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Evaluacion de efecto antibacteriano in vitro de la harina de latex de Carica
pubenscens en Escherichia coli y Salmonella typhimurium

In vitro antibacterial effect of Carica pubenscens latex meal on Escherichia coli and
Salmonella typhimurium

Darleny Tenorio Cruz', Reiner Pedro Gabriel Reategui Inga’, Manuel Emilio Reategui Inga’

RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto antibacteriano in vitro del latex de la papaya silvestre
(Carica pubescens) en Escherichia coli 'y Salmonella typhimurium, para esto se colectaron muestras de heces de
cuyes con presencia de diarreas de la granja PROALCUY. Los ensayos fueron realizados en el Laboratorio de
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias de Animales Domésticos de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez
de Mendoza de Amazonas (UNTRM), con tres tratamientos y un grupo testigo, cada una con 4 repeticiones, se
usaron concentraciones de 0, 20, 40 y 60% del latex de papaya silvestre. Los datos obtenidos fueron procesados
por analisis de varianza (Disefio Completamente al Azar) y comparacion de medidas Tukey con un nivel de
significancia del 0,05. El efecto antibacteriano frente a Escherichia coli presento un tamaiio de halo de 6 mm en
todos los tratamientos mientras que en la Salmonella typhimurium 6, 6, 10,75 y 11,25 mm para las concentraciones
0, 20, 40 y 60% de la harina de latex de papaya silvestre, respectivamente, evidenciando que el latex de papaya
silvestre no tiene efecto antibacteriano frente a Salmonella typhimurium'y Escherichia coli.
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ABSTRACT

The objetive of the present investigation was to evaluate the in vitro antibacterial effect of latex from wild papaya
(Carica pubescens ) in Escherichia coli and Salmonella typhimurium , for this we collected samples of guinea pig
feces with the presence of diarrhea from the PROALCUY farm. The tests were carried out in the Laboratory of
Infectiuos and Parasitic Diseases of Domestic Animals of the University Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza
de Amazonas (UNTRM), with three treatmenst and a control group, each with 4 repetitions, were used
concentrations of 0, 20, 40 and 60 % of wild papaya latex. The data obtained were processed by analysis of
varience (Completely Random Design) and comparison of Tukey meausares with a significance leve lof 0,05. The
antibacterial effect against Escherichia coli presented a halo size of 6 mm treatments, while in the Salmonella
typhimurium 6, 6, 10,75 and 11,25 for concetrations 0, 20, 40 and 60 % of the wild papaya latex meal, respectively,
showing that the latex of wild papaya has no antibacterial effect against Sa/monella typhimurium and Escherichia
coli.
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I. INTRODUCCION

La salmonelosis es una enfermedad que se encuentra
mucho en abundantes granjas de crianza de cuyes de
nuestro pais; las consecuencias clinicas ya son
notorias (Chauca L. et al,,1997; Layme A. 2010 y
Chero A. 2015) Su principal via de transmision es
oral, pudiendo se transmitir tambien por la via
intrauterina y la leche (Zuifiiga et al., 2001; Morales
etal.,2007; Mattos et al.,2013).

Lacolibacilosis es una enfermedad que

ataca al tracto digestivo a nivel del intestino delgado;
la bacteria que lo produce es la Escherichia coli en
principal a los animales jovenes y como sintoma
principal el cuy va a estar erizado, con fiebre de 39,6
°C, separado de los demas, inapetente, y puede haber
diarrea profusa si no ha ocurrido la muerte, el
intestino delgado muchas veces se encuentra
distendido o relajado con presencia de liquido
incoloro puede presentar nodulos a lo largo del
intestino (Narvaez, 2003).

Encontrando la alta incidencia y problemas que
presentan estas bacterias en las explotaciones, se
planted llevar a cabo estd investigacion con la
finalidad de tener una informacién para poder dar
otras soluciones para poder suprimir o prevenir las
diferentes enfermedades ocasionadas por dichas
bacterias, el motivo también se did a que no existen
investigaciones suficientes sobre la utilizacidon del
latex de papaya silvestre (Carica pubescens)
utilizado como product antibacteriano ante
Escherichia coli y Salmonella typhimurium en la
produccidon de cuyes, puesto que la mayoria de
investigaciones se realiza en otras especies animales.

