas aeruginosa

2.1.4.3.1 Clasificacion Taxonémica

Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Pseudomonas
Especie: P. aeruginosa

(SCHROETER 1872)
MicuLA 1900

Tabla 4: Clasificacion taxonémica de Pseudomonas aeruginosa

2.1.4.3.2 Caracteristicas

Schroeter (1872) le dio nombre de Bacterium aeruginosum, posteriormente en el
afio de 1894 el botanico aleman Wallter Migula da el nombre de un nuevo género
llamado Pseudomonas, las describi6 como ‘“células con drganos polares de la
motilidad”. Pseudomonas aeruginosa (o Pseudomonas pyocyanea) es una
bacteria Gram-negativa, aerobica, unipolar. Es un patéogeno oportunista en
humanos y también en plantas. [**]

Tiene un metabolismo aerobio estricto-oxidativo, no fermenta carbohidratos, sus
requerimientos nutricionales son sencillos practicamente crece en agua.

41 Pseudomonas aeruginosa puede

Secreta sustancias coloridas hidrosolubles.
causar diversos tipos de infecciones, pero rara vez causa enfermedades graves en
personas sanas sin algun factor predisponente. Coloniza predominantemente
partes dafiadas del organismo, como quemaduras y heridas quirargicas, el aparato
respiratorio de personas con enfermedades subyacentes o las lesiones fisicas en

los ojos. [4!]
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2.2VARIABLES OPERACIONALES

2.2.1 Independiente

Extracto etandlico de los rizomas de Zingiber officinale
2.2.2 Dependiente

Actividad Antimicrobiana

2.3INDICADORES
2.3.1 Para el método de macrodiluciéon

2.3.1.1 Independiente (X):
Concentracion de los extractos:
+ Concentracion baja: 0.25 mg/ml
+ Concentracién media: 4 mg/ml

+ Concentracioén alta: 32 mg/ml

2.3.1.2 Dependientes (Y):
Grado de turbidez:
(no inhibicién),
(ligera inhibicién, inhibicion del 25%),

2 (inhibicion aparente del crecimiento, inhibicion del
50%),

6 1 (ligera turbidez del medio, inhibicién del 75%)
7 0 (100% de inhibicién)
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2.3.2 METODO DE DIFUSION EN DISCO (KIRBY BAUER)
2.3.2.1 Independiente (X):

Concentracion del extracto

= Concentracion alta : 12 mg

= Concentracion baja : 6 mg

2.3.2.2 Dependiente (Y):
Grado de sensibilidad
= Sensible (S): Inhibicién al 100%

= Intermedio (1) : Inhibicion al 50%

» Resistente (R) : Resistente
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2.4 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable Definicion Definicion Operacional Indicador indices Escala de Tipo de
Conceptual Medicion Variable
El solvente en contacto con Concentracion baja: 0.25
Producto que se | |3 especie vegetal arrastrara c ., mg/ml
Extracto obtendra los metabolitos secundarios gnlcgnttractlon y _
etandlico de mediante el solubles por extraccién en el Extracio Concentracion media:4.0 |\ o)
Zinaib método de etandlico de mg/ml .
giber { rotavapor a una temperatura P Cualitativa
INDEPENDIENTE officinale maceracion de 46° a una rotacion de 690 Zingiber
rpmi42] respectivamente tjfflcq:)ale Concentracion alta:
durante 3 horas (Jengibre). 32 mg/ml
Constituida por el Ausencia de turbidez en
cambio en la los cultivos de las cepas
paredy ensayadas, inhibicién del
membrana 100%
celular de la El grado de turbidez que
bacteria P. presentaran los medios de ligera turbidez del medio,
aeruginosa, cultivos inoculados con inhibicién
Actividad E.coliY S. Pseudomonas Grado de del 75%
DEPENDIENTE antibacteriana | aureus causado aeruginosa, Escherichia Turbidez Nominal Cualitativa

por agentes
quimicos
externos
produciendo una
inhibiciéon en el
crecimiento del
mismo

coli, Staphylococcus
aureus, expuesta al
extracto en estudio

Inhibicién aparente
del crecimiento, inhibicion
del 50%
Ligera inhibicidn, inhibicion
del 25%

No inhibiciéon

Tabla 5: Método de Macrodilucion
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Definicion Operacional

Variable Definicién indices Escala Tipo de Variable
Indicador
Conceptual de
Medicion
La especie vegetal en
contacto con etanol como
solvente para arrastrar los
Extracto Producto obtenido g oncentramoq c_iel metabolitos secundarios Concentracion alta: 12 mg
ctandlico de mediante el método xtracto_ et:emollco soluble.s,en ellas y cuya
INDEPENDIENTE Zingiber de maceracion de Zingiber extraccion se realiz6 en Concentracion baja:6 mg
officinale ' officinale rotavapor a una a una ’ Nominal Cualitativa
(jengibre). temperatura de 46° a una
rotacion de 690 rpm
[“Zrespectivamente
durante 3 horas
Esta categoria implica que
una infeccion dada por la
cepa en estudio puede ser
Constituida por el S tratada con la dosis de
cambio en la pared Grado de extracto recomendada para
y membrana celular sensibilidad que Indican los criterios de el tipo de infeccion y la
de la bacteria P. presentan los interpretacion de los especie infectante.
o aeruginosa, E. medios de cultivos | diametros de las zonas de Esta categoria incluye
ACt'V'da}d coli, S. aureus, inoculados con inhibicién que categorizan cepas que pueden ser
antibacteriana causado por Pseudomonas con precision el nivel de I inhibidas por
agentes quimicos aeruginosa, susceptibilidad de los concentraciones de Nominal Cualitativa
DEPENDIENTE externos Escherichia coli, organismos a varios extracto mas elevado.
produciepdo una Staphylococcus agentes antimicrobianos Las cepas resistentes no
|nh|p|0|_on en el aureus, expuesta son inhibidas por las
crecimiento del al extracto concentraciones séricas
mismo R | normalmente alcanzadas a
dosis habituales.

Tabla 6: Metodo de Difusion en Disco
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2.5 HIPOTESIS

El Extracto Etandlico de los rizomas de Zingiber officinale; presentara
Actividad Antibacteriana In vitro frente a Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli.
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CAPITULO Il



3.1METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1.1 Tipo de investigacion

Se empleara el Disefio experimental, longitudinal y prospectivo:

v' Experimental: Es experimental porque se manipulan las variables.

v' Longitudinal: Porque permite la recoleccion sistematica (repeticion

de ensayos) de las variables involucradas en funcién del tiempo.

v" Prospectivo: Porque se desarrolla a través del tiempo.
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3.1.2 Flujograma de la Investigaciéon

RECEPCION DE LA MUESTRA VEGETAL, RIZOMAS DE
Zingiber officinale (JENGIBRE).

/ Extrajimos una pequeia
muestra representativa
para llevarla al
HERBARIUM
AMAZONENSE AMAZ,
CIRNA-UNAP para su
Respectiva identificacion

"

<

!

/|

[ En etanol 96°

|

DIFUSION EN DISCO

IDENTIFICACION
TAXONOMICA
v .
SECADO DE LOS RIZOMAS Hasta que los rizomas
(A TEMPERATURA estén completamente
AMBIENTE) secos; puede durar
‘L hasta una semana.
MOLIENDAY PESADO
MACERACION
l Se uso el rotavapor a
SECADO 46°C por 690 rpm por 3
horas
\ 4
ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA
MACRODILUCION

FIGURA 2: Obtencion del extracto Etandlico de Zingiber officinale
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3.2PROCEDIMIENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
3.2.1 Procedimiento Experimental

3.2.1.1 Recoleccién de la muestra vegetal

Las especies vegetales seleccionadas fueron recolectadas en el km 40 a
altura de puente Tocon de la carretera lquitos-Nauta y la segunda muestra
fue recolectada en la comunidad de LAMAS — Departamento de San Martin,

Provincia de Lamas, Distrito de Lamas, PERU.

