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RESUMEN

La porcicultura esta relacionada con muchas enfermedades a causa de bacterias como la
Salmonella ssp. y Escherichia coli; que ponen en peligro la produccién, ante esto, en la
presente investigacion se evalud el efecto antibacteriano in vitro del extracto de kion
(Zingiber officinale) en Escherichia coli y Salmonella typhimurium en cerdos, en la
Region Amazonas, provincia y distrito de Chachapoyas, cuyo objetivo fue evaluar el
efecto del extracto de kion (EKJ) en el control in vitro de las bacterias mencionadas. Se
ejecutd en el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias de Animales
Domésticos del IGBI de la UNTRM-A, en las que se utiliz6 bacterias obtenidas de cerdos
de entre 30 y 90 dias de edad de la granja del sefior Leonardo Mendoza que presentaron
sintomas de tener alguna enfermedad causada por Escherichia coli y Salmonella
typhimurium, el principal sintoma a tomar en cuenta fue la presencia de diarrea. Los datos
obtenidos fueron procesados en un analisis de varianza y comparacion de medias con
Tukey a una probabilidad de p=0,05. Obteniendo como resultado que el extracto de kion
a concentraciones de 0%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50% y 60% no muestran ningun efecto
antibacteriano frente a Escherichia coli y Salmonella typhimurium ya que el promedio
del halo de inhibicion fue de 6 mm, siendo este el tamafio de los discos de sensibilidad.

Por lo tanto, se concluyd que el EK no cumple un efecto antibacteriano.

Palabras clave: Extracto de kion, efecto antibacteriano, halo de inhibicién.
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ABSTRACT

Pig farming is related to many diseases caused by bacteria such as Salmonella ssp. and
Escherichia coli; that endanger production, in view of this, in the present investigation
the in vitro antibacterial effect of kion extract (Zingiber officinale) was evaluated in
Escherichia coli and Salmonella typhimurium in pigs, in the Amazon Region, province
and district of Chachapoyas, whose The objective was to evaluate the effect of kion
extract (EKJ) in the in vitro control of the mentioned bacteria. It was carried out in the
Laboratory of Infectious and Parasitic Diseases of Domestic Animals of the IGBI of the
UNTRM-A, in which bacteria obtained from pigs between 30 and 90 days old from Mr.
Leonardo Mendoza's farm that presented symptoms of having symptoms were used.
Some disease caused by Escherichia coli and Salmonella typhimurium, the main
symptom to take into account was the presence of diarrhea. The data obtained were
processed in an analysis of variance and comparison of means with Tukey at a probability
of p = 0.05. Obtaining as a result that the kion extract at concentrations of 0%, 10%, 20%,
30%, 40%, 50% and 60% do not show any antibacterial effect against Escherichia coli
and Salmonella typhimurium since the average halo of inhibition was 6 mm, this being
the size of the sensitivity discs. Therefore, it was concluded that EK does not have an

antibacterial effect.

Keywords: Kion extract, antibacterial effect, inhibition halo.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad, las ETAs (Enfermedades transmitidas por alimentos) representan un
importante campo de estudio en la salud publica, dado que son enfermedades que resultan
de la ingestion de alimentos que contienen microorganismos perjudiciales vivos o sus
toxinas para el consumo humano y animal, por otro lado la salmonelosis es una
enfermedad causada por bacterias del género Salmonella, familia Enterobacteriaceae;
siendo de gran importancia en los cerdos, la presencia de Salmonella enterica serovar
Typhimurium que ocasiona enterocolitis necrosante y la Salmonella choleraesuis que
provoca la forma septicémica caracterizada por hepatitis, neumonia y vasculitis cerebral,
asi lo describen Fierro et al., (2011).

Asi mismo Betancur, (2018) nos describe sobre las ETASs , indicando que estas son la
ingestion de un alimento contaminado con algun microorganismo el cual genera
enfermedad en dos individuos 0 mas. Del mismo modo menciona que las ETAs mas
comunes a nivel porcicultor son Colibacilosis, Escherichia coli, Triquinosis vy
Salmonella.

Blanco (como se cité en Lazo, 2010) nos indica que las colibacilosis causadas por
Escherichia coli enterotoxigénicos (ECET) son muy frecuentes en los animales
domésticos, que lleguen afectando basicamente a los animales que se encuentran a pocos
dias de nacido y a los recién destetados, ocasionando pérdidas econémicas trascendentes
en explotaciones porcinas de todo el mundo, ademéas VuKhac y Col. (citada en Lazo,
2010) nos reafirma que las consecuencias presentadas por la diarrea postdestete en cerdos
es a menudo el principal problema infeccioso de las granjas a gran escala, siendo
responsable de pérdidas significativas a nivel mundial.

Bustos y Segura, (2005) explican que la Salmonella ssp. tiene como reservorio principal
el intestino de los animales, teniendo como ruta de transmisién mas comdn la manera
fecal/oral para que se aloje alli, ademas forma parte una mas de las causas de
contaminacion en los alimentos de origen animal debido al riesgo que presenta para la
salud humana sobre todo por la presencia de la enfermedad diarreica aguda; a diferencia
de Escherichia coli que esta hace parte del tracto intestinal del hombre y de los animales
siendo parte de la micropoblacion bacteriana, sin embargo su patogenicidad se alcanza
con valores mayores a 108 UFC/mI? que es el rango normal en que se encuentran animales

Sanos.
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Por otro lado Nahuis y Enciso, (2018) hacen referencia a las plantas medicinales como
un recurso de gran importancia como ingrediente alternativo para dar solucion y mejoras
en la salud. Los mismos mencionan que en la actualidad, las plantas medicinales, por sus
biodiversidades y riquezas en metabolitos secundarios, nos ofrecen una fuente interesante
de posibles sustancias activas que actlan en contra de muchas bacterias; por ello, en los
Gltimos afios, ha ido incrementado el interés en la buscar y encontrar distintas especies
vegetales que tengan efectos benéficos; asi mismo estos investigadores realizaron un
trabajo con el Zingiber officinale (kion), en el cual encontraron que este producto tiene
diferentes efectos positivos para la salud como por ejemplo, actia como agente
antibacteriano, efectos terapéuticos que se han dado a conocer gracias a los estudios e
investigaciones que se realizan en el campo quimico farmacéutico, asi como también en
distintas areas de la salud; en la misma investigacion descubrieron que al aplicar
diferentes concentraciones de extracto etanolico del Zingiber officinale “kion” a 25%,
50% y 100% en bacterias, dieron resultados de crecimiento de halo de inhibicion de 10
mm, 6 mm y 6 mm respectivamente, dichas concentraciones fueron comparados con
controles de Gentamicina 10 ug y etanol, llegando a la conclusion que el extracto
etandlico del Zingiber officinale “kion” a concentracion del 25% presenta efecto

antibacteriano en cepas de Escherichia coli.