En la actual investigacion sea tratado de la siguiente
hipotesis: El latex in vitro de la papaya silvestre
tendra un efecto antibacteriano en Escherichia coli y
Salmonella typhimurium en cuyes, de donde el
objetivo general fue evaluar el efecto antibacteriano
in vitro del latex de la papaya silvestre (LPS) en
Escherichia coliy Salmonella typhimurium.

II. MATERIALES Y METODOS
Localizaciéon

El siguiente trabajo de investigacion se dio a cabo en
el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias de Animales Domésticos perteneciente
al Instituto de Investigacién en Ganaderia y
Biotecnologia — IGBI, de la Universidad Nacional
Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas, la que
se encuentra en la provincia y distrito de
Chachapoyas (Amazonas)

Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas fueron adquiridas de las heces

de los cuyes, de la granja PROALCUY, que presenten
los respectivos sintomas de las enfermedades
(colibacilosis y salmonelosis)

Recoleccion de muestras de heces de cuyes

Fueron identificados animales que presentaban
sintomas de salmonelosis y colibacilosis en la granja.

Luego de dicha identificacion se procedid al
seguimiento de estos animales se selecciond los
galpones H, C, B, G, F, posteriormente se llevo a cabo
un estricto monitoreo de los animales con el fin de
recolectar sus heces directamente del recto, las cuales
fueron depositados en envases estériles de vidrio con
unpesode250g.

Las muestras colectadas fueron selladas y
transportadas en una caja de tecnopor al laboratorio
para su debida evaluacion.

Siembra de las bacterias en medios de cultivos.

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

Enriquecimiento de muestras

Con una pinza, se extrajo 5 gramos de heces de cada
envase con las Omuestras de los diferentes galpones
de cuyes.

Se colocod dicha cantidad en los envases de agua
peptona o caldo peptona y agua de selenito o caldo
selenito, dichos envases se encontraban etiquetados
para cada una de las muestras.

Una vez colocados, se pasod a disolver bien para
enriquecer mejor las muestras.

Al final se llev6 a la estufa a incubar por un tiempo de
18 a24 horas aunatemperaturade 37°C.

Siembra de bacterias en medios de cultivo: Agar
MacConkey y agar Salmonella Shiguella

Colocamos los materiales a necesitar para la siembra
en la cabina de seguridad y se coloca a luz ultravioleta
(UV) por un tiempo aproximado de 10 minutos, en
seguida se colocd las muestras enriquecidas en caldo
peptona, caldo selenito en las placas con agar MCy
SS en dicha cabina de seguridad.

Con la ayuda de un plumén indeleble se hizo el
etiquetado correspondiente en cada placa de agar MC
y SS y una regla se separ6 en dos partes tanto para
caldo peptona y caldo selenito se lo realizo en cada
una de las muestras.

Prendemos el mechero en la cabina y esterilizamos el
asa bacterioldgica en aro hasta formar un rojo vivo en
elasa.

Se deja enfriar el asa para evitar la muerte de las
bacterias al obtener la muestra, después se procedid a
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introducir el asa en el primer envase de muestra de
heces enriquecida por varias veces, eliminamos la
burbuja que se forma y se procedioé a realizar la
siembra en forma de zigzag o conocido como el
método de estrias en las placas con agar MCy SS. Asi
mismo 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 llevdo a cabo la
esterilizacion del asa bacteriologica.

En seguida se llevo a la incubacion de las placas
sembradas a la estufa a una temperatura de 37°C por
un tiempo de 18 a24 horas.

Por ultimo, acabada la incubacién se procedio6 a la
identificacion de la bacteria Salmonella typhimurium
en el agar SS y el crecimiento de bacterias en agar
MacConkey, después para la identificacion de
Escherichia coli se siguid la siembra en el medio de
cultivo especifico de agar EMB.

Siembra de bacterias en medio de cultivo agar
EMB

Ponemos los materiales necesarios para dicho
proceso en la cabina de seguridad y se puso luz UV
por 10 minutos.

Trascurrido los 10 minutos con la ayuda de una regla
y un plumoén indeleble se separd en cuatro partes las
placas de EMB 2 partes para caldo peptona y 2 partes
para caldo selenito.

Después se examind bien las colonias de bacterias
formadas en la placa de agar MC, se selecciond una
colonia de color rojo (caldo peptona) y otra de color
blanco (caldo selenito).

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

Se esterilizo el asa bacteriologica y de la misma
manera se realizo la siembra de colonia de color
blanco seleccionada en un placa con agar especifico
de EMB, para poder determinar cuél de las colonias
seleccionadas con bacterias de Escherichia coli.

