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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Capsicum

chinense sobre Escherichia coli uropatdgena.

Material y métodos: Se aplicé el método de susceptibilidad bacteriana por halos de
inhibicién mediante el método Kirby-Bauer, a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%
del extracto etanélico de Capsicum chinense y también la concentracion minima inhibitoria
(CMI) mediante el método de dilucién, sobre Escherichia coli uropatdgena. Se uso la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis y para las pruebas por parejas la prueba de Mann-Whitney
con ajuste de Bonferroni sefialando que las diferencias obtenidas por los halos de inhibicién
sean diferentes si la probabilidad de equivocarse es menor al 5%( p < 0,05). Para la CMI no

se aplico prueba estadistica por no contar con valores numericos en las mediciones.

Resultados: Se observd que el extracto etanolico de Capsicum chinense, presentd poco
efecto antibacteriano sobre Escherichia coli por medio de halos de inhibicidn, encontrandose
con la concentracion al 25%, una media de 6,73 mm y al 100%, una media de 8,87 mm,
siendo muy inferior al control (Imipenem 10 ug), 35,93 mm. La CMI de los extractos, no
pudo ser evaluada debido al crecimiento bacteriano de UFC/ml, a diferencia del control

donde no crecieron UFC/ml.

Conclusiones: Se demostré que el extracto etandlico de Capsicum chinense si presenta

efecto antibacteriano in vitro sobre Escherichia coli uropatdgena.

Palabras claves: Antibacterianos, Extractos Vegetales, Capsicum, Escherichia coli

Uropatdgena.

Vi



ABSTRACT

Objective: Evaluate the in vitro antibacterial effect of the ethanolic extract of Capsicum

chinense on Escherichia coli uropatégena.

Materials and methods: It was applied the bacterial susceptibility by inhibition halos, by
the Kirby-Bauer method, at concentrations of 25%, 50%, 75% and 100% from the ethanolic
extract of Capsicum chinense and also the Minimun Inhibitory Concentration (MIC) by the
dilution method, on uropathogenic Escherichia coli. The non-parametric test Kruskal-Wallis
was applied and for the test for peers, the Mann-Whitney test with Bonferroni adjust was
used, knowing that the differences obtained by inhibition halos will be different if the
probability of error is less than 5% (p<0,05). For the MIC, not statistic test was used, because

there wasn't any numeric value in the measures.

Results: It was observed that the ethanolic extract of Capsicum chinense, presented a low
antibacterial effect on Escherichia coli, by inhibition halos, finding a media of 6.73 mm.
with the 25% extract, and a media of 8.87 mm. with the 100% extract, resulting far too
inferior to the control (Imipenem 10ug), 35.93 mm. The MIC from the extracts, couldn't be
calculated because of the bacteria growth of CFU/ml found, unlike the control in which there

weren't any grow.

Conclusion: It was demonstrated that the ethanolic extract of Capsicum chinense has

antibacterial effect on uropathogenic Escherichia coli.

Key words: Anti-Bacterial Agents, Plant Extracts, Capsicum, Uropathogenic Escherichia

coli.
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I. INTRODUCCION:

1.1 ANTECEDENTES:

A nivel mundial, la contaminacion de alimentos por Escherichia coli, es una de
las principales causantes de enfermedades trasmitidas por alimentos.(1) Escherichia
coli son bacilos Gram negativos, de la familia Enterobacteriaceae, que se identifica
bioquimicamente por ser oxidasa negativo, acido sulfhidrico negativo, productor de
indol, fermentador de lactosa, glucosa y sacarosa, productor de gas a partir de glucosa,
fermentador de manitol y sorbitol, convierte nitratos a nitritos, entre otras pruebas.(2)

Escherichia coli, naturalmente reside en el intestino humano, el cual es
colonizado a escasas horas de nacer, pero existen cepas patogenas que dependen de su
virulencia para desarrollar enfermedades, lo cual depende de su composicion antigénica,
presentando: un antigeno O, formado por las cadenas laterales de lipopolisacaridos, un
antigeno K, que representa a la capsula, y el antigeno H, que representa a los flagelos;
dependiendo asi de su serotipificacion para desarrollar enfermedades gastrointestinales,
como la O157:H7, que es la enterohemorragica.(2) Ademas pueden presentarse en
tejidos ajenos a su residencia ocasionando enfermedades extraintestinales, como las
infecciones del tracto urinario y la meningitis neonatal, ademas pueden ser causa de

septicemia.(2-6)

La infeccidn del tracto urinario (ITU), es una de las principales enfermedades
comunitarias y hospitalarias, conociéndose que 150 millones de personas la presentan
anualmente.(7) Esta infeccion se divide en complicada y no complicada, siendo su
principal agente etioldgico: Escherichia coli uropatdgena, sabiendo que existen 4
filogrupos principales: grupo A, B1, B2 y D; los que van a permitir la expresion de sus
factores de virulencia como adhesinas, toxinas, flagelos y polisacéridos, los cuales son
indispensables para su patogenicidad, la que consiste en: colonizacion uretral,
ascendencia al lumen vesical y crecimiento como plancton en orina, adherencia a la
superficie e interaccion con el sistema de defensa del epitelio vesical, formacion de
biofilms o biopeliculas, invacion y replicacién formando comunidades de bacterias
intracelulares en la vejiga, donde reservorios intracelulares inactivos se forman y residen

en el epitelio subyacente, colonizacion del rifion y produccion de dafio tisular en el



hospedador, con alto riesgo de sepsis.(7,8) Segun Niesch et al,(9) en su estudio sobre
ITUs comunitarias, el tratamiento antibidtico empirico sigue siendo el mas usado y bajo
las recomendaciones de la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas y la
Sociedad Europea de Microbiologia y Enfermedades Infecciosas, utilizdndose
basicamente trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX), nitrofurantoina, pivmecillinam,
quinolonas y fosfomicina, considerando que esta Ultima tiene buena efectividad incluso

sobre Escherichia coli uropatdgena resistente.