3.2.1.2 Identificacién de la muestra vegetal

La identificacion taxondémica de la especie recolectada fue realizada
teniendo en cuenta el nombre cientifico, familia, nombre vulgar. En el
HERBARIUM AMAZONENSE AMAZ, CIRNA-UNAP, con la asesoria del
botanico responsable, el cual determind la categoria taxonémica
empleando descriptores morfologicos, claves de identificacion y bibliografia
especializada. Obteniéndose el documento de certificacion de la muestra
por dicho lugar (HERBARIUM AMAZONENSE). (VER ANEXO 18)

3.2.1.3 Procesamiento de la muestra vegetal

La muestra vegetal de Zingiber officinale, se proces6 siguiendo los
procedimientos de lavado, secado a temperatura ambiente por 10 dias, se
selecciond y macero cada muestra, en el laboratorio de Fitoquimico (FIA),
posteriormente los extractos fueron llevados al laboratorio de Microbiologia
de Alimentos en donde se realizé los ensayos de la investigacion, estos
laboratorios se encuentran dentro de la Planta Piloto de la Facultad de
Industrias Alimentarias, de la Universidad Nacional De la Amazonia

Peruana ubicado en la Av. Freyre N° 610 — Iquitos.
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3.2.1.4 Molienda de la muestra vegetal

La materia prima fue molida lo suficientemente pequefia, luego fue
envasada en recipientes adecuados y conservadas en lugares secos y

frescos para su uso.

3.2.1.5 Obtencion del extracto etanolico

Para el estudio fitoquimico se pes6 100 g de cada muestra de la especie
vegetal seleccionada seca y molida, se macero con el etanol al 96% durante
7 dias, posteriormente el macerado fue filtrado y concentrado en un rota
vapor por evaporacion de solvente a una temperatura de 46 °C con una

rotacion de 690 rpm 42, este procedimiento se realizd hasta agotamiento.
3.3POBLACION Y MUESTRA

3.3.1 POBLACION
» Poblacion vegetal

La poblacion en estudio estuvo constituida por la especie vegetal de

Zingiber officinale
» Poblacion microbioldgica

La poblacién microbioldgica estuvo constituida por las cepas.
» Pseudomonas aeruginosa ATCC 27833

» Escherichia coli ATCC 25922
» Staphylococcus aureus ATCC 25923

3.3.2 MUESTRA

La muestra estuvo constituida por los rizomas de Zingiber officinale
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3.4CRITERIOS DE INCLUSION:

Las muestras vegetales en buen estado, estructuralmente enteras sin presencia

de deterioro, exento de plagas y otros contaminantes visibles.

3.5CRITERIOS DE EXCLUSION:

La muestra vegetal en mal estado, estructuralmente no enteras, partidas o

incompletas, con presencia de deterioro y otros contaminantes visibles.

3.6PROCEDIMIENTOS DE LOS ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

3.6.1 Meétodo de macrodilucion

3.6.1.1 Recuperacion y activacion de cultivos conservados

3.6.1.2

Se activaron los tubos que contenian las bacterias conservadas en
refrigeracion, por un lapso de una hora y media a temperatura ambiente,
una vez descongeladas los microorganismos en estudio se transfirié una
pequefia muestra utilizando el asa bacterioldgica, en tubos que
contenian caldo nutritivo como medio apropiado para ejercer la

reactivacion de las bacterias.

Después de realizar la siembra de las bacterias en los tubos con caldo
nutritivo qué contenian a estas se incubaron a la temperatura de 36 °C a
37 °C por 24 horas, para un buen crecimiento y reproduccion de las
bacterias.

Cultivo en agar

De los tubos que contienen Caldo nutritivo con las bacterias incubadas
por 24 horas, se extrae la muestra y se siembra por estria con el asa
bacteriol6gica esterilizada en dos placas Petri (Que contienen agar Muller
Hinton completamente esteril), las cuales se incubaron a 35 - 37 °C

durante 24 horas.
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3.6.1.3

3.6.1.4

Preparacion del inéculo bacteriano.

De las placas sembradas con cada bacteria de estudio se extrajo con el
asa bacterioldgica un aproximado de tres a cinco colonias bien aisladas,
del mismo tipo morfoldgico, del cultivo en agar Mueller Hinton, para
transferirlos a los tubos que contiene 3 ml de Cloruro de sodio 0.9 %
(NaCl), utilizando el vortex para un mejor homogeinizado, hasta obtener
la turbidez de la escala 0.5 de Mac. Farland por comparacion visual con
dicho patrén, Cabe recalcar que se us6 una luz apropiada y se mir6 los

tubos contra un fondo blanco con lineas negras como contraste.

La suspension del indculo con turbidez comparable al tubo de la escala
de Mac. Farland contiene aproximadamente 1,5 x 108 ufc/mL; para el
ensayo la suspension bacteriana se prepar6 agregando 0,1 mL del tubo
de NaCL 0.9 %, (que contiene las bacterias de estudio) en 9.9 ml de
Caldo Mueller Hinton obteniéndose un total de 10 ml con una

concentracion bacteriana de 1,5 x108 ufc/mL.

Preparacion y control de extractos.

a) Se peso 320 mg del extracto etandlico respectivamente en viales tipo
Spendorff estériles y se afiadié 0.5 ml de una solucién de etanol/Agua
destilada (1:1) obteniendo una concentracion de 640 mg/mL (Solucién

madre o Stock).

b) De la solucion madre o Stock se extrajo 0.1 ml y se afiadi6 al tubo N°

01 que contenia 0.9 ml de caldo Mueller Hinton.

c) Posteriormente del tubo N° 01 se extrajo 0.5 ml que se afiadi6 al Tubo
N° 02 que contenia 0.5 mL de caldo M-H y asi se realizo sucesivamente
hasta llegar al tubo N°08.

d) Del tubo N° 08 se extrajo 0.5 ml que fue desechado.

e) Después de este proceso se afadié a todos los tubos 0.5 ml de la

suspension bacteriana preparada anteriormente para los ensayos.
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3.6.1.5

f) El volumen final de cada tubo fue de 1 ml.

g) Para la preparacion del control de turbidez se repitieron los pasos a),

b), ¢), d), afiadiendo finalmente 0.5 mL de caldo M-H estéril.

h) Las concentraciones para el ensayo fueron comprendidas entre los

rangos de 32 mg/ml a 0.25 mg/ml, siendo el tubo N° 09 control de

crecimiento (O mg/mL).

Preparacion del control positivo.

>

El control positivo empleado en la prueba fue el antibibtico
gentamicina (160 mg/2ml), del cual se utilizé 0.64 ml y se enrasé
hasta 5 ml en un tubo estéril para obtener una solucién madre o
stock de 10240 ug/ml.

De la solucién madre se extrajo 0.1 ml y se afiadio al tubo N° 01 que

contendra 0.9 mL de caldo Mueller Hinton.

Del tubo N° 01 se extrajo 0.5 ml que se afiadi6é al Tubo N° 02 que
contenia 0.5 mL de caldo M-H y asi se realiz6 sucesivamente hasta

llegar al tubo asi sucesivamente hasta llegar al tubo N° 09

Del tubo N° 09 se extrajo 0.5 ml que fue desechado

Después de este proceso se afiadié a todos los tubos 0.5 ml de la

suspension bacteriana.
El volumen final de cada tubo fue de 1 ml.
Las concentraciones estuvieron comprendidas entre los rangos de

512 ug/ml a 2 ug/ml, siendo el tubo N° 10 control de crecimiento (O
pMg/mL) .
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3.6.1.6

3.6.1.7

Incubacion.

