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RESUMEN

Las infecciones del tracto urinario representan uno de los principales problemas
de salud publica en distintas poblaciones humanas, generandose al mismo tiempo
incremento de resistencia a antibidticos ante tratamientos convencionales inadecuados.
En tal sentido, considerando el uso de plantas medicinales como una alternativa de
tratamiento, se determind la actividad antimicrobiana “in vitro” del aceite esencial de
Ocimum basilicum (albahaca) frente a Escherichia coli y Staphyloccocus aureus
uropatdgenos aislados de pacientes del Centro de Salud Simon Bolivar de la Ciudad de
Puno. La extraccion del aceite esencial fue por arrastre a vapor, realizado en el laboratorio
de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial. La concentracion minima
inhibitoria (CMI) se determind por dilucion en placa de agar Mueller Hinton al 0.1%;
0.2%; 0.5%; 1.0%; 2.5% y 5%; y la susceptibilidad antimicrobiana por el método de
Kirby Bauer en discos de papel filtro al 20%, 40%, 60%, 80% y 100% teniendo como
control el antibiotico ciprofloxacino. Los datos fueron analizados mediante la prueba de
Chi-cuadrado, andlisis de varianza y rangos mdltiples de Tukey. La CMI del aceite
esencial frente a E. coli fue de 1.0% y para S. aureus 0.5%, sin diferencias estadisticas
significativas (p>0.05). La susceptibilidad antimicrobiana de E. coli y S. aureus, presentd
respuesta resistente al 20%, 40% y 60% de aceite esencial. Sin embargo, E. coli al 80%
y 100% mostrd respuesta intermedia a diferencia de S. aureus que fue sensible, con
diferencia estadistica significativa (p<0.05). No todas las concentraciones superaron la
actividad del antibiotico control. Se concluye que el aceite esencial de albahaca presenta
actividad antibacteriana sobre E. coli y S. aureus segun las CMI y las respuestas de
susceptibilidad obtenidas.

Palabras clave: Infecciones de tracto urinario, antibiotico, resistencia antimicrobiana,

susceptibilidad, concentracién minima inhibitoria.
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ABSTRACT

Urinary tract infections represent one of the main public health problems in
different human populations, generating at the same time an increase in antibiotic
resistance in the face of inadequate conventional treatments. In this sense, considering the
use of medicinal plants as a treatment alternative, the in vitro antimicrobial activity of
Ocimum basilicum (basil) essential oil against Escherichia coli and uropathogenic
Staphyloccocus aureus isolated from patients at the Simon Bolivar Health Center in the
city of Puno was determined. The essential oil was extracted by steam extraction, carried
out in the laboratory of the Professional School of Agroindustrial Engineering. The
minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by dilution on Mueller Hinton
agar plate at 0.1%; 0.2%; 0.5%; 1.0%; 2.5% and 5%; and antimicrobial susceptibility by
the Kirby Bauer method on filter paper discs at 20%, 40%, 60%, 80% and 100%, using
the antibiotic ciprofloxacin as a control. The data were analyzed by Chi-square test,
analysis of variance and Tukey's multiple ranges. The MIC of the essential oil against E.
coli was 1.0% and for S. aureus 0.5%, without significant statistical differences (p>0.05).
The antimicrobial susceptibility of E. coli and S. aureus showed a resistant response to
20%, 40% and 60% of essential oil. However, E. coli at 80% and 100% showed
intermediate response unlike S. aureus which was sensitive, with significant statistical
difference (p<0.05). Not all concentrations exceeded the activity of the control antibiotic.
It is concluded that basil essential oil presents antibacterial activity on E. coli and S.

aureus according to the MICs and susceptibility responses obtained.

Keywords: Urinary tract infections, antibiotic, antimicrobial resistance, susceptibility,

minimum inhibitory concentration.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

A nivel mundial, nacional y regional, las infecciones del tracto urinario (ITU),
luego de las infecciones respiratorias son una de las principales causas de infeccién
bacteriana (Chura, 2017), afectando a personas de diversas edades tanto en hombres,
mujeres, ancianos y nifios, teniendo mayor importancia en mujeres gestantes (Zea, 2013).
Anteriormente, en los afios ochenta, la resistencia a farmacos era practicamente
inexistente, hoy en dia hay muchos paises de todo el mundo en donde es ineficaz el
tratamiento con farmacos en mas de la mitad de los pacientes (Mamani, 2017), siendo las
causas mas frecuentes la antibioticoterapia previa sin receta medica, 1TUs recurrentes,
retencidn urinaria, los factores genéticos, la obstruccién del flujo de orina y el reflujo
(Montafiez et al., 2015; Pérez et al., 2021), debido a estos se considera un problema para
la salud pablica. Asi mismo Calsin (2017) indica que, en el Peru de todos los casos de

infecciones coligadas a la atencién en salud, el 19% es por infeccion del tracto urinario.

Las ITU son procesos inflamatorios que implican la multiplicacion de
microorganismos que invaden los tejidos adyacentes del aparato genitourinario (Exposito
et al., 2019). La bacteria Escherichia coli es el microorganismo uropatégeno mas
representativo, tanto en ITU no complicadas (75%) como en complicadas (65%)
(Delgado, 2019). Este microorganismo posee factores de virulencia especializados, como
adhesinas, toxinas, sistemas de adquisicién de hierro, capas de polisacaridos invasoras

que no estan presentes en las cepas comensales y patogenas intestinales (Vila et al., 2016).

Por otro lado, Staphyloccocus aureus es una bacteria gram positiva, que posee

similar actividad a las endotoxinas de las bacterias gram negativas (Belefio y Sijona,
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2021). Es el principal microorganismo patdgeno de infecciones nosocomiales, siendo una

de ellas las infecciones de tracto urinario (Ponce, 2019).

La utilizacién de las plantas medicinales surgié con el hombre y desde tiempos
antiguos se utilizaron por ensayo error aquellas sustancias como extractos, que ofrecian
curar enfermedades. Esta practica médica transitaba y se perfeccionaba por varias
generaciones, por lo que se designé como medicina tradicional (lllanes, 2018). Los
aceites esenciales entre otras formas de obtencion de metabolitos secundarios con
actividad bioldgica, son utilizados por diversas producciones, asi mismo las
investigaciones muestran que los aceites esenciales, poseen actividad antibacteriana,
antifungica, antiviral y antitoxica (Aquino, 2017). Actualmente los cientificos y
profesionales de las ciencias medicas aumentaron su interés en este campo debido a los
diferentes beneficios reales que aportan a la salud humana. Cada vez mas la poblacién
confia en los medios terapéuticos naturales debido al temor y a la desconfianza de muchos

resultados clinicos negativos (Landa, 2017).

En la investigacion se ha obtenido aceite esencial de Ocimum basilicum
(albahaca), posteriormente se realizo las pruebas de concentracion minima inhibitoria y
susceptibilidad, demostrando su actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli y
Staphyloccocus aureus. Para asi poder contrarrestar el aumento progresivo de la
resistencia antimicrobiana, reduciendo los casos de infecciones causadas por las bacterias
resistentes a antibidticos, como también, dar un valor cientifico al uso empirico que le da
la poblacién en general, orientando su uso como agentes antimicrobianos naturales a bajo
costo y accesibles, incrementando el valor econdmico y comercial de dichas plantas. Por

tal motivo, los objetivos fueron los siguientes:
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1.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antimicrobiana “in vitro” del esencial de Ocimum

basilicum (albahaca) frente a Escherichia coli y Staphyloccocus aureus uropatdgenos.
1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Ocimum basilicum (albahaca) frente a cepas de Escherichia coli y Staphyloccocus aureus

uropatogenos.

Evaluar la susceptibilidad antimicrobiana “in vitro” de las cepas de Escherichia

coli y Staphyloccocus aureus, frente al aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca).
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

Rios (2019), registr6 un incremento progresivo en la susceptibilidad
antimicrobiana del aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca) a diferentes
concentraciones y tiempos de incubacién sobre Prevotella intermedia. Idénticamente,
Arteaga (2018), observé el aumento del diametro en el halo de inhibicion a medida que
aumenta las concentraciones del aceite esencial de O. basilicum presentando halos de 11;
14; 15y 17 mm frente a S. aureus. Puelles (2018), frente a la misma bacteria evalué el
efecto antibacteriano del aceite esencial de albahaca obteniendo inhibicion a
concentraciones de 100% (13.95 mm) y 75% (13.25 mm). Por otro lado Tigasi (2017),
demostré actividad inhibitoria a concentraciones de 10% con promedio de inhibicion de

22.56 mm sobre cepas de Enterococcus faecalis.

Celis y Rodriguez (2017), determinaron la actividad antibacteriana in vitro del
aceite esencial de albahaca a diferentes concentraciones frente a Escherichia coli,
obteniendo halos de inhibicion de 7.15; 9.10 y 13.95 mm. Rojas (2018), comprobd ese
efecto antibacteriano del aceite esencial de albahaca contra la misma bacteria, obteniendo
resultados de 13.35 mm al 5%, 13.9 mm al 10% y 15.55 mm al 15%. Asi mismo Olivares
(2018), con las mismas concentraciones, obtuvieron halos de inhibicion de 11.50; 11.95
y 14.5 mm frente a Staphyloccocus aureus. Por otra parte Malca y Osores (2021), también
comprobaron el efecto antibacteriano empleando extractos etanolicos de albahaca a
concentraciones de 100 y 50% frente a bacterias gram positivas y negativas, obteniendo
para S. aureus halos de inhibicion de 14.87 mmy 11.43 mmy para E. coli. 23.67 mmy
18.87 mm respectivamente.
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Olano y Frias (2022), reportaron la actividad antimicrobiana in vitro del extracto
etanolico de albahaca frente a Staphyloccocus aureus a concentraciones de 50%; 75% y
100% con halos de inhibicion de 10.33; 11.48 y 13.64 mm respectivamente. Igualmente
Abbasy et al., (2015), demostraron la actividad antibacteriana de la albahaca frente a
Bacillus cereus (25 mm), Escherichia coli (11 mm), Salmonella typhimurium (10 mm) y
Staphyloccocus aureus (9 mm). Por otro lado en Per(, determinaron el efecto
antibacteriano del extracto acuoso de albahaca frente al crecimiento de Escherichia coli,
logrando halos de inhibicion de 9, 11y 12 mm (Calder6n y Torres, 2014). Asi mismo en
Colombia, adquirieron 100% de actividad antifungica, a concentraciones de 10000 ppm
de aceite esencial de albahaca contra el hongo Colletotrichum gloeosporioides (Pérez et
al., 2018).