La resistencia antibidtica a nivel mundial es un problema producido por el uso
indiscriminado de antibiéticos y en el caso de las Enterobacteriaceae, este problema
estd en aumento, generando falla en el tratamiento, desarrollo de bacteriemia,
requerimiento de terapia endovenosa, hospitalizacion y estancia hospitalaria
prolongada; ademas existen otro factores que pueden predisponer a la resistencia como:
edad mayor a 60 afios, presentar ITU recurrente, presentar ITU complicada, uso de
sonda Foley temporal y sobretodo cronico, presentar una condicion medica cronica,
tratamiento antibidtico u hospitalizaciones recientes.(10) Escherichia coli, presenta
varios mecanismos de resistencia a diversos antibioticos, siendo el productor de
Betalactamasas de Espectro Extendido (BLES) uno de los mas importantes, cuya
codificacion se da principalmente por los genes CTX-M, TEM, OXA y SHV, que son
los mas comunes en la familia Enterobacteriacea, sabiendo que tienen un alto fracaso
en su tratamiento, debido a la capacidad que presentan de inactivar antibioticos B-
lactdmicos, incluyendo las generaciones de oximino-cefalosporinas como:
cefpodoxima, ceftazidima, ceftriaxona y cefotaxima; y las oximino-monobactam como
el aztreonam.(11,12) Orrego et al,(13) encontraron en su estudio una mayor resistencia
para ampicilina que fue del 61 %, al acido nalidixico de 48 %, al TMP-SMZ de 48 %,
al ciprofloxacino de 42 %, cefalotina de 25 %, ampicilina sulbactam de 22 % y
gentamicina de 17 %. Idil et al,(14) encontraron que en Escherichia coli productora de
BLES hubo una resistencia al TMP-SMX del 68.7 % y al ciprofloxacino de 59.2 %, pero

ademas que en las no productoras de BLES, la resistencia a TMP-SMZ también fue alta.



Durante cientos de afios, la medicina tradicional herbolaria ha tomado un rol
importante en la salud de diversas sociedades, y en las Gltimas décadas tuvo un mayor
impacto en el tratamiento médico.(15) Por mucho tiempo la poblacién indigena en el
Perd, ha consumido diferentes productos naturales, debido a sus propiedades médicas,

las cuales se deben a su contenido fitoquimico.(16)

El aji o chile (capsicum) es una planta de consumo importante, debido a su
contenido vitaminico, alcaloides, compuestos flavonoides, fendlicos y carotenoides.(17)
Yanez et al,(18) mediante el tamizaje fitoquimico de Capsicum chinense, encontraron
respuesta positiva de +++/+++ a alcaloides y resinas; y de +/+++ a compuestos
fendlicos, taninos, saponinas y aminas. Sus principales metabolitos secundarios son los
capsaicinoides, de los cuales el principal es la capsaicina, la cual es un alcaloide que
presenta propiedades analgésicas, antiinflamatorias, lacrimdgenas, antiparasitarias,
antifangicas, bactericidas.(19) Sricharoen et al,(20) encontraron que el Capsicum
presenta actividad antioxidante y antidiabética. Moreno et al,(21) en su estudio
observaron una inhibicion total de Aspergillus flavus en extractos de Capsicum annuum
I. var aviculare. Llenque et al,(22) encontraron inhibicion del Staphylococcus aureus en
crema huancaina, que viene a ser el licuado de Capsicum annuum var. Longum (aji
escabeche), y que fue preparado en concentraciones del 20 al 30%. Chipantiza,(23)
midi6 en su estudio los halos de inhibicion de Escherichia coli y Pseudomonas
aeuroginosa, conseguidos con extractos de Capsicum pubescens y Capsicum frutecems,

obteniendo valores de 0,85 a 1,14 cmy 0,84 a 1,11 cm; respectivamente.

En cuanto a su accion antimicrobiana, la capsaicina, presenta un mecanismo de
inhibicion enzimética por compuestos oxidados, se cree que se genera debido a
reacciones de grupos sulfihidrilo o también por interacciones proteicas no

especificadas.(24)

Gutiérrez et al,(25) no lograron encontrar efecto inhibidor de Capsicum chinense
sobre Escherichia coli, usando concentraciones de hasta 3.5 mg/mL, sin embargo
mediante regresion lineal obtuvo una CMI de 4.82 pg/mL. Colivet et al,(26) encontraron
que una solucién de dicho extracto al 25% es suficiente para inhibir a Escherichia coli,
sin embargo, no hubo diferencia significativa con una concentracion al 50%, debido a

que al 25% tenia actividad bacterioestéatica y al 50%, bactericida; ademas los frutos que
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fueron secados a 100 °C presentaron mayor actividad antimicrobiana que los secados a
70°C. Salazar,(27) contradice este hallazgo, ya que no encontr6é inhibicién de
Escherichia coli con extracto de Capsicum chinense con concentraciones de hasta el
25%, pero en este estudio se secaron los frutos a 60°C a comparacion del estudio

anterior.

1.2 JUSTIFICACION

Se conoce que muchos estudios in vitro de extractos vegetales, han demostrado efecto
antibacteriano.(28) Ademas, que existen muchas formas de resistencia antibacteriana,
que reducen las opciones terapéuticas. Es por eso que este proyecto, tiene el objetivo de
evaluar el efecto antibacteriano in vitro de Capsicum chinense, el cual es uno de los
ingredientes mas usados en la comida peruana, sobre Escherichia coli, que es el principal
patogeno en las ITU; y a la vez compararlo con Imipenem, por ser uno de los antibioticos

€coNn mMenos resistencia en nuestro medio.