Segun Cafiigueral, como se cito en Zozoranga, (2014), el jengibre es una planta medicinal
que contiene un 4-7,5% de oleorresina, en la que destacan el aceite esencial y las
sustancias picantes: El aceite esencial (1,5-3% de la droga) tiene una composicion
variable segun la procedencia. Los principales componentes son sesquiterpenos, como o.-
zingibereno, ar-curcumeno, [-bisaboleno, [-bisabolona, (EE)- a-farneseno y G-
sesquifelandreno, y monoterpenos, como alcanfor, 3-felendreno, geranial, neral y linalol.
Las sustancias picantes se trata de fenilalcanonas o fenilalcanonoles no volatiles con
cadenas de diferentes longitudes, siendo los mas importantes el [6]-gingerol y el [6]-
sogaol. También el rizoma de jengibre contiene diarilheptanoides: difenilheptenonas,
difenilheptanonoles, difenilheptanodioles y sus acetatos; otros componentes de
importancia son el almidén (aproximadamente un 50%), diterpenos, acido 6-

gingesulfonico y monoacil digalactosil gliceroles.

Rengifo, (2018) en su investigacion titulada efecto bactericida del aceite esencial de la raiz
del Zingiber officinale roscoe sobre Escherichia coli ATCC 25922 comparada con

ciprofloxacino, estudio in vitro, encontrd que las concentraciones del aceite esencial de
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Zingiber officinale roscoe “jengibre” al 25% y 50% no fueron eficaces, mostrando menor
efecto bactericida sobre Escherichia coli ATCC 25922, con halos de inhibicion de 13,6
mm y 4,9 mm respectivamente.

Observando la incidencia y problemas que presentan estas bacterias en las explotaciones,
se propuso realizar ésta investigacion con la finalidad antes mencionada y tener
informacion para dar otras soluciones para erradicar o prevenir las diferentes
enfermedades causadas por dichas bacterias, la causa también se dio a que no existen
investigaciones suficientes sobre la utilizacion del extracto de kion (Zingiber officinale)
utilizado como producto antibacteriano frente a la Escherichia coli y Salmonella
typhimurium en la produccién porcina, ya que en gran mayoria de las investigaciones con
este producto se han realizado en humanos.

Por otro lado se considero la accesibilidad de los productores porcicolas al producto del
Zingiber officinale “kion”, y se observé que dicho producto se puede obtener con gran
facilidad en los diversos mercados de la ciudad, asi mismo se puede considerar la
produccion a pequefia escala de este producto por cada productor como planta medicinal
ya que este producto cuenta con diferentes propiedades para la salud.

En la presente investigacion se traté con la siguiente hipétesis: El extracto de kion
(Zingiber officinale) tendra un efecto antibacteriano in vitro considerable en Escherichia
coli y Salmonella typhimurium en cerdos, cuyo objetivo principal fue evaluar el efecto
del extracto de kion (EK) en el control in vitro de Escherichia coli y Salmonella
typhimurium en cerdos, Chachapoyas - Amazonas.
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Il. MATERIAL Y METODOS

2.1. Localizacion

El trabajo de investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas

y Parasitarias de Animales Domésticos (PROSAN) perteneciente a la Facultad de

Ingenieria Zootecnista y Biotecnologia de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de

Mendoza de Amazonas, la cual se encuentra en la provincia y distrito de Chachapoyas,

dicha institucion se encuentra ubicada a 6°13°57” sur y 77°51°11” norte a una altitud de

2334 msnm, a una temperatura anual promedio de 17°C, humedad relativa de 74% y una

precipitacion anual de 811 mm.

2.2. Cepas bacterianas

Segun el Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos (2018), una

cepa bacteriana es un conjunto de bacterias con igualdad en términos de sus caracteristicas

bioldgicas, es decir, bacterias de la misma especie que comparten ciertas caracteristicas
gue no se encuentran en otros miembros de la especie, se llaman cepas o colonias
bacterianas.

Las cepas bacterianas que se utilizd en la presente investigacion sobre la actividad

antibacteriana fueron adquiridas de las heces de los cerdos en etapa de crecimiento (de

30 a 90 dias de vida) que presentaron sintomas de las enfermedades causadas por las

bacterias Escherichia coli y salmonella typhimurium de la granja del sefior Leonardo

Mendoza ubicado en el km 4.05 de la carretera Chachapoyas — distrito de Huancas

tomando como punto de referencia a la plaza de armas del distrito de Chachapoyas y a

1.1 km del borde de la carretera mencionada (anexo, figura 6).

2.3. Recoleccion de muestras de heces de cerdos
Las muestras de heces son la principal materia de la cual se obtiene cepas bacterianas

de las que se desea evaluar, para la siguiente investigacion se procedié a la recoleccién

de las muestras de heces de la siguiente manera:

- Serealizo la identificacion de los cerdos que presenten los sintomas de salmonelosis
y colibacilosis en la granja.

- Después de la identificacion se realizo el seguimiento de estos animales y al observar
la defecacion de los cerdos, con la ayuda de una espatula estéril se procedid a recoger
las heces directamente del recto del cerdo, y luego se colocd en 6 envases de vidrio
estériles, ocupando 250 g de heces aproximadamente en cada envase.

- Dichas muestras obtenidas transportamos a laboratorio a temperatura ambiente.
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2.4. Preparacion de medios de cultivo

El modo de preparacion se realizo de acuerdo a lo indicado en los envases de cado uno

de los productos (agares y medios diferenciales), Britania Lab. (2015) y con las

indicaciones del personal experto en microbiologia que labora en el laboratorio de
PROSAN.

Previo a la preparacion de los medios de cultivo se procede a esterilizar todos los

materiales (frascos de vidrio, placas y tubos) a una temperatura de 100°C por un tiempo

de 1 hora. Dichos materiales se esterilizan envolviendo en papel para mejorar los

resultados de esterilizacién.

En primer lugar se realizo el pesaje de cada producto de agar y medio diferencial a
preparar (anexo, figura 8 izquierda).
En un frasco de vidrio de 500 ml se puso la cantidad de agua destilada que se necesitd
preparar con cada agar y medio diferencial.
A cada frasco con la cantidad necesaria de agua destilada se agreg6 un contenido de
agar y/o medio diferencial que pesamos en el primer paso. Es decir cada cantidad
diferente pesada de cada uno de los agares se le agreg6 a un frasco de agua destilada
diferente.
Se homogeneiz6 y se disolvio calentando en un mechero y agitando suavemente
(anexo, figura 8 derecha).
En el caso del agua peptonada, se distribuyd en 7 pequefios frascos esterilizados, en
cada frasco se distribuy6 50 ml.
Los demas agregares ya diluidos en los frascos grandes, juntamente con los 7 frascos
pequefios de agua peptonada, se llevo a autoclave por un tiempo de 1 hora a una
temperatura de 121°C.
Una vez cumplido el tiempo en autoclave, se lleva a cabina de seguridad juntamente
con las placas Petri y tubos de ensayo para su respectivo llenado.
Para los agares MacConkey, EMB y Miuller Hinton se realiz6 su distribucion en
placas Petri agregando 25 ml en cada placa (anexo, figura 9).
Para los medios diferenciales CITRATO DE SIMMONS, LIA, TSIy SIM se realiz6
sus distribuciones en pequerios tubos agregando 6.6 ml en cada uno, los tres primeros
medios diferenciales se hizo el llenado y se inclind el tubo para obtener una
solidificacion del medio de forma inclinada y el ultimo medio (SIM) se hizo el
llenado y se mantuvo el tubo recto para que su solidificacion sea nivelado (anexo,
figura 9).
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- En el caso de la preparacién del agar SS, primero se llen6 el agua destilada con la
cantidad de agar que se necesito preparar en un frasco de vidrio, luego se llevé a
autoclave por un tiempo de 1 hora a una temperatura de 121°C, retiramos del
autoclave y se agrego la cantidad de agar pesado (primer paso) al frasco con agua
destilada autoclavado y se disolvié agitando y calentando en un mechero para evitar
el enfriamiento.