Flores (2020), determiné el efecto antibacteriano de 4 diluciones del extracto
etandlico de albahaca sobre Escherichia coli, obteniendo inhibicion al 75% y 100%. De
igual manera Ancalla y Solis (2017), evaluaron la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de albahaca a diferentes concentraciones sobre Streptococcus mutans ATCC,
logrando una susceptibilidad a concentraciones de 100%, 50% y 25%, con una CMI de
1% y una CMB de 1.2%. Por otro lado Carballo et al., (2014), sefialaron la actividad
antimicrobiana de los extractos de albahaca frente a Escherichia coli, Staphyloccocus
aureus y otras bacterias, obteniendo una CMI de 1500 mg/kg para E. coli y 750 mg/kg
para S. aureus. Asi mismo otro estudio demostrd que el aceite esencial de 2 especies de
Ocimum poseian diferente actividad microbiana la cual el aceite de O. gratissimum
resultd ser mas inhibitoria frente a S. aureus, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa y Candida
albicans, pero el aceite de O. basilicum mostré mejor CMI contra C. albicans (Anand et

al., 2011).
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Rivas et al., (2015), evaluaron la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
albahaca, obteniendo una CMI de 100 mg/dl, con halos inhibitorios de 12 y 11 mm para
bacterias gram positivas, mientras que para bacterias gram negativas fue de 200 mg/dl,
con halos de inhibicion de 9 y 8 mm. Asi mismo en otro estudio similar lo probaron contra
Staphyloccocus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli y Pseudomona aeroginosa
encontrando halos de inhibicién de 30.56, 16.11 y 23.58 mm, con una CMI de 36-18
pg/mL, 18 pg/mL y 18-9 ug/mL (Moghaddam et al., 2011). Otro estudio evaludé por
diversos extractos la actividad antimicrobiana de la albahaca, obteniendo inhibicion con
el extracto de metanol sobre E. coli, Shigella, E. coli RSHI, S. aureus, L. monocytogenes
y P. aeruginosa con halos de inhibicion entre 13 y 15 mm (Kaya et al., 2008). Asi mismo
Carrillo (2020), comprob6 la efectividad inhibitoria entre la mezcla de los aceites
esenciales de albahaca y orégano concluyendo que para Staphyloccocus aureus la CMI
esta presente en la mezcla 7 con 33% del aceite esencial de albahaca y obteniendo un halo

de inhibicion de 24.02mm.

2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Actividad antimicrobiana

2.2.1.1. Actividad antimicrobiana de las plantas medicinales.

La utilizacion terapéutica de las plantas medicinales en la medicina, las cuales
sustituyen farmacos Unicos o combinados, obteniendo sus esencias o extractos en las
diferentes formas de preparacion con la finalidad de mejorar el estado de salud (Huanca,
2021). Cumpliendo un rol fundamental para curar enfermedades en las personas. En la
actualidad las comunidades, fundamentalmente rurales, las utilizan acumulando practicas
ancestrales de seleccion, manejo y conservacion de conocimientos que han transmitido

de una generacion a otra (INS, 2014). Asi mismo el uso terapéutico de las plantas
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medicinales estd referido generalmente al tratamiento y prevencién de problemas
respiratorios, digestivos, nervioso, circulatorios, endocrinos, genitourinarios, dérmicos

entre otros (Balarezo, 2018).

Se desarrollaron con éxito lineas de investigacion, la cual muchas de ellas se basan
en las propiedades antiinflamatorias y antiinfecciosas de plantas que son utilizadas en la
medicina popular, contribuyendo innovadoramente en la terapia antimicrobiana, en la que
destacan muchos productos naturales que contienen bioactivos la cual se han aislado a
partir de plantas, que resultan importantes no solo por el uso directo como agentes
terapéuticos o como prototipos de compuestos clave para el desarrollo de nuevos

medicamentos, sino también como agentes de ensayos bioquimicos (Prieto et al., 2004)

La actividad de las plantas medicinales hacia los microorganismos es compleja y
aun no ha sido completamente entendido y explicado. La accion dependera del tipo de
microorganismo Yy esta principalmente relacionado con la membrana externa y la
estructura de la pared celular (Baca, 2017). Son numerosas las investigaciones que se
realizan enfocadas a la basqueda de nuevos componentes con actividades bioldgicas que
partan de fuentes naturales. Dentro de ellos un considerable nimero de estudios han sido
encaminados hacia la evaluacion de actividades antimicrobianas en aceites esenciales de
plantas medicinales como aromaticas, empleando técnicas in vitro dada la sencillez y

reproducibilidad de las mismas (Hernandez y Rodriguez, 2001).

2.2.1.2. Principios activos de las plantas medicinales.

El principio activo es una molécula que se deriva del metabolismo en organismos
vegetales y que tiene actividad farmacoldgica, por lo tanto sirve para ser usada de forma
terapéutica (Herrera, 2020). Es una sustancia de composicién quimica definida que causa

una reaccion fisioldgica especifica en un organismo, dentro de estos algunos de los
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considerados importantes son los grupos funcionales como los glucésidos, alcaloides,
vitaminas, acidos grasos esenciales, taninos, minerales, flavonoides, saponinas, resinas,
terpenos, compuestos fenolicos, aceites esenciales y lactonas (Blanco et al., 2020). Los
principios activos se pueden hallar tanto en la especie vegetal completa, como solo en
algunas partes de ella como en las hojas, flores, semillas, frutos, raices y hasta en la misma
corteza (Berdonces, 1995). En relacion a su estructura quimica, se disponen de dos
grandes grupos, el primero, son productos resultantes del metabolismo primario, las
cuales intervienen de manera directa en la supervivencia, crecimiento y reproduccion de
la planta, el segundo son productos que derivan del metabolismo secundario, siendo estas
sintetizadas para la defensa y adaptacion mas no cumplen ningun rol fisiolégico en el

desarrollo y crecimiento vegetal (Palacios, 2008).

Metabolitos secundarios. Las plantas desarrollaron diversas estrategias de defensa
contra condiciones de estrés tanto bidticos como abidticos, estas sintetizan enzimas que
degradan la pared celular de microrganismos o que tienen la capacidad de inactivar
toxicos de origen microbiano (Sepulveda et al., 2003). Como parte de la respuesta de
defensa quimica contra el dafio se induce la sintesis y acumulacién de compuestos,
conocidos como metabolitos secundarios las cuales son derivados del metabolismo

primario (Pérez y Jiménez, 2011) del carbono (Avalos y Pérez, 2009).

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular, participan
en los procesos de adaptacion de las plantas a su entorno, como es el establecimiento de
la simbiosis con otros organismos, a su vez sintetizan metabolitos cuando las plantas son
expuestas a condiciones adversas como el consumo por herbivoros (artropodos y
vertebrados), el atague por microorganismos ya sea por virus, bacterias y hongos, la

competencia por el espacio de suelo, la luz y los nutrientes entre las diferentes especies
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de plantas y la exposicion a la luz solar u otros tipos de estrés abiotico (Sepulveda et al.,
2003).

Aproximadamente 20 000 estructuras de metabolitos secundarios son las que se
conocen y relacionados a su composicion quimica son clasificados en dos principales
grupos: Los nitrogenados y los no nitrogenados. Los metabolitos secundarios que tienen
nitrégeno incluyen a los alcaloides, aminoacidos no proteicos, aminas, glucosidos
(saponinas, glicésidos cardiacos, glicosidos cianogénicos) y glucosinolatos. Los no
nitrogenados se dividen en terpenoides (entre los que se encuentran aceites esenciales,
hormonas y pigmentos), poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides (Avalos y Pérez,
2009; Sepulveda et al., 2003).

Dichos metabolitos, transmitidas sus propiedades curativas han sido la base de la
medicina, incrementando su arsenal terapéutico, utilizdndolos en la elaboracion de
farmacos o fitofarmacos (Rojas et al., 2015). Por estas razones el estudio de los
metabolitos presentes en las plantas sea convertido en un enorme reto, de ahi la necesidad
de utilizar tecnologias para su produccién, caracterizacion e identificacion (Pérez y

Jiménez, 2011).
2.2.1.3. Ocimum basilicum I. (albahaca).

Nombres vulgares: Albahaca de Castilla, alhabega, alfabega, basilico, basil, hierba real,
hierba de los reyes, alfavaca, albahaca francesa, de limon, mondonguera, moruna,
albahaca blanca, albahaca dulce, albahaca de jardin, albahaquita y calamento (Cambie y

Ash, 1994).
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Figura 1. Planta Ocimum basilicum L. (albahaca)

Fuente: Elaboracion propia.

a. Descripcién boténica.

Planta aromatica y medicinal (confiere propiedades digestivas, espasmoliticas,
carminativas y antisépticas especialmente contra bacterias y parésitos), anual, herbacea,
frondosa, de tallos erguidos y ramificados, que alcanza de 20 a 50 cm de altura (Ministerio
de Salud Chile, 2018). Posee hojas que tienen un tamafio de 2 a 5 cm, oblongas, suaves,
pecioladas, opuestas, de forma oval-lanceoladas u oval con bordes ligeramente dentadas.
Las flores son blancas o blanco rosa, zigomorfas, estando reunidas en corimbos axilares,
dispuestas de 5 a 6 flores por cada verticilo, ubicandose en la parte alta del tallo o en los
extremos de las ramas. El fruto es un tetraquenio, la cual contiene 4 semillas ovales, lisas
y cuyo color varia del marron al negro (Fernandez, 2012). Perteneciente a la familia de
las lamiaceas, conjuntamente con otras plantas aromaticas como lo es la menta, salvia,

tomillo, lavanda y orégano (Condori, 2002).
b. Distribucion geogréfica.

Es una planta perenne, originaria de Asia menor, proveniente especificamente de
la India, el nombre de Ocimum desciende del griego “Okimon” que significa labio
perfumado y oloroso, en mencién al aroma de sus hojas y basilicum o basilikon que
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significa rey real o regio (Ancalla and Solis, 2017). El género Ocimum esta representado
aproximadamente por mas de 150 especies y tiene una extensa distribucién geografica
por todas las regiones de clima tropical y subtropical. ( Sanchez et al., 2000). Actualmente
se cultiva en diversos climas de todas las regiones de América tropical; se produce en
altitudes de 0 a 1000 metros sobre el nivel del mar, en climas templados y calidos, no

resiste las heladas, ni temperaturas inferiores a -2° C (Alvarez y Rico, 2018).
c. Clasificacion taxonomica.

