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RESUMEN

Se determind la actividad antimicrobiana de la oleorresina del fruto del Capsicum
pubescens sobre Escherichia coli ATCC 35218 comparado con amoxicilina/acido
clavulanico 20/10 pg, realizado a través de un disefio experimental in vitro. Se
realizaron cuatro diluciones de oleorresina (125 mg/ml, 250 mg/ml, 375 mg/ml y 500
mg/ml) y un control neutro con agua destilada. Se realizaron 21 mediciones por cada
grupo de estudio donde se obtuvo que la oleorresina muestra halos de inhibicion
desde la concentracion de 125 mg/ml (9.9 mm DS: 0.64 + 0.14 IC 95% 9.6 a 10.2),
valores considerados como no eficaces en relacidn al patrén del CLSI (>18mm), no
superando el halo de inhibiciéon de amoxicilina/acido clavulanico (18.1mm DS 0.26 +
0.58 IC 95% 18.0 a 18.2). A la concentracién de 500 mg/ml el halo de inhibicién fue de
12.9mm (DS 0.64 £0.141C95% 12.6-13.2). El analisis estadistico ANOVA fue altamente
significativo (0.000), usando el analisis Post Hoc T3 de Dunnet se demostré que a
medida que aumentan las concentraciones de dilucidon el efecto antimicrobiano
aumenta. Se concluye que la oleorresina del Capsicum pubescens no tiene efecto

antimicrobiano sobre E. coli.

PALABRAS CLAVES: Capsicum pubescens, Amoxicilina/dcido clavuldnico, Escherichia coli,

Efecto antimicrobiano, Halo de inhibicion, Medicina Complementaria.
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ABSTRACT

The antimicrobial activity of oleoresin of the Capsicum pubescens fruit on Escherichia
coli ATCC 35218 compared to amoxicillin/clavulanic acid 20/10 yug was determined
through an experimental in vitro design. Four oleoresin dilutions (125 mg/ml, 250
mg/ml, 375 mg/ml and 500 mg/ml) and a neutral control with distilled water were
performed. There were 21 measurements for each study group which showed that
oleoresin gives zones of inhibition from the concentration of 125 mg/ml (9.9 mm SD:
0.64 £ 0.14 95% IC 9.6 to 10.2), values considered as ineffective in relation to the CLSI
pattern (>18mm), not surpassing the zone for amoxicillin/clavulanic acid inhibition
(18.1mm SD 0.26 + 0.58 95% IC 18.0 to 18.2). At the 500 mg/ml concentration the zone
of inhibition was 12.9 mm (SD 0.64 + 0.14 95% IC 12.6 -13.2). The ANOVA statistical
analysis was highly significant (0.000), using Dunnett's Post Hoc T3 analysis which
demonstrated that as dilution concentrations increase the antimicrobial effect
increases. It is concluded that oleoresin from Capsicum pubescens has no antimicrobial

effect on E. coli.

KEYWORDS: Capsicum pubescens, amoxicillin/clavulanic acid, Escherichia coli,

antimicrobial effect, zone of inhibition, Complementary Medicine.
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INTRODUCCION

1.1 REALIDAD PROBLEMATICA

Mundialmente las patologias producidas por transmisidon alimentaria son las mas
frecuentes y dificiles de contener, aumentando la morbilidad y mortalidad anual de
paises en vias de desarrollo principalmente. Estadisticas epidemiolégicas revelan
que 1 de cada 10 personas resultan afectadas y 420.000 mueren. El 30% (125.000)
de estas muertes son de nifilos menores de 5 afios a pesar de que ellos solo
representan el 9% de la poblacién mundial. La incidencia y las tasas de mortalidad
mas altas son de Africa y Asia Sudoriental. El agente mas comun causante de diarrea
en paises en vias de desarrollo es E. coli enteropatégena, mientras que en los paises

de ingresos altos es Campylobacter.*

La Escherichia coli (E. coli) es una bacteria Gram negativa residente del cuerpo
humano y de especies animales de sangre caliente, especificamente, del intestino.
Gran parte de las cepas de E. coli no causan dafio. Sin embargo, algunas de ellas
pueden causar graves enfermedades a través de los alimentos, como E. coli
productora de toxina Shiga. Esta se transmite principalmente por el consumo de
alimentos contaminados (Semillas y hortalizas) y mal cocidos (carne, leche),
también puede crecer en alimentos acidos (pH de 4,4). La toxina Shiga se destruye
cuando se llega a una temperatura de 70 °C o mas. El serotipo mas importante es el

0157: H7 por su alto impacto en la salud publica.?

En los ultimos afios existe gran interés en el entendimiento de los mecanismos
moleculares que rigen los procesos de resistencia, en el intento de encontrar nuevas
dianas farmacolégicas que nos puedan permitir hacer frente al incremento de
microorganismos resistentes. Un grupo de investigacién de USA, determiné E. coli
multirresistente a antibidticos (MAR) en muestras fecales de una poblacién como
potencial contaminante alimentario, los resultados pusieron en manifiesto que esa
poblacion presentaba E. coli MAR proveniente de la flora intestinal siendo relevante

dado que esto puede generar ciclos de infecciones de alimento-hombre.3



1.2

Hakuro Okusu y su grupo de investigacion decidieron analizar el rol de la bomba de
expulsiéon AcrAB de E. coli MAR mutantes y la resistencia que presenta este
microorganismo. Ya desde hace algunos afios se sabe que los genes que
caracterizan a E. coli MAR se encuentran operén marRAB , el gen marA demuestra
ser un regulador positivo de la resistencia antibidtica mientras de marR es un
represor de la misma, la clonacién de fragmentos de cromosoma con genes acrR
estimularon la produccién de la bomba de expulsién acrAB, demostrandose que
esta bomba de expulsién era el mas importante mecanismo de resistencia que
presenta la variedad E. coli MAR, el cual disminuyd considerablemente al producir

mutantes para el gen acrR.*

Por otro lado, hay escasa informacién cientifica acerca de agentes naturales con
actividad antimicrobiana en nuestro medio, siendo algo problematico dado que el
Perd cuenta con una gran biodiversidad de plantas con potencial actividad
medicinal. Los mecanismos del efecto antimicrobiano Capsicum pubescens no estan
claros a la fecha, pero se tiene gran interés en sus componentes bioactivos. Sin
embargo, se sabe que las especies dentro del grupo Capsicum poseen diferentes
espectros de accién siendo otro problema la escasa investigacién en Capsicum
pubescens (Rocoto) debido a que es mas usado en la gastronomia peruana y no en

el area de Medicina Alternativa.®

TRABAIJOS PREVIOS

Cerrén-Carrillo T. et al (México, 2014) determinaron la actividad antibacteriana
de diferentes extractos de aji (Capsicum annuum var annuum, Capsicum chinense
y Capsicum annuum L. Acuminatum), para lo cual prepararon extractos
metandlicos y posterior a esto se determind los componentes fitoquimicos como
fenoles totales y capsaicinoides. Por ultimo, se determiné el efecto antimicrobiano
por el método de Kirby- Bauer, se obtuvo halos de 40 mm para E. coli mientras que

para L. casei halos de 10 mm aproximadamente, de todos los extractos el Unico



que mostré diferencias en el diametro de halo fue Capsicum chinense sobre L.

casei.®

Taylor P. et al. (Africa, 2012) trabajaron en el efecto antibacteriano de dos
extractos de aji: Capsicum annuum y Capsicum frutescens. Se realizé dos extractos
uno hidroalcohdlico y otro metandlico, posteriormente se realizd los ensayos
fitoquimicos para determinar la composicién quimica de los extractos, seguidos
de ensayos de difusién en agar, finalmente se determind la Concentracion Minima
Inhibitoria (MIC) y Concentracién Minima Bactericida (BIC), se encontré que el
extracto hidroalcohdlico de C. annuum vy C. frutescens fueron efectivos para S.
aureus, S. typhimurium, V. cholerae, P. aeruginosa, E.coliy S. dysenteriae mientras
que el extracto metandlico tuvo el mismo espectro pero mucho mas efectividad.
La MIC encontrada para el extracto hidroalcohélico y metandlico fue 0.25 mg/ml-
1y 0.20 mg/ml? respectivamente, la BIC para ambos extractos fue de 1 a 2.5
mg/ml?, los fitoquimicos determinados fueron alcaloides, flavonoides, polifenoles

y esteroles.’