1.3 FORMULACION DEL PROBLEMA CIENTIFICO:

¢Existe efecto antibacteriano del extracto etandlico de Capsicum chinense (Aji Panca)

sobre Escherichia coli uropatogena?



1.4 OBJETIVOS:
1.41 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Capsicum chinense

(Aji Panca) sobre Escherichia coli uropatégena.

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.4.2.1 Medir la susceptibilidad in vitro por halos de inhibicion del extracto etandlico de
Capsicum chinense (Aji Panca) sobre Escherichia coli uropatdgena.

1.4.2.2 Calcular la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto etanélico del
Capsicum chinense en ug/ml sobre Escherichia coli uropatdgena.

1.4.2.3 Comparar el efecto inhibitorio y susceptibilidad in vitro obtenida del extracto
etandlico del Capsicum chinense con Imipenem sobre Escherichia coli

uropatdgena.

1.5 HIPOTESIS:
1.5.1 H1: Si existe efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Capsicum
chinense sobre Escherichia coli uropatogena.
1.5.2 HO: No existe efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Capsicum

chinense sobre Escherichia coli uropatogena.



Il. MATERIAL Y METODO

2.1 DISENO DE ESTUDIO

El estudio sera de tipo experimental y prospectivo.

Capsicum chinense Escherichia coli Antibiético de
(Aji panca) uropatdgena control

Obtencién
del extracto
etanolico

= DETERMINACION DE HALOS DE INHIBICION
* DETERMINACION DE CMI

C.ch.: Capsicum chinense.

G1: Escherichia coli uropatdgena + extracto etanolico de Capsicum chinense a 25%.
G2: Escherichia coli uropatdgena + extracto etanolico de Capsicum chinense a 50%.
G3: Escherichia coli uropatdgena + extracto etandlico de Capsicum chinense a 75%.
G4: Escherichia coli uropatdgena + extracto etandlico de Capsicum chinense 100%.

Gb5: Escherichia coli uropatdégena + imipenem.



2.2 POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

2.2.1 POBLACION
2.2.1.1POBLACION OBJETIVO: Conjunto de placas con Escherichia coli
uropatogena.
2.2.1.2 POBLACION ACCESIBLE: Cepas de Escherichia coli uropatogena aislada
de pacientes del Hospital Belén de Trujillo (HBT).

2.2.2 CRITERIOS DE SELECCION
2.2.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION:
2.2.2.1.1 Frutos de Capsicum chinense maduros, que no estén podridos, ni
perforados.
2.2.2.1.2 Placas Petri, previamente esterilizadas, conteniendo las cepas de
Escherichia coli aisladas de la orina de pacientes con ITU del HBT.
2.2.2.1.3 Tubos de ensayo, papel filtro y frascos que estén esterilizados.
2.2.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION:
2.2.2.2.1 Placas Petri, previamente esterilizadas, conteniendo las cepas de
Escherichia coli aisladas de la orina de pacientes con ITU del HBT, que
se encuentren fracturadas.
2.2.2.2.2 Tubos de ensayo, papel filtro y frascos esterilizados, que se encuentren
fracturados.
2.2.2.3 CRITERIOS DE ELIMINACION:
2.2.2.3.1 Placas Petri, previamente esterilizadas, conteniendo las cepas de
Escherichia coli aisladas de la orina de pacientes con ITU del HBT, que
se fracturen durante el experimento.
2.2.2.3.2 Tubos de ensayo, papel filtro y frascos esterilizados, que se fracturen

durante el experimento.



2.2.3 MUESTRA

2.2.3.1 UNIDAD DE ANALISIS:

Cada placa de inhibicién con cultivo de Escherichia coli uropatdgena y

Capsicum chinense.
2.2.3.2 UNIDAD DE MUESTREO:

Unidades formadoras de colonias (UFC) de Escherichia coli uropatdgena
producto del efecto antibacteriano del extracto etandlico de Capsicum

chinense.

2.2.4 TAMANO MUESTRAL:

El nimero de muestra se calcula con la siguiente formula estadistica:

2 (Zo + Zp)PS?

n=
(X - X)

n = el nimero de repeticiones a efectuar en cada investigacion.

El error o a usar sera de 0.05, por lo tanto, su valor Z sera de 1.96.

El error B a usar sera de 0.20, por lo tanto, su valor Z sera de 0.84.

S = (X1- X2).

Por lo tanto:

n=2(1.96 + 0.84) 2(X1-X2)*/ (X1-X2)?= 2(7.84) = 15.

Por consiguiente, se utilizaran 15 repeticiones para cada concentracion de

Capsicum chinense (Aji panca) al igual que para Imipenem.



2.3 DEFINICION OPERACIONAL DE VARIABLES
2.3.1 DEFINICION OPERACIONAL.:
2.3.1.1 INDEPENDIENTE:
Extracto etandlico de Capsicum chinense:

Solucién obtenida de los frutos maduros de Capsicum chinense mediante la
accion del alcohol de 96°, y convertido a concentraciones de 25, 50, 75 y 100%.

También se evaluard como grupo control al farmaco Imipenem.
2.3.1.2 DEPENDIENTE:
Efecto antibacteriano in vitro sobre Escherichia coli uropatogena:

Capacidad para inhibir el crecimiento o causar la muerte de Escherichia coli,
determinado mediante la medicion del crecimiento del microorganismo en

placas Petri y comparado por halos de inhibicion.