Ocimium basilicum L. (albahaca) (Condori, 2002).

Reino : Plantae
Divisién : Magnoliophyta
Superdivision : Spermatophyta
Clase : Maganoliopsida
Subclase : Asteriadae
Orden : Lamiales
Familia : Lamiaceae

Subfamilia : Nepetoideae
Género  : Ocimum

Especie : Ocimum basilicum L.
d. Principios activos de la albahaca.

Segun Celis y Rodriguez (2017), mencionan que la albahaca es rica en aceites
esenciales (0.2 — 1 %). Esta se compone de 55% de acetato de linalilo, cineol, ocimeno,
geraniol, metilcinamato, borneol, pineno, estragol, anetol, beta cariofileno, alfa terpineol,
eugenol, linalol y alcanfor. Teniendo estos uUltimos cuatro componentes, actividad
antibacteriana. Igualmente, May et al. (2008), indican la presencia de taninos, flavonoides
saponinas y terpenos volatiles. Asi mismo, Padalia et al. (2017), sefialan los componentes

predominantes en el aceite esencial de la mayoria del género Ocimum, siendo los

25

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

; hﬂ UNIVERSIDAD

monoterpenoides (linalol, 1,8-cineol, alcanfor, citral, timol, ocimenes, geraniol), los
fenilpropanoides (metil chavicol, eugenol, metil eugenol, metil cinamato) y los
sesquiterpenoides (B-elemeno, B-cariofileno, trans-a-bergamoteno, (E)-a-bisaboleno, -

bisaboleno).

Por otro lado Rojas (2018), indica que el porcentaje de estragol o metilchavicol
que tiene el aceite esencial de albahaca es de (65-85%), linanol (75%) y eugenol (20%).
Mientras que Ramirez et al. (2013), afirman que el eugenol es uno de los compuesto del
aceite esencial de albahaca que mejora la actividad antioxidante y se encuentra en mayor

cantidad, sirviendo como antioxidante natural en la industria farmacéutica y de alimentos.

e. Propiedades medicinales de la albahaca.

Los usos farmacoldgicos mas importantes de la albahaca son la actividad
anticancerigena, la actividad radio protectora, la actividad antimicrobiana, los efectos
antiinflamatorios, la actividad inmunomoduladora, la actividad antiestrés, la actividad
antidiabética, la actividad antipirética, la actividad antiartritica, la actividad oxidante,
como agente profilactico en enfermedades cardiovasculares (Shahrajabian et al., 2020)
actividades antiespasmddicas, analgésicas, diuréticas, antidiarreico, estimulante y

antiviral (Carrillo, 2020).

2.2.1.4. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales.

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales estd directamente
relacionada con la composicion quimica, la cual tienen un efecto inhibitorio sobre el
desarrollo de microorganismos. Illanes (2018), menciona que los productos citricos
presentan un promedio de 40 compuestos, que se ven influenciados por métodos
especificos de extraccion, separacion y de cultivo. Ancalla y Solis (2017), indican que la
actividad antimicrobiana de los aceites puede ser aprovechadas en la preparacion de
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productos farmacéuticos como por ejemplo el aceite de citronela que es conocido por su
espectro antimicrobiano frente a Escherichia coli y Staphyloccocus aureus, asi como
también otros compuestos con efecto antibacteriano mas conocidos como el orégano y

romero.

El modo de accidn de los aceites esenciales depende principalmente de su caracter
hidrofilo o hidr6fobo por la cual tienen la capacidad de alterar y penetrar en la estructura
lipidica de la pared celular perturbando estructuras celulares lo que lleva a la
desnaturalizacion de las proteinas y a la destruccién de la membrana celular, haciéndolas
mas permeables, lo que conduce a rupturas o fugas citoplasmatica, lisis celular y
eventualmente la muerte del microorganismo (Cano, 2007; Smith et al., 1998). Como
también Lamont et al. (2015) indican que el mecanismo por el cual los aceites esenciales
inhiben la proliferacién microbiana parece ser la alteracion del funcionamiento de la
membrana, esto causa despolarizacion y degradacion de la permeabilidad de la
membrana, pérdida del contenido celular y finalmente la muerte del microorganismo, la
cual puede ser evaluada como la concentracion minima inhibitoria (CMI), en donde se
define como una concentracion minima requerida del aceite esencial que tenga la
capacidad de frenar el crecimiento (Smith et al., 1998), o la concentracion minima letal

que asegure la reduccion de un 99.9% de la poblacion del microorganismo (Burt, 2004).

2.2.1.5. Composicion quimica de los aceites esenciales.

Se reconocieron aproximadamente cuatrocientos componentes quimicos
constituyentes de los aceites esenciales. La composicion compleja que integra los aceites
esenciales pertenece de manera casi exclusiva a grupos caracteristicos distintos, siendo
los de mayor importancia el grupo de los terpenos, el grupo de los compuestos derivados

del fenilpropano, los terpenos provenientes del acido chi quimico (aromaticos), los
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terpenos originarios del acido acético y otros compuestos procedentes de la degradacién

de terpenos (Gonzalez, 2004).

Terpenos: Dentro de los aceites esenciales se encuentran solamente los terpenos méas
volatiles (cuya masa molecular no es demasiado elevada), habiendo 2 grupos de gran
importancia: monoterpenos y sesquiterpenos la cual presentan de 10 y 15 4tomos de

carbonos.
A. Monoterpenos.

Son componentes de las esencias volatiles, se encuentran casi siempre
hidrocarburos; estos pueden ser: Aciclicos (ocimenos, mirceno), monociclicos (a- y y-
terpineno, p-cimeno) o biciclicos (pinenos, canfeno, sabineno), en ocasiones constituyen
mas del 90% del aceite esencial como en el caso de citrus y trementinas (Fernandez, 2019;

Pantaléon y Saboya, 2015). Existen muchas moléculas funcionalizadas como:

a. Alcoholes : Aciclicos (linalol, geraniol y citronelol), monociclicos (mentol, o-
terpineol, 1-terpinen-4-ol), biciclicos (borneol y fenchol).

b. Aldehidos : En su mayoria aciclicos (geranial, neral y citronelal).

c. Cetonas : Aciclicos (tagetona), monociclicas (mentona, isomentona, carvona y
pulegona), biciclicas (alcanfor, fenchona y tuyonas).

d. Esteres  : Aciclicos (acetato o propionato de linalilo, acetato de citronelilo),
monociclicos (acetato de mentilo y acetato de a-terpinilo), biciclicos
(acetato de isobornilo).

e. Eteres : 1.8 —cineol, dill-éter, tetrahidrofuranicos o di- y tetrahidropiranicos.

f. Peroxidos : Ascaridol.

g. Fenoles  : Timol y carvacrol.
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B. Sesquiterpenos.

Las variaciones estructurales son varias siendo los més frecuentes, alcoholes,
cetonas e hidrocarburos. El alargamiento de la cadena (FPP) aumenta el nimero de
ciclaciones posibles, de ahi la gran variedad de estructuras conocidas (se han descrito mas
de una centena de esqueletos diferentes). Citando algunos sesquiterpenos caracteristicos
de los aceites esenciales: hidrocarburos mono o policiclicos (B- bisaboleno, 3-cariofileno,
longifoleno), alcoholes (farnesol, carotol, f-santalol, patchulol), cetonas (nootkatona, cis-
longipinano-2,7-diona, B-vetivona), aldehidos (sinensales) y ésteres (acetato de cedrilo)

(Fernandez, 2019; Pantaléon y Saboya, 2015).

2.2.1.6. Localizacion de los aceites esenciales en la planta.

Los aceites esenciales dentro del reino vegetal se encuentran muy difundidas,
siendo de las 295 familias de plantas, 60 a 80 especies vegetales productoras de dichos
aceites, entre las cuales 38 crecen en los tropicos, 17 exclusivamente en climas templados,
8 en climas tropicales como templados y 24 familias de plantas habitan en diferentes
climas (Montoya, 2010). Los aceites esenciales se pueden conseguir tanto de plantas
cultivadas como de plantas silvestres, la composicion, asi como la cantidad del aceite
esencial es diferente de una especie a otra y dentro de los mismos géneros de la planta.
Se producen y se almacenan en células glandulares que tapizan el interior de las hojas y
tallos; en pelos glandulares de las plantas o en otras células especializadas (Zuni, 2017).
Los aceites esenciales, se pueden encontrar en la planta entera o en diferentes partes de la
planta, por ejemplo en las hojas y tallos (albahaca, ajenjo, canela, cedrdn, citronela,
eucalipto, hierbabuena, limoncillo, patchouli, toronjil, menta, romero, salvia), en las
raices (azafran, circuma, jengibre, sasafras, calamo, sandalo, valeriana), en la corteza

(canela, cedro, pino, eucalipto, abeto, ciprés), en las flores (clavo de olor, manzanilla,
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tomillo, geranio, jazmin, rosa, lavanda, albahaca, etc.), en la cascara del fruto (limén,
mandarina, naranja, etc.), en los frutos (anis, cardamomo, hinojo, cilantro, laurel, nuez
moscada, perejil, pimienta, etc.) y en las semillas (comino, anis, cardamomo, eneldo,

hinojo, citricos etc.) (Gonzalez, 2004).
2.2.2. Pruebas de actividad antimicrobiana.
2.2.2.1. Concentraciéon minima inhibitoria

La actividad in vitro de los antibacterianos es cuantificada y evaluada
periddicamente mediante algunas variantes de las metodologias de dilucién. Uno de estos
métodos es la concentracion minima inhibitoria conocida por sus siglas CMI que se define
como la minima cantidad de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento, multiplicacion
y produccion visible de un microorganismo en incubacion a 37°C después de 24 hrs
(Cavalieri et al., 2005). La CMI ha sido establecido como el “Gold standard” frente a
diferentes métodos que evalUan la susceptibilidad antimicrobiana; asi mismo dicho
método confirma resistencias inusuales, como también da respuestas definitivas cuando
lo obtenido por otros métodos es indeterminado (Horna et al., 2012). Las pruebas de la
CIM pueden ser elaboradas usando como medios de cultivo en agar o caldo (Cavalieri et
al., 2005).