- Diluido por completo, sin presencia de pequefias particulas se procedid a distribuir
en placas Petri, colocando 50 ml en cada placa.

- Todos los agares y medios diferenciales preparados y distribuidos en placas Petri y
tubos se llevé a su conservacion en refrigeracion para luego utilizar en el momento

adecuado de la investigacion.

2.5. Siembra de las bacterias en medios de cultivo

Todos los demas procesos se realizaron apoyandonos en los pasos descritos por Cruz et
al., (2010), y con el apoyo del personal experto en microbiologia que labora en el
laboratorio de PROSAN.

2.5.1. Enriquecimiento de muestras

Con la finalidad de aumentar el nimero de bacterias de una cierta cantidad de

muestras de heces, se realiz6 el procedimiento de enriquecimiento de muestras de

heces de cerdo colocando en la cabina de seguridad las muestras de heces, los frascos
de agua peptonada preparada y todos los materiales necesarios para dicho
procedimiento, se hizo siguiendo los pasos:

- Con laayuda de una pinza, se extrajo 250 gramos de cada frasco las heces de las
muestras de diferentes dias de edad de los cerdos, asi como también de diferentes
corrales de la granja.

- Se sumergid dicha cantidad en los frascos de agua peptonada o caldo peptonado,
cuyos frascos se encontraron etiquetados para cada una de las muestras.

- Una vez sumergidos, se pasé a homogeneizar bien para enriquecer mejor las
muestras (anexo, figura 10).

- Luego se llevo a la estufa a incubar por un tiempo de 18 a 24 horas a una
temperatura de 37°C.
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2.5.2. Siembra de bacterias en medios de cultivo: Agar MacConkey y agar

Salmonella Shiguella

Pasado ya el proceso de enriquecimiento de muestras, se realiz6 la siembra en los

agares MacConkey (MC) y Salmonella Shiguella (SS) para obtener colonias de

bacterias; en el agar MC se obtuvo diferentes bacterias y en el agar SS se obtuvo la

bacteria Salmonella. Este proceso se realizo de la siguiente manera:

Colocamos los materiales a necesitar para la siembra en la cabina de seguridad
y se coloca luz ultravioleta (UV) por un tiempo aproximado de 5 minutos, luego
se colocd las muestras enriquecidas en caldo peptonado y las placas con agar
MC y SS en dicha cabina de seguridad.

Con un plumon indeleble se realizo el etiquetado correspondiente en cada placa
de agar MC y SS con cada una de las muestras.

Encendemos un mechero en la cabina y esterilizamos el asa bacteriologica en
aro hasta formar un rojo vivo en el asa.

Se dej6 enfriar el asa para evitar la muerte de las bacterias al obtener la muestra,
seguidamente se procedio a introducir el asa en el primer frasco de muestra de
heces enriquecida por varias veces, eliminamos la burbuja que se forma y se
procedid a realizar la siembra en forma de zigzag o conocido por el método de
estrias en las placas con agar MC y SS. De la misma manera se procede a la
siembra con cada una de las muestras enriquecidas y en cada placa de ambos
agares ya mencionados, para cada muestra y cada placa de agar diferente se
realizo la esterilizacion debida del asa bacterioldgica (anexo, figura 11).

Luego se llevo a la incubacion de las placas sembradas en una estufa a una
temperatura de 37°C por un tiempo de 18 a 24 horas.

Finalmente pasado la incubacién se procedid a la identificacion de la bacteria
Salmonella en el agar SS (anexo, figura 12 izquierda) y el crecimiento de
bacterias en agar MacConkey (anexo, figura 12 derecha), luego para la
identificacion de Escherichia coli se siguio la siembra en el medio de cultivo

especifico de agar EMB.
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2.5.3. Siembra de bacterias en medio de cultivo agar EMB

El siguiente proceso se realiza para identificar a la bacteria Escherichia coli ya que

el agar EMB es un medio especifico para dicha bacteria, por lo tanto a partir de la

siembra en agar MC pasado las horas de incubacion en dicho agar se realizo la

siembra en el agar EMB de la siguiente manera:

Colocamos todos los materiales necesarios para dicho proceso en la cabina de
seguridad y se puso luz ultravioleta por 5 minutos.

Una vez pasado los 5 minutos colocamos en la cabina la placa con agar EMB y
la placa sembrada e incubada en agar MC.

Luego se observo bien las colonias de bacterias formadas en la placa de agar
MC, se selecciond una colonia de color rojo y otra de color blanco.

De las colonias seleccionadas se procedié a tomar la colonia de color rojo con
un asa bacterioldgica en aro esterilizada al rojo vivo con un mechero, se dejo6
enfriar para evitar la muerte de bacterias al tomar la colonia y se realiz6 la
siembra por el método de estrias o en zigzag en la placa con agar especifico de
EMB.

Se volvié a esterilizar el asa bacterioldgica y de la misma manera se realizé la
siembra con la colonia de color blanco seleccionada en una placa con agar
especifico de EMB, para poder determinar cual de las colonias seleccionadas
con bacterias de Escherichia coli.

Finalmente se llevo a incubar las placas con agar EMB sembradas en una estufa
a 37°C de temperatura por 18 a 24 horas. Pasado las horas de incubacion se hizo
la identificacion de la bacteria, un color verde brillante nos confirmo la presencia

de la bacteria en interés (anexo, figura 14).