Colivet J, et al (Venezuela, 2006) compararon el efecto inhibidor del extracto de
aji dulce (C. chinense) sobre el crecimiento de E. coli y Bacillus sp. Se realizaron
extractos etandlicos, etéreos y acuosos de C. chinense posterior a la obtenciéon de
los extractos se realizé una prueba de difusién en agar de los extractos de C.
chinense, la variabilidad de los resultados fueron analizados por el analisis de la
varianza (ANOVA), se encontrd que para E. coli el extracto presenté un halo
maximo de 16.35 mm mientras que para Bacillus sp.se encontrd un halo de 16.82
mm. El analisis de ANOVA determind que hay diferencia significativa en el efecto

antimicrobiano de C. chinense sobre E. coli o Bacillus sp.?

Molina-Torres J., et al (México, 1999), demostraron mediante la determinacién
de la turbidez a 650 nm en un espectrofotémetro que las amidas bioactivas afinina
y capsaicina aisladas respectivamente de raices de Heliopsis longipes y fruto de

3
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Capsicum spp mostraron actividad contra Escherichia coli, Pseudomonas
solanacearum, Bacillus subtilis y Saccharomyces cerevisiae. La alcanamina afinina
inhibid el crecimiento de E. coliy S. cerevisiae en concentraciones tan bajas como
25 pg / ml. Sin embargo, altas concentraciones de capsaicina (200 a 300 um/ml)
solo retrasaron el crecimiento de E. coli y P. solanacearum. La capsaicina mostrd
efecto inhibitorio hacia E. coli, B. subtilis a partir de 25 pg/ml pero con un tiempo

mas largo.’

TEORIAS RELACIONADAS AL TEMA

Escherichia coli, es una bacteria gram (-) peritrica, fermentadora de lactosa y
productora de indol, caracteristicas que permiten distinguirla de otras especies de
enterobacterias. E. coli posee antigenos O (somatico), H (flagelar), K (capsula) lo
gue permite diferenciar las diferentes cepas de esta bacteria. Compuesto también
por varios factores de virulencia dentro de los cuales el pili del mismo representa
uno de los mas importantes dado que media su adherencia al tejido infectante,
algunas variaciones de este pili le dan caracteristicas de tropismo por algun tipo

celular como el caso de las pilosidades tipo CF.1°

Las toxinas producidas por este género se caracterizan por causar dafio al tejido
mucoso del tracto digestivo como es el caso de la toxina shiga producida tanto por
E.coli como por especies de Shigella, la toxina labil que son toxinas tipo A-B
producen como efecto deshidratacidn por pérdida de electrolitos asi de igual
modo la toxina termoestable. Este es el caso de E. coli enterotoxigénica, que es
uno de los causantes de diarrea del viajero en turistas que visitan paises en vias de
desarrollo, la transmisidn de este patégeno es principalmente por via alimentaria.
Una vez instalado gracias a la produccién de pilosidades CF el patdégeno causa

diarreas intensas mediadas por las enterotoxinas LT y ST.%!

Otra variedad causante de problemas gastrointestinales es la E.coli
enteropatogena al igual que la variedad enterotoxigénica provoca diarreas

profusas, pero con daiio en las vellosidades. Una de las variedades que ha causado



mayores dafios es E. coli enterohemorragico causante del sindrome hemolitico
urémico, su transmisién de debe principalmente al consumo de carne
contaminada. Esta bacteria se reconocid por primera vez en 1980 asignandole un
serotipo 0157:H7, llamando la atencién dado que produce diarrea sanguinolenta
a dosis bajas del microorganismo, poniendo en alerta a las empresas
empaquetadoras de carne que requirieron mayor interés en la identificacion y
erradicacion de este microorganismo. Otras variedades como la E. coli
enteroinvasivay E. coli enteroagregativa son causantes de dafilos mayores al tracto
gastrointestinal pero que toman menor interés en las enfermedades

gastrointestinales.®

El tratamiento de E. coli de manera empirica suele ser un problema dado que este
microorganismo ha generado mecanismos de resistencia para una gran variedad
de antibidticos como la ampicilina, en la practica habitual se suele usar
sulfametoxazol-trimetropina (TMP-STX) o fluoroquinolonas, aunque para la
diarrea de origen bacteriano en este caso la E. coli productora de toxina Shiga
(O157:H7) se debe evitar el uso de antidiarréicos y antibidticos, en especial de

Cotrimoxazol y las fluoroquinolonas.!?

La eleccién de otros antibidticos debe ser guiada por los resultados de un
cuidadoso antibiograma donde el facultativo debe tener la capacidad de escoger
el antibiético adecuado para la recuperacidon del paciente, evitar efectos adversos
y resistencias futuras. Actualmente la resistencia antimicrobiana es un problema
con panorama global declarado por la OMS (Organizacién Mundial de la Salud)
donde el arsenal de antibidticos se esta agotando poco a poco, y los
departamentos del Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC
siglas en inglés of Centers for Disease Control and Prevention) no estan

desarrollando nuevos farmacos para los microorganismos multiresistentes.°

El género Capsicum incluye todas las variedades de picantes (ajies), como las
especies dulces (pimiento), que son econdmicamente importantes y se han
desarrollado numerosas variedades en horticultura.'® En toda América existen

mas de 26 especies de ajies, de las cuales 12 son aprovechadas por el ser humano

5



y de éstas solo 5 son cultivadas y domesticadas. Las cuales son Capsicum annuum
L (Jalapefio), Capsicum baccatum L (Aji amarillo), Capsicum chinense (Habanero),
C. frutescens (Tabasco) y C. pubescens (Rocoto).* Todo este grupo se caracteriza
por la presencia de un alcaloide denominado capsaicina que le confiere el sabor

picante caracteristico de este grupo vegetal. 4

La capsaicina es un alcaloide que pertenece al grupo de los vaniloides que ha
demostrado tener actividad sobre el receptor de potencial transitorio V1 (TRPV1).
Algunas especies del género Capsicum como el Capsicum annuum, muestran un
gran efecto en las cercarias de Schistosoma mansoni, matandolas 15 minutos

después del contacto.®®

Se ha hallado la eficacia de la capsaicina en sus diversos géneros capsicum en una
distinta cantidad de bacterias donde se encuentran: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella  flexnerii,  Staphyllococcus aureus,
Xanthomonas campestris, Erwinia carotovora, Agrobacterium sp, Pseudomonas

syringae, Bacillus subtilis, Lactobacillus caseiy Penicillium spp.*®

El Capsicum pubescens (rocoto) es una planta anual herbdcea proveniente de la
familia de Solanaceae y del género Capsicum de origen sudamericano, mas
precisamente del Peru y Bolivia. Posee un sistema radicular axonomorfa y
profundo que puede llegar desde los 70 cm hasta los 120 cm, provisto y reforzado
de un numero elevado de raices adventicias. Flores y frutos: las flores poseen la
corola blanquecina, normalmente crecen solitarias, se las encuentra colgadas,
pediculadas de color purpura. El fruto es carnoso, semi-cartilaginoso y deprimido
de coloracidén rojiza o amarillenta, se puede insertar pendular o enhiestamente
cuando esta maduro, es de forma y tamafio muy variable. En este ultimo se puede
decir que pueden dar frutos de 1g y 2g, frente a otras que pueden formar frutos

superiores a los 300 g.'’