Las técnicas de dilucion en agar o caldo, pueden ser utilizadas para medir
cuantitativamente la actividad “in vitro” de un agente antibacteriano o antimicrobiano
frente a un cultivo patégeno (Ramirez y Marin, 2009). Estos métodos se basan en la
fabricacion de una serie de placas con agar o caldo, a los cuales se les afiade el antibidtico
en distintas concentraciones, la mas comdn es la que utiliza diluciones seriadas al medio,
por ejemplo: 1, 2, 4, 8, 16 ng/ml, etc. Seguidamente se inoculan cada uno de las placas o

tubos con una suspensidn estandarizada de la bacteria en estudio. Por ultimo las pruebas
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se examinan después de incubar a 37 °C y se establece la concentracién minima inhibitoria
del antimicrobiano frente al microrganismo ensayado (Malbran, 2012). El valor obtenido
orienta al clinico sobre que concentracion de antibidtico necesita alcanzar para poder

inhibir el microorganismo infectante en el sito de contagio (Pérez, 2021).

2.2.2.2. Susceptibilidad antimicrobiana

El estudio de la sensibilidad de los agentes antimicrobianos frente a los
microorganismos es parte de las funciones que realizan a diario los laboratorios de
Microbiologia. La cual se lleva a cabo mediante antibiogramas y su objetivo principal es
evaluar la susceptibilidad in vitro enfrentando uno o varios antimicrobianos frente a un
patogeno. El resultado obtenido sirve como factor predictivo de la eficacia clinica del
agente antimicrobiano una vez se conoce la sensibilidad del microorganismo causante de
lainfeccion, asi mismo, reduce la duracion de la estancia hospitalaria, la morbimortalidad,
ayuda a una mejor evolucion del paciente y a la disminucién de los costes sanitarios.
Ademas, es una herramienta basica para evitar el mal uso de los agentes antimicrobianos,
pudiendo tener como consecuencia, entre otros males, la seleccién de microorganismos
resistentes que supone un problema progresivo de salud publica a nivel mundial (Garin

etal., 2012).

El principio de la técnica consta del uso de una cantidad constante de
antimicrobianos en un reservorio como por ejemplo discos de papel, aplicado sobre la
superficie del agar en el cual se ha cultivado el microorganismo problema. Se formara asi
por difusién, una gradiente de concentracidn entre el antimicrobiano y la sensibilidad del
microorganismo, de la cual estara representada por el tamafio de la zona de inhibicion del
crecimiento alrededor del reservorio. Conjuntamente, el diametro conseguido dependera

no solo de la carga del disco y la sensibilidad del microorganismo, sino también del grosor
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de la capa del agar, su composicion y pH, la capacidad de difusion del antibidtico en ese

medio, la temperatura y la velocidad de duplicacion bacteriana (Malbran, 2001).

Figura 2. Método antibiograma disco en placa
Fuente: Garin et al. (2012)

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos frente a los agentes
antimicrobianos puede realizarse mediante distintos métodos de los cuales requieren de
al menos tres condiciones: 1. Aislamiento absoluto de la cepa que se va a trabajar (los
cultivos mixtos dan resultados incongruentes y falsos); 2. Identificacion adecuada de la
cepa aislada, en la medida de lo posible a nivel de especie (tanto el tipo de antibiograma
como la interpretacion de los resultados dependen directamente de la especie problema);

3. Medios y consumibles adecuados para cada problema (Garin et al., 2012).

Categoria de interpretacion de las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos:
Segun Malbran (2012), menciona la clasificacién basada en la respuesta in vitro
de un antibidtico a un microorganismo en los niveles que éste alcanza en sangre o tejidos
con una dosificacion habitual;
a. Categoria SENSIBLE: Indica que una infeccion causada por el organismo en
estudio puede ser tratada adecuadamente a la dosis de antibiotico recomendada
para el tipo de infeccion y la especie infecciosa, a menos que su uso esté

contraindicado.
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b. Categoria INTERMEDIO: Muestra cepas que pueden ser inhibidas por
concentraciones mas altas de antibioticos, siempre que se aumente la dosis. (como
betalactdmicos) o concentrados fisioldgicamente en los tejidos afectados (ejemplo
quinolonas y betalactamicos en la orina). También se refiere a una "zona buffer"”
que evita que pequefios factores técnicos dificiles de controlar causen grandes
diferencias en la interpretacion

c. Categoria RESISTENTE: Se refiere a las cepas que no son inhibidas por las
concentraciones del antimicrobiano que normalmente son alcanzadas a dosis
habituales y caen en el rango donde son mecanismos especificos de resistencia

microbiana (por ejemplo, 3-lactamasas).

Figura 3. Areas de inhibicion del método antibiograma disco en placa.
Fuente: Garin et al. (2012).
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2.2.3. Agentes microbianos causantes de ITU.
2.2.3.1. Escherichia coli.

Este microorganismo es el ser vivo mas estudiado y conocido desde todos los
aspectos de la ciencia. Originalmente descrita por Theodore Escherich en el afio de 1885
y nombrada Bacterium coli commune, actualmente Illamada como Escherichia coli. Es
simbi6tico con el ser humano y forma parte representativa del microbiota oriunda del
colon (Agurto, 2016) pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos gram
negativos, miden de 2 a 4 um de largo por 0.4 a 0.6 um de ancho, con fimbrias y flagelos
peritricos, no esporulados. Crecen con facilidad en medios enriquecidos como agar
MacConkey, que presenta como Unica fuente de carbono la glucosa o el glicerol, crece
rdpidamente en condiciones aerobias como anaerobias en un promedio de 12 a 18 horas
de incubacion. En el medio de agar crecen colonias de 2 a 5 mm de diametro, son lisas y
con bordes completos, son fermentadores de glucosa, a menudo producen gas, reducen
los nitratos a nitritos, son oxidasa negativos (Castro, 2014) y tienen un contenido de DNA
de guanina mas citocina de 39 a 59% (Jawetz, 2011). Poseen fimbrias o pilli, que son
organos de fijacion, a su vez poseen lipopolisacaridos (LPS) de la pared bacteriana que
se constituyen en cadenas laterales, tienen actividad tdxica, ademas poseen antigenos que
caracterizan a las especies como son los somaticos O, los flagelares H y los capsulares K
(Canase y Canase, 2012). Su clasificacion es de acuerdo a su patogenicidad, virulencia y
toxicidad las cuales son: Enteropatogena (EPEC), Enterotoxigénica (ETEC),
Enteroinvasiva (EIEC), Enteroagregativa (EAgEC), Difusoadherente (DAEC) (Agurto,

2016).

Escherichia coli es la especie de bacteria identificada con mayor frecuencia en los
laboratorios clinicos y ha sido incriminada en enfermedades infecciosas que afectan casi

a cualquier tejido y sistema organico humano (Koneman et al., 2006). Son responsables
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del 80% de las infecciones de tracto urinario adquiridas de forma comunitaria y del mismo
numero de las infecciones hospitalarias, su hallazgo en alimentos o en agua, s un
indicativo de contaminacion fecal. Escherichia coli no suele ser un microorganismo
patdgeno pero puede causar infecciones urinarias y ciertas cepas segregan enterotoxinas
que producen la diarrea del viajero y en ocasiones enfermedades muy graves (Tortora et

al., 2007).
a. Factores de virulencia.

La capacidad de Escherichia coli de colonizar el colon no es considerado como
factor de virulencia, teniendo la misma capacidad otras especies no patdgenas, pero esta
accion de colonizacion es el primer paso para causar infeccion en el aparato urinario.
Estas cepas tienen la capacidad de adherirse de manera intima a células de la mucosa de
la vejiga, provocando una respuesta inflamatoria e invadiendo a las células epiteliales, los

factores de virulencia de Escherichia coli uropatdégena segun Castro (2014), son:

Fimbria tipo 1 : Encargadas de la adherencia al epitelio y a la matriz tisular,

invasion de células uroepiteliales y formacion de biopeliculas.

Fimbria P : Encargadas a la adherencia al epitelio y a la matriz tisular e

induccién de citocinas.

Fimbria S . Encargadas a la adherencia a células de la mucosa, células

endoteliales y a la matriz tisular.

Flagelos : Movilidad o motilidad, siendo capaz de ascender desde la uretra

hasta la vejiga urinaria.

Capsula : Antifagocitica, anticomplemento, resistencia sérica.
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LPS : Componente estructural de la membrana externa de las bacterias
Gram-negativas, tiene un efecto toxico directo sobre células de
respuesta inflamatoria como leucocitos polimorfonucleares,
células monociticas y linfocitos T y B, alterando la produccién de
una serie de citoquinas involucradas en la respuesta

inmunoldgica.

Proteinas Mem Ext. : Formacidn de poros a través de las cuales se transportan proteinas,

posible ensamblaje de fimbrias.

A su vez Rojas et al. (2006), mencionan a la produccién de ureasa, enzima con
actividad urealitica, con la capacidad de hidrolizar la urea incrementando la concentracién
de amonio en la orinay elevando el pH urinario, y la produccion de hemolisinas, citolisina
formadora de poros que tiene la capacidad de interactuar y muchas veces lisar diferentes
tipos de células. El proceso de lisis de los hematies provoca la liberacion hemoglobina, la
cual es utilizada como una fuente de hierro, un componente esencial para la
multiplicacién bacteriana. Asi mismo, Agurto (2016), sefiala a los plasmidos, que son
factores de virulencia extracromosomicos, poseen forma anular y contienen genes para

otorgar resistencia de los antibioticos y otras sustancias.
2.2.3.2. Staphyloccocus aureus.

El adjetivo “aureus” deriva del latin dorado, aludiendo al color de las colonias,
debido a los pigmentos que se acumulan en este microorganismo cuando se desarrolla
sobre la superficie de los medios en placa dandole ese tan caracteristico matiz amarillo a
dorado. Son cocos gram positivos, esta formada por esferas de 0.5 a 1.5 um de diametro
(Murray et al., 2014) puede presentarse solas, en pares y formando racimos a manera de

uvas o0 moras, las paredes de estas células estan formadas por &cido teicoico. Las colonias

36

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

de Staphyloccocus aureus pueden ser cremosas, circulares, lisas y de borde completo o
entero, con un diametro promedio de 7 mm, es anaerobio facultativo, mejorando el
crecimiento en presencia de oxigeno, produce la enzima catalasa, crece y soporta elevadas
concentraciones de cloruro de sodio (7.5 — 10%), por esta razon el microorganismo es
haléfilo (Agurto, 2016). Aunque forma parte de la microflora humana normal en especial
de las fosas nasales, puede causar infecciones oportunistas importantes en condiciones
apropiadas como en el colon y la vagina; practicamente todas las personas son portadoras

de este germen en uno u otro momento de su vida (Algorta et al., 2006).
a. Factores de virulencia.