2.5.4. Siembra de bacterias en medios diferenciales para la identificacion de las

bacterias

Se realizé esta siembra en medios diferenciales para determinar si las bacterias en

interés corresponden a Escherichia coli y Salmonella typhimurium. Este proceso se

hizo siguiendo los pasos:

Se colocd todos los materiales correspondientes para éste proceso en la cabina
de seguridad y se puso 5 minutos de luz ultravioleta con el motivo de desinfectar

dichos materiales.
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Luego colocamos las placas de agar MC y SS con las colonias de bacterias
formadas y los tubos con medios diferenciales en dicha cabina de seguridad.
Esterilizamos en el mechero el asa bacteriolégica en punta a color rojo vivo y
dejamos enfriar, mientras que de la placa con agar MC con las colonias de
bacterias, se seleccion6 dos colonias una de color rojo y otra de color blanco, de
las cuales se tom0 una muestra de la colonia de color rojo de la placa y se
procedio a sembrar en 4 tubos con un medio diferencial cada uno de la siguiente
manera:

LIA: Se profundiz6 el asa hasta el fondo del agar, se retiré a la parte superficial
y se hizo movimientos en zigzag por la superficie del agar.

CITRATO DE SIMMONS: Se realiz6 la siembra solo en la parte superficial del
tubo en forma de zigzag.

SIM: Se realiz6 una punzada hasta el fondo del agar y se retir0 el asa.

TSI: Se profundizd el asa hasta el fondo del agar, se retir6 a la parte superficial
y se hizo movimientos en zigzag por la superficie del agar.

Cabe resaltar que para cada siembra en cada uno de los 4 tubos se realiz6 la
esterilizacion del asa bacterioldgica y la muestra para la siembra en cada tubo se
tomo de la misma colonia de color rojo de la cual se extrajo la muestra para la
primera siembra en el primer tubo.

Luego se hizo la siembra con la colonia seleccionada de color blanco del mismo
agar MC y se ejecuto los mismos pasos, con cada uno de otros 4 tubos de medios
diferenciales. De ésta siembra se obtuvo la identificacion para la bacteria de
Escherichia coli.

Para el caso de identificacion de la bacteria Salmonella typhimurium en los
medios diferenciales se procedio a realizar la siembra con el mismo método para
Escherichia coli. Al igual se selecciond una colonia roja y una colonia blanca
del agar SS y se sembr6 con cada colonia en 4 tubos contenidos los medios
diferenciales.

Finalmente se obtuvo la siembra en 16 tubos, de los cuales 8 para la
identificacién de Escherichia coli y 8 para Salmonella typhimurium, éstos tubos
con los medios diferenciales sembrados con las colonias seleccionadas se llevo
a incubacion en una estufa a 37°C por un tiempo de 18 a 24 horas para luego

realizar la lectura de identificacion de bacterias. (anexo, figura 13).
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2.5.5. Lectura de la identificaciobn bioquimica de bacterias en medios
diferenciales

Este es el paso dénde a través de las pruebas bioquimicas se descarta el tipo de
bacterias obtenidas en nuestros cultivos, de tal manera se realiz6 la lectura de
identificacion de dichas pruebas con la ayuda de un manual de microbiologia basica
proporcionada por el personal que labora en el laboratorio de PROSAN, lugar donde
se ejecuto la investigacion, en la lectura logramos obtener los siguientes resultados:

e Para Escherichia coli:

- Reaccién bioguimica en SIM: H2S (+) e Indol (+)

- Reaccién bioguimica en SIMMONS: Citrato (-)

- Reaccidén bioquimica en LIA: Lisina descarboxilasa (-) y H2S (-)

- Reaccidn bioquimica en TSI: Lactosa (+), Sacarosa (+), Glucosa (+) y H2S (+)
e Para Salmonella typhimurium:

- Reaccién bioquimica en SIM: H2S (-) e Indol (-)

- Reaccién bioguimica en SIMMONS: Citrato (-)

- Reaccidn bioquimica en LIA: Lisina descarboxilasa (+) y H2S (+)

- Reaccidn bioquimica en TSI: Lactosa (+), Sacarosa (-), Glucosa (-) y H2S (+)
Para verificar los resultados véase en anexos la figura 15 (fotos de la investigacion
para Escherichia coli izquierda y para Salmonella typhimurium derecha) y las figuras
16, 17, 18 y 19 (recortes del manual con la que nos regimos para la lectura de la

identificacion bioguimica de las bacterias cultivadas).

2.6. Identificacion de bacterias con tincién Gram

Para determinar la pureza de los cultivos, asi mismo para identificar a las bacterias

requeridas por la investigacion se realiz6 la prueba de tincion o coloracién Gram, para

ello se siguid los siguientes pasos explicando a criterio personal, y siguiendo los procesos

descritos por Torres, (1996) en su manual practico de bacteriologia médica.

En una lamina se coloc6 una gota de agua destilada, con la ayuda de un asa
bacterioldgica esterilizada a través de un mechero se enfria en el mismo agar del
cultivo para evitar la muerte de las bacterias por el calor del asa.

Se toma una bacteria de la siembra y se procede a realizar una suspensién sobre la
gota de agua destilada en la lamina.

Luego se realizé la fijacion al calor en el mechero.

En un soporte de coloracion se coloca la lamina y se agrega cristal violeta dejando

reposar por 1 minuto, pasado en minuto se lava a agua corriente y se agrega el
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mordiente o lugol por 1 minuto el cual sirve para fijar el colorante, lavar en agua
corriente y se vuelve a agregar el decolorante Gram por 1 minuto, realizar el mismo
procedimiento lavando y agregando safranina por 1 minuto y luego lavar.

- Finalmente una vez realizado el procedimiento con los 4 reactivos, procedemos a
agregar 1 gota de aceite de inmersion y se lleva a microscopio a observar o identificar

con el lente de inmersién a las bacterias de interés.

2.7. Obtencion de los discos de sensibilidad

Para evaluar el efecto antibacteriano se opta por elaborar discos de sensibilidad el cual

nos permitira identificar el crecimiento del halo, estos discos fueron elaborados de papel

filtro de la siguiente manera:

- Setomo el papel filtro y se procedid a cortar en forma circular con un didmetro de 6
mm con una perforadora de escritorio.

- Luego se colocé en un vaso de precipitacion para llevar a esterilizar en incubadora a
150 °C por un tiempo de 1 hora.

2.8. Procedencia y obtencion del extracto de kion

Para evaluar el efecto antibacteriano del kion se hizo un extracto, el producto o materia

prima fue procedente de la ciudad de Chiclayo, cuyo procedimiento se realiz6 de la

siguiente manera:

- El kion fue obtenido en el mercado local mayorista de la ciudad de Chachapoyas
ubicado a la salida al distrito de Jazan — Pedro Ruiz Gallo.

- Una vez obtenido se dio lugar al transporte al laboratorio de PROSAN de la
UNTRM-A donde se realizd la investigacion.

- En el laboratorio de PROSAN se procedi6 al lavado, pesado de 500 gramos y al
pelado del producto (kion).

- Luego se realiz6 la extraccion del jugo de kion usando una extractora de uso
domeéstico.

- Recibido el extracto de kion en un vaso precipitado esterilizado se realizo un filtrado
con papel filtro para obtener el extracto de kion con mayor pureza evitando el paso
de pequefias particulas que forman parte de la raiz del producto.

- Finalmente se procedi6 a la preparacion de los tratamientos respectivos a evaluar.