El tiempo de incubacién para la mayoria de los microorganismos es de

16 a 20 horas, para la técnica de macrodilucion. 43!

Interpretacion de resultados.

La CMI corresponde a la minima concentracion de antibiotico en donde
no se observa desarrollo (turbidez). La CMI se expresa en ug/ml para el

control positivo y en mg/ml para los extractos.

3.6.2 METODO DE DIFUSION EN DISCO

3.6.2.1

3.6.2.2

Preparacion del inéculo

De las placas con agar Mueller Hinton sembradas con cada bacteria de
estudio, se extrajo nuevamente con el asa bacterioldégica un aproximado
de tres a cinco colonias bien aisladas, del mismo tipo morfologico, del
cultivo en agar Mueller Hinton, para transferirlos a los tubos (1 por
bacteria) que contienen 3 ml de Cloruro de sodio 0.9 % (NaCl), utilizando
el vortex para un mejor homogenizado, hasta obtener la turbidez de la
escala 0.5 de Mc. Farland por comparacion visual con dicho patrén. Ver
anexo 13 cabe recalcar nuevamente que se uso una luz apropiada y se
mird los tubos contra un fondo blanco con lineas negras como contraste.
Este proceso se repiti6 tanto para los ensayos de Macrodilucion y

difusién en Disco respectivamente.

La suspension del inoculo con turbidez comparable al tubo de la escala

de Mc. Farland contiene aproximadamente 1,5 x 108 ufc/mL.

Dilucion de extractos.

Se pesaron 360 mg de cada extracto en microtubos de tipo Sppendorf
estériles, luego fueron diluidos en 0.6 ml de una mezcla Etanol/Agua

(1:1) respectivamente para cada extracto, para alcanzar una
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3.6.2.3

concentracion de 600mg/ml (Concentracion 1). Para facilitar su

homogenizacion fueron llevados al vortex.

Para obtener la Concentracion 2, se procedié a extraer 0.2 ml de la
Concentracion 1 para posteriormente ser agregado en 0.2 ml de una
mezcla de Etanol/Agua (1:1) alcanzando una concentracion de 300
mg/ml (Concentracion 2) que fueron colocados nuevamente en el vortex

para su homogenizacion.

Finalmente se procedi6é a impregnar a cada disco de papel whattman N°5
(estéril) con 20uL de cada concentracidon (1 y 2 respectivamente), para
ser llevados a la estufa durante 18 horas con la finalidad de eliminar la
presencia del Etanol/agua que fueron utilizadas para la disolucion de los
extractos. Obteniendo asi discos impregnados de 12 mg (Concentracion
1) y 6 mg (Concentracion 2).

Cabe precisar que se realizé el mismo procedimiento tanto para el
extracto etandlico (Lamas) y el extracto etandlico (lquitos)

independientemente.

Inoculacién de las placas

» Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del
in6culo, se procedid a extraer con una micropipeta graduada 100 uL
del inéculo bacteriano (3 tubos por bacteria), para luego verter en
placas con Agar Mueller Hinton, previamente preparadas para el
ensayo (3 placas por bacteria) diseminando con la espatula de
Drigalsky en todas las direcciones de la superficie de cada placa,

asegurando una distribucion uniforme del inéculo.

» Antes de colocar los discos dejamos secar las placas a temperatura
ambiente durante 3 a 5 minutos para que cualquier exceso de

humedad superficial sea absorbido.
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3.6.2.4

3.6.2.5

3.6.2.6

Aplicacién de los discos

» Se colocaron los discos sobre la superficie del agar con la ayuda de
una pinza estéril y la punta de una aguja que se nos ayudo a
presionar suavemente sobre cada disco para asegurar un contacto

completo con la superficie del agar.

» Se colocaron los discos uniformemente, de modo que estén a una
distancia minima de 25 mm uno del otro. Los discos no fueron
removidos una vez que tomo contacto con la superficie del agar

debido a que difunden rdpidamente en la superficie.

» Los discos usados para el estudio fueron: Discos de los Extractos
de 12mg y 6 mg, Discos de control negativo: Etanol/agua (1:1) los
cuales fueron llevados a la estufa durante 18 horas eliminando la

presencia de estos, Discos de Control positivo: Gentamicina 10 ug.

Incubacion

Se incubaron las placas en posicion invertida a 35°C dentro de los 15
minutos posteriores a la aplicacion de los discos, durante 24 horas.

Después del tiempo recomendado de incubacién se examind cada placa,
para proseguir con la medicion de los didmetros de los halos de

inhibiciéon alrededor de cada disco.

Interpretacién de los resultados

» Se midid los diametros de las zonas de inhibicion completa

(incluyendo el diametro del disco), usando la regla vernier.

» Se mantuvo iluminada la parte posterior a la placa Petri con una luz

reflejada localizada a unos cuantos centimetros sobre fondo negro.

» Se tuvo la precaucion de observar la placa siguiendo una vertical
directa para evitar una lectura errénea de las marcas de la regla por

efecto del paralelismo.
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» El punto final se tom6 como el &rea que no muestra un crecimiento
bacteriano, que puede ser detectado mediante observacion visual,
no incluyendo velo de crecimiento o colonias muy pequefias que
puedan ser detectadas solo con mucha dificultad en el borde de la

Zzona.

3.6.2.7 INTERPRETACION DE DATOS PARA EL METODO DE DIFUSION
EN DISCO

3.6.2.7.1 Valores criticos para la medida de sensibilidad en disco.

Los valores de las concentraciones y de los diametros criticos que
delimitan las categorias sensible, intermedio y resistente (S, I, R),
son el resultado de la integracion de un conjunto de elementos: la
distribucion de las CMI para diversas poblaciones de cepas
sensibles y resistentes, las concentraciones séricas y tisulares de los
antibidticos, la confrontacion de los resultados in vitro y de los
resultados clinicos, asi como la variabilidad estadistica de los

métodos utilizados. 44

3.6.2.7.2 Procedimiento de categorizacion.

Para los principales antibiéticos, los valores criticos de las
concentraciones bajas (c) y altas (C) y de sus diametros
correspondientes (d, D), permiten la categorizacion segun los
siguientes criterios. (Tabla 7)

Tabla 7: Categorizacion

CATEGORIZACION Concentracion Diametro del halo de
Categorias minima inhibitoria inhibicion (mm)
(mg/L)

S CIMEc DHI .D
R CIM>C DHI<d
I C<CIMEC DHI <D

Fuente: manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana

por el método de disco difusién del INS.
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Por otra parte, la lectura interpretativa del antibiograma, fundada en el

conocimiento de los antibiofenotipos de sensibilidad y resistencia permite

recategorizar un resultado inicialmente S en | o R debido al riesgo de fracaso

terapéutico. Esta lectura interpretativa requiere la identificacion correcta de la

bacteria y una correcta realizacion del antibiograma. 4!

3.7REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

3.7.1

YV V.V V V VYV VYV V V V V V VYV V V VY VYV V V VYV V V VYV V

Reactivos

Agua destilada

Acido sulftrico cc.
Reactivo de Dragendorff.
Reactivo de Wagner.

Reactivo de Mayer.

Disoluciones de hidroxido de sodio al 5% y 10%.

Disolucion de acido picrico al 1%.

Sudan lll.

Disolucion de cloruro férrico al 5%.
Disolucion de Ninhidrina al 5%.

Disolucion de hidréxido de potasio al 5,7%.
Disolucion de acido clorhidrico al 1% y 10%.
Metanol.

Cloroformo.

Acetato de etilo.

