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RESUMEN

El objetivo del estudio fue: Determinar la eficacia antimicrobiana del extracto
acuoso y etanolico de Zingiber officinale sobre Salmonella typhi comparado

con cloranfenicol en un estudio in vitro

Material y métodos: se desarroll6 un estudio experimental de repeticiones
multiples en 76 placas petri, que contuvieron extracto acuoso como etanolico

del Zingiber officinale, asi como Cloranfenicol.

Resultados: Los diametros del halo inhibitorio del extracto etandlico al 100%
fue 21.2+1.8 mm; la concentracion al 75% fue 12.8+13mm; y la
concentracion al 50% fue 8+7mm, siendo sensible la Salmonella Typhi ATCC
14028 a las dos primeras concentraciones. El extracto acuoso no tuvo
efectos en el halo inhibitorio. El diametro del halo inhibitorio del cloranfenicol
fue 37.6mm +1.8mm., siendo sensible la Salmonella typhi ATCC 14028. El
halo inhibitorio del cloranfenicol fue mayor que los extractos acuosos y
etandlicos del Zingziber officinale (p<0.01). La prueba pos Anova, indicé
diferencias significativas entre el cloranfenicol con halo de inhibicién de
37.6mm siendo mas eficaz, considerandose como segundo mas eficaz la

concentracion al 100% del extracto etandlico de Zingziber officionale.

Conclusiones:El efecto inhibitorio in vitro del extracto acuoso del Zingiber
officinale frente a la Salmonella Typhi ATCC 14028 es nulo, siendo sensible
a las concentraciones al 75% y 100% del extracto etandlico del Zingiber
officinale. El cloranfenicol presento la mayor eficacia antimicrobiana sobre la
Salmonella typhi ATCC 14028, en segundo lugar el extracto etandlico del

Zingiber officinale al 100%.

Palabras clave: eficacia antimicrobiana, Zingiber oficinale, Salmonella typhi
ATCC 14028 y estudio in vitro.
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ABSTRACT

The aim of the study was to: determine the antimicrobial efficacy of the
aqueous extract and ethanolic of Zingiber officinale on Salmonella typhi
compared with chloramphenicol in an in vitro study

Material and methods: an experimental study of multiple repetitions in 76
Petri, which contained aqueous extract as ethanolic of Zingiber officinale, as
well as chloramphenicol was developed.

Results: The diameters of the inhibitory halo 100% ethanolic extract was 21.2
+ 1.8 mm; 75% concentration was 12.8 + 13 mm; and 50% concentration was
8 + 7 mm, being sensitive Salmonella Typhi CCTA 14028a first two
concentrations. The aqueous extract had no effect on the inhibitory halo. The
diameter of the inhibitory halo of chloramphenicol was 37.6mm + 1.8 mm.,
being sensitive to salmonella Salmonella typhi ATCC 14028. The inhibitory
halo of chloramphenicol was greater than the aqueous extracts and ethanol
of the Zingziber officinale (p < 0.01). The test POS Anova indicated significant
differences between chloramphenicol with zone of inhibition of 37.6mm being
more effective, considered as the second most effective concentration to

extract 100% ethanolic Zingziber officionale.

Conclusions: The in vitro inhibitory effect of the aqueous extract of Zingiber
officinale against Salmonella Typhi ATCC 14028 is null, being sensitive to the
concentrations at 75% and 100% of the ethanolic extract of Zingiber
officinale. Chloramphenicol presented higher antimicrobial effectiveness on
Salmonella typhi ATCC 14028, secondly the ethanolic extract of Zingiber
officinale 100%.

Key words: antimicrobial effectiveness, Zingiber oficinale, Salmonella typhi
ATCC 14028 and in vitro study.



l. INTRODUCCION

A inicios de los afios 90 se detectaron algunas cepas de Salmonella
resistentes a una amplia variedad de antibidticos que representan hoy, por
su frecuencia, un grave problema de salud publica ya que ocasionan una de
las enfermedades de transmision oro-fecal y alimentaria mas comunes. Se
calcula que cada afo en el mundo decenas de millones de humanos son
afectados y cerca de cien mil fallecen por tal causa. Hasta la fecha se han
logrado identificar mas de 2.400 cepas de Salmonella spp; con el agravante
gue el microorganismo subsiste varias semanas en ambientes secos, asi

como en medio acuoso.?!

En el mundo desde hace algunas décadas se estima que casi el 80% de la
poblacién utiliza las plantas o la denominada medicina tradicional para tratar
sus padecimientos tanto agudos como cronicos, reportandose que en
Europa por ejemplo, su empleo se ha popularizado, estimandose que cerca
del 26% de los derivados de vegetales con accion terapéutica son obtenidos

en farmacias y el 55% de entidades herbolarias.?

Un reporte el afio 2013 manifiesta los beneficios antibidticos mostrados por
el Zingiber officinale o Jengibre, el cual al 5%, en fresco, o seco, inhiben el
desarrollo de agentes infecciosos en los alimentos. Sin embargo, el jengibre
seco tuvo un mayor efecto inhibitorio sobre patégenos, por lo que se infiere
gue su empleo puede disminuir las posibilidades de intoxicacion alimentaria,
mermando el riesgo de contaminacion de los comestibles, y resguardando al

consumidor de diversos padecimientos propagadas por los alimentos.?