2.3.2 VARIABLES

Tipo
Variable Definicion operacional Indicador P Y
Escala

INDEPENDIENTE

Solucion obtenida de los frutos
Extracto ) )

maduros de Capsicum chinense
etandlico de ) ., * 25% .

mediante la accion del alcohol de Cualitativa
Capsicum . * 50%

96°, y convertido a Ordinal
chinense . e /5% L

concentraciones de 25, 50, 75 y Politdmica

e 100%

100%.
DEPENDIENTE

Capacidad para inhibir el
Efecto .

crecimiento o causar la muerte de | Diametros
antibacteria herichi i d inad
o “obre Escherichia coli, eterminado | 4o halos
Eccherichia mediante  la  medicion  del | i hibitorio | Cuantitativa
ol crecimiento del microorganismo s mm de razoén.

en placas Petri y comparado por | CMI:
uropatégena halos de inhibicid '

alos de inhibicion. ug/ml
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2.4 PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS
2.4.1 Se solicit6 la autorizacion a la Facultad de Medicina de la Universidad Privada

24.2

243

Antenor Orrego para ejecutar el proyecto y utilizar el laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia (Anexo 1). Asi mismo se solicité autorizacion y
asesoria a la encargada del Laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo para la
elaboracion del extracto etanolico de Capsicum chinense (Anexo 2).

Se recolectaron 4 kg. de frutos maduros y una planta de Capsicum chinense (aji
panca), en el distrito de Moche. De la planta, se prepard una muestra, la cual fue
prensada y secada, la que luego fue llevada al Herbario Antenor Orrego, donde
se hizo la determinacion taxondmica del vegetal (Anexo 3). Luego se llevaron
los frutos maduros al laboratorio de Farmacognosia, donde fueron seleccionados,
descartando los que se encontraron en mal estado; después fueron lavados con
agua potable y luego desinfectados con cloro a 100 ppm, que fue preparado
mezclando 2 ml de Clorox® al 5.25% mas 1 litro de agua. Después, se secaron
los frutos enteros a la sombra y ademas se los coloco en una estufa a una
temperatura de 40°C, segun la recomendacién de la jefa del laboratorio de
Farmacognosia. Finalmente, se realizd la molienda del fruto seco, y se procedid
al tamizaje.

Para la extraccion etanolica, se utilizo el método de lixiviacion entre el aji panca
y el alcohol etilico al 96%, colocados en un lixiviador.(25) La proporcion de
soluto: solvente fue de 1:10, con el fin de asegurar la impregnacion y una
extraccion homogénea.(29) Se dejé macerar por 48 horas. Siguiendo los pasos
del estudio de Gutiérrez et al, el producto se conservo en un lugar fresco y ausente
de luz, luego se filtro al vacio con papel filtro, después se separ6 el etanol del
extracto del aji panca; el producto lixiviado fue llevado a un rotoevaporador a
60°C, donde fue recuperado en 2 balones: alcohol absorbido y extracto sin el
solvente. La oleorresina obtenida, fue almacenada en un frasco ambar. A partir
de este extracto (oleorresina) se preparé las concentraciones de 25% (250
pug/mL), 50% (500 pg/mL), 75% (750 pg/mL) y 100% (1000 pg/mL) disueltas

en etanol de 96° G.L. respectivamente. Al final, estos extractos del aji panca se
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244

245

2.4.6

24.7

24.8

24.9

guardaron en pequefios frascos &mbar y se mantuvieron refrigerados (4-8 °C)
hasta ser utilizados.

Para la preparacion de los discos de sensibilidad de Escherichia coli uropatdgena,
se procedio a obtener los discos con papel filtro usando un perforador de papel,
luego se colocaron en placas Petri y se esterilizaron. Posteriormente, se tomaron
2 ml de cada extracto etandlico y se distribuyeron en 4 placas Petri estériles,
proporcionalmente, para luego incorporar los filtros de papel de 6 mm de
didmetro. Después de 60 minutos, las placas fueron llevadas a 37° por 3 horas
para su secado.

Escherichia coli uropatdgena fue una cepa nativa, obtenida del urocultivo de un
paciente con ITU. La bacteria fue identificada en el laboratorio de microbiologia
de la Facultad de medicina de la UPAO, mediante pruebas en agar TSI, prueba
de indol, prueba de oxidasa. La cepa fue conservada en agar TSA, siendo
reactivada utilizando caldo nutritivo, previo al experimento.

Se preparé el indculo en caldo de Mueller Hinton, tomando colonias aisladas
seleccionadas de una placa de agar nutritivo después de 24 horas de incubacion.
Se ajusto la turbidez de la suspension al equivalente 1.5x108 UFC/ml al tubo
estandar 0,5 de la escala de McFarland, luego se sembré en placas Petri de Agar
Muller Hinton de forma uniforme sobre la superficie del agar y girando cada
placa 30° por aproximadamente 10 veces.

Luego se utilizo jeringas de tuberculina con aguja estéril n® 23 para colocar los
discos de Imipenem 10 pg y de Capsicum chinense a diferentes concentraciones,
a una distancia de 25 mm entre disco y disco, sobre la superficie de las placas
sembradas con Escherichia coli. La sensibilidad antimicrobiana se realizo
mediante el método de la difusidn del disco (Kirby Bauer). Se utilizé el medio
Mueller Hinton que se distribuy6 en placas con una altura de 4 mm.

Estas placas se incubaron a 37°C por 24 horas, y luego de este tiempo se realiz
la lectura de los halos de inhibicion y la medicién del didmetro (mm) colocando
una regla sobre el reverso de la placa (Anexo 4). Se compar6 con las tablas
estandarizadas (Anexo 5).

Para determinar el efecto inhibitorio se usaran 4 diluciones de Capsicum chinense

a las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%. A su vez, se tuvo un grupo
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2.4.10

control con Imipenem para los resultados tanto en el grupo experimental como
en este Ultimo grupo.