2.9. Preparacion de los tratamientos

En la cabina de seguridad se coloca todos los materiales a utilizar y se desinfecta

colocando luz ultravioleta por 3 a 5 minutos, luego colocamos nuestros insumos y
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trabajamos en la preparacion de los tratamientos. En ésta investigacién como insumos se
utilizo extracto de kion (Zingiber officinale) y agua destilada esterilizada.
Con la ayuda de una pipeta se procede a medir los insumos con las siguientes
cantidades:
- TO0 (0% EK) : 25 ml de agua destilada
- T1(10% EK) : 22,5 ml de agua destilada + 2,5 ml de extracto de kion
- T2 (20% EK) : 20 ml de agua destilada + 5 ml de extracto de kion
- T3 (30% EK) : 17,5 ml de agua destilada + 7,5 ml de extracto de kion
- T4 (40% EK) : 15 ml de agua destilada + 10 ml de extracto de kion
- T5(50% EK) : 12,5 ml de agua destilada + 12,5 ml de extracto de kion
- T6(60% EK) : 10 ml de agua destilada + 15 ml de extracto de kion

Una vez colocados las cantidades en los frascos respectivos a cada tratamiento se
procede a homogeneizar las cantidades a través de movimientos circulares suaves.
(anexo, figura 20).

2.10. Evaluacion del efecto antibacteriano del extracto de kion

El proceso para esta etapa se realiz6 teniendo en cuenta a Cruz et al., (2010) y con las
indicaciones previas de un personal biélogo que asistio de apoyo.

Para la evaluacion se necesitd materiales estériles por lo que se coloco todos los
materiales a utilizar para la siembra y evaluacién de efecto antibacteriano del kion en una
estufa para esterilizar a una temperatura de 150°C por un tiempo de 1 hora.

2.10.1. Evaluacion del efecto antibacteriano del extracto de kion frente a

Escherichia coli

- Se empez0 el procedimiento colocando los materiales e insumos en la cabina de
seguridad.

- Luego para hacer la siembra y evaluar el efecto antibacteriano del extracto de
kion se realizd una suspensién con la bacteria de Escherichia coli colocando 1
ml de agua destilada esterilizada en un tubo de ensayo.

- En el mechero se esteriliz6 un asa bacterioldgica en aro a rojo vivo, se enfrié y
se cogid una cantidad de bacterias de Escherichia coli del agar EMB y se agregd
al tubo que contenia el agua destilada esterilizada, luego se homogeneiz6 bien
con el asa bacteriolégica y obtuvimos nuestra suspension bacteriana de

Escherichia coli (anexo, figura 21).
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En el tubo con la suspension bacteriana se introdujo un hisopo con el que
también homogeneizamos para obtener una buena muestra y dicho hisopo
escurrimos bien en las paredes del tubo.

Una vez escurrido, sembramos con el hisopo inclinado en las placas contenidas
con agar Muller Hinton en todas las direcciones realizando una vuelta entera a
los bordes del interior de la placa para obtener un crecimiento de la bacteria en
toda la superficie del agar y tapamos la placa (anexo, figura 22).

Con el mismo hisopo para cada siembra en cada una de las placas con agar
Miiller Hinton se introdujo en el tubo con la suspension bacteriana, se escurrié
bieny se realizo la siembra con los mismos pasos. Obtuvimos 7 placas con agar
Miller Hinton sembradas con bacterias de Escherichia coli para realizar la
evaluacion de los 7 tratamientos respectivos.

Con un plumén indeleble y una regla se dividié cada una de las 7 placas
sembradas en 4 partes iguales, las cuales se rotul6 el nombre de la bacteria, tipo
de tratamiento y numero de repeticiones, éste Ultimo en cada uno de los
cuadrantes.

> Insercion de los discos de sensibilidad

En la cabina de seguridad, en el frasco de cada tratamiento, con la ayuda de una
pinza se introdujo un disco de sensibilidad, el cual se humedecio en el primer
tratamiento que fue el To: que solo contenia agua destilada esterilizada, se extrajo
del frasco y se colocé en la primera placa y en el primer cuadrante (anexo, figura
23).

De la misma forma se realiz6 la insercion de todos los discos del primer
tratamiento, los cuales fueron 4 discos, 1 disco para cada repeticion.

Para las demaés inserciones de los discos de sensibilidad se hizo el mismo
procedimiento y con su respectivo tratamiento.

Una vez terminada la insercion de dichos discos a cada una de las 7 placas con
su tratamiento correspondiente, se llevo a incubacion en una estufa a una
temperatura de 37°C por un tiempo de 18 a 24 horas (anexo, figura 24).

Pasado el tiempo de incubacion, se realiz6 la respectiva lectura del efecto
antibacteriano del extracto de kion en sus 7 diferentes porcentajes de

concentracion (anexo, figura 25).
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2.10.2. Evaluacion del efecto antibacteriano del extracto de kion frente a
Salmonella typhimurium

- Se empez0 el procedimiento colocando los materiales e insumos en la cabina de
seguridad.

- Luego para hacer la siembra y evaluar el efecto antibacteriano del extracto de
kion se realizO una suspension con la bacteria de Salmonella typhimurium
colocando 1 ml de agua destilada esterilizada en un tubo de ensayo.

- En el mechero se esteriliz6 un asa bacteriolégica en aro a rojo vivo, se enfrié y
se cogio una cantidad de bacterias de Salmonella typhimurium del agar SS 'y se
agrego al tubo que contenia el agua destilada esterilizada, luego se homogeneiz6
bien con el asa bacterioldgica y obtuvimos nuestra suspension bacteriana de
Salmonella typhimurium (anexo, figura 21).

- En el tubo con la suspension bacteriana se introdujo un hisopo con el que
también homogeneizamos para obtener una buena muestra y dicho hisopo
escurrimos bien en las paredes del tubo.

- Una vez escurrido, sembramos con el hisopo inclinado en las placas contenidas
con agar Miiller Hinton en todas las direcciones realizando una vuelta entera a
los bordes del interior de la placa para obtener un crecimiento de la bacteria en
toda la superficie del agar y tapamos la placa (anexo, figura 22).

- Con el mismo hisopo para cada siembra en cada una de las placas con agar
Muller Hinton se introdujo en el tubo con la suspension bacteriana, se escurrio
bien y se realizo la siembra con los mismos pasos. Obtuvimos 7 placas con agar
Miiller Hinton sembradas con bacterias de Salmonella typhimurium para realizar
la evaluacién de los 7 tratamientos respectivos.

- Con un plumén indeleble y una regla se dividié cada una de las 7 placas
sembradas en 4 partes iguales, las cuales se rotul6 el nombre de la bacteria, tipo
de tratamiento y namero de repeticiones, éste Gltimo en cada uno de los
cuadrantes.
> Insercion de los discos de sensibilidad

- Enlacabina de seguridad, en el frasco de cada tratamiento, con la ayuda de una
pinza se introdujo un disco de sensibilidad, el cual se humedeci6 en el primer
tratamiento que fue el To: que solo contenia agua destilada esterilizada, se extrajo
del frasco y se colocé en la primera placa y en el primer cuadrante (anexo, figura
23).
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- De la misma forma se realizd la insercion de todos los discos del primer
tratamiento, los cuales fueron 4 discos, 1 disco para cada repeticion.