Investigaciones actuales han demostrado que el extracto hidroalcohdlico de
Zingiber officinale (Jengibre) tiene efecto inhibitorio sobre bacterias gram
positivas, como algunas gram negativas, llegando a obtenerse zonas de
inhibicion de hasta 16 mm., y aunque es incuestionable su efectividad como
antibacteriano, son insuficientes los estudios realizados en bacterias gram

negativas. 3
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Islam K, et al °(Bangladesh, 2014), establecieron la actividad antimicrobiana
del extracto del jengibre y del extracto oleoso de la soja, utilizando difusién
en agar, empleando 6 variedades de patégenos, incluyendo la Salmonella
spp. Lainvestigacion evidencio potente actividad antimicrobiana del extracto
de jengibre contra todos las bacterias patégenas ensayados, mostrando la
mas alta inhibicion (11 + 1.53 m) contra Salmonella spp. Conclusion: el
extracto de jengibre tiene elevada actividad antimicrobiana y podria utilizarse
de manera conjunta con la soja en la preparacion de alimentos para obtener

un buen efecto sinérgico.

Akintobi O, et al ® (Nigeria, 2013), investigaron la actividad antimicrobiana del
extracto de jengibre (Zingiber officinale) en seis patdogenos bacterianos,
incluido Salmonella typhi. Los autores utilizaron cuatro diferentes extractos
obtenidos de rizomas de jengibre (extracto soluble en agua y soluble en
etanol). El extracto etandlico de Zingiber officinale produjo la mayor zona de
inhibicion de Salmonella typhi (13mm) y el extracto acuoso de Zingiber
officinale produjo zona de inhibicion sobre Salmonella typhi (10mm). Al
comparar la actividad inhibitoria de la Z. officinale con antibioticos, resultd
gue gentamicina y cloranfenicol mostraron la mayor zona de inhibicion contra
las cepas susceptibles utilizadas. Conclusion: aunque el cloranfenicol tuvo
mayor actividad antimicrobiana frente a Salmonella typhi, los extractos
etandlicos y agua de Zingiber officinale, también lo tuvieron pero en menor

grado por lo que pudieran ser sustitutos de los antibiéticos.

Gull 1, et al ” (Pakistan, 2012), evaluaron la actividad antimicrobiana del
jengibre contra ocho cepas bacterianas. Emplearon extractos de jengibre
acuoso, metanalico y etandlico contra varios agentes infecciosos que incluyo
Salmonella typhi. Las cepas bacterianas fueron mas susceptibles al extracto
acuoso del jengibre cuya concentracion inhibitoria minima varié de 0.05
mg/ml a 1.0 mg / ml. El halo inhibitorio para el extracto acuoso fue 11 £ 0
mm, para el etandlico fue 11.3 £ 0.27mm y para el metandlico fue 11.7 +
0.32mm. Conclusién: el uso de Jenjibre constituye una medicina alternativa
o0 complementaria para reducir costos, efectos secundarios y la creciente

resistencia a patégenos.
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Ekwenye U, et al® (Nigeria, 2005), evaluaron la actividad antibacteriana del
extracto etandlico de jengibre contra S. typhi, encontrando que la inhibicién
del crecimiento bacteriano oscilé con el tipo de especie y el tipo de extracto.
El extracto etandlico inhibié al S. typhi con un halo de inhibicion de 10 mm
de diametro, y el extracto acuoso inhibié S. typhi con un halo de 8 mm. En la
determinacién de concentracion minima inhibitoria (CMI), el rango observado
estuvo entre 75 mg/mL y 250 mg/mL de las concentraciones. En cualquier
dilucién debajo de 75 mg mL, no hubo inhibicién del crecimiento en ninguno
de los extractos. Conclusiones extracto acuoso muestra muy poca o ninguna
inhibicidén, mientras que extractos etandlico tuvo mayor efecto inhibitorio in
vitro contra bacterias, como S. typhi, confirmando su uso en medicina

tradicional.

El Zingiber officinale es un vegetal de la India, transportada a las Américas
después de su descubrimiento, y cuyo rizoma de caracteristica nudosa,
aromatica, que contiene la curcumina empleado como aderezo y
medicamento y cuyo aroma se debe a los aceites esenciales. La planta exige
un clima entre 25 a 34°C, vive altitudes hasta los 1500 metros sobre el nivel
del mar, en condiciones de humedad y sombra. En nuestro pais existen tres
variedades, la hawaiana que es la mejor, la jamaiquina y la criolla de menor

calidad.®

El Zingiber officinale, Roscoe, Zingiberacae, o también Jengibre o Kion, es
ampliamente utilizado en el mundo como una especia en la preparacion de
alimentos, como en medicina tradicional para el resfrio comuan, reumatismo,
gingivitis, enfermedades nerviosas, dolor dental, asma, diabetes vy
estrefiimiento. Existen estudios sobre las acciones de jengibre, como agente
antiinflamatorio, sobre la prevencion de cancer, y antiemético. Los
componentes del Kion son numerosos y varian dependiendo segun el lugar
de origen y si los rizomas son frescas 0 secas. Los principales componentes
sefialados en la actividad farmacoldgica son a partir de la droga en su