Tallo y hojas: recubiertas de vellosidades. El tallo tiene crecimiento limitado y

erecto con un porte de masomenos 0,5 y 1,5m. Cuando dicha planta adquiere



cierta edad, lo tallos aumentan de volumen y se vuelven ligeramente rigidas a esto
se le conoce como tallo lignificado. Las hojas son enteras de forma oval o
laceolada, con un dpice muy pronunciado (acuminado) y un peciolo largo o poco

aparente.t’

Partes de uso médico: La parte medicinal es el fruto, el cual puede ser seco o
fresco. Dentro de sus componentes podemos encontrar a los Capsaicinoides:
capsaicina (32-38%), dihidrocapsaicina (18-52%); Carotenoides (0,3 - 0,8%):
capsantina (le da el color rojo oscuro), Alfa-carotina, violaxantina, los que se
pueden encontrar libres o como ésteres de acidos grasos; Flavonoides: incluyendo
apiina y luteolina-7-0O-glucosido; Saponinas esteroides: mezcla denominada
capsicidina encontrada en las semillas; Aceites volatiles (0,1%): 2-metoxi-3-

isobutilpirazina y N-(13 - metil tetradecil) acetamida (capsiamida).®

Tiene efectos en la modulacidn del dolor gracias a la capsaicina (Hiperémico). La
capsaicina se une al receptor vaniloide de tipo C (VR1) y abre un canal catidnico
gue permite la afluencia de calcio, la afluencia de calcio es una respuesta
excitatoria, que inicia la liberacion de neuropéptidos (sustancia P) éstos son
responsables del dolor quimiogénico, la termorregulacién y la inflamacién
neurogénica. Bloqueando el canal de calcio habrd un agotamiento de la sustancia

P en los nervios sensoriales y pérdida de dolor. *°

Efectos antimicrobianos gracias a la capsaicina y la dihidrocapsaicina contra
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Clostridium sporogenes, Clostridium tetani,
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli. La capsaicina ha mostrado actividad
bactericida contra H. pyloriy por lo tanto, podria tener un efecto protector contra
la enfermedad gastroduodenal asociada a este germen. Efectos
guimioprotectores de la capsaicina y la dihidrocapsaicina incluyen la inhibicién de
las monooxigenasas microsomales implicadas en la activacién de carcinégenos.
También tiene efectos de desintoxicacion / gastroprotector / efectos

Tromboliticos.?



La Amoxicilina en un Beta lactdmico derivado de las penicilinas, del subgrupo de
las animopenicilinas gracias a la existencia de un grupo amino en la cadena lateral
de la bencilpenicilina. Otro componente de este grupo es la ampicilina, éstas
lograron ampliar el espectro de las penicilinas hacia otras bacterias gram negativas
como E. coli y Haemophilus influenzae. La adicion de varios radicales a las
aminopenicilinas dio resultados ventajosos con respecto a la farmacocinética,
como por ejemplo una mejor absorcién por via oral (por su estabilidad en medio
acido), mayor semivida, etc. Es frecuente la administracion de amoxicilina junto
con un inhibidor de la B-lactamasa como el clavulanato o el sulbactam para evitar
la hidrélisis por B-lactamasas de clase A, a la vez de ampliar su espectro. Una vez
ingeridas se absorben, se distribuyen ampliamente en todo el organismo. Se
alcanzan concentraciones terapéuticas facilmente en tejidos y secreciones como

el liquido sinovial, el pleural, el pericardico y la bilis.*®

Estos agentes no penetran en células fagociticas vivas. Se detectan
concentraciones pequefias de las mismas en secreciones prostaticas, tejido
encefalico y liquido intraocular. Las concentraciones de las penicilinas en liquido
cefalorraquideo (LCR) son variables, pero comprenden <1% de las
correspondientes al plasma, si las meninges son normales. En caso de inflamacion,
las concentraciones en LCR pueden aumentar incluso a 5% de la que existe en el
plasma. Las penicilinas son eliminadas en forma rapida, en particular por filtracién
glomerular y secrecidn tubular renal, de modo que sus semividas en el cuerpo son
breves, de 30 a 90 min, tipicamente. Como consecuencia, son altas sus

concentraciones en la orina.18

Es bactericida frente a bacterias grampositivas y gramnegativas. Los meningococos
y L. monocytogenes son sensibles. Las concentraciones maximas de amoxicilina en
plasma es 2 a 2.5 veces mayor que en el de ampicilina después de ingerir la misma
dosis; se alcanzan a las 2 h y son en promedio 4 pg/ml cuando se administran 250
mg. El alimento no interfiere en la absorcién. Gracias a su absorcion mas completa,
la incidencia de diarrea con la amoxicilina es menor que en la ampicilina. Las

concentraciones eficaces de amoxicilina ingerida son detectables en el plasma por
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un lapso de 2 veces mayor que con la ampicilina, una vez mds, por su completa

absorcion.1®

En promedio, 20% de la amoxicilina se liga a proteinas en el plasma, gran parte de
una dosis del antibidtico se excreta en su forma activa en la orina. Probenecid
retrasa la excreciéon del fdrmaco. En cuanto a sus reacciones adversas
medicamentosas (RAM’s) tenemos como mds frecuente en orden decreciente:
alergia a las penicilinas que se presentan como exantema maculopapular,
urticaria, fiebre, broncoespasmo, vasculitis, enfermedad del suero, dermatitis

exfoliativa, sindrome de Stevens-Johnson y anafilaxia.!®

PROBLEMA

éTiene efecto antimicrobiano la oleorresina del fruto del Capsicum pubescens
“rocoto” sobre cepas de Escherichia coli ATCC 35218 comparado con

amoxicilina/acido clavulanico 20/10 microgramos, en un estudio in vitro?

JUSTIFICACION

Actualmente en el Peru el empleo de tratamientos convencionales con farmacos
gue controlan la enfermedad dan buenos resultados, pero demandan de un costo
econdmico elevado, generan innumerables reacciones adversas, ademas
necesitan de supervision médica continua, esto motivd el interés para la

realizacidon de este estudio.

Hay que tener en cuenta que la mayoria de la poblacion utiliza la medicina
tradicional como parte de su tratamiento farmacolégico o en sustitucion de este.
El rocoto, es utilizado como parte de la cocina peruana pero lo que muchos no
saben es que éste se puede usar para combatir diferentes tipos de enfermedades
por su efecto antimicrobiano y ademas se la encuentra al alcance de la economia

popular, con pocos efectos adversos, cuyo uso podria socializarse para el control



1.6

1.7

de enfermedades. De presentar resultados favorables en esta investigacion,
generaria un gran interés para la creacion de un fitofarmaco que actue en las
enfermedades causadas por dicho agente, a la vez se realizaria mas estudios al
respecto con la finalidad de ingresar en los protocolos de tratamiento y guias de

practica clinica.