Son las caracteristicas estructurales, genéticas o bioquimicas que permite a un
microorganismo causar malestares, el resultado clinico de una infeccion depende de la
eficiencia de los mecanismos de defensa del hospedero y la virulencia del patogeno.
Staphyloccocus aureus expresa numerosos factores de virulencia potenciales (Nau y

Metzgar, 2019). Segun Castro (2014), indica los siguientes factores de virulencia:
Capsula : Ayuda la union a superficies y evade fagocitosis.

Proteina A : Une la IgG por la porcion Fc impidiendo la opsonizacion y accion del

complemento.
Acido teicoico : Ayuda la unién a la fibronectina en la superficie de las mucosas.
Coagulasa : Formacion de coagulos de fibrina.
Hialuronidasa : Facilita la diseminacion rompiendo el acido hialurénico.
Lipasa : Hidroliza lipidos favoreciendo su presencia en la piel

Fibrinolisina : Disuelve los coagulos de fibrina, lo que facilita su propagacion.
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Catalasa : Catalizador de conversion de perdxido de hidrogeno.

DNasa : Depolimerizan el DNA celular liberado en los procesos purulentos.
Hemolisinas : Toxicas para hematies, fibroblastos, plaquetas y diversas células.
Leucocidinas : Toxicas para polimorfonucleares como macrofagos y neutrofilos.

Enterotoxinas : Actlan como superantigenos (proliferacion de células Ty liberacion de

citocinas).
Toxinas Exf  : Proteasas que rompen los puentes intercelulares en la epidermis
2.2.4. Resistencia a los antimicrobianos.

El descubrimiento y el uso de los antibidticos ha sido uno de los mayores logros
cientificos del siglo XX. Durante el primer uso de los antibidticos, las infecciones
bacterianas se consideraban contenidas, se utilizaban para curar infecciones
potencialmente letales, como también los cortes, las heridas infectadas y varias
enfermedades bacterianas. Sin embargo, el uso generalizado de antibidticos ha,
promovido la aparicién de patdgenos resistentes a los antibidticos (Kumar y Schweizer,
2005). Seguin la Organizacion Mundial de la Salud en el afio 2020 define que la resistencia
a los antimicrobianos surge cuando diferentes tipos de microorganismos como por
ejemplo las bacterias, se modifican a lo largo del tiempo y dejan de ser susceptibles a los
medicamentos, razén por la cual los hace mas dificil de tratar y a consecuencia hace que
el riesgo de propagacion de la enfermedad incremente, ocasionando formas graves de la

enfermedad y posteriormente la muerte.

La resistencia se da por el mecanismo mediante el cual la bacteria puede disminuir
la accion de los agentes antimicrobianos (Férnandez et al., 2003) puede denominarse

natural, cuando presenta un rasgo esencial y permanente al organismo que la hace
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naturalmente resistente (Cunha, 2000) o adquirida, cuando el microorganismo por medio
de una mutacion en su propio ADN obtiene resistencia o por la adquisicion de ADN a
partir de otra fuente (Todar, 2014). Asi mismo, la resistencia puede trasmitirse de forma
vertical (generacion en generacién), como también de forma lateral u horizontal de genes,
la cual es un proceso por el que el material genético contenido en pequefios paquetes de
ADN puede transferirse entre bacterias individuales de la misma especie o incluso entre
especies diferentes, es mediada a través de plasmidos u otro material genético movible
como integrones y transposones. Existen al menos tres mecanismos posibles como la

transduccion, la transformacion y la conjugacion (Wright, 2005).

Las bacterias han evolucionado varios mecanismos principales que les confieren
resistencia a los antibioticos las cuales son el eflujo del antibiético desde la célula a través
de un conjunto de proteinas de bombeo asociadas a la membrana; la modificacion de sitio
diana del antibidtico; la alteracion o disminucion de la permeabilidad de la membrana
celular bacteriana; y mediante la sintesis de enzimas modificadoras que se dirigen
selectivamente a la actividad de los antibi6ticos y la destruyen (Wright, 2005). Todos
estos mecanismos pueden modificar quimicamente el antibidtico, hacerlo inactivo
mediante su eliminacion fisica de la célula, modificar el sitio de destino para que no se
pueda utilizar mediante la eliminacion fisica de la célula, o modificar el sitio objetivo
para que no sea reconocido por el antibiético. EI modo méas comin es la inactivacion
enzimatica del antibidtico. Una enzima celular existente que se modifica para que
reaccione con el antibidtico de tal manera que ya no afecte al microorganismo. Una
estrategia alternativa utilizada por muchas bacterias es la alteracion del sitio objetivo del

antibidtico (Todar, 2014).

Escherichia coli es el agente causal mas frecuente de las infecciones bacterianas

méas comunes incluyendo las del tracto urinario y la bacteremia, causa el 80% de todas
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las ITU adquiridas en la comunidad entre personas sanas, y aproximadamente la mitad de
infecciones ocurre entre pacientes hospitalizados y personas con diabetes (Foxman y
Brown, 2003). En estas Ultimas épocas, se observa el aumento de la resistencia de este
microorganismo a los principales antibioticos de uso clinico como la ampicilina,
ciprofloxacino, sulfametozaxol/trimetroprim, estreptomicina y tetraciclina (Puig et al.,
2011). Debido al primordial mecanismo involucrado que es la produccion de B -
lactamasas de espectro extendido (BLEE) que concede resistencia a las cefalosporinas de
primera, segunda y tercera generacion. La tasa de produccion de BLEE por las
enterobacterias en paises de latinoamérica es més alta que en otras regiones del mundo a

consecuencia del uso irracional y masivo de antibiéticos (Garcia, 2012).

Hace cuarenta afios, el Staphyloccocus aureus era uno de los patdgenos
bacterianos mas comunes (sobre todo en el caso de las infecciones nosocomiales) y era
facilmente erradicado por la penicilina, hoy en dia la mayoria de los aislados de S. aureus
son resistentes a la penicilina (Dever y Dermody, 1991), debido a la adquisicién del gen
mecA, el cual codifica una proteina ligadora de penicilinas alterada (PBP2a) que no
permite la union con los B -lactdmicos. El gen mecA forma parte de un complejo movil
(mec) que reside dentro de una isla genémica en un sitio especifico dentro del cromosoma
de Staphyloccocus aureus denominado cassette cromosomico estafilococico (SCC)
(Garcia, 2012). Si bien los antimicrobianos son indispensables para la medicina ya sea
humana como animal, se considera también que son los responsables del surgimiento de

la resistencia en todo tipo de microorganismos (Miranda, 2011).

2.2.5. Ciprofloxacino.

El ciprofloxacino es una medicamento de amplio espectro utilizado desde

anteriores afos en el tratamiento de maltiples tipos de infecciones (Lima et al., 2002), es
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un agente bactericida, que interactta intracelularmente inhibiendo la ADN girasa, enzima
bacteriana esencial para la duplicacién, transcripcion y reparacion del ADN bacteriano
(Colegio Medico del Peru, 2018). El ciprofloxacino es una quinolona sintética de segunda
generacion y agente bactericida de amplio espectro, habitualmente prescrito a nivel
hospitalario y ambulatorio para el manejo de infecciones microbioldgicas que son

consideradas leves a persistentes (Franco et al., 2012).

El mecanismo de accién de las quinolonas es inhibir la accion de las
topoisomerasas tipo Il (topoisomerasa IV y ADN girasa). Siendo el blanco principal en
las bacterias gram negativas, el ADN girasa, mientras que la topoisomerasa IV actla
como la diana secundaria. EI ADN girasa es una enzima compuesta por cuatro
subunidades; dos, tipo A y dos, tipo B codificadas por gyrA y gyrB, que son las
encargadas de catalizar el super enrollamiento negativo del ADN. Para el caso de la
topoisomerasa IV, el blanco principal para las bacterias gram positivas, se trata también
de una enzima con cuatro subunidades codificadas por parC y parE, similares a gyrA 'y
gyrB (Mosquito et al., 2011). El grupo de las quinolonas tienen una excelente accion
contra infecciones gastrointestinales y urinarias, siendo asi que las nuevas quinolonas se
han convertido en un armamento muy importante contra mayor nimero de infeccion, pero
lamentablemente debido al uso irracional de estos medicamentos, se incrementa

progresivamente las cepas resistentes (Macri et al., 2017).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1. AREA DE ESTUDIO.

La investigacion se realizd en el departamento, provincia y distrito de Puno
situado en una altitud de 3824 m.s.n.m. y esta ubicado al extremo sur este del Perd, entre
los 13°00'00" y 17°17'30" de latitud sur y los 71°06'57" y 68°48'46" de longitud oeste del
meridiano de Greenwich. La obtencién de la muestra de albahaca (Ocimum basilicum)
fue de los mercados Unién y Dignidad ubicado en las coordenadas 15°50'24.2" S
70°01'11.5" W y mercado Laykakota ubicado en las coordenadas 15°50'47.3" S
70°01'15.1" W. Las muestras de orina para el aislamiento de Escherichia coli y
Staphyloccocus aureus fueron proporcionadas por el Centro de Salud 1-3 “Simén
Bolivar”. La obtencion del aceite esencial de albahaca se realiz6 en el Laboratorio/Taller
de frutas y hortalizas de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial. Las pruebas
de concentracion minima inhibitoria y susceptibilidad antimicrobiana se realizaron en el
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la

Universidad Nacional del Altiplano — Puno.
3.2. TIPO DE ESTUDIO.