- Para las demas inserciones de los discos de sensibilidad se hizo el mismo
procedimiento y con su respectivo tratamiento.

- Una vez terminada la insercion de dichos discos a cada una de las 7 placas con
su tratamiento correspondiente, se llevo a incubacion en una estufa a una
temperatura de 37°C por un tiempo de 18 a 24 horas (anexo, figura 24).

- Pasado el tiempo de incubacion, se realizé la respectiva lectura del efecto
antibacteriano del extracto de kion en sus 7 diferentes porcentajes de
concentracion (anexo, figura 26).

2.11. Disefio experimental

Esta investigacion se realizé con 6 tratamientos y un grupo testigo, cada una con 4
repeticiones (figura 1), las cuales fueron planteados en un disefio completo al azar (DCA).
Cada uno de los tratamientos se colocé en una placa Petri, en donde se dividio las placas
en cuadrantes para obtener las 4 repeticiones para cada tratamiento (figura 1), para
facilitar la evaluacion correspondiente.

En el proceso de ejecucion se tuvo en cuenta programar la temperatura y tiempo

adecuado para su incubacién y luego proceder a la lectura de placas.

R3 R4 Leyenda:

@ Discos de
sensibilidad

. . R1,

R2, Repeticion
R3y 1,2,3y4
R4

Halo

. . Area ocupada

por bacterias

R1 R2

Figura 1. Esquema de la evaluacion del efecto antibacteriano del extracto de kion.

En la figura 1 se observa la distribucion de las repeticiones por tratamiento en cada placa,
es decir una placa representa un tratamiento en donde cada cuadrante que se muestra
representa una repeticion de dicho tratamiento, observamos también que el area coloreada
de verde es el area ocupada por las bacterias, el area de color blanco representa el tamafio

del halo y el area de color azul representa a los discos de sensibilidad hechos de papel
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filtro. La evaluacién del efecto antibacteriano del kion (Zingiber officinale) se realizé
efectuando la medicidon del area coloreada de blanco que es el crecimiento del halo por el
efecto antibacteriano del extracto de kion sobre las bacterias investigadas.

2.12.  Anélisis de datos

Los datos obtenidos en la siguiente investigacion fueron procesados en el analisis de
varianza, dénde también se analizaron con la prueba de Tukey con un nivel de

significancia del 0.05 para determinar las diferencias entre tratamientos.
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I11. RESULTADOS

3.1. Identificacion de bacterias Escherichia coli y Salmonella typhimurium con
tincion Gram

En las figuras 2 y 3 se muestran imagenes de las bacterias en estudio, observadas

microscopicamente a través del proceso de tincion Gram, de éstas se observa bacterias

Gram negativas de forma bacilar tefiidas de color rosado caracteristicas especificas de las

bacterias Gram negativas de Escherichia coli a la izquierda y de Samonella typhimurium

a la derecha.

8/ 4\?*
\\‘3: (8
Figura WAL

Figura 2. Escherichia coli observada Salmonella  typhimurium  observada

3.2. Efecto antibacteriano del extracto de kion frente a Escherichia coli

6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0

TO:0% T1:10% T2:20% T3:30% T4:40% T5:50% T6:60%
Tratamientos

Promedio del tamafio del halo (mm)
[l N w S (62 » ~
© o o o o o o

o
o

Figura 4. Crecimiento del halo de inhibicién en mm frente a Escherichia coli.
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Como se puede observar en la figura 4, el promedio del tamafio del halo de inhibicion en
todos los tratamientos evaluados es de 6 mm, lo que demuestra que en la presente
investigacion el efecto antibacteriano del extracto de kion frente a Escherichia coli es
nulo ya que no hubo ningun crecimiento de halo, por lo que significa que los 6 mm es el

tamano del disco de sensibilidad.

3.3. Efecto antibacteriano del extracto de kion frente a Salmonella typhimurium

6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0

T0:0% T1:10% T2:20% T3:30% T4:40% T5:50% T6:60%
Tratamientos

Promedio del tamafio del halo (mm)
o T A L -
o o o o o o o

©
o

Figura 5. Crecimiento del halo de inhibicion en mm frente a Salmonella typhimurium.

Como se puede observar en la figura 5, el promedio del tamafio del halo de inhibicién en
todos los tratamientos evaluados es de 6 mm, lo que demuestra que en la presente
investigacion el efecto antibacteriano del extracto de kion frente a Salmonella
typhimurium es nulo ya que no hubo ningun crecimiento de halo, por lo que significa que
los 6 mm es el tamafio del disco de sensibilidad.
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IV. DISCUSION

Se realizo la evaluacion microscépica a través de la tincion Gram de las bacterias
Escherichia coli y Salmonella typhimurium para lo que se observé la morfologia celular
y coloracion con la que se muestran estas bacterias en un microscopio, obteniéndose para
Escherichia coli una forma bacilar alargada y de color rosado, asi como para la
Salmonella typhimurium se observa forma bacilar mas pequefia que la Escherichia coli
pero de color rosado; resultados similares o iguales segun estudio de Romeu (2012) que
ha identificado Escherichia coli de forma bacilar y color rosado; lo mismo para
Salmonella typhimurium, Quiles y Hevia (2006) observan a esta bacteria con la forma
bacilar y color rosado.
De acuerdo a los resultados obtenidos en la investigacion se observa que el extracto de
kion (Zingiber officinale) no muestra ningun efecto antibacteriano frente a las bacterias
de Escherichia coli y Salmonella typhimurium de los cerdos, ya que en los resultados de
crecimiento del halo de inhibicién se obtiene 6 mm en todos los tratamientos, los que son
el tamafio de los discos de sensibilidad; para comprender Bernal y Guzman, (1984) nos
explican que la toma de medidas de los halos de inhibicion se realiza incluyendo los 6
mm del disco de sensibilidad, lo que significa que una lectura de 6 mm indica que no hay
zona de inhibicion. Por lo tanto a base de esta definicion, en esta investigacion concluimos
que el extracto de kion no muestra ningin efecto antibacteriano frente a las bacterias
evaluadas.
La investigacion realizada presentd resultados similares a los de Nahuis y Enciso, (2018)
en los que evaluaron el efecto antibacteriano aplicando tres niveles de concentracion del
extracto etanolico del Zingiber officinale “kion”, dichos niveles fueron de 25 %, 50 % y
100 %, cuyos resultados mostraron un halo de inhibicién de 10 mm, 6 mm y 6 mm
respectivamente, comparados con controles de Gentamicina 10 pg y etanol, llegando a la
conclusion que el extracto etandlico del Zingiber officinale “kion” a concentracion del
25% tiene un efecto antibacteriano en cepas de Escherichia coli, ante estos resultados
podemos afirmar que nuestra investigacion mostrd resultados iguales pero con aplicacion
de concentraciones de extracto de kion diferentes y exceptuando el resultado de la
concentracion del 25 %.
Los datos de todos los tratamientos realizados presentan un tamario nulo de crecimiento
de halo de inhibicion con el uso del extracto de kion, los que nos demuestran ser inferiores
a los reportados por Rengifo, (2018) en su investigacion, en la cual obtuvo resultados de

(21,9 £ 1,9 mm) al 100% y (18,5 £ 1,1 mm) al 75% al usar aceite esencial de la raiz
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Zingiber officinale roscoe “jengibre o kion”, ante los resultados, consideraron que
Escherichia coli es sensible a este agente al 75% y 100%, segun lo establecido por el
estandar M60 del instituto de estandares clinicos y de laboratorio CLSI (>15 mm).