HIPOTESIS:

Hi: La oleorresina del fruto del Capsicum pubescens “rocoto” tiene efecto
antimicrobiano comparado con amoxicilina/acido clavulanico, a la concentracién

en 20/10 ug sobre Escherichia coli ATCC 35218 en un estudio in vitro.

Ho: La oleorresina del fruto del Capsicum pubescens “rocoto” no tiene efecto
antimicrobiano comparado con amoxicilina/acido clavulanico, a la concentracién

en 20/10 ug sobre Escherichia coli ATCC 35218 en un estudio in vitro.

OBIJETIVOS

1.7.1 OBIJETIVO GENERAL:

Evaluar si la oleorresina del fruto del Capsicum pubescens “rocoto” tiene
efecto antimicrobiano sobre Escherichia coli ATCC 35218 comparado con

amoxicilina/acido clavulanico 20/10 pg, en un estudio in vitro.

1.7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Establecer el efecto antimicrobiano del fruto del Capsicum pubescens a la

concentracion de 500 mg/ml.

e Establecer el efecto antimicrobiano del fruto del Capsicum pubescens a la

concentracion de 375 mg/ml.

e Establecer el efecto antimicrobiano del fruto del Capsicum pubescens a la

concentracion de 250 mg/ml.
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2.1

e Establecer el efecto antimicrobiano del fruto del Capsicum pubescens a la

concentracién de 125 mg/ml.

e |dentificar el efecto antimicrobiano de amoxicilina/acido clavuldnico ala

concentracion de 20/10 pg.

METODO

DISENO DE INVESTIGACION Y TIPO DE INVESTIGACION:

TIPO DE INVESTIGACION: Bésico

DISENO DE INVESTIGACION: Experimental con repeticiones multiples, post

prueba
RG:1 X1 0]
RG: X2 02
RG3 X3 O3
RG4 Xa 04
RGs Xs Os
RGs Xe O6
Donde:

RGi-6: Grupos de estudio

X1: Dilucidn de la oleorresina Capsicum pubescens “rocoto” 500 mg/ml
X2: Dilucidn de la oleorresina Capsicum pubescens “rocoto” 375 mg/ml
X3: Dilucidn de la oleorresina Capsicum pubescens “rocoto” 250 mg/ml
Xa: Dilucidon de la oleorresina Capsicum pubescens “rocoto” 125 mg/ml
Xs: Control positivo: Amoxicilina/acido clavulanico 20/10 pg.

Xs: Control negativo: Agua destilada

O1.6: Las observaciones del didmetro del halo de inhibicion
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2.2

VARIABLE INDEPENDIENTE: Agente antimicrobiano.

VARIABLES Y OPERALIZACION

- Agente antimicrobiano no farmacolégico: Oleorresina del fruto del Capsicum

pubescens “rocoto”

- Agente antimicrobiano farmacolégico: Amoxicilina/acido clavuldnico a 20/10

ug

VARIABLE DEPENDIENTE: Efecto antimicrobiano.

- Si efecto antimicrobiano: aumento del halo 218 mm

- No efecto antimicrobiano: disminucion del halo < 18 mm

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES:

DEFINICION < ESCALA DE
VARIABLE CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL INDICADORES MEDICION
Tratamiento no | La Oleorresina de
_ farmacolégico: Capsicum pubescens sera
}Ianable ) Oleorresina de | dividida en las siguientes RG1
independiente: | copsicum diluciones: RG2
pubescens o
Agente “rocoto”. 1920 a. 500 mg/ml RG3 Cualitativa
antimicrobiano ’ b. 375 mg/ml Nominal
para cepas de | Tratamiento c. 250 mg/ml RG4
Escherichia  coli | farmacolégico: d. 125 mg/ml -
ATCC 35218 Amoxicilina/Acido e.Amoxicilina/Acido
clavulanico. 12 Clavulanico 20/10 pg RG6
! f. Agua destilada
Variable C.apaudad que .
dependiente: tienen los Si efecto
componentes para | segyn Kirby Bauer, se antimicrobiano:
Efe_cto. . ellm.mafr oreducirel | .onsideré: 2 218 mm
antimicrobiano | crecimiento a) Sensible: > 18 mm No efecto Cualitativa
dela oIeorre?sma bacterlarjo a través b) Intermedio: 14-17 mm | antimicrobiano: Norminal
de Capsicum | del método de c) Resistente: <13mm <18 mm omina
pubescens Kirby Bauer y Well
“rocoto” diffusion midiendo

los halos de
inhibicion.?”
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2.3 POBLACION Y MUESTRA

POBLACION: Estuvo constituida por todas las cepas de Escherichia coli ATCC 35218
cultivados en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad Peruana Union el

2018.
MUESTRA:

Tamaino muestra: Se empled la férmula estadistica de diferencia de promedio
sobre halos de inhibicién para calcular asi el nimero de repeticiones por cada
grupo de experimentacidon.??> Se obtuvo 21 mediciones por los 06 grupos en

estudio, en total fueron 126 observaciones. (Ver Anexo 01)

Unidad de andlisis: Cada uno de los cultivos de cepas de Escherichia coli ATCC

35218
Unidad de muestra: Cada placa Petri con cepas de Escherichia coli ATCC 35218
Muestreo: Fue aleatorio simple en cada grupo de observacién.
CRITERIOS DE SELECCION:
Criterios de inclusion:
e Placas petri con cepas viables de Escherichia coli ATCC 35218
e Cepas cultivadas menor a 18 -24 horas.
Criterios de exclusion:
e Placas o cepas contaminadas.
e Placas sin crecimiento del cultivo.

e Placas cultivadas mayor a 18-24 hrs

13



2.4 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS, VALIDEZ Y
CONFIABILIDAD

LA TECNICA: Consistid en la observacién directa del crecimiento bacteriano de las

cepas en las placas Petri.?l 24

PROCEDIMIENTO: En el estudio se siguieron los siguientes pasos: (Ver Anexo 02)

a) La tipificacion de la planta utilizada fue dada por el Herbarium Truxillense de
la Universidad Nacional de Trujillo (UNT).

b) El método de extraccion de la oleorresina del Capsicum pubescens fue a través
del uso de maceracién con etanol y uso de rotavapor.?3

c) Latécnica de cultivo aplicada para la Escherichia coli fue el Método de siembra
por agotamiento en una placa petri con Agar Mueller Hinton.?*

d) Para medir la sensibilidad y eficacia se aplicd el método de Kirby Bauer y well-
diffusion en agar?4, siguiendo las normas y procedimientos establecidos en los
estandares M100528 del CLSI.?!