La investigacion se realizo de tipo experimental, en razon a que se manejo una o
mas variables de estudio, para controlar el aumento o disminucion y su efecto en las
conductas observadas, llevandolo a cabo en condiciones controladas. Teniendo pruebas

y controles, distribuidos en tres grupos:

- Un primer grupo, control positivo: Antibiético ciprofloxacino para Escherichia

coli y Staphyloccocus aureus.
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- Un segundo grupo, control negativo: Etanol al 96°

- Un tercer grupo, tratamiento con aceite esencial de albahaca (Ocimum basilicum)

a diferentes concentraciones.
POBLACION Y MUESTRA.
Muestras microbiolégicas:

Los aislamientos de Escherichia coli y Staphyloccocus aureus se obtuvieron a
partir de 30 muestras de orina al mes durante marzo a mayo del 2021, colectadas en el
laboratorio del Centro de Salud | — 3 “Simoén Bolivar”, de pacientes que asisten al

consultorio externo y son diagnosticados con infeccion urinaria.
Muestras de albahaca (Ocimum basilicum):

Se realiz6 un muestreo no probabilistico por conveniencia, en razén a la poblacion
de la planta estudiada (albahaca), siendo de gran cantidad y variedad en los mercados
expendedores de la provincia de Puno, por consiguiente, se obtuvieron 15 kilos en total

de los mercados Unién y dignidad y Laykakota de la ciudad de Puno.
Criterios de inclusién.

. Urocultivos con infeccion urinaria positivos a Escherichia coli y
Staphyloccocus aureus identificadas a partir de muestras de orina del Centro de Salud

Simon Bolivar.

. Hojas y tallos de “albahaca” sin sefiales de dafio fisico o enfermedad y en

buen estado de desarrollo.
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Criterios de exclusion.

. Urocultivos negativos o presencia de uropatégenos distintos a las bacterias
en estudio.
. Material vegetal que contenga sefiales notables de dafio y este en mal

estado de desarrollo o crecimiento.

3.3. DISENO DE INVESTIGACION.

La distribucion de las unidades de analisis para el estudio del efecto del aceite
esencial de Ocimum basilicum frente a Escherichia coli y Staphyloccocus aureus,

correspondio a un disefio experimental y fue de la siguiente manera:

Tabla 1. Disefio experimental para determinar la concentracion minima inhibitoria del
aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca) frente a Escherichia coli y

Staphyloccocus aureus, marzo — mayo 2021.

Concentraciones del aceite esencial de albahaca en agar

. Control )
Repeticiones ) Mueller Hinton
Negativo*
01% 02% 05% 1% 25% 5% Total
1 1 1 1 1 1 1 1 7
2 1 1 1 1 1 1 1 7
3 1 1 1 1 1 1 1 7
Total 3 3 3 3 3 3 3 21

*Control Negativo: Medio de cultivo Mueller Hinton sin concentracion de aceite esencial.

Fuente: Elaboracion propia

Para determinar la concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de
Ocimum basilicum “albahaca”, se trabajé con 21 unidades experimentales por mes,
conformado por 7 tratamientos y 3 repeticiones para cada dosis utilizada, ademas se

utilizé un control negativo (medio de cultivo Mueller Hinton sin aceite esencial de
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albahaca). Cada unidad experimental estuvo compuesta por concentraciones del aceite

esencial a 0.1%, 0.2%, 0.5%, 1%, 2.5% y 5% dispuestos de la siguiente manera:

1° Concentracion.: 0.02 ml de aceite esencial + 19.98 ml de Agar MH =0.1 %
2° Concentracion.: 0.04 ml de aceite esencial + 19.96 ml de Agar MH =0.2 %
3° Concentracion.: 0.1 ml de aceite esencial + 19.90 ml de Agar MH =0.5%
4° Concentracion.: 0.2 ml de aceite esencial + 19.80 ml de Agar MH =1%

5° Concentracion.: 0.5 ml de aceite esencial + 19.50 ml de Agar MH =2.5%

6° Concentracion.: 1.0 ml de aceite esencial + 19.00 ml de Agar MH =5%

Tabla 2. Disefio experimental para la susceptibilidad antimicrobiana del aceite esencial
de Ocimum basilicum “albahaca” frente a Escherichia coli y Staphyloccocus

aureus, marzo — mayo 2021.

o Control Concentraciones del aceite esencial de albahaca
Repeticiones _ _
ciprofloxacino  20%  40% 60% 80% 100%  Total
1 1 1 1 1 1 1 6
2 1 1 1 1 1 1 6
3 1 1 1 1 1 1 6
Total 3 3 3 3 3 3 18

Fuente: Elaboracion Propia

Para determinar la susceptibilidad antimicrobiana del aceite esencial de
“albahaca” frente a Escherichia coli y Staphyloccocus aureus, se trabajé frente a cada
especie, 18 unidades experimentales por mes, conformado por 6 tratamientos en total y
se realizaron 3 repeticiones por cada concentracion utilizada. Teniendo un control de
referencia (antibidtico ciprofloxacino) y un control negativo (etanol al 96°), asi también
5 concentraciones del aceite esencial de Ocimum basilicum (20%, 40%, 60%, 80% y
100%) aplicados sobre discos de papel filtro Whatman N°4 exento de cenizas, a
volimenes de 20 pl por concentracion aplicada. Se utilizo el antibiotico ciprofloxacino

para comparar el efecto inhibitorio del aceite esencial frente a Escherichia coli y
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Staphyloccocus aureus, ya que se conoce la sensibilidad de ambas bacterias, de acuerdo
al manual de procedimientos para la prueba antimicrobiana de sensibilidad del Instituto
Nacional de Salud (2002).

3.4. METODO DE CAMPO.
3.4.1. Obtencion y procesamiento de la albahaca.
a. Obtencion del material vegetal.

Inicialmente hay que tener en cuenta que, dependiendo de la planta en estudio, se
debe distinguir donde se encuentran mas intensamente los principios activos, asi mismo

la etapa de crecimiento, parte de la planta y lugar de procedencia (Sisa, 2004).
b. Procedimiento.

Se adquirio 15 Kg de albahaca, entre tallos y hojas (Figura 10) de los mercados
Union y Dignidad, y Laykakota. Todas éstas en un buen testado bioldgico sin sefiales de
dafos, enfermedad o presencia de ciertos tipos de parasitos. Se seleccionaron y se
separaron las impurezas como ramas secas, tallos dafiados y la presencia de algun otro
contaminante. Luego se almacenaron en cajas con papel Kraft previamente etiquetadas,
con el proposito de impedir su deterioro o algun maltrato del vegetal durante el traslado.
Seguidamente el material vegetal (albahaca) fue trasladado al Laboratorio/Taller de frutas
y hortalizas de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad

Nacional de Altiplano.
c. Secado del material vegetal

Fundamento. — Consiste en la eliminacién del agua que estan presentes en los tejidos y

células de la planta, con la finalidad de evitar alguna alteracion de los componentes del
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vegetal por la accion de la humedad persistente (Huerta, 2015). Las hojas deben ser

secadas con el tallo, sin desprenderlas (Zuni, 2017).

Procedimiento. — Se realiz6 en un entorno resguardado de la luz solar, ventilada y sin
sobreponer los tallos para su desecacion adecuada por un tiempo de 15 dias

aproximadamente, para asi lograr un secado apropiado de la albahaca (Figura 10 - b).
3.4.2. Obtencidn del aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca).
a. Metodo de destilacion por arrastre a vapor de agua.

Fundamento: La extraccion por arrastre de vapor se utiliza para conseguir la separacion
de compuestos levemente volatiles e insolubles en agua, de otras sustancias no volatiles
combinados con ellas. Se efectda cuando se calienta el material vegetal y el vapor por
presion entra en contacto con las células de las partes de las plantas y las rompe, liberando
la esencia y atrapandola en las gotas de agua del vapor, luego se enfria y condensa en el

destilador (Obregon, 2018).
b. Procedimiento:
- Albahaca:

Luego del secado de aproximadamente 15 dias, se apartaron las hojas de los tallos
manualmente, y se cargd en un destilador, colocandose en total 4 Kg de material vegetal
seco, de manera que forme un lecho fijo compacto (Figura 11), se dio el tiempo necesitado
para que el agua caliente y el vapor suba por presion y entre en contacto con la célula de
las hojas, las rompa y libere la esencia contenida, para que asi sea atrapada en las gotas
de agua del vapor; el vapor se condensa y vuelve a ser liquido por medio del ingreso de
agua fria que esta en flujo constante, el liquido resultante pasa a la pera de decantacién

donde se aparta el agua (hidrolato o “esencia de rosas”) del aceite esencial. Dicha
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sustancia contiene el principio activo de la albahaca y esta compuesto por las sustancias
guimicas que tiene actividad antimicrobiana y se prob6 en esta investigacion. El agua y
el aceite por diferencia de densidades flota en la superficie de la pera de decantacion.
Finalmente, el proceso acabd cuando el volumen del aceite esencial depositado en la
bureta no se modifica con el tiempo, para luego ser retirado y almacenado en frascos
pequefios con tapa de color &ambar (debidamente esterilizados). El proceso de extraccion
se realiz6 en un periodo de 2 horas con 30 minutos y se obtuvo 15 ml de aceite esencial
de albahaca de 4 Kg de vegetal seco, los frascos acaramelados se pusieron en refrigeracion

hasta su posterior utilizacion en los anlisis (Figura 12).
3.5. METODO DE LABORATORIO.
3.5.1. Obtencidén de las muestras de orina.