Para determinar la CMI, se prepararon cinco tubos de ensayo para el
microorganismo. Cuatro tubos con las concentraciones 25%, 50%, 75% y 100%,
a las que se afiadié 0.8 ml de cada concentracion, luego se agregd 0.2 ml de la
bacteria (en concentraciones semejantes al tubo 0.5 de la Escala de Mac Farland).
En el quinto tubo se realizé un control de Imipenem, al cual se afiadié 1ml de
inoculo de la bacteria. Luego se incubaron los tubos a 37°C por 24 a 48 horas.
Finalmente se realizaron 15 repeticiones para cada concentracién de Capsicum
chinense y se determinaron las cuentas viables sembrando 0.1ml de la solucion
de cada tubo en 15 placas con agar Muller Hinton por cada concentracion (es
decir 75 placas) utilizando el asa de Driglasky para dispersar la muestra, dichas
placas se colocaron en la estufa por 24 horas a 37°C y luego se observé el
crecimiento del microorganismo mediante el conteo de UFC, considerando como

CMI a la menor concentracion en la que no se logré observar UFC.
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2.5

2.6

Plan de analisis de datos

Se recolectaron los datos, los que fueron ordenados en Excel 2016 para luego ser
analizados con el programa PSPP version pspp-1.0.1-g818227, el cual es un programa
de uso libre. Se determind el efecto antimicrobiano, utilizando el método de
comparacion con los antibioticos, los halos de inhibicion expresados en nimeros se
agruparan en variables cualitativas y seran analizadas mediante promedios y medidas
de dispersion. Luego, a falta del cumplimiento de los supuestos basicos para la prueba
F del ANOVA se usé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y para las pruebas por
parejas la prueba de Mann-Whitney con ajuste de Bonferroni sefialando que las
diferencias obtenidas por los halos de inhibicion sean diferentes si la probabilidad de
equivocarse es menor al 5%( p < 0,05). Para la CMI no se aplico prueba estadistica por

no contar con valores numéricos en las mediciones.

Aspectos éticos

Para poder ejecutar el proyecto de investigacion, se solicitd permiso al director del
Comité de ética en investigacion de la Universidad Privada Antenor Orrego (Anexo 6).
Se siguio lo establecido en el Art. 48 del colegio medico del Peru, que dice que cuando
se publica una investigacion, no se deben obviar ni cambiar los resultados, no falsificar
ni plagiar y declarar los conflictos de interés.(30) Se aplicé el “derecho de cita”, con el

fin de compartir el conocimiento de otros autores y reconocer a la vez su autoria.(31)
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I1l. RESULTADOS

Con el uso de la concentracion al 25% del extracto etanolico de Capsicum chinense
sobre Escherichia coli uropatdgena, se obtuvo una minima media de didmetro de halo de
inhibicién de 6,73 + 0.70 (Tablal), la cual fue significativamente diferente para las
concentraciones al 75% y 100%, sin embargo, no hubo diferencia estadistica comparado al
50% (Tabla 2).

Para la concentracion al 100% del extracto etandlico de Capsicum chinense sobre
Escherichia coli uropatdgena, se obtuvo una maxima media de halo de inhibicién de 8.87 +
0.64 (Tablal), la cual fue significativamente diferente para las concentraciones al 25% y al
50%, sin embargo, no hubo diferencia estadistica comparado al 75% (Tabla2).

Con respecto al control (Imipenem 10 pg) se obtuvo un promedio de didmetro de
halo de inhibicion de 35.93 + 2.66 (Tablal), el cual es superior y significativamente
diferente (Tabla2) a los didmetros obtenidos con todas las concentraciones del extracto

etanolico de Capsicum chinense sobre Escherichia coli uropatogena.

Las colonias se observaron en todas las placas con el extracto, por lo que a ninguna
concentracion del extracto etandlico de Capsicum chinense permitié determinar la CMI, sin
embargo, en las placas control, no hubo crecimiento bacteriano. No se pudo aplicar ninguna

prueba estadistica, por no contar con valores numericos (Tabla3).
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Tabla 1. Prueba Kruskal-Wallis sobre diametro de halos de inhibicion.

Concentraciones 25% 50% 75% 100% Control

Diametro mm 6.73+0.70 753+0.64 847+052 887+0.64 3593+2.66

Prueba Kruskal-
Wallis X? =61.58 p<0.01
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Tabla 2. Prueba Mann-Whitney con ajuste de Bonferroni para comparar grupos.

Concentraciones 25% 50% 75% 100% Control
Promedios de halo de inhibicion 6.73 7.53 8.47 8.87 35.93
Comparacion entre grupos+ A AB BC C D

+ : Dos grupos con la misma letra no difieren estadisticamente, usando la prueba Mann-

Whitney con ajuste de Bonferroni.
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Grafico 1. Efecto antibacteriano de cuatro concentraciones de extracto etandlico de

35.93
_ i i i i
25% 50% 75% 100% Control

Concentracion

Capsicum chinense (Aji Panca) sobre Escherichia coli uropatogena traves del diametro del

halo de inhibicion. Presencia de grupo control.
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Tabla 3. Comparacion de UFC/ml para establecer CMI.