condicién natural .10
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El efecto antimicrobiano de las especias es consecuencia de la actividad de
los fito quimicos especificos o aceites esenciales. Los principales factores
gue establecen la actividad antimicrobiana son el tipo y composicién de la
especia, cantidad utilizada y tipo de microorganismo, la estructura de los
alimentos, valor del pH y temperatura del medio ambiente. El jengibre tiene
enérgica actividad antibacteriana y algunas propiedades antifungicas.
Estudios in vitro han evidenciado que los elementos activos del jengibre
impiden la multiplicacion bacteriana en el colon, de bacterias que fermentan
carbohidratos ocasionando flatulencias, la cual puede ser contrarrestado con
el jengibre, por su accion inhibitoria el describen Escherichia coli, Proteus sp,

estafilococos, estreptococos y Salmonella.!?

El jengibre tiene actividad antimicrobiana sobre E. coli, Salmonella typhi y
Bacillus subtilis, particularmente el extracto etandlico el mismo que muestra
un efecto inhibitorio mas amplio contra Salmonella typhi. La rizoma de
jengibre muestra varios constituyentes con efecto antibacteriano y anti
fungico, siendo el gingerol y el shagelol los agentes mas activos. El extracto
etandlico del polvo jengibre tiene amplia actividad antibacteriana que incluso
tiene actividades inhibitorias contra Candida albicans. El Gingerol como tiene
componentes el 6-gingerol y 12-gingerol, aislados del rizoma de jengibre, lo
cual evidencia la actividad antibacteriana que incluso es efectivo contra el

Micobacterium avium y Micobacterium tuberculosis in vitro.*?

El género Salmonella que pertenece a la familia Entero bacteriaceae, esta
compuesto por bacilos gram negativos, no formadores de esporas,
anaerobios facultativos, provistos de flagelos y moviles, los cuales crecen
bien en los medios de cultivo habituales. De acuerdo a la presencia de
antigenos O (lipo polisacéarido), Vi (polisacarido capsular) y H (flagelar)
pueden actualmente sero tiparse en mas de 2.300 tipos séricos. Cuando el
sujeto ingiere la salmonella, el desarrollo de la enfermedad va a depender
basicamente de la cantidad de inGculo ingerido, de su virulencia y de factores
del huésped. Las cepas Vi negativas son menos patogénicas y virulentas

gue las Vi positivas.?
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El diagnéstico serolégico es hoy cada vez menos empleado por su baja
sensibilidad y especificidad. Puede ser Gtil en sujetos en los que se sospecha
la enfermedad pero que han ingerido antibidticos antes de la toma de
hemocultivos por lo que los resultados son negativos, por lo que los titulos
de anticuerpos tipo Ig M anti-O superiores a 1/640 o el incremento de valores

de titulos iniciales en 4 o mas veces tienen valor diagnéstico.*®

El cloranfenicol (CAF) es un antibiético de espectro amplio, derivado del
género Streptomyces. Es un antibacteriano singular entre los compuestos
naturales pues incluye un grupo nitrobenceno asociado a un grupo propanol,
al igual que un grupo amino vinculado a un derivado del acido dicloroacético.
El mecanismo de accion del CAF sobre las bacterias, involucra la inhibicion
de la sintesis de proteinas en las cepas sensibles. El cloranfenicol se une a
la subunidad 50-S bloqueando las funciones primordiales de los ribosomas
como la reaccion de la PTasa, la unidén y el movimiento de los sustratos a
través del centro PTasa, la terminacion de la traduccidén originando un

proceso de trasduccién impreciso.4 15

En ocasiones se emplea como antibidtico sistémico por su efectividad contra
infecciones causadas por Salmonella typhi, recomendandose su utilizacion
en pacientes con meningitis bacteriana originada por Enterococcus faecium,
Haemofilus Influenzae, Neisseria meningitidis, y Streptococcus pneumoniae,
especialmente en pacientes con hipersensibilidad a B-lactamicos. Ademas,
éste antimicrobiano es capaz de difundir a través de las paredes de células
eucarioticas y de células pro carioticas, debido a la solubilidad lipidica de
este antibidtico, permitiendo que éste ingrese dentro del cerebro, razon por
la que sus potencialidades se incrementan para tratar infecciones en sitios
donde otros antibiéticos no podrian llegar a producir los efectos deseados.
El CAF es un antibidtico de eleccion para el tratamiento topico de una amplia
variedad de infecciones bacterianas incluyendo las causadas por

anaerobios.16 17

El cloranfenicol puede inhibir farmacos que contienen radicales alcohdlicos,

warfarina y dicumarol, azatioprina y 6 mercaptopurina, difenil hidantoina,

14



hipoglucemiantes orales e isoniazida. EI CAF es transformado por la célula
hepética por un proceso de glucoronacion, mientras que su excrecion es via
secrecion tubular mediante un metabolito glucorénido, no debiendo
combinarse con penicilinas, cefalosporinas, aminoglicésidos, ni antibiéticos
gue se ligan a subunidades 50S. La dosis en adultos es: 50mg/kg/dia; en las
infecciones severas como sepsis y meningitis, la dosis es de 75-100

mg/Kg/dia y la dosis maxima puede llegar a 4g/dia.'’