Asi mismo Rengifo, cita a Ayala y a Sharma donde muestran los resultados de sus
investigaciones siendo en estas un crecimiento promedio del diametro del halo de
inhibicidn de 11,5 mm para bacterias Gram negativas y 17,8+1,2 mm para Escherichia
coli, respectivamente, ambas con la utilizacion de aceite esencial de jengibre al 100%, el
cual sigue siendo bastante superior al de nuestra investigacion.

Observamos también que Rone, et al. (2015) realizaron un estudio en la cual hizo una
comparacion de la actividad antibacteriana de la raiz de Zingiber officinale Roscoe
“jengibre”, en la que utilizo diferentes diluciones de 100%, 50%, 25% y 12,5% como
tintura, consiguiendo el crecimiento promedio del halo de inhibicién de 8 mm para
Escherichia coli y de 10 mm para Salmonella spp, dicho resultado nos muestra que los
resultados de nuestra investigacion es menor aunque las diluciones realizadas para
nuestro estudio fueron similares pero no iguales, difiriendo en los resultados.

De acuerdo a los resultados se puede inferir que el crecimiento nulo del halo de inhibicion
con el uso del extracto de kion se debe a la resistencia bacteriana de las bacterias
estudiadas, asi nos explican FDA, 2013; OMS, 2014 y CDC, 2016 citados por Rios et al.,
(2019) que la resistencia de las cepas de Salmonella esta asociada a enzimas que
modifican los grupos amino o hidroxilo de la molécula del antibiotico lo que impiden la
unidn del antibiotico al ribosoma y por lo tanto bloquean su actividad antibacteriana; asi
mismo se apoyan en el tema de que en la actualidad, los espectros de resistencia de las
cepas MDR (resistencia a mas de tres familias de antibioticos importantes en la clinica
humana) de las serovariedades de Salmonella se han expandido en los ultimos afios, ante
el uso excesivo de antibidticos en animales de produccion y a la transmision de elementos
genéticos entre poblaciones microbianas de los mataderos. Por lo tanto, teniendo en
cuenta los estudios y resultados se observa la necesidad de establecer un monitoreo
continuo en la cadena de suministro y en las granjas para determinar si los antibioticos se
estan usando de manera adecuada en paises como el Peru.

Explicando la resistencia bacteriana ante los antimicrobianos tenemos también el respaldo
de Vargas, como se citd en Gaspar (2018), el que en su estudio ha determinado la
transferencia in vitro de resistencia antibidtica entre miembros comensales y patogénicos
del grupo Enterobacteriaceae en ileo de porcino, demostrando que el material genético

que confiere resistencia es absolutamente transmisible entre cepas de Escherichia coli y
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Salmonella spp., notoriamente los miembros de este grupo de bacterias fueron capaces de
intercambiar genes dentro de la micro flora intestinal del cerdo incrementando el riesgo
de una posible falla en la terapia veterinaria.

Para nuestra investigacion se utilizé la prueba de difusion en agar la que muestra
resultados generalmente cualitativos. Reyes et al.,, (2005) nos explican que la
susceptibilidad del microorganismo en prueba se relaciona con el tamafio de la zona de
inhibicion en milimetros. Los microorganismos se denominan susceptibles cuando el
didmetro de la zona es mayor a 30-35 mm, intermedios cuando el didmetro de la zona
varia entre 20 y 30 mm, o resistentes con una zona cuyo diametro es menor a 15-20 mm.
Por lo expuesto en este parrafo, se define que nuestros resultados no se encuentran en los
rangos establecidos y se puede confirmar que las bacterias estudiadas son resistentes

frente al extracto de kion ya que no muestra crecimiento del halo.
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V. CONCLUSIONES

Se obtuvo la diferenciacion microscépica de las bacterias de Escherichia coli, en la cual
se observa la caracteristica tipica de ésta bacteria Gram negativa de forma bacilar de
coloracion rosada.

Se obtuvo la diferenciacion microscépica de las bacterias de Salmonella typhimurium, en
la cual se observa la caracteristica tipica de ésta bacteria Gram negativa de forma bacilar
de coloracion rosada.

La utilizacion del extracto de kion como efecto antibacteriano frente a Escherichia coli
no es eficaz debido a que no mostré crecimiento del halo de inhibiciéon con ningun
porcentaje de concentracion de dicho extracto en el experimento.

La utilizacion del extracto de kion como efecto antibacteriano frente a Salmonella
typhimurium no es eficaz debido a que no mostré crecimiento del halo de inhibicién con
ningln porcentaje de concentracion de dicho extracto en el experimento.

En esta investigacion podemos afirmar que la Escherichia coli y la Salmonella
typhimurium no son sensibles ante los componentes del extracto de kion, al contrario se
pudo observar la resistencia bacteriana de estos al extracto en sus diferentes
concentraciones (TO 0%: 0 ml., T1 10%: 2.5 ml., T2 20%: 5 ml., T3 30%: 7.5 ml., T4
40%: 10 ml., T5 50%: 12.5 ml., y T6 60%: 15 ml.) los cuales no tienen crecimiento de
halo de inhibicién a las 24 horas de incubacion ya que los promedios nos muestran tan

solo el tamafio del disco de sensibilidad.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones in vivo con el uso de extracto de kion para determinar la
efectividad de éste y comparar con resultados in vitro.

Se recomienda realizar otras investigaciones evaluando efecto antibacteriano de extracto

de kion utilizando otros productos diluyentes para la preparacion de los tratamientos.
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ANEXOS

A. Descripcion de agares y medios diferenciales utilizados.

Tabla 1.Descripcion de los agares utilizados.