Cloruro de sodio

Acido clorhidrico 0.5 M REMEL

Acido Sulfarico 0.2M BBL

Agua destilada MEDIFARMA

Carbonato de sodio BIOMERIUX

Etanol 70° ALCOFARMA

Cloruro de bario QUELAB

Agar Muller Hinton MERCK

Agar Nutritivo QUILAB
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Caldo Muller Hinton DIFCO

3.7.2 Materiales

3.7.2.1  Material de vidrio y otros

vV V.V V V V VYV V V VYV V V VYV VYV V V VYV V V VY VYV V VY VYV V V VY V

Filtros Millipore de 0,22um

Frascos de cultivo de 25 cm? de cuello inclinado
Gradillas

Micropipetas de 100-1000uL
Micropipetas de 20-100uL
Micropipetas de 2-20uL
Micropipetas de 0.5-10uL
Micropipetas multicanal de 50-200uL
Tips con filtro 1000 uL

Tips con filtro 200 pL

Tips con filtro 10 pL

Microplacas de cultivo de 96 alvéolos de fondo plano estériles

Tubos de microcentrifuga 1,5mL estériles
Papel secante

Pipetas seroldgicas 10ml estériles
Pipetas seroldgicas Smlestériles
Pipetas serologicas 2mlestériles
Pipetas serologicas 1mlestériles
Laminas Portaobjetos

Probetas de 100mL a 1000mL
Tubos de centrifuga de 15mL
Tubos de centrifuga de 50mL
Tubos de fondo redondo 5mL
Vaso precipitado

Guantes de latex

Mandil

Mascarilla

Gafas
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vV V.V V V VYV VYV V V VYV V V VY V V VYV VYV V VYV VY V V VY V V VY V V V VY YV

Contador manual

Asa de Kolle para siembra bacterioldgica.
Cuchillo mediano.
Escobillas lava tubos.
Espatulas medianas.
Gradilla metalica.
Pinza estéril.

Regla Vernier
Algodon.

Detergente.

Guantes quirurgicos.
Hisopos.

Mascarillas.

Papel aluminio.

Papel de despacho.
Papel secante.

Papel tissue.

Parafilm 2°x 250°
Plumén marcador.
Soportes para tubos
Viales (Eppendorf)
Cinta adhesiva

Gasa

Gorro

Mascarillas

Solucion desinfectante
Mandiles

Discos impregnados con antibidtico y con muestra problema.
Mortero

Lentes de proteccion

Tubos de hemodlisis



3.7.3 EQUIPOS

Rotavapor

Bomba de vacio
Balanza analitica
Centrifuga

Incubadora para cultivo
Vortex

Mechero de Bunsen

vV V V V V V V V

Cabina de bioseguidad

3.8PLAN DE ANALISIS E INTERPRETACION DE DATOS

Para el analisis de la base de datos y cuadros estadisticos se utilizé los programas
Microsoft Excel 2013 para Windows.
Se presentaron los resultados en tablas de frecuencias, cuadros y graficos de

promedios y desviacion estandar.

3.9NORMAS DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

“Los profesionales del laboratorio estan expuestos a una variedad de riesgos a su
salud relacionados con su trabajo. Como ejemplo, se encuentran aquéllos
derivados del manejo de material infeccioso, radiacion, compuestos toxicos y
guimicos e inflamables. En el caso particular del material biolégico-infeccioso, el
peligro surge de la posibilidad de exponerse a agentes patégenos e infectarse por
dicha exposicion. En laboratorios de diagnéstico clinico, de investigacion,
industriales, de patologia clinica, de produccion de biolégicos, de ensefanza, u
otros donde se lleguen a manejar patdégenos aislados o muestras que los
contengan, los profesionales del laboratorio debemos prestar especial cuidado en
las medidas que tomamos para prevenir un accidente .La Organizacion Mundial
de la Salud, mediante el Reglamento Sanitario Internacional (2005), estipula otras
recomendaciones relacionadas a la bioseguridad en el laboratorio, las cuales

tienen como objetivo “prevenir la propagacion internacional de enfermedades,
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proteger contra esa propagacion, controlarla y darle una respuesta de salud

publica proporcionada y restringida a los riesgos para la salud publica”. 1€

3.10 CUESTIONES ETICAS EN LA EXPERIMENTACION

“En la practica cientifica hay principios éticos rectores. Dado que la ciencia busca
evidencias y se apoya en la rigurosidad, el investigador debe hacer gala de "altos
estandares éticos", como la responsabilidad y la honestidad. Muchos ideales y
virtudes los recibe el cientifico de la sociedad en la cual esta inmerso y a la cual
se debe. La moralidad y el sentido del deber lo conectan a su entorno. Los
cientificos no son una clase aparte (no existe la carrera universitaria de cientifico)
sino que pertenecen a distintas profesiones que obedecen a unos principios
deontoldgicos (ética profesional) con los cuales el cientifico aporta a la
construccion de una ética del investigador. Frente a los estandares éticos
deseables en una comunidad cientifica se presenta el lado negativo de la balanza,
caracterizado por deshonestidad, plagio, fraude, etc. Gran parte de la
investigacion cientifica se realiza teniendo como sujeto de experimentacion a
seres vivos. La investigacion biomédica con seres humanos estéa regida por los
principios de la Declaracion de Helsinki. De otro lado, el empleo de animales de
experimentacion se rige por los principios éticos que consideran el respeto hacia

ellos, su salud y bienestar, y sobre todo la busqueda de alternativas a su uso”. 7]
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CAPITULO IV



4.1RESULTADOS:

4.1.1 OBTENCION DE EXTRACTOS VEGETALES.

4111

Tabla 8: Rendimiento del extracto etanolico de los rizomas de Zingiber officinale
procedentes de Lamas

DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DE Zingiber officinale

Parte de Cantidad de Cantidad Cantidad de Porcentaje de
planta Muestra Muestra seca | Extracto Rendimiento
vegetal (g.) para etanolico (g.) | (%)
maceracion
9)
Rizoma 900 600 11.6 1.93 %

Tabla 9: Rendimiento del extracto etandlico de los rizomas de Zingiber officinale
procedentes de Iquitos

Parte de Cantidad de Cantidad Cantidad de Porcentaje de
planta Muestra Muestra seca | Extracto Rendimiento
vegetal (g.) para etanolico (g.) | (%)
maceracion
9)
Rizoma 1200 955 14.8 1.55

Figura 3: Porcentaje de Rendimiento del extracto etandlico de Zingiber officinale.

Porcentaje de rendimiento
jengibre segun procedencia

2.5

1.93

15

0.5

1.55

LAMAS

IQUITOS

B Porcentaje de rendimiento
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La Tabla N°08, N°9 y la Figura N°03, representan el rendimiento en porcentaje, de la
planta utilizada Zingiber officinale, obtenidas por el equipo Rotavapor. En la Tabla N°08,
se determind el rendimiento de 1.93 % de 900 g. de muestra seca, mientras que en la
tabla N° 9 se determiné un rendimiento de 1.5 % de 1200 g. de muestra seca.

4.1.2 IDENTIFJCACI()N DE METABOLITOS SECUNDARIOS: TAMIZAJE
FITOQUIMICO.

Tabla 10: Tamizaje Fitoquimico de los rizomas Zingiber officinale

EXTRACTO
ETANOLICO
METABOLITOS ENSAYOS
Zingiber officinale
Lamas lquitos

ALCALOIDES Drangendorff + ++
TRITERPENOS Y Liebermann — + ++
ESTEROIDES Burchard
QUINONAS Borntrager ++ +++
LACTONAS Y CUMARINAS Baljet +++ ++
AZUCARES REDUCTORES Fehling + +
SAPONINAS Espuma - -
FENOLES Y TANINOS Cloruro Férrico ++ +
AMINOACIDOS Y AMINAS Ninhidrina +++ +++
FLAVONOIDES Shinoda + +
GLICOSIDOS Kedde + +

CARDIOTONICOS
(+++) Abundante; (++) Moderado; (+) Leve; (0) Ausente; (--) No se realizo
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4.1.3 ANTIBACTERIANA DE ZINGIBER OFFICINALE.