INSTRUMENTO: Se elaboré una ficha que recogia informacién sobre el nimero de

placas, las diluciones de la oleorresina del fruto del Capsicum pubescens, los

didmetros de los halos de inhibicidn por cada dilucidn. (Ver Anexo 03).
VALIDACION Y CONFIABILIDAD DEL INSTRUMENTO

El instrumento estuvo validado por tres profesionales (tres bidlogos) quienes
analizaron que la ficha de recoleccién de datos recogiera informacidn util para el
desarrollo del presente trabajo experimental, de acuerdo a los objetivos de la

investigacion. (Ver Anexo 04)
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2.5 METODOS DE ANALISIS DE DATOS

La base de datos fue procesada y tabulada en una ficha de Microsoft Excel 2016 y
luego se uso el software estadistico SPSS 25.0. También se utilizd el diagrama de
cajas o bigotes para realizar los graficos. Se aplicd pruebas estadisticas de analisis de
varianza (ANOVA), para evaluar la diferencia significativa entre los didmetros.
Seguidamente se aplicé la prueba Post ANOVA de Dunnett el T3 de Dunnett el cual
permitio identificar la dilucidn con la que se pudo obtener el mayor tamafio de halo

de inhibicion.

2.6 ASPECTOS ETICOS:

Se solicitd la aprobacién del Comité de Investigaciéon de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad César Vallejo de Trujillo y de la Facultad de Ciencias de la
salud de la Universidad Peruana Unidon de Lima. Ademas, se tuvo en cuenta las
medidas de Bioseguridad segun el Instituto Nacional de Salud (INS) 2*(Ver Anexo 05)
y los principios de ética escritos en el Capitulo 6 articulo 48 del cédigo de ética del

Colegio Médico de Pert.?® (Ver Anexo 06)
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lll.  RESULTADOS

TABLA 01: Eficacia antimicrobiana de la oleorresina del fruto del Capsicum

pubescens “rocoto” sobre Escherichia coli ATCC 35218 comparado con

Amoxicilina /Acido clavulanico 20/10 pg, en un estudio in vitro.

Descriptivos

95% del intervalo de

confianza para la

o o
media E E
R -
= =
Desviacién Error Limite Limite
Tratamientos N Media estandar estandar inferior superior
C. pubescens
21 9.971 .6497 .1418 9.676 10.267 8.4 10.8
125 mg/ml
C. pubescens
21 11.077 .2625 .0573 10.958 11.197 10.2 11.3
250 mg/ml
C. pubescens
21 11.289 .0916 .0200 11.247 11.330 11.1 11.5
375 mg/ml
C. pubescens
21 12.971 .6497 .1418 12.676 13.267 11.4 13.8
500 mg/ml
Amox / ac.
21 18.143 .2657 .0580 18.022 18.264 17.5 18.6

Clavu 20/10 pg

Fuente: Reporte de resultados SPSS Ver. 25
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TABLA 02: Eficacia antimicrobiana de la oleorresina del fruto del Capsicum
pubescens “rocoto” sobre Escherichia coli ATCC 35218 comparado con
Amoxicilina /Acido clavulanico 20/10 pg, en un estudio in vitro.

Analisis de varianza (ANOVA)

Suma de Media
Gl F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 877,145 4 219,286 1105,082 ,000
Dentro de
19,843 100 , 198
grupos

P: 0.000. Altamente significativo

Fuente: Reporte de resultados SPSS Ver. 25
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TABLA 03: Eficacia antimicrobiana de la oleorresina del fruto del Capsicum pubescens
“rocoto” sobre Escherichia coli ATCC 35218 comparado con Amoxicilina /Acido

clavulanico 20/10 ug, en un estudio in vitro

PRUEBAS POST HOC DE DUNNETT

Efectos
HSD Dunnett?
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamientos N 1 2 3 4 5
C. pubescens 125 mg/d| 21 9,971
C. pubescens 250 mg/dI 21 11,077
C. pubescens 375 mg/dI 21 11,289
C. pubescens 500mg/dI 21 12,971
Amoxicilina/Acido clavulanico 21 18,143
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 21,000.

Fuente: Reporte de resultados SPSS version 25
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Fuente: Reporte de resultados SPSS version 25

GRAFICO 01: Eficacia antimicrobiana de la oleorresina del fruto del Capsicum
pubescens “rocoto” sobre Escherichia coli ATCC 35218 comparado con Amoxicilina

/Acido clavulanico 20/10 pg, en un estudio in vitro.
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V.

DISCUSION

Con el objetivo de evaluar el efecto antimicrobiano del fruto del Capsicum
pubescens “Rocoto”, el cual fue obtenido de un huerto familiar (planta
hornamental, no silvestre), sobre cepas de Escherichia coli ATCC 35218, fue
comparado con la accién de la amoxicilina/ac clavulanico 20/10 ug, en un estudio
in vitro. Para lo cual se realizaron cuatro diluciones de oleorresina (125 mg/ml, 250
mg/ml, 375 mg/ml y 500 mg/ml) y un control neutro con agua destilada,

observandose 21 placas por grupo con un total de 126 cultivos.

En la Tabla 1, se evidencia la media de los halos de inhibicidn de las diluciones de la
oleorresina del C. pubescens y del control positivo de la Amoxicilina / Ac.
Clavuldnico; se obtuvo que la oleorresina muestra halos de inhibicidn en todas las
concentraciones, en donde 125 mg/ml expresa una media de halo de inhibiciéon de
9.971 mm (DS: 0.64 + 0.14), IC 95% (9.6 a 10.2) entre intervalos de 8.4 a 10.8 mm,
valores considerados como no eficaces en relacién al patréon del CLSI (>18mm), no
superando el halo de inhibicién de amoxicilina/acido clavuldnico 18.14 mm (DS 0.26
+0.058), IC95% (18.0 a 18.2) entre intervalos 17.50 a 18.60 mm. A la concentracién
de 500 mg/ml el halo de inhibicién fue de 12.9 mm (DS 0.64 + 0.14), IC 95% (12.6 -
13.2) entre intervalos de 11.4 a 13.8 mm, aun asi no supera los valores

anteriormente especificados en relacidn al patrén del CLSI.

Estadisticamente los datos se corroboran con el andlisis de varianza ANOVA, Tabla
2 en donde se muestra que la significancia (valor p) es menor de 0,05; lo que indica
gue, existe menos del 5% de probabilidad de que las medidas de los halos de
inhibicién de Capsicum pubescens por lo menos en dos grupos de las cuatro
concentraciones de la oleorresina de rocoto mas Amoxicilina/acido clavuldnico sean
iguales producto del azar. En general, se asume que es altamente significativo en
los valores del efecto antimicrobiano de las cuatro concentraciones de la
oleorresina de “rocoto” sobre Escherichia coli, lo mismo que el efecto de
amoxicilina/4acido clavulanico a 20/10 pg, respecto al efecto de la oleorresina del C.

pubescens.
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Asumiendo la normalidad de los datos se usé ANOVA vy resultando diferente la
varianza del test anteriormente descrito se usé el Post Test T3 de Dunnett que
evalla grupos que no tienen homogeneidad de varianza, el cual se evidencia en la
Tabla 3, se compararon los grupos de estudio entre si, demostrando que a
diferentes diluciones el efecto antimicrobiano aumenta. En relacidn al grafico 1 se
observé que la oleorresina de rocoto tiene efecto antimicrobiano menor que el de
amoxicilina/acido clavulanico respecto a su media del halo de inhibicion. También
se observa que a mayor concentracion de la oleorresina mayor halo de inhibicién,

no superando los estdndares del CLSI.

Se pudo observar que son escasos los trabajos realizados sobre el efecto
antimicrobiano de Capsicum pubescens sobre Escherichia coli dado que es un
producto propio de esta parte de latinoamérica y las publicaciones en revistas
indexadas al respecto nulas, sin embargo se compard con estudios como el de
Colivet J, et al.2 donde probaron extractos de Capsicum Chinense sobre Escherichia
coliy Bacillus spp; obtuviendo halos de inhibicidn de 16.35 mm para Escherichia coli
y 16.82 mm para Bacillus spp, a diferencia del presente estudio en donde se obtuvo
un halo de 12.97 mm para Escherichia coli con oleorresina de Capsicum pubescens

considerandose resistente segun el CLSI.