Concentraciones 250 50% 75% 100%

Control

NUmero UFC Incontables Incontables Incontables Incontables

Prueba de Medias
No medible

Comparacion )
No medible
entre grupos

0.0 £ 00
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IV. DISCUSION

Escherichia coli, es uno de los patdgenos mas importantes causantes de ITU en el ser
humano, ya sea complicada o no complicada, adultos y nifios, comunitarios e
intrahospitalarios, conociéndose que debido a los genes que codifican su virulencia, este
puede invadir facilmente el tracto urinario e incluso puede generar resistencia a diversos
antibidticos, lo que disminuye las opciones terapéuticas. Este patdgeno también es productor
de diarreas, siendo uno de los mas peligrosos el productor de toxina Shiga, que tiene una
serotipificacion O157:H7. Se conoce también, que en pacientes inmunosuprimidos puede
llegar facilmente al torrente sanguineo y producir septicemia, tal es el caso de los recién
nacidos, debido a que estos carecen de IgM, siendo el punto de entrada una infeccidn
urinaria. Ademas, pueden llegar a producir meningitis, principalmente en los lactantes,

sabiendo que esta enfermedad est4 altamente relacionada al antigeno k1.

Se sabe que la resistencia bacteriana es un gran problema de salud a nivel global, que
en su mayoria es producto del uso indiscriminado de antibioticos, ademas de factores no
modificables como la edad y la cronicidad de enfermedades de base. Se conocen diversos
mecanismos de resistencia bacteriana para Escherichia coli, pero la produccion de BLES es
una de las principales y de las mas importantes, debido a que conllevan a un alto fracaso
terapéutico, lo que obliga a un tratamiento mas invasivo y una mayor estancia hospitalaria,

predisponiendo al paciente a contraer otras enfermedades.

Se sabe que la medicina tradicional juega un importante rol en la actualidad, y que
es parte de nuestra labor conocer las propiedades de las plantas medicinales. Estas plantas,
por medio de sus extractos, han demostrado tener efecto antibacteriano in vitro.(28) Por lo
cual, se han usado diferentes tipos de extractos y a diversas concentraciones para poder

evaluar su efecto sobre diversos patdgenos.

En este trabajo se midi6 la susceptibilidad in vitro del Capsicum chinense a
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% sobre Escherichia coli uropatégena, mediante
el diametro de halos de inhibicion, usando como control al Imipenem. Las medias de los
halos de inhibicién obtenidas fueron: 6,73; 7,53; 8,47 y 8,87 para las concentraciones al
25%, 50%, 75% y 100%, respectivamente. Se aprecia que el mayor promedio dado fue con

la concentracion al 100%, sin embargo, los demas resultados son parecidos, incluso el
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control tuvo valores mucho mayores. En este caso se uso la prueba no paramétrica, Kruskal-
Wallis, la cual determind que por lo menos uno de estos resultados presentaba diferencia

significativa con respecto a los demas.

Luego de esto se hizo una comparacion de grupos, con la prueba de Mann-Whitney
con ajuste de Bonferroni, evidenciandose que no habia diferencia significativa entre grupos
contiguos, pero si en grupos alejados como de 25% con el de 75% y 100%; y el de 50% con
el de 100%, ademas el grupo control fue significativamente diferente a todos los grupos del

extracto etandlico.

La CMI en este trabajo no pudo ser determinada, debido a que las colonias en las
placas fueron incontables para los grupos del extracto, lo que significa que a ninguna de esas
concentraciones hubo efecto inhibidor. Sin embargo, con el control no hubo formacion de
colonias, osea hubo una completa inhibicién, por lo que no se aplicaron pruebas de

comparacion estadistica.

Se cree que el principal efecto del Capsicum chinense se debe principalmente a los
capsaicinoides, de los cuales el principal es la capsaicina, la cual es un alcaloide que presenta
propiedades analgésicas, antiinflamatorias, lacrimogenas, antiparasitarias, antifingicas,
bactericidas.(19) En cuanto a su accion antimicrobiana, la capsaicina, presenta un
mecanismo de inhibicion enzimatico por compuestos oxidados, se cree que se genera debido
a reacciones de grupos sulfihidrilo o también por interacciones proteicas no
especificadas.(24) Ademas su accion antibacteriana podria deberse a su accidn conjunta con
los compuestos fendlicos que también contiene el Capsicum. Shayan y Saeidi,(32)
encontraron que con el extracto etandlico de Capsicum , se logro restringir la formacion de

biofilms de cepas clinicas de Escherichia coli.

La calidad del extracto obtenido, depende mucho del solvente, de la madurez del
fruto y la forma y tiempo de maceracion.(27) En este estudio se uso el extracto etandlico,
como lo usé Colivet et al,(26) debido a que en su trabajo se obtuvo efecto inhibitorio con el
mismo, mas no con los extractos acuosos, de etér etilico y de petréleo. Ademas se usaron
frutos maduros, mediante el método de lixiviacion y por 48 horas, sin obtener un resultado

significativo; a diferencia de Ceron et al,(33) que utilizaron metanol como solvente y

21



mediante otro método de maceracién y filtrado, encontrando resultados positivos en su

estudio.

Colivet et al,(26) al enfrentar frutos verdes enteros de Capsicum chinense, secados a
100°C, sobre Escherichia coli, lograron obtener halos de inhibicién de hasta 16,35 mm de
didmetro, y al usar frutos cortados a 70°C, obtuvieron halos de 11,80 mm. En este estudio,
se obtuvieron halos de hasta 8,86 mm, usando frutos maduros, los que fueron trozados y
secados a 40°C, sin embargo, no se hallo CMI. Salazar,(27) no logré encontrar CMI usando
frutos maduros secados a 60°C. Esto podria explicar que el proceso de secado de productos
no enteros a temperaturas inferiores para la elaboracién del extracto, influenciaria

negativamente en el efecto antibacteriano sobre Escherichia coli.