4131

METODO DE DIFUSION DE DISCO (KIRBY - BAUER)

Tabla 11: Actividad antibacteriana del extracto etandlico de Zingiber officinale procedente de la localidad de Iquitos, frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, segun diametro de la zona de inhibicién.

EXTRACTO ETANOLICO DIAMETRO DE LA ZONA DE
. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA (&)
BACTERIAS DEL RIZOMAS INHIBICION (DZI) *
ESTUDIO (mm) RESULTADO %
(mg/mL) . RESULTADO
X+ SD (Kirby — Bauer) | INHIBICION
12 9.3 +£0.6 RESISTENTE 43.8 POCO ACTIVO
Staphylococcus aureus 6 8.7+1.2 RESISTENTE 37.2 INACTIVO
Gentamicina 10mcg 27078 SENSIBLE - ---
12 0.0 £0.0 RESISTENTE 0.0 INACTIVO
Escherichia coli 6 0.0+0.0 RESISTENTE 0.0 INACTIVO
Gentamicina 10mcg 18.3 + 3.1 SENSIBLE -—- ---
12 0.0 £0.0 RESISTENTE 0.0 INACTIVO
Pseudomonas aeruginosa 6 0.0£0.0 RESISTENTE 0.0 INACTIVO
Gentamicina 10mcg 20.0+1.0 SENSIBLE - -—-
* Esquema DZI frente a Control positivo & Actividad antimicrobiana / Porcentaje de inhibicion
Resistente: <12 mm Inactivo: <40%
Intermedio: 13 -14 mm Poco activo: 40 — 50%
Sensible: >15 mm Moderadamente activo: 51 — 75%

Fuente: MPPSAMDD “9

Buena actividad :> 76 %
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La Tabla N° 11 muestra el promedio y desviacion estandar de los diametros de la
zona de inhibicion que se obtuvieron en las lecturas del ensayo de disco difusion,
a diferentes niveles de concentraciones del extracto etandlico de rizomas de
Zingiber officinale recolectados en la ciudad de lquitos, frente a Staphylococcus

aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Figura 4: Categorizacion del extracto etandlico de rizomas de Zingiber
officinale “Jengibre” procedente de la localidad de Iquitos, frente a
Staphylococcus aureus segun Diametro de la zona de inhibicién.

30
27
25 —
20 —
M Resistente <12mm
15 —
H Intermedio 13-14mm
9.3 8.7 Sensible >15mm
10 —
5 _ I
O = T T 1
12mg/ml 6mg/ml Gentamicina

La Figura N°4, muestra la categorizacion de las diferentes concentraciones
del extracto etanolico de rizomas de Zingiber officinale y del control positivo
(Gentamicina 10mcg), respecto al Diametro de la Zona de Inhibicion (DZI)

frente a Staphylococcus aureus.

El grupo control positivo obtuvo un diametro de inhibiciéon de 27.0 mm, lo
cual lo categoriza como SENSIBLE segun el manual de procedimiento para
la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de difusion. Los
grupos con las diferentes concentraciones del extracto etanolico de rizomas
de Zingiber officinale, obtuvieron valores de DZI| de 8.7 y 9.3mm, a las
concentraciones de 6 y 12mg/ml, respectivamente, por lo cual se
categorizan como RESISTENTE.
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Figura 5: Categorizacion del extracto etandlico de rizomas de Zingiber

officinale “Jengibre” procedente de la localidad de Iquitos, frente a

Escherichia coli segun Diametro de la zona de inhibicion.
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M Resistente <12mm
M Intermedio 13-14mm

Sensible >15mm

La Figura N°5, muestra la categorizacion de las diferentes concentraciones

del extracto etanolico de rizomas de Zingiber officinale y del control positivo

(Gentamicina 10mcg), respecto al Diametro de la Zona de Inhibicion (DZI)

frente a Escherichia coli.

El grupo control positivo obtuvo un diametro de inhibicion de 18.3 mm, lo

cual lo categoriza como SENSIBLE segun el manual de procedimiento para

la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de difusion. Los

grupos con las diferentes concentraciones del extracto etanolico de rizomas

de Zingiber officinale, obtuvieron valores de DZ| de 0.0 y 0.0mm, a las

concentraciones de 6 y 12mg/ml, respectivamente, por lo cual se categoriza

como RESISTENTE.
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Figura 6: Categorizacion del extracto etandlico de rizomas de Zingiber
officinale “Jengibre” procedente de la localidad de Iquitos, frente a
Pseudomonas aeruginosa segun Diametro de la zona de inhibicidn
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La Figura N°6, muestra la categorizacion de las diferentes concentraciones
del extracto etanolico de rizomas de Zingiber officinale y del control positivo
(Gentamicina 10mcg), respecto al Diametro de la Zona de Inhibicion (DZI)

frente a Pseudomonas aeruginosa.

El grupo control positivo obtuvo un diametro de inhibicion de 20.0 mm, lo
cual lo categoriza como SENSIBLE segun el manual de procedimiento para
la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de difusion. Los
grupos con las diferentes concentraciones del extracto etanolico de rizomas
de Zingiber officinale, obtuvieron valores de DZ| de 0.0 y 0.0mm, a las
concentraciones de 6 y 12mg/ml, respectivamente, por lo cual se categoriza
como RESISTENTE.
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Figura 7: Actividad antibacteriana de extracto etandlico de rizomas de
Zingiber officinale “Jengibre” segun Porcentaje de inhibicion.

43.82%
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Staphylococcus Escherichia coli Pseudomonas
aureus aeruginosa

La Figura N°7., muestra los porcentajes de inhibicion del extracto etanolico
de rizomas de Zingiber officinale en las diferentes concentraciones frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa

La actividad antibacteriana se mide principalmente por el porcentaje de
inhibicion que demuestran los extractos etanolicos a las diversas
concentraciones evaluadas. Encontrandose tanto para Staphylococcus
aureus, un porcentaje de inhibicion de 43.82% a la concentracion de
12mg/ml, 37.20% en la concentracion de 6mg/ml, con el cual se obtiene
como resultado POCO ACTIVO E INACTIVO respectivamente

Para Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, no se evidenciaron

porcentajes de inhibicidén alguna, por lo tanto, son considerados INACTIVO.
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Tabla 12: Actividad antibacteriana del extracto etandlico de Zingiber officinale “Jengibre” procedente de la localidad de Lamas,

frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, segun diametro de la zona de inhibicion.

EXTRACTO ETANOLICO DIAMETRO DE LA ZONA DE
. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA (&)
BACTERIAS DEL RIZOMAS INHIBICION (DZI) *
ESTUDIO (mm) RESULTADO %
(mg/mL) . RESULTADO
X+ SD (Kirby — Bauer) | INHIBICION
12 10.7 £1.2 RESISTENTE 45.8 POCO ACTIVO
Staphylococcus aureus 6 9.0+1.0 RESISTENTE 38.6 INACTIVO
Gentamicina 10mcg 27.0+ 7.8 SENSIBLE - -
12 0.0 £0.0 RESISTENTE 0.0 INACTIVO
Escherichia coli 6 0.0+0.0 RESISTENTE 0.0 INACTIVO
Gentamicina 10mcg 18.3 + 3.1 SENSIBLE -—- --—-
12 0.0 £0.0 RESISTENTE 0.0 INACTIVO
Pseudomonas aeruginosa 6 0.0£0.0 RESISTENTE 0.0 INACTIVO
Gentamicina 10mcg 20.0+1.0 SENSIBLE - -—-
* Esquema DZI frente a Control positivo & Actividad antimicrobiana / Porcentaje de inhibicion
Resistente: <12 mm Inactivo: <40%
Intermedio: 13 -14 mm Poco activo: 40 — 50%
Sensible: >15 mm Moderadamente activo: 51 — 75%

Fuente: MPPSAMDD “9

Buena actividad :> 76 %
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La Tabla N°12.: se muestra el promedio y desviacion estandar de los diametros de
la zona de inhibicion que se obtuvieron en las lecturas del ensayo de disco difusion,
a diferentes niveles de concentraciones del extracto etandlico de rizomas de Zingiber
officinale recolectados en la localidad de lamas frente a Staphylococcus aureus,

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Figura 8: Categorizacion del extracto etandlico de rizomas de Zingiber
officinale “Jengibre” procedente de la localidad de Lamas, frente a
Staphylococcus aureus segun Diametro de la zona de inhibicién.
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La Figura N°8, muestra la categorizacion de las diferentes concentraciones
del extracto etanolico de rizomas de Zingiber officinale y del control positivo
(Gentamicina 10mcg), respecto al Diametro de la Zona de Inhibicion (DZI)

frente a Staphylococcus aureus.