La eficacia de una terapia, consiste en medir la capacidad benéfica en
situaciones ideales. Un tratamiento ocurre cuando el beneficio obtenido es
mayor en las personas que reciben la intervencion que en aquellos que no
la reciben, y que se evalla mediante estudios epidemiologicos
experimentales, entre los cuales, el ensayo aleatorizado es el mas adecuado

para medir la eficacia.® 1°

Un antimicrobiano incluye los compuestos obtenidos de forma natural o
biosintética, tres caracteristicas minimas: poseer actividad antimicrobiana,
desarrollar ésta a bajas concentraciones y ser tolerada por el huésped. Los
agentes antimicrobianos pueden ser bactericidas y bacteriostaticos. Los
bactericidas ocasionan la muerte de las bacterias patdgenos y aqui se
incluye a los antibiéticos [B-lactamicos, aminoglucdsidos, rifampicina,
vancomicina, polimixinas, fosfomicina, quinolonas y nitrofurantoinas. En
cambio, los bacteriostaticos solo inhiben el crecimiento bacteriano, aunque
el agente permanece viable, de manera que al suspender la terapia puede

volver a reproducirse.?% 2!

El que un farmaco sea bactericida o bacteriostatico, depende de su
mecanismo de accion y, su composicion aunque también contribuyen otros
factores, como el agente etioldgico, el volumen del inoculo y tamafio del
inoculo, la concentracion alcanzada en el sitio de la infeccién, el lapso de

actividad y la etapa de desarrollo bacteriano.?!: 22

Los farmacos antibiéticos disponibles en el mercado muestran cierta

toxicidad, producen efectos secundarios, y causan resistencia bacteriana,
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motivo por la cual se esta tratando de identificar nuevos agentes
antibacterianos mas efectivos, sobretodo seguros que superen o tengan

eficacia similar a las actualmente existentes.

Se opto por estudiar al zingiber officinale, por ser una planta medicinal, con
muchas propiedades, entre las que se incluye las antibibticas, caracteristica
gue se compara con un farmaco cuyo principio activo quimico se denomina

Cloranfenicol cuyo uso microbicida es conocida en el orbe.

Los resultados de nuestro estudio contribuiran a la identificacion de los
efectos antibioticos del extracto del vegetal; asi como también compara cual
de los tipos de extractos: etandlico o acuoso, o el cloranfenicol tienen una
mejor eficacia en la erradicacion de la Salmonella typhi pudiendo dar
principio a la elaboracidn productos fito-farmacoldgicos de accion terapéutica
antibidtica en humanos, de manera que se evalle su uso como medicina

alternativa promoviendo su industrializacion.

1.1. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Es eficaz como antimicrobiano, el extracto acuoso y etandlico de Zingiber
officinale sobre la salmonella typhi comparado con cloranfenicol en un

estudio in vitro?

1.2. OBJETIVOS
1.2.1. General:

Determinar la eficacia antimicrobiana del extracto acuoso y etandlico de
Zingiber officinale sobre Salmonella typhi comparado con cloranfenicol en

un estudio in vitro.

1.2.2. Especificos:

1. Evaluar el efecto inhibitorio in vitro del extracto acuoso y etandlico de
Zingiber officinale sobre cepas de Salmonella typhi a diferentes
diluciones.

2. lIdentificar el efecto inhibitorio in vitro del cloranfenicol sobre cepas de

16



Salmonella typhi

3. Comparar el extracto acuoso de Zingziber officionale con el cloranfenicol
contra Salmonella typhi

4. Comparar el extracto etanolico de Zingziber officionale con cloranfenicol
contra Salmonella typhi

II. MARCO METODOLOGICO

2.1. HIPOTESIS
Hi: El extracto acuoso y etandlico de Zingiber officinale tiene mas eficacia

antimicrobiana que el cloranfenicol sobre la Salmonella typhi en estudio in

vitro.

Ho: El extracto acuoso y etandlico de Zingiber officinale tiene igual o menor
eficacia antimicrobiana que el cloranfenicol sobre la Salmonella typhi en

estudio in vitro.

2.2. IDENTIFICACION DE VARIABLES

VI1: El extracto acuoso de Zingiber officinale
VI2: El extracto etandlico de Zingiber officinale