En otros estudios como en el caso de Cerrén-Carrillo T. et al® donde usaron varios
componentes de la familia Solanaceae en extractos metandlicos, obtuvieron halos
de 40 mm para E. coliy de 10 mm para L. casei. Al compararlo con nuestro trabajo
se puede observar que aunque no se usé el C. pubescens se demostrd que existe
actividad antimicrobiana contra el patégeno en estudio, estando presente la

Escherichia coli.

En Africa Taylor P. et al’ trabajaron con dos tipos de aji Capsicum annuum y
Capsicum frutescens, realizando dos tipos de extractos uno hidroalcohdlico y otro
metandlico y mediante el uso de otro tipo de metodologia como es el de
concentraciéon Minima Inhibitoria y Concentracién Minima Bactericida (MIC y BIC)
se determind que el extracto hidroalcohdlico de C. annuum y C. frutescens fueron

efectivos para E. coli y otros patdgenos, si bien se usé el método de well-diffusion
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en el presente trabajo demostré que también hay efecto antimicrobiano frente a E.

coli.

En otra revision como en el de Molina-Torres J. et al®’ se usd una especie de Capsicum
spp. y uno de sus componentes demostré actividad contra Escherichia coli y otros
microorganismos usando microdiluciones desde 25 pg / ml. También se evidencio
que la capsaicina a altas concentraciones (200 a 300 um/ml) sdlo retrasé el
crecimiento de E. coli. Se pudo evidenciar que la capsaicina es el componente de
mayor cantidad en el Capsicum y sus componentes fitoquimicos son aun materia de

estudio.

Al observar otros estudios, sobre otras especies de ajies, se deduce que el
componente principal de los efectos inhibitorios son los componentes fitoquimicos
que varian muy poco entre las familias de Capsicum. Estos compuestos con
probable actividad antimicrobiana son principalmente polifenoles; tales como acido
ascorbico, compuestos diterpénicos y furostandlicos tipos capsainosidos los cuales
aumentan con la maduracién de la planta como la capsantina que es una 3,3”-
dihidroxy-beta-caroten-6,6”-ona acompanados de capsorubina, capsantinona,
criptocapsina, violaxantina, alfa-caroteno y el compuesto responsable del picor que
se encuentra en mayor proporcion tipo vanilloide que es capsaicina los cuales

serian los responsables del efecto antimicrobiano contra Escherichia coli.

Estos datos son innovadores dado que no hay trabajos de Capsicum pubescens
sobre Escherichia coli, no alcanzando el objetivo de inhibicion de 18 mm por Kirby
Bauer segun las especificaciones del CSLI. Este resultado podria deberse a la
consistencia de la oleorresina siendo mas viscosa y liposoluble lo que dificulta su
difusidn en la placa de agar, asi también podria estar influenciado por el terreno de
cultivo, el medio ambiente (temperatura, procedencia, estacion de la cosecha,
altitud, etc.) en relacién a los compuestos de la planta, el medio de cultivo en
relacion a los componentes y a la concentracidon que pueda estar teniendo esta

planta.
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CONCLUSIONES:

v’ La oleorresina del fruto del Capsicum pubescens “rocoto” demostrd que
a concentraciones altas tuvo bajo efecto antimicrobiano sobre
Escherichia coli ATCC 35218 no superando a amoxicilina/acido clavulanico
20/10 pg.

v" Ala concentracién de 500 mg/ml se obtuvo un halo de inhibicién de 12,97
mm.

v" Ala concentracién de 375 mg/ml el halo de inhibicién fue de 11,28 mm.

v" Ala concentracidn de 250 mg/ml el halo de inhibicién fue de 11,07 mm.

v" Ala concentracién de 125 mg/ml el halo de inhibicién fue de 9,97 mm.

v" La amoxicilina/acido clavuldnico tuvo un halo de inhibicién de 18.14 mm

frente a Escherichia coli.
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VL.

RECOMENDACIONES

v

Probar con otros agentes bacterianos (Gram positivos, Gram negativos,
hongos, parasitos, virus).

Evaluar tratamientos coadyuvantes con otros farmacos antimicrobianos para
determinar si potencia o disminuye sus acciones.

Aplicar otro tipo de dilucién ya sea acuoso, etandlico, aceite esencial, para
evaluar su efectividad sobre agentes patdgenos similares o distintos
trabajados en este estudio.

Usar otro tipo de componente de la planta (hojas, raices, semillas)

Ver el efecto con plantas de Capsicum pubescens “rocoto” silvestre no
hornamentales como los del estudio.

Ver la probabilidad de uso de roedores para poder determinar asi el efecto
antimicrobiano y/o reacciones adversas en seres vivos.

Comparar con otras especies de Capsicum

Investigar mas a fondo los componentes del Capsicum pubescens, ya que casi
el 70% esta conformado por capsaicina el cual es responsable del picor mas
no es agente del efecto antimicrobiano.

Usar otro procedimiento de sensibilidad y eficacia, ya sea estudios con

concentracién minima inhibitoria y/o bactericida
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 01

Formula del tamafio de muestra

Férmula
_(Za/2 + ZB)?267
B (x1 — x2)?

Siendo:
n = Numero de placas petri

Z o2 =1.96.

Zg =0.84.

52 = 1.9 (desviacién estandar referencial)

X1 = 18mm. (Didametro del halo de inhibicion de Ia
Amoxicilina/4cido clavuldnico).?!

X2 - 16.35mm. (Didmetro halo de inhibicion de Ia
oleorresina del Capsicum pubescens “rocoto”).

El tamafio muestral sera un total de 21 mediciones por

grupo, resultando en 126 observaciones.
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ANEXO 02

A) IDENTIFICACION TAXONOMICA DEL CAPSICUM PUBESCENS

i3 592381

v

T YRUAWLS - PER

FLORA PERUANA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO ﬁ E
9 HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) ; nurh‘&
@\ e /:
v R

Familia: Solanaceae

Nombre Cientifico: Capsicum pubescens Ruiz & Pav.

N. Vulgar:  “rocoto” Det. Por: Herbario HUT

Hibito: Sufratice de casi 0.5 m de alto, flores moradas.

Procedencia: Ciudad de Huaraz.

Prov.: Huaraz Regioén: Ancash

Habitat: Jardin familiar, suelos negros humificados.

Ititud: 3052 m.s.n.m. Fecha: 07/12/2017
Elliott Huayanay Jullisa Yessenia N°: s.n.

Trujillo.
ntimicrobiano del (_,‘apsicum pubescens sobre Escherichia coli
do con Amoxicilina/Acido clavulinico, estudio in vitro.”

30



B) METODO DE EXTRACCION DE LA OLEORRESINA DEL CAPSICUM PUBESCENS

Escaldado

Los frutos de Capsicum pubescens fueron lavados y cortados obteniendo trozos de
pericarpio y placenta de 1 cm?, el material se secé en una estufa a 60°C por 3 dias.
Troceado

El material seco que se obtuvo se procedidé a triturar en un mortero y se guardd en
frascos esmerilados debidamente rotulados.