El grupo control positivo obtuvo un diametro de inhibicion de 27.0 mm, lo
cual lo categoriza como SENSIBLE segun el manual de procedimiento para
la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de difusion. Los
grupos con las diferentes concentraciones del extracto etanolico de rizomas
de Zingiber officinale, obtuvieron valores de DZ| de 10.7 y 9.0 mm, a las
concentraciones de 6 y 12mg/ml, respectivamente, por lo cual se
categorizan como RESISTENTE.
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Figura 9:Categorizacion del extracto etandlico de rizomas de Zingiber
officinale “Jengibre” procedente de la localidad de Lamas, frente a
Escherichia coli segun Diametro de la zona de inhibicion.
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La Figura N°9, muestra la categorizacion de las diferentes concentraciones
del extracto etanolico de rizomas de Zingiber officinale y del control positivo
(Gentamicina 10mcg), respecto al Diametro de la Zona de Inhibicion (DZI)

frente a Escherichia coli.

El grupo control positivo obtuvo un diametro de inhibicion de 18.3 mm, lo
cual lo categoriza como SENSIBLE segun el manual de procedimiento para
la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de difusion. Los
grupos con las diferentes concentraciones del extracto etanolico de rizomas
de Zingiber officinale, obtuvieron valores de DZ| de 0.0 y 0.0mm, a las
concentraciones de 6 y 12mg/ml, respectivamente, por lo cual se categoriza
como RESISTENTE.
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Figura 10: Categorizacién del extracto etandlico de rizomas de Zingiber
officinale “Jengibre” procedente de la localidad de Lamas, frente a
Pseudomonas aeruginosa segun Diametro de la zona de inhibicion.
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La Figura N°10, muestra la categorizacion de las diferentes
concentraciones del extracto etanolico de rizomas de Zingiber officinale y
del control positivo (Gentamicina 10mcg), respecto al Diametro de la Zona

de Inhibicién (DZI) frente a Pseudomonas aeruginosa.

El grupo control positivo obtuvo un diametro de inhibicion de 20.0 mm, lo
cual lo categoriza como SENSIBLE segun el manual de procedimiento para
la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de difusion. Los
grupos con las diferentes concentraciones del extracto etanolico de rizomas
de Zingiber officinale, obtuvieron valores de DZ| de 0.0 y 0.0mm, a las
concentraciones de 6 y 12mg/ml, respectivamente, por lo cual se categoriza
como RESISTENTE.
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Figura 11: Actividad antibacteriana de Extracto etandlico de rizomas de
Zingiber officinale “Jengibre” procedente de la localidad de Lamas, segun
Porcentaje de inhibicién.
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La Figura N°11, muestra los porcentajes de inhibicion del extracto etanolico
de rizomas de Zingiber officinale “Jengibre” procedentes de la localidad de
Lamas, en las diferentes concentraciones frente a Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

La actividad antibacteriana se mide principalmente por el porcentaje de
inhibicion que demuestran los extractos etanolicos a las diversas
concentraciones evaluadas. Encontrandose tanto para Staphylococcus
aureus, un porcentaje de inhibicion de 45.80% a la concentracion de
12mg/ml, 38.60% en la concentracion de 6mg/ml, con el cual se obtiene
como resultado POCO ACTIVO E INACTIVO respectivamente

Para Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, no se evidenciaron

porcentajes de inhibicién alguna, por lo tanto, son considerados INACTIVO.
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4.1.3.2  METODO DE MACRODILUCION: DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA (CIM)

4.1.3.2.1 Determinacioén de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CIM)

Tabla 13: Actividad antibacteriana del extracto etandlico de Zingiber
officinale procedente de Lamas segun Concentraciéon Minima Inhibitoria
(CIM), frente a Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y
Escherichia coli.

TABLA N° 13: Zingiber officinale — Lamas

BACTERIA EN ESTUDIO N° CMI RESULTADO (*)
DILUCION
Staphylococcus aureus C3 8 mg/ml POCO ACTIVO

Escherichia coli - - -
Pseudomonas aeruginosa - - -

Tabla 14: Actividad antibacteriana del extracto etanodlico de Zingiber officinale
procedente de Iquitos segun Concentracién Minima Inhibitoria (CIM), frente a
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli.

TABLA N° 14: Zingiber officinale — Iquitos

BACTERIA EN ESTUDIO Ne CMI RESULTADO (*)
DILUCION
Staphylococcus aureus C2 16mg/ml INACTIVO

Escherichia coli - - -
Pseudomonas aeruginosa - - -

* Actividad antimicrobiana / Valor de CMI
Inactivo : > 16 mg/ml
Poco Activo : 6 - 15 mg/ml.
Moderado activo : 1- 5 mg/ml.
Buena Actividad : <1 mg/ml.
Fuente: Protocolo de estudio de la actividad antimicrobiana IMET —
ESSALUD 2007

En la Tabla N° 13, se muestra los resultados de la actividad antibacteriana
del extracto etandlico de Zingiber officinale segun la determinacién de la

Concentracion Minima Inhibitoria (CIM).

Segun rango de lectura de la concentracion inhibitoria minima, encontrada
en el ensayo de macrodilucion fue en la Concentracion 8 mg/ml, por lo
tanto, el efecto del extracto etandlico de Zingiber officinale demostro ser
POCO ACTIVO frente a Staphylococcus aureus. Asimismo, en el rango

de lectura de la concentracion inhibitoria minima, encontrada en el ensayo

55



de macrodilucién frente a Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

demostré ser inactivo.

En la Tabla N° 14, se muestra los resultados de la actividad antibacteriana
del extracto etanolico de Zingiber officinale segun la determinacion de la

Concentracion Minima Inhibitoria (CIM).

Segun rango de lectura de la concentracion inhibitoria minima, encontrada
en el ensayo de macrodilucion fue en la Concentracion 16 mg/ml, por lo
tanto, el efecto del extracto etandlico de Zingiber officinale demostrd ser
INACTIVO frente a Staphylococcus aureus. Asimismo, en el rango de
lectura de la concentracién inhibitoria minima, encontrada en el ensayo de
macrodilucion frente a Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

demostro ser negativo.

4.2DISCUSION

La actividad antibacteriana del extracto etandlico de rizomas de Zingiber
officinale “Jengibre” esta basado en los métodos de disco difusién en agar
y dilucién en caldo (macrodilucién), segun el manual de procedimientos
para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de disco

difusion.

Las muestras vegetales fueron recolectadas en diferentes regiones, con
la finalidad de verificar la diferencia o similitud en el contenido de
metabolitos secundarios y en el efecto antibacteriano frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Una
muestra de rizomas de Zingiber officinale, fue recolectado en los
alrededores de la ciudad de lquitos, provincia de Maynas, departamento
de Loreto y la otra muestra fue recolectado en alrededores de la ciudad

de Lamas, provincia de Lamas, departamento de San Martin.