VD: Efecto antimicrobiano sobre Salmonella Typhi

2.3. OPERACIONALIZACION DE LA VARIABLE

DEFINICION DEFINICION ESCALA DE
VARIABLE INDICADORES <
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION

Producto que se
obtiene a partir de los | Se tomo en cuenta | 1. Concentracién

VARIABLE . o
rizomas de Zingiber | 100 mg/mL  de 100% L
INDEPENDIENTE . o L, Cualitativa
officinale, utilizando el | extracto acuoso de | 2. Concentracién )
Extracto acuoso de i ] ) i ordinal
) método conocido | rizoma que sera el 75%
rizomas de B .,
L . como extraccion con | 100% de | 3. Concentracién
Zingiber officinale 9 .,
agua por rotavapor®. concentracion 50%
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Producto que se| Se tomd en cuenta | 1. Concentracidn
VARIABLE _ _
obtiene a partir de su | 100 mg/mL  de 100% o
INDEPENDIENTE : o - B Cualitativa
L rizoma utilizando el | extracto etandlico de | 2.Concentracion .
Extracto etandlico ) . ) ordinal
. método conocido | rizoma a la | 75%
de rizomas de ., ., .
L . como extraccion con | concentracion al | 3.Concentracidn
Zingiber officinale 9
agua por rotavapor’. 100% 50%
Es un antibidtico de
amplio espectro i
VARIABLE . Se tomd en cuenta la )
derivado de las ., 1- Si o
INDEPENDIENTE . ] concentracién de Cualitativa
. especies del género 2- No
Cloranfenicol ) 50ug/ml
bacteriano
Streptomyces.’*
Método de disco
difusién (Kirby-
Bauer): mide el
Evidencia de cambios | didmetro del medio
en la morfologia | de cultivo alrededor )
. . . 1. Resistente <10
bacteriana producido | del disco con
mm,
VARIABLE por productos | antibidticos que ) o
L. . o 2. Intermedio de | Cualitativa
DEPENDIENTE guimicos ocasionando | inhibe de manera )
o e R o . 11-12. mm ordinal
Eficacia antibiotica | la inhibicion del | parcial intermedio o ]
o 3. sensibles >
crecimiento o la | completo el
o, o 12mm.
multiplicacion del | crecimiento y

mismo.

del
microbio. Segun el

reproduccion

Instituto Nacional de
Salud?®®.

2.4. METODOLOGIA:

2.5. TIPO DE ESTUDIO

Basico

2.6. DISENO DE INVESTIGACION
El presente estudio sera de tipo experimental de repeticiones multiples
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RG1 X1 O1

RG2 X2 02
RG3 X3 03
RG4 X4 0O4
RG5 X5 05
RG6 X6  0O6
RG7 X7  O7

RG: Grupos de estudio en diluciones

X1-X3: El extracto etandlico del Zingiber officinale, 50%,75%,100%

X4-X6: El extracto acuoso del Zingiber officinale, 50%,75%,100%
X7: Cloranfenicol

01-0O7: Observacion de inhibicion de crecimiento de Salmonella typhi

2.7. POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO
Poblaciéon: La poblacion estuvo conformada por cepas de Salmonella typhi

obtenida en el Instituto Nacional de Salud del Peru.

Muestra:
Unidad de analisis: Cepas de Salmonella typhi
Unidad de muestreo: Placas Petri AGA.
Tamafo muestral: En el siguiente estudio experimental se aplico la siguiente
formula de cohorte.
(%), + Zp)" o?
(X1 — X3)?

n

Za =1.96

7B =0.84

S=0.27 mm

X1=11 mm segun Gull I, et al *
X2=11.3 mm, segun Gull I, et al *

n= 7 (numero de placas minimas)
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Teniendo en cuenta la posible pérdida por deterioro y manipulacién de las
muestras se trabajé con 11 placas por cada grupo siendo un total de 76

Método de muestreo
La poblacién de cepas fue seleccionada en forma aleatoria simple

UNIDAD DE ANALISIS:
Cada cultivo de Salmonella typhi, que logre satisfacer los criterios de

seleccion planteados

CRITERIOS DE SELECCION:

CRITERIOS DE INCLUSION:
e Cepas de Salmonella typhi que reunieron caracteristicas bacterianas tanto

bioquimicas como microscopicas.

CRITERIOS DE EXCLUSION:
e Cepas que Salmonella typhi que manifiestan contaminacién
e Cepas de Salmonella typhi que no presentan similitud con el fenotipo

de la bacteria patrén.

2.8. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION

Técnica: experimental

Procedimiento:

Preparacion del Extracto acuoso de Zingiber officinale. Esto se llevo a
cabo utilizando de 20 g de polvo fino de rizoma de Zingiber officinale, con
una balanza de pesaje electronica. Esto se distribuyé en dos matraces,
cada uno con 100ml de agua destilada, es decir 10g en cada matraz.
Estos fueron macerados por 72 horas con agitacion a 120 rpm, después
se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos a 25°C, dicha solucion se

ultra filtr6 en un matraz de Erlenmeyer estéril de 250ml. El extracto acuoso
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se evapor6 a 80°C y posteriormente fueron almacenados en el
refrigerador a una temperatura de 4° C hasta que se requiera.

Preparacion del extracto etandlico se procedié de la misma manera que
el extracto acuoso, excepto que el extracto de etanol se evapor6 a 50° C
en el evaporador rotatorio. Todas las muestras del extracto seco se
disolvieron en agua destilada por separado a la concentracion final de 100
mg/ml y se centrifugd nuevamente a 10.000 rpm para eliminar los residuos
sin disolver. Luego de diluy6é en 100%, 75% y 50%.