En este estudio se demostro que el extracto etanolico de Capsicum chinense presentd
poco efecto antibacteriano in vitro sobre Escherichia coli uropatogena con las
concentraciones usadas y a la vez no se hallé una CMI, esto puede estar influenciado por el
lugar de origen del vegetal, el contenido mineral del suelo, a los métodos de preparacion del

extracto y sobre todo a su temperatura de secado.
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5.1

5.2

5.3
5.4

V. CONCLUSIONES

El extracto etan6lico de Capsicum chinense present6 poco efecto antibacteriano in vitro
sobre Escherichia coli uropatdgena.

A la concentracion al 100 % del extracto etandlico de Capsicum chinense, mayor es el
didmetro del halo de inhibicion, comparado a las concentraciones del 25% y 50 %.

La CMI no pudo ser calculada usando las concentraciones establecidas.

Existe gran diferencia significativa al usar los extractos de Capsicum chinense e

Imipenem, siendo este Gltimo, altamente efectivo.
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VI. RECOMENDACIONES

6.1 Se recomienda usar cepas ATCC como control.

6.2 Se recomienda extraer los principios activos del Capsicum chinense que reporten
actividad antibacteriana, para poder ser usados en la industria farmacoldgica.

6.3 Se recomienda usar otras concentraciones y otros métodos, con el fin de lograr mejores

resultados.
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ANEXO N° 01

FICHA SOLICITUD DE PERMISO
Solicitud de Permiso
Truijillo, 26 de marzo del 2018
Universidad Privada Antenor Orrego
Facultad de Medicina Humana
Decano de la Facultad de Medicina Humana: Dr Ramel Ulloa Deza

Asunto: Proyecto de Investigacion Cientifica

De mi mayor consideracién, me dirijo a usted para saludarle cordialmente y
solicitarle la autorizacién para la ejecucion del Proyecto de Investigacion: “Efecto
antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Capsicum chinense (Aji Panca) sobre
Escherichia coli uropatégena” de mi autoria, en el laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia de la Facultad de Medicina Humana que usted dignamente dirige.

Le agradeceria disponer de su consideracién para mi requerimiento con motivo de
que el proyecto de investigacion cuente con su permiso.

Agradeciendo su gentil atencién, quedo a espera de su respuesta

Atentamente

Irving Alfonsc Alva Alayo
ID: 000078736 — DNI: 70672176

UPAO] Beaei i |

\
T ——— 0 MAR. 2018
Se adjunta: Proyecto de Investigacion o 7/ e e

Exp. N°. T e SN
Firma:. &

N
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ANEXO N° 02

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

Trujillo, 23 de marzo del 2018

CONSTANCIA DE ASESORIA

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, docente de la Catedra de Farmacognosia
del Departamento Académico de Farmacotecnia de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo, con codigo UNT 5727 y acreditada
como Docente Investigadora por CONCYTEC con nimero de registro REGINA: N°
1582.

Dejo constancia de haber asesorado al alumno IRVING ALFONSO ALVA ALAYO, en
las actividades de preparacion del extracto etandlico, preparacion de las
concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100% del Capsicum chinense (Aji panca), en el
laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de La
Universidad Nacional de Trujillo. Asimismo, las concentraciones de ensayo
preparadas seran utilizadas para el desarrollo de la tesis titulada: “Efecto
antibacteriano del extracto etandlico de Capsicum chinense (Aji Panca) sobre
Escﬁerichia coli uropatégena”

Atentamente,

Laboratorio de Farmacognosia

Universidad Nacional de Trujillo
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ANEXO N° 03

, u PAO Museo de Historia Natural y Cultural

HERBARIO ANTENOR ORREGO (HAO)

CONSTANCIA N°12-2018-HAO-UPAO

El que suscribe, Director del Museo de Historia Natural y Cultural de la
Universidad Privada Antenor Orrego, deja:

CONSTANCIA

Que Irving Alfonso Alva Alayo, egresado de la carrera profesional de
Medicina Humana de la Universidad Privada Antenor Orrego, ha solicitado
la determinacién de material vegetal, el cual corresponde a la siguiente
especie:

Capsicum chinense Jacq. (Solanaceae)
El mismo que serd utilizado para la tesis titulada: “Efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico de Capsicum chinense (aji panca) sobre Escherichia

coli uropatégena”. La muestra ha sido signada con el c6digo HAO n° 20032.

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines que
correspondan.

Trujillo, 20 de marzo de 2018

Mg. Segundo Leiva Gonzalez
Director
Museo de Historia Natural y Cultural

v

UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR ORREGO Av.América Sur 3145 Monserrate Trujillo - Peru
www.upao.edu.pe Telf:[+51][044] 604444 Fax:282900

31



ANEXO N° 04

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico de Capsicum chinense al 25, 50,

75y 100% sobre Escherichia coli uropatdgena

Halo de
inhibicidn

(mm)

C.Ch.al
25%

C.Ch.al
50%

C.Ch. al
75%

C.Ch. al
100%

Imipenem

sug

Halo 1

Halo 2

Halo 3

Halo 4

Halo 5

Halo 6

Halo 7

Halo 8

Halo 9

Halo 10

Halo 11

Halo 12

Halo 13

Halo 14

Halo 15

Suma
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ANEXO N° 05

Tabla 1. Patrones estandar del halo de inhibicién, puntos de corte equivalente a la CMI para enterobacterias® y diametro del halo de inhibicién
para la cepa E. coli ATCC25922 empleada como control de calidad
s . Punto de corte E. coli
GRUPO Antimicrobiano iy Didgmetro del halo de inhibicién (mm) g guivalente a la CMI (ug/iml)  ATCC 25922
H9) "Resistente Intermedia S ibl Resi S ibl intervalo *

A Ampicilina © 10 =13 14-16 =17 =32 =8 16-22
Cefalotina =~ 30 =14 15-17 =18 =32 =8 15-21
Cefazolina™ " 30 =14 15-17 =18 =32 =8 23-29
Gentamicina 10 =12 13-14 > 15 =8 =4 19-26