Los extractos vegetales fueron macerados en etanol de 96° durante 7dias
por separado segun procedencia de las muestras de rizomas de Zingiber

officinale, éstos fueron filtrados y concentrados en equipo de rota vapor.
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La concentracién del extracto se realizd por eliminacion de disolventes a
presiéon reducida en un rotavapor, a una temperatura de 46°C y a una
presion de 690 mnHg por espacio de 3 horas aproximadamente,

posteriormente se dejé secar a temperatura ambiente por 7 dias. 42

El presente estudio, tuvo como finalidad evaluar la actividad
antibacteriana y para ello se utilizé como farmaco comparativo (control) a

Gentamicina 10mcg.

Los resultados obtenidos en el estudio referente al Rendimiento del
extracto de rizomas de Zingiber officinale “Jengibre” segun lugar de
procedencia fue de 1.55% para las muestras recolectadas en la localidad
de Iquitos, y 1.93% para las muestras procedentes de la Localidad de
Lamas — San Martin, lo cual nos indica que por cada 100 gramos de
rizomas desecados se podra obtener aproximadamente 1.55 g. (lquitos)
y 1.93 g. (Lamas) de extracto etandlico en polvo respectivamente; lo cual
demuestra que probablemente el mayor porcentaje en rendimiento de las
muestras recolectadas en Lamas puede deberse a las condiciones
edafologicas y ambientales propias de esa region, que favorece la

concentracion de nutrientes y metabolitos secundarios.

El tamizaje fitoquimico de rizomas de Zingiber officinale “Jengibre”, se
realizaron mediante protocolo estandarizado en la Facultad de Ingenieria

en Industrias alimentarias, basado en el método de Shinoda.

El conocimiento de los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana debe
orientar a la elaboracién de esquemas de tratamiento mas eficaces y la
informacion proporcionada por la vigilancia debe servir de insumo para la
elaboracién de un programa de uso racional de antibi6ticos, ademas de la
busqueda de moléculas y/o principios activos provenientes de especies
vegetales amazonicas, dentro de los cuales se evaluaron los rizomas de

Zingiber officinale.

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana se utilizaron los métodos

de Difusién en Disco (Kirby -Bauer) y Difusion en caldo (macrodilucion)
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frente a bacterias gram positivas y gram negativas: Staphylococcus

aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

En los resultados encontrados se demuestra que el extracto etandlico de
rizomas de Zingiber officinale procedentes de la localidad de Iquitos, logré
inhibir el crecimiento en las placas con Staphylococcus aureus,
evidenciandose un Diametro en la zona de inhibicion de 9.3 mm para la
concentracion de 12mg/ml y de 8.7 mm en la concentracién de 6mg/ml.,
los cuales al ser comparados con el farmaco control (gentamicina 10mg)
e interpretado con el manual referencial el Instituto Nacional de Salud, fue
categorizado como RESISTENTE.

Frente a las bacterias Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, no se
evidencio inhibicién en el crecimiento, por lo tanto, éstos también fueron
categorizados como RESISTENTES.

El extracto etandlico de rizomas de Zingiber officinale procedentes de la
localidad de Lamas, mostré similar resultado, ya que solo logro inhibir el
crecimiento en las placas con Staphylococcus aureus, con 10.7 mm para
la concentracion 12mg/ml y 9.0 mm para la concentracion de 6mg/ml. No
presento capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano frente a

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Estos resultados concuerdan con lo reportados por Nada K, Zainab A,
Zainab G. quienes evaluaron la actividad antibacteriana de extractos
acuosos de Rizomas frescos, polvo seco, en extracto de manzanay aceite
crudo de Zingiber officinale, encontrando en el extracto acuoso del rizoma
seco la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano frente a

Staphylococcus aureus. [18]

Malu, S. P, Obochi, G. O., Tawo, E. N., & Nyong, B. E. En un estudio con
diferentes extractos (agua, n-hexano, acetato de etilo y etanol) de Z.
officinale demostré actividad antibacteriana frente a Bacillus colliform,

Staphylococcus epidermidis y Streptococcus viridians. ['7]
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Baskaran S, Baradwaj R. G. Evaluaron el extracto etanolico de Zingiber
officinale frente a S. aureus, Bacillus subtilis, Vibrio cholera,
Pseudomonas aeruginosa; a concentraciones de 50, 100, 150, 200 y 250
ug/ml; obteniendo diametros crecientes segun concentracion desde 6mm
en la zona de inhibicién del crecimiento bacteriano, especialmente frente

a Staphylococcus aureus 9,

Konning G.H., Agyare C, Enninson B. En un estudio realizado con plantas
medicinales de Ghana donde esta incluido el Zingiber officinale (jengibre),
encontrd inhibicion en S. aureus, sin embargo, este estudio difiere con
nuestro resultado frente a Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa,
donde obtuvieron diametros en la zona de inhibicion de 10.9mm y 7.6mm

respectivamente, lo cual puede ser categorizado como Intermedio. (20

Khalid A, et al. Encontraron actividad antibacteriana frente a S. aureus y
P. aureginosa, a concentraciones de 10, 20 y 30 ul/ml del extracto

metandlico y acuoso. 2]

Respecto al método de macrodilucion el extracto etandlico de las rizomas
de Zingiber officinale procedente de la localidad de Lamas, presenté una
concentracion minima inhibitoria (CMI) de 8mg/ml frente a Staphylococcus
aureus, siendo clasificado como POCO ACTIVO. Frente a Pseudomonas
aeruginosa y Eschericia coli, no se encontraron la concentracion minima

inhibitoria, por lo tanto son considerados INACTIVOS.

En las muestras recolectadas en la comunidad de lquitos, se obtubo una
concentracion minima inhibitoria de 16mg/ml frente a Staphylococcus

aureus, siendo clasificado como INACTIVO.

Estos resultados difieren con los reportados por Kaushik P, Goyal P.
Quienes evaluaron extractos metanolicos, etil acetato, etandlico y acuoso
de rizomas de Z. officinale, y determinaron la Concentracion minima
inhibitoria, donde concluyen que el extracto metandlico obtuvo mayor

significancia al inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus, en
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comparacion al extrato etandlico que obtuvo CIM 2048ug/ml. Respecto a

E. coli, el extracto metanolico no presento actividad antibacteriana. (2%

En el estudio las bacterias gram positivas mostraron mayor sensibilidad
comparadas con las Gram Negativas, esto puede aribuirse a la presencia
de terpenoides, flavonoides, alcaloides y taninos, entre otros. El uso de
solventes organicos en la preparacion de extractos muestra mayor
capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano, la razéon detras de esto
puede darse en términos de mayor solubilidad de peptidoglicano de pared

celular bacteriana y capas de lipopolisacarido en disolventes organicos.

El etanol como disolvente tiene la propiedad de arrastrar gran cantidad de
metabolitos como saponinas, taninos, flavonoides esteres y terpenos,
estos metabolitos secundarios probablemente tienen la propiedad
antibacteriana cuyo mecanismo es inhibir la sintesis o dafiar la pared
celular o inhibir la sintesis de ADN o ARN ya que la estructura que tienen
éstos compuesto es similar a la de las bases puricas y pirimidicas y se
pueden intercalar formando puentes de hidrogeno, alterando asi la
estructura tridimensional de los acidos nucleicos. (Accion bactericida y

accion bacteriostatico). (48]

La poca presencia de metabolitos con actividad antibacteriana del extracto
etanolico de jengibre (Zingiber officinale), puede deberse a la diferencia
de condiciones agroecolégicas del cultivo, cambios morfoldgicos,
histoldgicos, fisiolégicos y a los distintos parametros operativos del
proceso de extraccion tales como tiempo, temperatura de extraccion y

cantidad de agua empleado. [2%

En el presente estudio tanto de la muestra de jengibre de lquitos y lamas
se logré identificar la presencia de los constituyente quimicos que
coinciden con los antecedentes Enriquez A, Prieto E, De Los Rios E, Ruiz
S.24 en Flavonoides (+), glicdsidos cardiotonicos (+), aminoacidos y
aminas (+++), azucares reductores (+), triterpenos y esteroides (++),

alcaloides (+), lactonas y cumarinas (+++),quinonas (++),fenoles y taninos

(++). 124
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CAPITULO V



5.1CONCLUSIONES

» De la Obtencion del extracto etanolico de los rizomas de Zingiber officinale
(Jengibre) obtuvimos un rendimiento, 1.93 % para el extracto etanolico
procedente de la ciudad de Lamas y un rendimiento de 1.55 % extracto

etanolico procedente de la ciudad de lquitos.