Para la constitucion del inoculo se llevo a cabo la preparacion del medio
agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) en vidrios o placas petri para su
cultivo de Salmonella typhi. Estos cultivos bacterianos motivo de estudio
se procedid a su reactivacion y se incubo a las bacterias a la temperatura
de 35 + 2 °C por espacio de 18 a 24 horas, protegiéndolas de la luz, a
durante un minimo de 18 — 24 h. Las colonias en XLD Agar pueden

requerir 48 h de incubacién para adquirir un color intenso.?3

Se inoculé en la parte seca de las placas Mueller-Hinton, colocando con
el hisopo en tres sentidos para conservar una asignacion pareja uniforme
del indculo. Previamente a la colocacion de las placas Petri, se procedio
a realizar el secado de la placa a temperatura ambiental entre los 3 a 5
minutos para lograr la absorcién de los excedentes de la humedad. Las
placas se incubaran a una temperatura de 35 + 2°C para S. typhi a 18 h.
Posteriormente al lapso de incubacion recomendado, se reviso
individualmente cada placa y procedié a establecer el diametro de cada
halo de inhibicion en cada uno de los disco, utilizando el vernier. En el
grupo de control positivo se utilizé suero fisiolégico. Luego de transcurrido
el tiempo de incubacion se procedio a practicar la lectura correspondiente
con la medicion de los halos de inhibicién del crecimiento, utilizando el
llenado de los datos de los diametros de las placas considerando el

método de disco difusién (Kirby- Bauer).?*
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VALIDACION Y CONFIABILIDAD DEL INSTRUMENTO:

En cuanto al proceso de validacion el instrumento que recolecto los datos,
la cual se procedié utilizando la opinidon de profesionales expertos en el
tema, integrada por tres profesionales de la medicina, quienes aprobaron
la utilidad de la referida ficha de recoleccion.

No hubo necesidad de realizar test alguno que evalle la confiabilidad,
debido a que la ficha contiene datos muy puntuales que miden cada una
de las variables de estudio y que seran registradas conforme se desarrolle

el experimento.

2.9. METODOS DE ANALISIS DE DATOS

Para analizar la estadistica, se uso el programa IBM —SPSS 23.0; con el
cual se procedieron a establecer los niveles. Se estimo las medidas de
tendencia central como el promedio, medidas de dispersibn como la
desviacion estandar. Para establecer la comprobacion de la hipoétesis de
estudio, se aplico la prueba estadistica conocida como ANOVA para

comparar promedios de las muestras obtenidas.?®

2.10. ASPECTOS ETICOS.

Se tomo en cuenta el reglamento de Ensayos Clinicos del Instituto
Nacional de Salud que en su articulo 89 describe las condiciones que
se debe rotular las muestras. El articulo 95 que incide en el destino final
de los productos finales o sobrantes de la experimentacion. También
se aplicod en cuanto el articulo 108 que sefala las acciones a realizar
en caso de presentarse eventos adversos no serian calificados en el
protocolo de investigacion, asi como evaluar de manera constante las

normas de bioseguridad?®.
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[ll. RESULTADOS.

TABLA N° 01

Efecto inhibitorio in vitro del extracto acuoso y etandlico de la Zingiber officinale

sobre cepas de Salmonella typhi a diferentes diluciones

Media Mediana Desviacion CUARTIL1 CUARTIL Rango
enmm enmm estandar 3 intercuartil
EXTRACTO CONCENTRACIONES
50% 8.0 8.0 0.7 7.0 9 2.0
ETANOLICO 75% 12.8 13.0 1.4 12.0 14 2.0
100% 21.2 21.0 1.8 20.0 23 3.0
50% 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
75% 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
ACUOSO 100% 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

FUENTE: LABORATORIO MICROBIOLOGIA UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

DESCRIPCION:

Los diametros del halo inhibitorio promedio mas altos encontrados en el presente

estudio se hallaron en el extracto etandlico al 100% (21.2 + 1.8 mm) mientras

gue la concentracion al 75% fue 12.8 + 13mm; en el caso de la concentracion

del extracto etandlico al 50% el diametro fue 8 + 7mm. Por otro lado las diversas

concentraciones del extracto acuosos no presentaron efectos en el halo

inhibitorio.
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FIGURA N° 01
Efecto inhibitorio in vitro del extracto acuoso y etandlico de la Zingiber officinale
sobre el diametro del halo inhibitorio promedio de cepas de Salmonella typhi a

diferentes diluciones.
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FUENTE : LABORATORIO MICROBIOLOGIA UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

DESCRPCION

Los promedios del halo inhibitorio sefialan que para el extracto etandlico
del Zingziber officionale a la concentracion al 75% y 100% la salmonella
tiphy es sensible, mientras que a la concentracion al 50% dicha bacteria es

resistente.
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TABLA N° 02
Efecto inhibitorio in vitro del cloranfenicol sobre cepas de Salmonella typhi

Desviacion CUARTIL CUARTIL Rango
ESTANDAR Media Mediana ] ]
estandar 1 3 intercuartil

Cloranfenicol 37.6 38.0 1.8 36.0 39 3.0

FUENTE: LABORATORIO MICROBIOLOGIA UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

DESCRIPCION:
El diametro del halo inhibitorio del cloranfenicol en el presente estudio fue de

37.6mm + 1.8 mm., siendo sensible la salmonella Salmonella typhi ATCC 14028
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TABLA N° 03
Comparacion el extracto acuoso de Zingziber officionale comparada con

cloranfenicol contra Salmonella typhi mediante Analisis De Varianza (ANOVA)