NOMBRE DEL AGAR

COMPOSICION

DOSIS DE PREPARACION

CALDO PEPTONADO

Peptona, CINa, agua destilada

25.5 gramos en un litro de agua
desmineralizada

Peptona, lactosa, cloruro de sodio, sales biliares, cristal

50.0 gramos en un litro de agua

biliares, citrato sodico, tiosulfato sddico, citrato férrico, rojo
neutro, verde brillante, agar

MACCONKEY . ; ) .
violeta, rojo neutro desmineralizada
EMB Digerido pancreético de gelatina, lactosa, sacarosa, fosfato 36.0 gramos en un litro de agua
dipotasico, agar, eosina y, azul de metileno desmineralizada
Extracto de carne, hidrolizado pancreatico de caseina,
sS hidrolizado peptico de tejidos animales, lactosa, sales 60.0 gramos en un litro de agua

desmineralizada

MULLER-HINTON (Antibiograma)

Extracto de carne, hidrolizado de caseina, almidon, agar

34.0 gramos en un litro de agua
desmineralizada
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Tabla 2. Descripcion de los medios diferenciales utilizados.

NOMBRE DEL MEDIO
DIFERENCIAL

COMPOSICION

DOSIS DE PREPARACION

TSI (Triple sugar iron)

Extracto de carne, cloruro de sodio, glucosa, lactosa
sacarosa, sulfato de hierro y amonio, tiosulfato de sodio,
rojo de fenol

65.0 gramos en un litro de agua
desmineralizada

LIA (Lysine iron agar)

Peptona, extracto de levadura, glucosa, lisina,citrato de
hierro y amonio, tiosulfato de sodio, purpura de
bromocresol

32.0 gramos en un litro de agua
desmineralizada

CITRATO DE SIMMONS

Citrato de sodio, cloruro de sodio, fosfato dipotasico,
fosfato monoamanico, sulfato de magnesio, azul de
bromotimol

24.28 gramos en un litro de agua
desmineralizada

SIM (Sulfide, indole, motility)

Tripteina, peptona,sulfato de hierro y amonio, tiosulfato de
sodio

30.0 gramos en un litro de agua
desmineralizada
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B. Descripcién de datos obtenidos.
Tabla 3. Resultado de datos obtenidos (crecimiento de halo en mm) para Escherichia

coli.

Tratamientos
Repeticiones  TO: T1: T2: T3: T4: T5: T6:
0% 10% 20% 30% 40% 50%  60%

R1 6 6 6 6 6 6 6
R2 6 6 6 6 6 6 6
R3 6 6 6 6 6 6 6
R4 6 6 6 6 6 6 6
Promedio 6 6 6 6 6 6 6

Tabla 4. Resultado de datos obtenidos (crecimiento de halo en mm) para Salmonella

typhimurium.

Tratamientos
Repeticiones  TO: T1: T2: T3: T4: T5: T6:
0% 10% 20% 30% 40% 50%  60%

R1 6 6 6 6 6 6 6
R2 6 6 6 6 6 6 6
R3 6 6 6 6 6 6 6
R4 6 6 6 6 6 6 6
Promedio 6 6 6 6 6 6 6
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C. Descripcion estadistica de datos

Tabla 5. Estadistica descriptiva para Escherichia coli.

N Media Desviacion Varianza Co?f. -de Minimo Maximo
estandar variacion
TO: 0% 4 6.0000 0.0000 0.0000 0 6 6
T1:10% 4 6.0000 0.0000 0.0000 0 6 6
T2:20% 4 6.0000 0.0000 0.0000 0 6 6
T3:30% 4 6.0000 0.0000 0.0000 0 6 6
T4:40% 4 6.0000 0.0000 0.0000 0 6 6
T5:50% 4 6.0000 0.0000 0.0000 0 6 6
T6:60% 4 6.0000 0.0000 0.0000 0 6 6
Tabla 6. Estadistica descriptiva para Salmonella typhimurium.
N Media Desviacion Varianza Co?f. -de Minimo Maximo
estandar variacion
TO: 0% 4 6.0000 0.0000 0.0000 0 6 6
T1:10% 4 6.0000 0.0000 0.0000 0 6 6
T2:20% 4 6.0000 0.0000 0.0000 0 6 6
T3:30% 4 6.0000 0.0000 0.0000 0 6 6
T4:40% 4 6.0000 0.0000 0.0000 0 6 6
T5:50% 4 6.0000 0.0000 0.0000 0 6 6
T6:60% 4 6.0000 0.0000 0.0000 0 6 6
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D. Panel fotografico

Figura 6. Condicion de los cerdos del que se recolecto las muestras.

Microbiology
SS agar

for the isolation of salmoneliae and shigellae

Figura 7. Presentacion de los agares y medios diferenciales utilizados (izquierda) y

reactivos utilizados para la tincion Gram (derecha).
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preparacion de agar (derecha).

Figura 9. Distribucion de medios diferenciales en tubos de ensayo con tapa y de agares

en placas Petri.
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Figura 10. Enriquecimiento de muestras en agua peptonada (izquierda) y muestras
enriquecidas listas para realizar la siembra en agar MacConkey y agar SS
(derecha).

Figura 11. Siembra de muestras en agar MacConkey y agar SS para identificar el

crecimiento de bacterias.

Figura 12. Resultado del crecimiento de Salmonella ssp en agar SS (izquierda) y de

crecimiento de bacterias en agar MacConkey (derecha).
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Figura 13. Siembra de bacterias extraidas de la placa de agar MacConkey y traspasadas
en agar EMB para identificar Escherichia coli y de la placa de agar SS

sembradas en tubos con medios diferenciales para identificar Salmonella

typhimurium.

s / "

Figura 14. Resultados de identificacion de la bacteria Escherichia coli en agar EMB.
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Figura 15. Resultados de identificacion de la diferenciacion de bacteria de Escherichia
coli (izquierda) y de Salmonella typhimurium (derecha) en medios
diferenciales.

Figura 16. Reacciones bioguimicas en SIM.
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Figura 17. Reacciones bioguimicas en LIA y Citrato de SIMMONS.

Figura 18. Reacciones bioquimicas en TSI.
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Figura 19. Reacciones bioquimicas en TSI, LIA, SIM, CITRATO DE SIMMONS.




Figura 21. Preparacion de la suspension bacteriana de Escherichia coli y Salmonella

typhimurium para realizar la siembra en placas con agar Miller Hinton.
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Figura 22. Siembra de bacterias en placas con agar Miller Hinton para evaluar el efecto

antibacteriano del extracto de kion.

Figura 23. Empapado de los discos de sensibilidad en el contenido del tratamiento
correspondiente y colocacion del mismo en las respectivas placas Petri con
agar Miller Hinton sembradas con las bacterias a evaluar.
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Figura 24. Ubicacion de las placas Petri con sus respectivos discos en una incubadora
para incubar y luego evaluar el efecto antibacteriano del extracto de kion en

sus diferentes porcentajes de concentracion.

Figura 25. Resultado final sobre la evaluacion del efecto antibacteriano del extracto de
kion (concentracion de 40 %: izquierda y concentracion de 60 %: derecha)

frente a Escherichia coli.
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Figura 26. Resultado final sobre la evaluacion del efecto antibacteriano del extracto de
kion (concentracion de 20 %: izquierda y concentraciéon de 60 %: derecha)

frente a Salmonella typhimurium.
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