» De las pruebas realizadas en el screening fitoquimico de los rizomas de
Zingiber officinale (jengibre) procedente de la ciudad de Lamas destacan:
lactonas y cumarinas (+++),aminoacidos y aminas (+++),triterpenos y
esteroides (++),quinonas (++),fenoles y taninos ( ++), alcaloides
(+),azucares reductores (+),flavonoides,(+),glicésidos cardioténicos(+) y
de las pruebas realizadas en el screening fitoquimico de los rizomas de
Zingiber officinale (jengibre) procedente de la ciudad de lquitos destacan
:triterpenos y esteroides (+++),quinonas (+++),aminoacidos y aminas
(+++),alcaloides(++),lactonas y cumarinas(++),azucares reductores (+),

fenoles y taninos(+),flavonoides(+),glicosidos cardiotonicos(+)

» En los ensayos utilizados para el “Método de Difusion en Disco” (Kirby -
Bauer) del extracto etanolico de los rizomas de Zingiber officinale
(Jengibre)procedente de Iquitos y Lamas, no presentaron actividad
antibacteriana frente a Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa a
concentraciones de 12mg y 6mg, por no evidenciarse el halo de inhibicion;
frente a Staphylococcus aureus, la muestra procedente de Lamas
presenté un halo de inhibicion de 9.3t0.6mm y 8.7+1.2mm a la
concentracion de 12mg/ml y 6mg/ml respectivamente, mientras que para
el extracto etanolico de Iquitos, a concentracion 12mg/ml tuvo un halo de

inhibicién 10.7£1.2 y a concentracion 6mg/ml presento un halo 9.0 + 1.0.

» En los ensayos utilizados para la Determinacion: “Concentracion Minima
Inhibitoria” (CMI) del extracto etandlico de los rizomas de Zingiber
officinale (Jengibre), por el método de macrodilucién frente a

Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

62



Segun rango de lectura de la concentracion inhibitoria minima, encontrada
en el ensayo de macrodilucion, se aprecia la evaluacion de la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de Zingiber officinale procedente de
Lamas frente a Staphylococcus aureus, por el método de Macrodilucion,
donde se determiné la Concentracion Inhibitoria minima (CIM) en el Tubo
C3 cuya concentracion del extracto fue de 8mg/ml, por lo tanto, el efecto
del extracto etandlico de Zingiber officinale demostré ser pocp ACTIVO
frente a Staphylococcus aureus. Asimismo, en el rango de lectura de la
concentracion inhibitoria  minima, encontrada en el ensayo de
macrodilucion frente a Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa
demostro ser inactivo.

En los ensayos utilizados para la Determinacion: “Concentracion Minima
Inhibitoria” (CMI) del extracto etandlico de los rizomas de Zingiber
officinale (Jengibre), por el meétodo de macrodiluciéon frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.
Segun rango de lectura de la concentracién inhibitoria minima, encontrada
en el ensayo de macrodilucion, se aprecia la evaluacion de la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de Zingiber officinale procedente de
Iquitos frente a Staphylococcus aureus, por el método de Macrodilucion,
donde se determiné la Concentracion Inhibitoria minima (CIM) en el Tubo
C2 cuya concentracioén del extracto fue de 16mg/ml, por lo tanto, el efecto
del extracto etandlico de Zingiber officinale demostro ser INACTIVO frente
a Staphylococcus aureus. Asimismo, en el rango de lectura de la
concentracion inhibitoria  minima, encontrada en el ensayo de
macrodilucion frente a Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

demostré ser negativo.

63



5.2. RECOMENDACIONES

» Realizar diferentes ensayos con concentraciones mas elevadas como a

30, 50,100, etc. con el objetivo de tener mejores resultados.

» Utilizar diferentes tipos de solventes como metanol, vinagre de manzana,

hexano, etc.

» utilizar diferentes tipos de controles positivos como ceftriaxona,
ceftriaxona sddica, cefuroxina, ciprofloxacina, gentamicina, levofloxacina,

metronidazol, etc. Con el objetivo de profundizar los estudios.

» Realizar otros tipos de ensayos para corroborar la sensibilidad
antibacteriana de Zingiber officinale “Jengibre”, como por ejemplo un
fraccionamiento para asi poder realizar un aislamiento y profundizar que
componentes cumple con accion antibacteriana, para asi validar

resultados.
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ANEXOS

ANEXO N° 1: Zingiber officinale (jengibre) Iquitos

ANEXO N° 2: Zingiber officinale (jengibre) Lamas
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OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS

ANEXO NF° 3: Filtracion de los extractos

ANEXO N° 4: Concentracion de los extractos
Mediante el rotavapor.
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ANEXO N° 5: Extracto Etanolico (Lamas) Y Extracto Etanolico (Iquitos)

POBLACION MICROBIOLOGICA

ANEXO N° 6: Cepas bacterianas con las que se realizé el estudio
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PROCEDIMIENTOS DE LOS ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

ANEXO N° 7: Microtubos, tips para micropipetas, matraz con agar mueller
hinton, tubos de CINa antes de ser llevados al autoclave.
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ANEXO N° 9: Placas para los ensayos después de esterilizarlos en la
estufa.

ANEXO N° 10: Preparacion de las placas con Agar Mueller Hinton.
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ANEXO N° 11: Siembra de las bacterias en las placas
con agar Muller Hinton

ANEXO N° 12: Crecimiento de las bacterias

ANEXO N° 13: Patron de Mac farland
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ANEXO N° 14: Procedimientos realizados del ensayo de Macrodilucion
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ANEXO N° 15: Resultados de Difusion en Disco.
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ANEXO N° 17: Resultados de Difusion en Disco.
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ANEXO N° 18: Co

nstancia del Herbarium Amazonense

| ‘U NAP Herbarium Amazonense — AMAZ

Centro de Investigacion
de Recursos Naturales

CONSTANCIA N2 015-2017-AMAZ-UNAP

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del CIRNA, de La Universidad
Nacional De La Amazonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, la muestra botanica presentada por la bachiller: ASTRID STEPHANY URIBE
GONZALES de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana; es parte de la tesis titulada: “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO
DE LOS RIZOMAS DE Zingiber officinale Roscoe (JENGIBRE) frente a Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa”; las cuales fueron verificadas y
determinadas en este Herbarium Amazonense-AMAZ, CIRNA-UNAP, que a

continuacion se indica:

™)

Noml'fre Nombre Cientifico Familia
_Herbarium  comun e
0033881 Jengibre Zingiber officinale Roscoe ZINGIBERACEAE

Se expide la presente constancia al interesado para los fines que se estime conveniente.

lquitos 17 de mayo del 2017

Atentamente, .
.\‘ ~ ¥
<y
Sl el
| y
Blgo. RICHARD ‘HUARetNCA\ACOSTUPA M.
Coordinador-del He barium AMAZ
: CIRNA-UNAP

Direccién Pevas/Nanay — Iquitos Pertd Paginaldel Centro de Investigaciones de Recursos Naturales
Apdo. 496
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