Por tltimo, se coloco a incubar las placas con agar
EMB sembradas en la estufa a 37°C de temperatura
por 18 a24 horas.

Transcurrido las horas de incubacion se hizo la
identificacion de la bacteria, un color verde brillante
nos confirmé la presencia de la bacteria de interés.

Obtencion de los discos de sensibilidad

Se cogio6 el papel filtro y se procedid a cortar con un

perforador de escritorio en forma circular con un
diametro de 6 mm.

Después se colocd en un vaso de precipitacion tapado
con papel aluminio y se llevo a esterilizar en la
incubadoraa 37 °C por 24 horas.

Procedencia y obtencién del latex de papaya
silvestre

Se obtuviron del distrito de Pomacochas me enviaron
las papayas silvestres verdes al terminal terrestre de la
cuidad de Chachapoyas.

Una vez que me entregaron el producto en el terminal
terrestre, contraté un taxi que me trasladé a la
UNTRM-A, especificamente al laboratorio de
PROSAN donde se ejecutd la investigacion.

En laboratorio se realizo el lavado y secado a 400
papayas silvestres verdes. Después se realizo cortes
sagitales a c¢/u de las papayas silvestres para sacar el
latex.

Se colocd el latex en una tabla de vidrio debidamente
esterilizada donde se esparcio todo el latex obtenido.

Por ultimo, se llevd a colocar el latex extraido a la
estufaa 150 C° por 24 para convertirle en harina.

Preparacion de los tratamientos

Se coloca todos los materiales a utilizar en la cabina
de seguridad y se desinfecta colocando a luz UV por
10 minutos, después colocamos nuestros insumos y
empezamos a la preparacion de los tratamientos. En
esta investigacion como insumos se utilizo la harina
de latex de papaya silvestre (HLPS) y agua destilada
esterilizada

Con apoyo de una pipeta se empezod a medir los
insumos con las siguientes cantidades:

- TO = 0%HLPS (0 g de harina + 25 ml de agua
destilada)

- T1 =20% HLPS (5 g de harina + 20 ml de agua
destilada)

- T2 =40 % HLPS (10 g de harina + 15 ml de agua
destilada)

- T3 = 60% HLPS (15 g de harina + 10 ml de agua
destilada)

Después de colocadas las cantidades en los envases
de vidrio respectivos a cada tratamiento se procede a
mover las cantidades a través de movimientos
circulares suaves.

Evaluacion del efecto antibacteriano del latex de
papayasilvestre

El proceso de esta etapa se llevo a cabo teniendo en
cuenta a Cruz et al., (2010) y con las indicaciones de
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un bidlogo que asistio de apoyo.

Se necesito para la evaluacién materiales estériles
por lo que se coloco todos los materiales a utilizar
para la siembra y evaluacion de efecto antibacteriano
del latex de papaya silvestre a la estufa a una
temperaturade 150 °C poruna 1 hora.

Evaluacion del efecto antibacteriano de latex de
papayasilvestre frente a Escherichia Coli

Se inicio el procedimiento colocando los materiales e
insumos a utilizar en la cabina de seguridad a luz UV
por 10 minutos.

Después para realizar la siembra y evaluar el efecto
antibacteriano de la HLPS se llevd a cabo la
suspension con la bacteria de Escherichia coli
colocando 1 ml de agua destilada esterilizada en un
tubo de ensayo.

Con la ayuda del mechero se esterilizdo un asa
bacterioldgica en aro a rojo vivo, se enfrio y se cogio
una cantidad de bacterias de Escherichia coli del agar
EMB y se le agreg6 al tubo que contenia el agua
destilada esterilizada, después se movid bien con el
asa bacteriologica y elaboramos nuestra suspension
bacterianade E coli.

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

Una vez exprimido, sembramos con el hisopo
inclinado en las placas con agar Miiller- Hinton en
diferentes direcciones realizando una vuelta entera a
los bordes del interior de la placa para conseguir un
mejor crecimiento de la bacteria en toda la superficie
del agary tapamos la placa.

De igual manera con el mismo hisopo para cada
siembra en cada una de las placas con agar Miiller
Hinton se metid en el tubo con la suspension
bacteriana, se exprime bien y se llevo a cabo la
siembra con los mismos pasos. Elaboramos 4 placas
con agar Miiller- Hinton sembradas con bacterias de
Escherichia coli para llevar a cabo la evaluacion de
los 4 tratamientos respectivos.