Secado, molienda y extraccién con solventes

Se tomd 30 g del material seco triturado para luego mezclarlo con etanol al 60% cantidad
suficiente para 250 ml. Se mantuvo en agitacion constante durante 12 horas.
Transcurrido el tiempo se filtré y repitié el proceso de maceracion de la materia seca
dos veces, concentrandose el extracto mediante destilacidon al vacio con rotavapor

obteniéndose asi la oleorresina.
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B) PREPARACION DEL MEDIO Y SIEMBRA

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Se utilizé agar Mueller Hinton como medio de cultivo. Se preparé la cantidad suficiente
del Agar para 21 placas Petri. Luego se esterilizd dentro de un Matraz Erlenmeyer
cubierto con un algoddn la parte superior de la boquilla para introducirlo en la autoclave
a 1219C por 15 minutos. Inmediatamente después, se virtié de 18 a 20 ml del contenido
en las Placas Petri previamente esterilizadas y se dejé reposar hasta que se solidifico

completamente.

METODO DE SIEMBRA POR AGOTAMIENTO

Al realizar la inoculacion en la placa de Mueller Hinton previamente con la superficie
seca, se trazé en 3 direcciones con el hisopo asegurando asi una distribucién uniforme

del inéculo. Previo a la colocacién de los discos se dejé secar a temperatura ambiente
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durante tres a cinco minutos para que sea absorbido cualquier exceso de humedad

superficial.

ELABORACION DE LOS POCITOS

A los medios de cultivo sembrados con la bacteria, se le realizé 4 pocitos a cada placa.
Para ello, se utilizd un sacabocado de 10 mm de didmetro de tal manera que los pocitos

guedaron a un centimetro del borde de la placa y de forma equidistante entre ellos
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D) PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD

Método de Kirby-Bauer (Para el antibiético Amoxicilina/Acido Clavulanico)

Para evaluar el efecto antimicrobiano de la Amoxicilina/acido clavulanico, se utilizé el
método de Kirby-Bauer. Se colocaron sensidiscos de 20/10 ug de concentracién del
antibidtico respectivamente, en placas petri con agar Mueller Hinton previamente
inoculadas con las cepas bacterianas. Se procedié a incubar durante 24 h a 37°C. Los

halos de inhibicidn se midieron con una regla milimetrada.

Método de well-diffusion (Para el extracto de oleorresina de Capsicum pubescens)

Para evaluar el efecto antimicrobiano de la oleorresina de las variedades de Capsicum,
se utilizd el método de difusién en agar excavado (Well-diffusion). En cada pocito se
colocdé un volumen de 150 mL (500mg/mL) del extracto de capsicum pubescens, en
placas petri con agar Mueller Hinton, previamente inoculadas con las cepas bacterianas.
Se procedio a incubar durante 24 h a 37°C, los halos de inhibicidon se midieron con una

regla milimetrada.
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

ANEXO 03

CONCENTRACION DE LA OLEORRESINA DE CONTROL CONTROL
CAPSICUM PUBESCENS “ROCOTO” POSITIVO NEGATIVO
N2 DE PLACAS 500 375 250 125 | AMOXICILINA/ Agua
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml | AC. CLAVULANICO | (destilada
20/10ug
Didmetro del halo de inhibicion (mm)
PLACA 1 12.6 11.4 11.04 9.6 17.8 0
PLACA 2 13.5 11.16 10.74 10.5 18.6 0
PLACA 3 12.6 11.28 11.1 9.6 17.9 0
PLACA 4 126 11.22 | 10.92 9.6 18.0 0
PLACA 5 12.0 11.34 10.8 9.0 17.5 0
PLACA 6 12.6 11.28 | 11.22 9.6 185 0
PLACA 7 11.4 11.1 10.92 8.4 18.0 0
PLACA 8 12.9 11.34 10.2 9.9 18.3 0
PLACA 9 13.8 114 11.1 10.8 18.0 0
PLACA 10 12.9 11.28 | 11.34 9.9 185 0
PLACA 11 13.8 11.22 11.1 10.8 18.1 0
PLACA 12 12.6 11.34 11.04 9.6 18.2 0
PLACA 13 13.8 11.4 11.16 10.8 18.3 0
PLACA 14 12.3 11.46 11.1 9.3 18.1 0
PLACA 15 13.2 11.28 11.22 10.2 18.2 0
PLACA 16 12.6 11.34 11.16 9.6 18.1 0
PLACA 17 13.2 11.22 11.28 10.2 18.5 0
PLACA 18 13.5 11.28 11.34 10.5 18.2 0
PLACA 19 13.5 11.34 11.22 10.5 18.3 0
PLACA 20 13.2 11.22 11.34 10.2 18.0 0
PLACA 21 13.8 11.16 11.28 10.8 17.9 0
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ANEXO 04

VALIDACION Y CONFIABILIDAD DEL INSTRUMENTO

CRITERIOS DE EVALUACION DE LA '
CRITERIOS DE EVALUACIO
VALDEZ M DE LOS ASPECTOS ESPECIFICOS

CONTENIDO CONSTRUCTO RELEVANCIA COHERENCIA | CLARIDAD | SUFICIENCIA |
(e refieve ol fHasta donde ef (El item g5 INTERMNA (Ef iten se fLos items que
grado en que el instruments mide | esenclal o 1E} ftem tiane comprende pertenecen o una
| frem | instrumento reaimente fo impartante, relacidn logico [facilmente, es rmisma dimensidn
refleja ef variable, y con esdeclr, debe | can le dimensidn decir, sus haston para
: |
contenida de o cuanto eficacia fe | ser incluide) a el indicador gue | sintoctices y obtener la ‘
variable que se haca) estd midiendo | semonticas son | dimension de |
pretende medir) | adecuadas) esta)
Sl No | s No sl no | s o | s | N0 | sl N
1 [
A £ | X X X | | X
2 | ,
has S = BRI I S R I
3 i "
) S p- | b | ‘ e
CRITERIOS DE EVALUACION DE LOS ASPECTOS GENERALES sl NO OBSERVACION
El instrumento contiene instrucclones clarss y precisas para responder la ficha de cotejos L
Los items permiten el logro del objetive de la Investigacion B
Los fterns estdn distribuldos en forma logica y secuencial e
£l nimero de items es suficlente para recoger la Informacion. En caso de ser negativa la . \
respuesta sugiera los itams a afadir B )
' VALIDEZ
— NIENDO EN CUENTA OBSERVACION ] B
I_AI'LI-I,'.ABLE. | N ‘ NO APLICABLE ‘ ‘ APLICABLE TE

Instrumento validado por:

= LY

ma y sello h ! Firmay sello Firma y sello

FEERR R AR

L T L L et

i Mg Diifano Tr Jaime A. Polo Gamboc SALOMON
G T KCROBILOGS HUANCAHUIRE VEG
o CeRP0onT
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ANEXO 05

MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

Se seguira la Serie Normas Técnicas N° 18-INS, aplicable al personal, uso y desecho de

sustancias y materiales, acceso a los locales, y el medio ambiente. La bacteria trabajada

en este proyecto pertenece al nivel de bioseguridad 2.

Las principales medidas de bioseguridad en el laboratorio son:

v
v

<

&

Acceso restringido.

Usar mandil adecuado y exclusivo para el laboratorio.

No usar el mandil inadecuadamente (fuera del laboratorio), excepto si éste sera
lavado.

No usar la boca para pipetear.

Estd terminantemente prohibido fumar, comer, beber, guardar alimentos y/o
aplicarse cosméticos en el laboratorio.