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre

20179.9 3.0 6726.6 8290.1 .000

grupos
Dentro de 58.4 720 08
grupos
Total 20238.4 75.0

FUENTE: LABORATORIO MICROBIOLOGIA UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

DESCRIPCION:

El andlisis de varianza realizado permite establecer que la diferencia del halo
inhibitorio es altamente significativa (p< 0.01) entre los tratamientos, lo cual
indica que existe mayor efecto del cloranfenicol frente al extracto acuoso de

Zingziber officinale (0 mm de didmetro de halo inhibitorio)
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FIGURA N° 02
Comparacion del efecto extracto acuoso de Zingziber officionale comparada con
cloranfenicol contra Salmonella typhi ATCC 14028
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FUENTE : LABORATORIO MICROBIOLOGIA UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

DESCRIPCION

Se aprecia que el cloranfenicol tiene un halo inhibitorio alto comparado con las

diversas concentraciones del extracto acuoso de Zingziber officionale
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TABLA NR°03

Comparacion el extracto etandlico de Zingziber officionale comparada con

cloranfenicol contra Salmonella typhi mediante Analisis De Varianza (ANOVA)

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 9657.6 3.0 3219.2 1442.0 .000
Dentro de
160.7 72.0 2.2
grupos
Total 9818.4 75.0

FUENTE : LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

DESCRIPCION:

El efecto del halo inhibitorio del cloranfenicol frente al extracto etandlico de

zingziber officionale es mayor. Al aplicar el analisis de varianza permite

establecer que dicha diferencia es altamente significativa (p< 0.01)
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TABLA NR°04

Comparacion el extracto etandlico de Zingziber officionale comparada con
cloranfenicol contra salmonella typhi mediante Andlisis de Varianza (Post Anova
T3 De Dunnett)

Subconjunto para alfa = 0.05

CONCENTRACIONES N 1 2 3 4
1,00 19 8.0000

2,00 19 12.7895

3,00 19 21.2105

4,00 19 37.6316
Sig. 1.000 1.000 1.000  1.000

FUENTE: LABORATORIO MICROBIOLOGIA UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

DESCRIPCION:

El resultado de la prueba pos Anova indica que existe una diferencia significativa
entre el diametro de cloranfenicol y las 3 concentracion por tener el diametro mas
alto de halo de inhibicion de 37.6mm considerandose como segundo mas eficaz

la concentracion al 100% del extracto etandlico de Zingziber officionale.
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IV. DISCUSION

En la tabla 1, se analizo el efecto del halo inhibitorio in vitro frente a la
bacteria Salmonella typhi ATCC 14028, tanto del extracto etandlico como el
acuoso del Zingziber officinale en sus distintas concentraciones planteadas
y evaluadas a las 24 horas. La parte superior de la tabla muestra el efecto
de tres concentraciones del extracto etandlico al 100%, 75%, 50%, de las
cuales para las dos primeras concentraciones la bacteria Salmonella typhi
ATCC 14028 es sensible, al superar los 12 mm del halo inhibitorio que es
punto de corte que indica dicha sensibilidad, mientras que para la

concentracion al 50% la bacteria muestra resistencia.

En el caso del extracto etandlico al 75%, la actividad del halo inhibitorio esta
por debajo de la actividad antimicrobiana del extracto al 100%, lo cual indica
un menor efecto de inhibicion. Finalmente, el extracto al 50% mostro menor

actividad que el resto de concentraciones del extracto etandlico

Estudios diversos sefalan que existe importante actividad antimicrobiana del
Zingziber officinale sobre la bacteria estudiada. Es el caso de Akintobi O et
al® demostr6 que fue mayor la actividad del extracto etandlico comparado
con el extracto acuoso, alcanzado en extracto etandlico un halo de inhibicion
de 13mm, cifra similar a los registrado en este estudio. Gull |, et al 7, inform6
un halo inhibitorio de 11.3 mm considerado como intermedio. En el caso de
Ekwenye U, et al® hallé6 un promedio del halo inhibitorio menor, con 10 mm
de diametro que es considerado como presencia de resistencia de la bacteria

frente al extracto etanoélico.

Es evidente que el extracto etandlico posee propiedades antibacterianas que
va a depender de su concentracidén. Son dos los principios activos vinculados
al efecto bactericida: el gingerol y el shagelol considerados como los mas
activos. El Gingerol como tiene componentes el 6-gingerol y 12-gingerol,
aislados del rizoma del Zingziber officinale, lo cual evidencia la actividad
antibacteriana que incluso es efectivo contra otras bacterias, Micobacterias,

y hongos in vitro.'?
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Como puede apreciarse hay variacion en los resultados de los antecedentes
expuestos a pesar de utilizar la misma cepa de bacteria. Estas discordancias
puede deberse a varios factores que expresan su actividad antimicrobiana
como es explicado por Sulieman A et al” al sefialar, que el tipo y composicién
de la especia, la cantidad usada, la cepa del microorganismo, la estructura
guimica del producto, el valor del pH y temperatura del medio ambiente,
pueden modificar en algin grado los resultados.