B Amoxicilinalacido clavulanico 20/10 =13 14-17 =18 >16/8 =8/4 19-25
10/10 =11 12-14 =15 =32/16 =8/4 20-24

100/10 =17 18-20 =21 =128/4 =16/4 24-30

75/10 <14 15-19 =20 >128/2 <16/2 25-29

75 =17 18-20 =21 >128 =64 23-29

75 =14 15-19 =20 =128 =16 24-30

100 =17 18-20 =21 =128 =16 24-30

Cefamandol 30 =14 15-17 =18 =32 =8 26-32
Cefonicid 30 <14 15-17 =18 =32 =8 25-29
Cefuroxima (oral) 30 =14 15-22 =23 =32 =4 20-26
Cefpodoxima 10 =17 18-20 =21 =8 =2 23-28
Cefixima 5 <15 16-18 =19 >4 =1 23-27
Cefoxitna 30 =14 15-17 =18 =32 =8 23-29
Cefotetan 30 =12 13-156 =16 =64 =16 28-34
Cefmetazol 30 =12 13-15 =16 =64 =16 26-32
Cefoperazona” 75 <15 16-20 >21 >64 <16 28-34
Cefotaxima™ "~ 30 =14 15-22 =23 =64 =8 29-35
Ceftizoxima® 30 =14 15-19 >20 =32 =8 30-36
Ceftriaxona™ 30 =13 14-20 =21 =64 =8 29-35
Cefepima 30 <14 15-17 =18 =32 =8 29-36
Imipenem 10 =13 14-15 =16 =16 =4 26-32
Meropenem 10 =13 14-15 =16 =16 =4 28-34
Amikacina 30 =14 15-16 =17 =32 <16 19-26
Ciprofloxacino = © 5 =15 16-20 =21 =4 =1 30-40
Levofloxacino 5 =13 14-16 =17 =8 =2 29-37
Trimetoprim/sulfametoxazol = ° 1,25/23,75 <10 11-15 =16 >8/152 <2/38 24 32

Elaborado con datos del NCCLS, 2000.
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ANEXO N° 06

: l l PAO VICERRECTORADO DE INVESTIGACION

COMITE DE BIOETICA EN INVESTIGACION

RESOLUCION COMITE DE BIOETICA N°221-2018-UPAO
Trujillo, 02 de Abril de 2018

VISTO, el oficio de fecha 28 de Marzo del 2018 presentado por el Sr. Alumno(a), ALVA
ALAYO, IRVING ALFONSO quien solicita autorizacién para realizacién de investigacion
CONSIDERANDO:

Que por oficio, el alumno ALVA ALAYO, IRVING ALFONSO solicita se le de conformidad a
su proyecto de investigacién, de conformidad con el Reglamento del Comité de Bioética en
Investigacion de la UPAO.

Que en virtud de la Resolucion Rectoral N° 3335-2016-R-UPAO de fecha 7 de julio de
2016, se aprueba el Reglamento del Comité de Bioética que se encuentra en la pagina web de la
universidad, que tiene por objetivo su aplicacién obligatoria en las investigaciones que
comprometan a seres humanos y otros seres vivos dentro de estudios que son patrocinados por
la UPAO y sean conducidos por algiin docente o investigador de las Facultades, Escuela de
Posgrado, Centros de Investigacion y Establecimiento de Salud administrados por la UPAO

Que en el presente caso, después de la evaluacién del expediente presentado por el
alumno, el Comité Considera que el mencionado proyecto no contraviene las disposiciones del
mencionado Reglamento de Bioética, por tal motivo es procedente su aprobacion.

Estando a las razones expuestas y de conformidad con el Reglamento de Bioética de
Investigacion:

PRIMERO: APROBAR el proyecto de investigacion “EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE CAOPSICUM CHINENSE (AJi PANCA) SOBRE ESCHERICHIA COLI UROPATOGENA”.

SEGUNDO: dar cuenta al Vice Rectorado de Investigacion.

Registrese, Comuniquesef Archivese.

Presidente Secretario
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ANEXO N° 07

SECADO MOLIENDA
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TAMIZAJE PASO DEL PRODUCTO AL LIXIVIADOR

COLOCACION DE ALCOHOL Y COBERTURA DEL LIXIVIADOR
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LIXIVIACION FILTRACION

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICO DE AJi PANCA AL 25%, 50%, 75% Y 100%
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ESTERILIZACION DE MATERIAL DE CRECIMIENTO EN AGAR MACONCKEY Y TSI.
LABORATORIO.

PREPARACION DE LOS DISCOS Y EMBEBIDO CON LOS EXTRACTOS.
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COLOCACION DE PLACAS PETRI CON DISCOS EMBEBIDOS EN ESTUFA.

PREPARACION DELINOCULO EN TUBOS Y
COMPARACION VISUAL SEGUN EL
ESTANDAR DE MAC FARLAND

SIEMBRA DE LA BACTERIA EN MEDIO DE
CULTIVO MULLER HINTON.
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COLOCACION DE DISCOS DE EXTRACTO +
DISCO DE IMIPENEN, PARA LUEGO
LLEVAR A LA INCUBADORA.

INOCULACION DE LA BACTERIA +
EXTRACTO ETANOLICO EN TUBOS

TUBOS Y PLACAS SE LLEVAN A INCUBADORA
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RESULTADOS DEL EXTRACTO ETANOLICO CAPSICUM CHINENSE Y CONTROL (IMIPENEM)

CMI: SE EVIDENCIA GRAN CRECIMIENTO BACTERIANO DE ESCHERICHIA COLI UROPATOGENA
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