Sujetar y cubrir todo el cabello con gorra quirugica.

Lavarse las manos luego de quitarse los guantes y antes de salir del drea de
trabajo y/o haber manipulado algin elemento quimico y/o biolégico.

Utilizar las gafas protectoras cuando el procedimiento genere gotas o aerosoles.
Utilizar siempre guantes estériles y mascarillas.

Si usted tiene lesiones en manos y/o brazos, se deben proteger bien antes de
iniciar cualquier procedimiento.

Usar zapatos que cubran completamente los pies (minimo a la altura del tobillo)
Usar papel absorbente plastificado o papel de filtro para el procesamiento de las
muestras.

Descontaminar las superficies de trabajo antes y después de cada actividad.

Los reactivos y medios de cultivo deben estar debidamente etiquetados y
almacenados en viales adecuados con tapa rosca.

Tener a disposicion un equipo de primeros auxilios.

Avisar cualquier percance y/o incidente al encargado de laboratorio.

Debe disponer de un lugar para el lavado de ojos en caso de exposicidon
accidental a sustancias quimicas, fluidos contaminados, etc.

Todos los desechos del laboratorio deben descontaminarse adecuadamente,
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antes de eliminarlos en soluciéon desinfectante o ser autoclavados a 121°C
durante 20 minutos, o incinerarse.

v El material infeccioso debe ser facilmente identificado como tal y ser esterilizado
lo antes posible.

Limpiar a diario los pisos con un trapeador limpio y solucion desinfectante.
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ANEXO 06

CODIGO DE ETICA DEL CMP

En el presente trabajo se respetaron los principios del cédigo de ética adoptados por el

Colegio Médico del Peru Capitulo 6 Art. 48. %/

Art. 48: “El Médico debe presentar la informacion proveniente de una investigacion
médica, para su publicacion independientemente de los resultados sin incurrir en

falsificacion ni plagio y declarando si tiene o no conflictos de interés.”
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ANEXO 07

BASE DE DATOS ESTADISTICOS

Variable dependiente: Halos

Comparaciones multiples

95% de intervalo de

Diferencia Error confianza
() Diluciones (J) Diluciones de medias Sig.
-2 estandar Limite Limite
inferior | superior
T3 Dunnett 125 mg/ml 250 mg/ml -1.1057" .1529| ,000 -1.570 -.642
375 mg/ml -1.3171" .1432| ,000 -1.761 -.873
500 mg/ml -3.0000" .2005 | ,000 -3.592( -2.408
Amox/4c. clavu -8.1714" .1532 | ,000 -8.636 | -7.707
250 mg/mi 125 mg/ml 1.1057 1529 ,000 .642 1.570
375 mg/ml -.2114" .0607| ,018 -.397 -.026
500 mg/ml -1.8943" 1529 ( ,000 -2.358( -1.430
Amox / ac. clavu -7.0657" .0815( ,000 -7.306 | -6.825
375 mg/mi 125 mg/ml 1.3171 .1432| ,000 .873 1.761
250 mg/ml 2114 .0607| ,018 .026 .397
500 mg/ml -1.6829" .1432| ,000 -2.127 -1.239
Amox / ac. clavu -6.8543" .0613 | ,000 -7.041| -6.667
500 mg/ml 125 mg/ml 3.0000° .2005 | ,000 2.408 3.592
250 mg/ml 1.8943" 1529 ( ,000 1.430 2.358
375 mg/ml 1.6829" .1432| ,000 1.239 2.127
Amox / ac. clavu -5.1714" .1532| ,000 -5.636| -4.707
Amox / 4c. 125 mg/ml 8.1714" .1532( ,000 7.707 8.636
clavu 250 mg/ml 7.0657" .0815( ,000 6.825 7.306
375 mg/ml 6.8543" .0613 | ,000 6.667 7.041
500 mg/ml 5.1714" .1532 | ,000 4.707 5.636
T de Dunnett 125 mg/ml Amox / ac. clavu -8.1714" 1375 ,000 -8.513 -7.830
(bilateral)® 250 mg/ml  Amox / &c. clavu -7.0657°|  .1375| ,000 -7.407| -6.725
375 mg/ml Amox / 4c. clavu -6.8543" .1375] ,000 -7.195| -6.513
500 mg/mi Amox / ac. clavu -5.1714" .1375| ,000 -5.513 -4.830

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

b. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas grupos con este.
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ANEXO 08

PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZA

Estadistico de
dfl df2 Sig.
Levene

15,270 4 100 ,000
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ANEXO 09
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UNIVERSIDAD PERUANA UNION

Lima, Nafia, 14 de noviembre del 2018

Sefior

Dr. Aureo Campos Gil

Director de la EAP de Medicina Humana
Universidad César Vallejos- Filial Trujillo

Trupllo. -

ASUNTO: Desarrollo de etapa experimental del proyecto de tesis
“Efecto antimicrobiano del capsicum pubescens sobre Escherichia
coli comparado con Amoxicilina’Acido clavulanico, estudio in vitro"

Tengo el agrado de dirigirme a usted para expresar mi cordial saludo y desear muchas bendiciones
en las funciones que desempena.

Mediante la presente tengo a bien informar que Elliott Huayanay Jullisa Yessenia con DNI
N°71167556 de la Universidad César Vallejo- Filial Trujillo, desarrolld la parte experimental del
proyeclo de tesis “Efecto antimicrobiano del Capsicum pubescens sobre Escherichia coli
comparado con Amoxicilina/Acido Clavulanico, estudio in vitro" en los ambientes del |aboratorio
de microbiologia del 15 de setiembre del 2017 al 10 de febrero del 2018 como parte de los proyectos

de investigacion de la EP de Medicina Humana y estuvo asesorado por el docente Bidlogo Miguel
Angel Otiniano Trujillo.

Se expide el presente documento a peticion de persona inleresada para los fines que estime

\%c D/r Roge )z Esteban
\\’-Cﬁector de Medlcina

Facultad de Ciencias de la Salud - e —

Teléfono; 618 6300 Anexo: 3076 E-mail: medicin

Villa Unidin « Nana, altura km 19 de la Carretera Central, Lurig gies@hpe.edi.pe

ancho-Chosica, Lima 15 - Perd
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*Afio del buen servicio al | Ciue

Lima, 17 de octubre d
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C.B.P. 3917
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UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

El que suscribe Mg. JAIME POLO GAMBOA, Docente de la Facultad
de Ciencias Médicas, Escuela Académico Profesional de Medicina.

CERTIFICA:

Que, de conformidad con el Reglamento para elaboracién y evaluacién de
Informes de Tesis para obtener el Titulo Profesional Médico Cirujano, de
la alumna: JULLISA YESSENIA ELLIOTT HUAYANAY, de esta casa
de estudios, esta trabajando bajo mi asesoramiento la Tesis titulada:

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL Capsicum pubescens SOBRE
Escherichia coli COMPARADO CON AMOXICILINA/ACIDO
CLAVULANICO, ESTUDIO IN VITRO.

Que sera presentado para optar el Titulo anteriormente mencionado.

En tal virtud, asumo el asesoramiento de dicho proyecto, en calidad de
Asesor TECNICO, tarea voluntaria y de cooperacién académica con la
Escuela de Medicina.

Expedido el presente a solicitud de la parte interesada para los fines
académicos que estime conveniente, la Ciudad de Trujillo a los 10 dias del
mes de Noviembre del 2018.

ARDO POL MBOA
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