Se obtuvo las muestras de orina para urocultivo, de personas con infeccion
urinaria provenientes del laboratorio del Centro de Salud Simdn Bolivar nivel | — 3. El
transporte y bioseguridad se tomd en cuenta por ser sustancias infecciosas, por lo que se
aplicd la técnica de triple embalaje. Esta técnica de embalaje se constituye de tres
componentes: EI dep6sito primario, el embalaje secundario y el empaquetado externo. El
recipiente primario contiene las muestras de orina la cual debe ser hermético y sellado, a
prueba de fugas y estar debidamente rotulado, estas fueron envueltas en bolsas herméticas
y con material absorbente, siendo en caso de fuga o rotura, apropiado para absorber todo
el liquido derramado, subsiguiente a ello se traslad6 en un recipiente (caja) de Tecnopor

bien cerrado, hasta llegar al laboratorio.
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3.5.2. Preparacién de medios de cultivo para el aislamiento de Escherichia coli,

Staphyloccocus aureus y evaluacion de la actividad antimicrobiana.
a. AGAR MACCONKEY.
Fundamento:

Es un medio de cultivo diferencial y selectivo para el aislamiento de
enterobacterias obtenidas a partir de orina, heces, alimentos y aguas residuales (Agurto,
2016). Esta disefiado para aislar selectivamente bacilos gram negativos y entéricos (se
encuentran normalmente en el tracto intestinal) y diferenciarlos sobre la base de la
fermentacion de la lactosa. En el medio de crecimiento o cultivo, las peptonas,
contribuyen con los nutrientes requeridos para el crecimiento bacteriano, la lactosa es el
hidrato de carbono fermentable; la mezcla de cristal violeta y las sales biliares, son los
agentes selectivos que inhiben considerablemente el crecimiento del microbiota gram
positiva. La lactosa es fermentada y disminuye el pH alrededor de la colonia, produciendo
un viraje del color del indicador del pH (rojo neutro), la absorcion en las colonias, como
también la precipitacion de las sales biliares. Las bacterias no fermentadores de lactosa

causan colonias incoloras (Benavides, 2018).
Procedimiento:

Como especifica el fabricante, se prepard 1.0 g de agar macconkey con 20 ml de
agua destilada (Figura 13). Se esteriliz6 el medio de cultivo en una autoclave, a 120°C
por 30 minutos, pasado el tiempo se hizo el plagueo vertiendo el medio en cada placa
estéril, luego se esperd su solidificacidn y se verificé el pH (7.2 — 7.4). Seguidamente, se
realizé el aislamiento de las muestras de orina de pacientes con infeccion urinaria, siendo
inoculadas en el medio de cultivo agar macconkey, mediante estrias en los 4 cuadrantes.
Se realiz6 3 repeticiones por mes desde marzo a mayo. Para la identificacion se observé
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las caracteristicas de las colonias en el medio de cultivo, siendo la bacteria Escherichia
coli, aquellas colonias que presentaban una coloracién roja o rosada con un halo turbio.
Finalmente se realiz6 tincién gram, prueba de catalasa e inoculacion en pruebas
biogquimicas de TSI, LIA, CITRATO, INDOL para su completa identificacion.

Obteniéndose en total 12 aislamientos de Escherichia coli por mes.

b. AGAR SAL Y MANITOL.

Fundamento:

Consta de un medio altamente selectivo, debido a que posee una elevada
concentracion de salinidad, la cual inhibe el desarrollo de bacterias no hal6filas (Agurto,
2016). Los Staphyloccocus coagulasa positiva hidrolizan el manitol y acidifican el medio;
resultando colonias que aparecen rodeadas de una zona amarilla brillante. Por el contrario,
los Staphyloccocus coagulasa negativa, muestran colonias rodeadas de una zona roja o
purpura. Las colonias sospechosas bien diferenciadas, se repicaron en un medio sin
exceso de cloruro de sodio, para luego efectuar la prueba de la coagulasa. En el medio de
cultivo, los constituyentes como la pluripeptona y el extracto de carne, constituyen la
fuente de carbono fermentable y el cloruro de sodio (que esta en elevada concentracion)
es el componente selectivo que prohibe el crecimiento de la flora acompafiante, por

altimo, el rojo de fenol que actiia como indicador de pH (Mendo, 2003).

Procedimiento:

Por indicaciones del fabricante, se prepar6 2.22 g de agar sal y manitol con 20 ml
de agua destilada (Figura 13). Se esteriliz6 el medio de cultivo en una autoclave, a 120°C
por 30 minutos, pasado el tiempo se hizo el plaqueo vertiendo el medio en cada placa
estéril, a continuacion, se esperé su solidificacion y se verificé el pH (7.2 — 7.4).
Posteriormente, se realizo el aislamiento de las muestras de orina, inoculadndolas en el
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medio de cultivo agar sal y manitol, mediante estrias en los 4 cuadrantes. Luego se
observd las caracteristicas de las colonias en el medio de cultivo y se identifico6 como
Staphyloccocus aureus aquellas colonias que presentan una coloracion amarillezca
rodeadas de una zona del mismo color. Finalmente se realizo tincion gram y prueba de la
coagulasa. Igualmente se realizé 3 repeticiones por mes desde marzo a mayo, obteniendo

en total 5 aislamientos de Staphyloccocus aureus por mes.

c. AGAR MUELLER HINTON.

Fundamento:

Es un medio de cultivo nutritivo no selectivo que promueve el desarrollo
microbiano, por su composicion ha sido recomendado por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) para ser utilizado en forma rutinaria en la realizacién de
antibiogramas, debido a que presenta buena reproducibilidad en las pruebas de
sensibilidad y presenta un contenido bajo de inhibidores como sulfonamidas, tetraciclinas
y trimetoprima, la mayoria de patdgenos microbianos crece satisfactoriamente y
finalmente existen suficientes datos recopilados que avalan la experiencia de las pruebas

de sensibilidad realizadas en este medio (Britania, 2021).
Procedimiento:

Segun descripcion del fabricante para su pertinente hidratacion, se prepar6 0.68g
de agar Mueller Hinton con 20 ml de agua destilada (equivalente a 1 placa), dependiendo
a cada objetivo especifico (Figura 13). Luego el medio de cultivo se esterilizé en una
autoclave, a 120°C por 30 minutos, pasado el tiempo y antes que se enfrié y se solidifique
completamente el medio de cultivo, se efectud el plaqueo dispersando 20 ml de medio en
cada placa estéril, seguidamente se esperd6 su solidificacion y se verifico el pH (7.2 — 7.4);
empleando tiras reactivas. Para finalizar, se incubaron durante 10 a 30 minutos a 35°C, a
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fin de evitar la acumulacion de humedad en la tapa de las placas, y se almacenaron a

temperatura de 8 a 10 °C hasta su utilizacion.
3.5.3. Preparacion de medios diferenciales.
a. Agar Triple Azucar Hierro (TSI).

Fundamento: Determina la capacidad del microorganismo de abordar un hidrato de
carbono especifico agregado en un medio de crecimiento basico, ya sea con produccion
de gases o sin ella, junto con la determinacién de acido sulfhidrico (Apaza, 2016). Es un
medio diferencial que determina si una bacteria gram negativo utiliza la lactosa, glucosa
0 sacarosa de manera fermentativa formando sulfuros de hidrogeno. La descomposicion
del azucar produce un &cido que hace que el indicador rojo de fenol se vuelva amarillo;
de lo contrario, se producira la alcalinidad, lo que hara que el indicador se vuelva rojo
oscuro. El tiosulfato se reduce a sulfuro de hidrégeno, que reacciona con las sales de
hierro para formar sulfuro de hierro de coloracion negro. La presencia de agujeros en el
medio se debe a la formacién de gas (dioxido de carbono) fruto de la fermentacion

(Macfaddin, 2003).
b. Agar Lisina Hierro (LIA).

Fundamento: Evalua la capacidad enzimatica de un microorganismo para descarboxilar
un aminoacido como arginina y lisina, para la formacién de una amina, con la resultante
alcalinidad. Siendo el indicador purpura de bromo cresol y formando el hidrogeno
sulfurado a partir del tiosulfato sddico se muestra por la formacion del sulfuro ferroso
(Apaza, 2016). Existen 3 descarboxilasas importantes que son utilizadas para la
identificacion bacteriana; siendo la lisina, arginina y ornitina, éstas son enzimas inducidas

0 adaptativas. So6lo se integran cuando un organismo es sembrado en un ambiente acido
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en presencia de un sustrato especifico, y los productos de descarboxilacién cambian el

pH a limites alcalinos (Bailon et al., 2003).
c. Citrato de Simmons.

Fundamento: Determina si un microorganismo es capaz de utilizar al citrato como unica
fuente de carbono para su metabolismo, provocando alcalinidad. La descomposicion del
citrato contenido en el cultivo forma &cidos intermedios, la cual se volatilizan
permaneciendo el cation sodio en el medio, asi como también los radicales oxidrilos,
produciendo alcalinizacion en el medio, el azul de bromo timol es el indicador que hace
virar de un color verde a azul (Macfaddin, 1990). Ciertas bacterias pueden suministrar
energia en ausencia de produccion o fermentacion del acido lactico, la cual emplean el

citrato como Unica fuente de carbono (Apaza, 2016).
d. Agar SIM (Movilidad, Indol, Sulfuro)

Fundamento: ElI medio Sim permite evidenciar la movilidad, produccion de indol y la
formacion de sulfuro. Las bacterias tienen movilidad o motilidad a través de sus flagelos,
que se localizan principalmente entre los bacilos (microrganismos en forma de
bastoncillos). Las bacterias que son mdviles pueden tener un solo flagelo o contener
varios; asimismo su localizacion es variada con la especie bacteriana y las condiciones de
cultivo. Las bacterias que carecen de flagelos son no moviles (Bailon et al., 2003). El
Indol es un compuesto que determina la capacidad de una bacteria para separar Indol a
partir del triptéfano, siendo éste un aminoacido que puede ser oxidado por algunas
bacterias para la formacion de 3 metabolitos ind6licos principales: Indol, escatol (metil

indol) y &cido indolacético (Macfaddin, 2003).
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Proced

e.

imiento:

Se prepard los medios diferenciales como especifica el fabricante para cada uno
de los compuestos en tubos de ensayo de 13 x 100 mm: Para TSI (0.31 gr para 5
ml de agua destilada), L1A (0.17 gr para 5 ml de agua destilada), CITRATO (0.12

gr para 5 ml de agua destilada) y SIM (0.15 gr para 5 ml de agua destilada).

Se esterilizé los medios diferenciales en una autoclave, a 120°C por 30 minutos
(Figura 13), seguidamente se puso en una posicion inclinada para formar picos de
flauta con una capa basal profunda. Se esper6 su solidificacion y se incubaron
durante 30 minutos a 35°C, conservandose a temperatura de 8 a 10 °C hasta su
utilizacion.

Para la identificacion bacteriana, se tomé una colonia bien diferenciada de
Escherichia coli del medio de cultivo macconkey con una aza de siembra en
punta, seguidamente se inoculé en cada uno de los medios diferenciales, por

medio de puncidn y estrias, para luego incubar a 37°C por 24 horas (Figura 16).