Con la ayuda de un plumén indeleble y regla se
distribuy6 cada una de las 4 placas sembradas en 4
partes iguales, las que se rotuld el nombre de la
bacteria, tipo de tratamiento y numero de
repeticiones, ¢ste ultimo en cada uno de los
cuadrantes. Luego se insrt6 los discos, de la siguienta
manera:

v Insercion delos discos de sensibilidad

Se trabajo en la cabina de seguridad, en el envase de
cada tratamiento, se introdujo un disco de
sensibilidad con el apoyo de una pinza, el cual se
humedecié en el primer tratamiento que fue el TO:

que contenia agua destilada esterilizada, se quité del
envase y se coloco en la primera placa y en el primer
cuadrante.

Del mismo modo se llevo a cabo la insercion de todos
los discos del primer tratamiento, a los cuales fueron
4 discos, 1 disco para cada repeticion.

En las demas inserciones de los discos de sensibilidad
se realizd el mismo método y con su respectivo
tratamiento.

Por ultimo, terminada la insercion de los discos a
cada una de las 4 placas con su correspondiente
tratamiento, se llevd a incubacion en la estufa auna
temperaturade 37 °C por 18 a24 horas.

Terminado el tiempo de incubacion se llevd a cabo la
respectiva lectura del efecto antibacteriano del latex
de papaya silvestre en sus 4 diferentes porcentajes de
concentracion.

Evaluacion del efecto antibacteriano del latex de
papayasilvestre frente a Salmonella Typhimurium

Se inicio el procedimiento colocando los materiales e
insumos a utilizar en la cabina de seguridad a luz UV
por 10 minutos.

Después para realizar la siembra y evaluar el efecto
antibacteriano del latex de papaya silvestre se llevo a
cabo la suspension con la bacteria de Salmonella
typhimurium colocando 1 ml de agua destilada
esterilizada enun tubo de ensayo.

Con la ayuda del mechero se esterilizd un asa
bacterioldgica en aro a rojo vivo, se enfrio y se cogid
una cantidad de bacterias de Salmonella typhimurium
del agar SS y se le agrego al tubo que contenia el agua
destilada esterilizada, después se movid bien con el
asa bacteriologica y elaboramos nuestra suspension
bacteriana de Salmonella typhimurium.

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

Una vez exprimido, sembramos con el hisopo
inclinado en las placas con agar Miiller- Hinton en
diferentes direcciones realizando una vuelta entera a
los bordes del interior de la placa para conseguir un
mejor crecimiento de la bacteria en toda la superficie
del agary tapamos la placa.

De igual manera con el mismo hisopo para cada
siembra en cada una de las placas con agar Miiller
Hinton se meti6 en el tubo con la suspensién
bacteriana, se exprime bien y se llevo a cabo la
siembra con los mismos pasos. Elaboramos 4 placas
con agar Miiller- Hinton sembradas con bacterias de
Salmonella typhimurium para llevar a cabo la
evaluacion de los 4 tratamientos respectivos.

Con la ayuda de un plumon indeleble y regla se
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distribuy6 cada una de las 4 placas sembradas en 4
partes iguales, las que se rotuld el nombre de la
bacteria, tipo de tratamiento y numero de
repeticiones, éste ultimo en cada uno de los
cuadrantes. Luego se insrtd los discos, de la siguienta
manera:

v Insercion de los discos de sensibilidad

Se trabajo en la cabina de seguridad, en el envase de
cada tratamiento, se introdujo un disco de
sensibilidad con el apoyo de una pinza, el cual se
humedecié en el primer tratamiento que fue el TO:
que contenia agua destilada esterilizada, se quito del
envase y se coloco en la primera placa y en el primer
cuadrante.

Del mismo modo se llevd a cabo la insercion de todos
los discos del primer tratamiento, a los cuales fueron
4 discos, 1 disco para cada repeticion.

En las demads inserciones de los discos de
sensibilidad se realizd el mismo método y con
surespectivo tratamiento.

Terminada la insercion de los discos a cada una de las
4 placas con su correspondiente tratamiento, se llevo
a incubacion en la estufa a una temperatura de 37 °C
por 18 a24 horas.