En el caso de la segunda parte de la Tabla N°1, se expone los resultados
acerca del extracto acuoso del Zingziber officinale, donde se aprecia que los
resultados arrojan cero. Esto da a entender que las concentracion de 50%,
75% y 100% usando la dosificacion de 100,mg/ml, no tiene en mismo
resultado que su par extracto etandlico del Zingziber officinale, requiriendo
una mayor dosificacion. Por lo tanto es necesario establecer la concentracion
minima inhibitoria, la cual en el caso de extracto acuoso debe ser mayor que

el etandlico.

Otros estudios si reportan el efecto antibacteriano del extracto acuoso, sin
embargo en este estudio tanto la concentracion y dosificacion, no dieron el

resultado esperado por lo que se deberia incrementarse.

En la Tabla N° 2, se visualiza el efecto bacteriano que tiene el cloranfenicol
sobre la Salmonella typhi, ATCC 14028, encontrandose que el diametro del
halo inhibitorio supero en promedio los 38 mm con una dosificacion de 50ug
/ml. Esto se debe a su mecanismo de accion, donde se inhibe la sintesis de
proteinas en las cepas sensibles, uniéndose a la subunidad 50-S vy
blogueando las funciones primordiales de los ribosomas, dentro del

metabolismo de las bacterias.
El resultado sefiala que puede conseguirse un efecto inhibidor con

dosificaciones menores tal es el caso de Carhuapoma M, et al 22 quien en su

investigacién utilizé Cloranfenicol a dosis de 30 pgr, lograndose un diametro
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de halo inhibitorio de 21 mm, confirmandose que a dosis menores se puede

hallar un mismo efecto.

Enla Tabla N° 3, se compara el extracto acuoso de Zingziber officionale con
el cloranfenicol contra Salmonella typhi mediante analisis de varianza,
encontrandose diferencias estadisticas significativas. Esto se debe a que los
resultados en el extracto acuosos son negativos. Tal como se mencioné

anteriormente los motivos pueden ser diversos,

Hay que tener en cuenta que investigaciones previas si describen resultados
expresando el efecto antibacteriano del extracto acuoso de Zingziber
officionale al comparar con el cloranfenicol, hallandose que éste ultimo tuvo
mayor actividad antimicrobiana frente a Salmonella typhi, comparado con
extractos acuosos de Zingiber officinale.(Akintobi O, et al ).

En la Tabla 4, se comparan las tres concentraciones del extracto etandlico
del Zingziber officinale con la actividad del cloranfenicol.. Es importante
sefalar que el extracto etandlico del Zingziber officinale al 100% con una
halo inhibitorio de 21.2 mm mostro mayor actividad que el resto de
concentraciones mientras que el cloranfenicol con presenté un halo
inhibitorio de 37.6mm. Tras el analisis estadistico aplicando el método Post
Anova T3 de Dunnet se concluye que el cloranfenicol tiene eficacia
antimicrobiana mayor el extracto etanolico de Zingziber officinale, siendo

altamente significativo dichas diferencias.

Los motivos por el cual uno tiene mayor efectividad, se basa en las
caracteristicas del agente infeccioso, en este caso la salmonella Typhi, cuya
estructura permite ser mas susceptible al cloranfenicol a la accién bactericida

como también los principios activos que son distintos.
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V. CONCLUSIONES

1. Elefecto inhibitorio in vitro del extracto acuoso del Zingiber officinale frente
a la Salmonella Typhi ATCC 14028 es nulo, mientras que dicha bacteria
es sensible a las concentraciones al 75% y 100% del extracto etandlico
del Zingiber officinale.

2. El Cloranfenicol a la concentracion de 50ug/ml tiene efecto inhibitorio in
vitro sobre las cepas de sobre Salmonella typhi ATCC 14028.

3. El efecto del extracto acuoso del Zingiber officinale es nulo comparado

con el cloranfenicol.

4. El cloranfenicol presentdé la mayor eficacia antimicrobiana sobre la
Salmonella typhi ATCC 14028, en segundo y tercer lugar el extracto

etandlico del Zingiber officinale al 100% y 75% respectivamente
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VI. RECOMENDACIONES.

Las investigaciones generan inquietudes de distintas indoles, en que puede ser

temas de estudios posteriores.

1. Realizar estudios en ratones acerca de la eficacia antimicrobiana del
extracto etandlico del Zingiber officinale sobre Salmonella typhi ATCC
14028, segun la via de administracion, presentacion y dias de

tratamiento.

2. Difundir los resultados de la eficacia antimicrobiana in vitro del extracto
acuoso de Zingziber officionale contra Salmonella typhi, de manera que
se estimule produccién y comercializacion como arte de la medicina

alternativa

3. Realizar estudios sobre la concentracion minima inhibitoria del extracto
etandlico de Zingziber officionale sobre la Salmonella typhi ATCC 14028
con el fin de conocer su menor concentracion que inhibe el crecimiento
visible de dicha bacteria, puesto que en este estudio solo se trabajo bajo

concentraciones predeterminadas
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ANEXOS:

EFICACIA ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO ACUOSO Y ETANOLICO del Zingiber

oficinale EN SALMONELLA TYPHI. ESTUDIO IN VITRO TRATAMIENTO;
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b) extracto etandlico (
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