Terminado el tiempo de incubacion se llevo a cabo la
respectiva lectura del efecto antibacteriano del latex
depapaya silvestre en sus 4 diferentesporcentajes de
concentracion

IT1. RESULTADOS

Tabla 1
Tamaiio del halo (mm) por efecto del ldtex de papaya
sobre Salmonella typhimurium

Diametro del halo

Tratamiento (mm)*
0% EA 6C
20% EA 6 BC
40% EA 10,75 AB
60% EA 11,25A

*Diferentes letras en una fila indica diferencia
estadistica (p<0, 05)

En la tabla 1, se puede observar que el promedio del
tamaiio del halo de inhibicidn en los tratamientos 0%
y 20% fue de 6 mm son iguales, lo que quiere decir
que no hay crecimiento del halo, en cambio en el
tratamiento al 40% es 10,75 mm superior y el 60%
11,25 mm, lo cual indica que solo los dos ultimos
tratamientos presentaron crecimiento del halo

Tabla 2
Tamario del halo (mm) por efecto del latex de papaya
sobre Escherichia coli

Diametro del halo

Tratamiento (mm)*
0% EA 6 A
20% EA 6 A
40% EA 6A
60% EA 6 A

*Diferentes letras en una fila indica diferencia
estadistica (p<0, 05)

En la tabla 2, el promedio del tamafio del halo de
inhibicion de los tratamientos evaluados fue de 6
mm, lo que evidencia que en la presente
investigacion el efecto antibacteriano del latex de
papaya silvestre ante Escherichia coli es nulo, ya
que no se encontrd ningun crecimiento del halo, lo
que quiere decir que los 6 mm es el tamaifio del disco
de sensibilidad.

IV. DISCUSION

Los resultados muestran que el latex de papaya
silvestre (Carica pubescens) muestra un efecto
antibacteriano en concentraciones de 40y 60% frente
a la bacteria de Salmonella typhimurium con un
crecimiento del halo 10,75 y 11,25 mm lo que quiere
decir que si hay un crecimiento del halo, lo que se
puede corroborar que la siguiente investigacion del
efecto antibacteriano del latex de papaya silvestre
frente a Salmonella typhimurium es nulo en los
tratamientos 0% y 20% ya que no hay crecimiento del
halo.

Sin embargo, al utilizarlo como antibacteriano frente
Escherichia coli de 1os cuyes, en efecto los resultados
de crecimiento del halo de inhibicion se tiene 6 mm en
todos los tratamientos acabo incluyendo los 6mm del
disco de sensibilidad, lo que representa que una
lectura de 6mm indica que no hay zona de inhibicion.
Guzman (1984) nos explican que para la toma de
medidas de la inhibicién se lleva acabo incluyendo
los 6mm del disco de sensibilidad, lo que representa
que una lectura de 6mm indica que no hay zona de
inhibicion.

Laresistencia encontrada en esta investigacion de las
bacterias Escherichia coliy Salmonella typhimurium
frente al latex de papaya silvestre se debe a que exista
resistencia antimicrobiotica como indica Harkness y
Morris (1995); La diferencia en las cepas resistentes
entre estreptomicina, aminoglucéosidos y
gentamicina, se consigue explicar por consiguiente
que las enzimas bacterianas empleadas que las
inactivan pueden ser especificas para cada uno de
ellos.
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Los tamafios por halos que se obtuvieron para las 2
bacterias de 6 a 11,75 mm la interpretacion de
susceptibilidad es resistencia como indica. (Reyes et
al., 2005) explican que la susceptibilidad del
microorganismo en prueba se refiere con el tamafio
de la zona de inhibicién en milimetros. En esta
investigacion se obtuvo parametros de zona de
inhibicion de 6 a 11,75 mm y la interpretacion de las
bacterias fueron resistentes frente al latex como
indica (Lopez-Malo et al., 2005); Estos
microorganismos se designan susceptibles cuando el
diametro de la zona es mayor a 30-35 Escherichia
coli, no se notd ningun crecimiento visible en los
discos de sensibilidad; para comprender Bernal y
Guzman (1984) nos explican que para la toma de
medidas de la inhibicion se lleva mm, intermedios
cuando el didmetro de la zona varia entre 20 y 30 mm,
y resistentes cuando el didmetro de la zona es menor
a15-20mm.

Por lo predispuesto en este parrafo, se puede definir
que nuestros resultados no se encuentran en los
rangos establecidos y se puede constatar que las
bacterias estudiadas son resistentes ante el latex de
papaya silvestre ya que hay crecimiento del halo.

V. CONCLUSION

La harina de latex de papaya silvestre no tiene efecto
antibacteriano sobre la Escherichia coli y
Salmonella typhimurium.
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