TINCION GRAM

Fundamento:

Coloracion diferencial méas utilizada en laboratorios de microbiologia y

bacteriologia. Esta técnica permite clasificar a las bacterias en dos grandes categorias;

gram positivas y gram negativas (Olivares, 2012). Se fundamenta en la diferencia

estructural a nivel de la pared celular en ambos grupos. Las bacterias gram positivas

poseen

una gruesa pared celular la cual rodea la membrana citoplasmatica; la pared esta

compuesta por peptidoglicano o mureina y acido teicoico. Aqui es retenido el complejo

de cristal violeta iodo después del tratamiento con el colorante y el mordiente lugol

(Corrales y Caycedo, 2020). Las bacterias gram negativas presentan una bicapa mas
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externa de lipidos, llamada membrana externa y poseen una pared celular mas delgada
gue no contribuye a la retencion del complejo cristal violeta, el que al perderse después
de la decoloracion con una mezcla proporcional de alcohol acetona las dejas expeditas
para aceptar el contra colorante rojo safranina, es cual es agregado hacia el final de la

tincion (Gonzélez et al., 2020).
Procedimiento:

Se tom6 un in6culo bien aislado del cultivo puro de Escherichia coli como
también de Staphyloccocus aureus y con la ayuda de un asa de siembra se procedié a
extenderlo en una lamina portaobjeto y se fijo con la flama de un mechero. Seguidamente,
se esparcio cristal violeta por 1 minuto sobre el frotis. Pasado el tiempo, se lavd con
bastante agua. Luego, se cubrié con lugol por 1 minuto mas y transcurrido el tiempo se
lavé con bastante agua. Consecutivamente, se cubrié con decolorante alcohol acetona por
un lapso de 30 segundos y pasado el tiempo se lavo con bastante agua. Para finalizar, se
vertio con safranina (colorante de contraste) y se dejo actuar por 1 minuto, para luego

lavar con abundante agua (Figura 15, a — b).
3.5.4. Preparacion del estandar Mc Farland.
Fundamento:

El inoculo bacteriano debe contener una cantidad normatizada de unidades
formadoras de colonias (UFC), para minimizar la variacion de la poblacion bacteriana,
esta cantidad es de 1x108 UFC/ml la que se determin6 mediante el estandar de Mc Farland

(INS, 2002).
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Procedimiento:

Para estandarizar la densidad éptica del indculo se utilizé una suspensién de
sulfato de bario como estandar de turbidez (0.5 de la escala de Mac Farland). Para
prepararlo se procedio de la siguiente manera: Se afiadié 0.5 ml de BaCl. a 99.5 ml de
H2S04. Seguidamente se comprob6 la densidad correcta del estandar utilizando un
espectrofotometro; teniendo una absorbancia de 0.03 —0.10 a 625 nm para el estandar 0.5
de Mac Farland. Se repartieron de 2 — 4 ml de la solucién en tubos semejantes a los que
se emplean para preparar los indculos y se conservaron guardados lejos de la luz solar y
a temperatura ambiente. Previo a su uso y para adquirir una turbidez homogénea, se agito

enérgicamente cada estandar.
3.5.5. Preparacion de los inoculos.

Las bacterias Escherichia coli y Staphyloccocus aureus luego de estar cultivadas
y debidamente identificadas, se procedié a seleccionar y recoger con un asa de Kolle 4 a
5 colonias con similar morfologia, teniendo cuidado de no recolectar restos del medio de
cultivo (Figura 14). Se prepard con estas colonias una suspension de 4 ml en suero
fisioldgico, inmediatamente la suspension bacteriana fue incubada a 37°C hasta obtener
la turbidez del estandar (2 horas). Finalmente se realizo el ajuste a la turbidez del inoculo
por comparacion visual, afiadiendo solucién salina al 0.9%, hasta adquirir una turbidez
equivalente al tubo del estandar de Mc Farland, para ello, se observaron los tubos

utilizando un fondo blanco y una linea negra como contraste.
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3.6. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) DEL ACEITE

ESENCIAL DE Ocimum basilicum (ALBAHACA).

Para poder obtener los resultados de este objetivo, se realizaron los

procedimientos recomendados por Coronado y Cauna (2013).
METODO: Dilucion en placa.
FUNDAMENTO:

La técnica de dilucion en placa o agar, comprende la dispersion de la muestra en
estudio en un medio sélido, cada célula bacteriana al presentarse en la superficie del
medio de agar, se multiplicard y dar& origen a un cumulo de células que originan una
colonia, permitiendo su cuantificacion (Lechevallier et al., 1980; Ramirez et al., 2017).
Se utiliz6 para medir cuantitativamente la actividad “in vitro” de un antibacteriano frente
a un cultivo microbiano, estos métodos se basan en la preparacion de una serie de placas
con caldos o agar, a los cuales se les afiade el antibidtico o aceite esencial en diferentes
concentraciones. Luego se inoculan cada uno de las placas con una suspension
estandarizada del microorganismo en estudio. Las pruebas se examinan después de
incubar 24 horas a 37 °C y se determina la concentracion minima inhibitoria (CMI) del

antimicrobiano frente al microorganismo ensayado (Torrico y Trigoso, 2003).
PROCEDIMIENTO:

Para determinar la concentracion minima inhibitoria se inocul6 en placas de agar
Mueller - Hinton mas el aceite esencial de albahaca (preparados en diferentes
concentraciones, 0.1%; 0.2%; 0.5%; 1%; 2.5% y 5%), una suspensién bacteriana de las
cepas en estudio (Escherichia coli y Staphyloccocus aureus) teniendo como referencia el
estandar de Mc Farland (1 x 10® UFC). Asi mismo, se preparé una placa control sin

ninguna concentracién de aceite (control de crecimiento). Luego se procedio a incubar
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por 24 horas, transcurrido el tiempo se inspeccionaron las placas en busca de desarrollo,
seguidamente se realizd la observacion del crecimiento de colonias para sefialar a que

concentracion minima inhibitoria (CMI) la bacteria mostraba sensibilidad.
a. Método estadistico.

Para establecer si existe 0 no, relacion estadistica significativa, se utilizo la prueba no
paramétrica de Chi — Cuadrado (X?), para comparar las posibles diferencias del aceite
esencial de albahaca frente a los aislamientos de Escherichia coli y Staphyloccocus
aureus obtenido de orinas patdgenas del centro de Salud | — 3 Simén Bolivar. Esta prueba
instituye la independencia o dependencia de 2 variables, aceptando o rechazando la
hipdtesis nula, teniendo en cuenta criterios como los grados de libertad y el nivel de
confiabilidad al 5% (Canales, 2016). Se utilizd para este analisis el software estadistico

Infostat (2019) version libre.

Prueba no paramétrica de Chi — Cuadrado (X?), cuya formula estadistica es la siguiente:

c
, Z(Oi — E;)?
= LT E
i=1 ‘

Donde:
X2 : Chi — Cuadrado calculado.
Oi  : Frecuencias Observadas de la i — ésima columna.
Ei  : Frecuencias esperadas de la i — ésima columna.
Las pruebas estadisticas se evaluaron:
Las pruebas son significativas; si el resultado es p < a 0.05.

Las pruebas no son significativas; si el resultado es p >a 0.05
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3.7. SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA “In vitro” DE Escherichia coli y

Staphyloccocus aureus.
METODO: Difusion con discos.
FUNDAMENTO:

El antibiograma disco — placa o difusion con discos consiste en colocar en la
superficie del agar de una placa petri (anteriormente inoculada con la bacteria), discos de
papel secante de 6 mm empapados con los diferentes antibiéticos o sustancias alternas
(aceites esenciales 0 extractos). Tan pronto el disco impregnado de antibidtico u otra
sustancia se pone en contacto con la superficie himeda del agar, el filtro absorbe agua y
el antibidtico difunde al agar. El antibi6tico propaga radialmente a través del espesor del
agar a partir del disco form&ndose un gradiente de concentracion. Finalmente,
transcurridas 18 a 24 horas de incubacion los discos aparecen rodeados por una zona de

inhibicion (Picazo, 2000).
PROCEDIMIENTO:

Se empapd un hisopo estéril en una suspension bacteriana a 1 x 108 UFC/ml
(turbidez estandar de Mc Farlan) de las bacterias Escherichia coli y Staphyloccocus
aureus, luego se inocul6 en la superficie de cada placa de agar Mueller Hinton; utilizando
el hisopo se esparcio en el medio de cultivo en diferentes direcciones para asegurar una
reparticion uniforme del in6culo, luego con la ayuda de una pinza estéril se colocaron los
discos de papel filtro con las diferentes concentraciones del aceite esencial de albahaca
sobre la superficie del agar. Como control se utilizé el antibidtico ciprofloxacino para
ambas bacterias y como control negativo se utilizé etanol al 96%. Seguidamente se incubd
a 37°C durante 24 horas colocando las placas en posicién invertida, para su posterior
lectura e interpretacion (Figura 14).
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3.8. LECTURA DE PLACAS E INTERPRETACION DE RESULTADOS.

Pasado el tiempo de incubacidn, se examinaron cada placa y se procedi6é a medir
los didmetros de los halos de inhibicion alrededor de cada disco con una regla milimétrica.
Y se compararon con los halos de inhibicidn del antibidtico control ciprofloxacino, segun

las tablas que se muestran a continuacion.

Tabla 3. Tabla de estandarizacién de halos de inhibicion (mm) para enterobacterias.

» Diametro en milimetros
Concentracién del

Antibacteriano ]
disco

Quinolonas
Ciprofloxacina 5 ug <15 16 - 20 >21
Fuente: Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana del
Instituto Nacional de Salud (2002).

Tabla 4. Tabla de estandarizacion de halos de inhibicion (mm) para Staphyloccocus spp.

» Diametro en milimetros
Concentracion del

Antibacteriano )
disco

Fluoroquinolonas

Ciprofloxacina 5 ug <15 16 —20 >21

Fuente: Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana del
Instituto Nacional de Salud (2002).

En las tablas 3 y 4 se muestran medidas establecidas de halos de inhibicion en
milimetros (mm), con la dosis o carga de los antibidticos utilizados: R = Resistente; | =

Intermedio; S = Sensible.
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a. Meétodo estadistico.

Para la comparacion de la susceptibilidad antimicrobiana “in vitro” del aceite
esencial de Ocimum basilicum “albahaca” y el antibiotico ciprofloxacino frente a
Escherichia coli y Staphyloccocus aureus; se evalu6 las diferencias estadisticas entre las
concentraciones del aceite esencial de albahaca y el control de los ensayos (antibiético
ciprofloxacino), utilizando el analisis de varianza (anova) de un disefio completamente al
azar (DCA) (Canales, 2016), para determinar la existencia de diferencias entre las
concentraciones, respecto a la inhibicién producida por el efecto del aceite esencial en
Escherichia coli y Staphyloccocus aureus, asi mismo se realiz6 la prueba de rango
maltiple de Tukey para realizar la comparacion de medias entre los tratamientos. El

analisis de varianza se realizé utilizando el siguiente modelo lineal aditivo:

Yij=u+ 1+ g

Donde:
Yij = Variable de respuesta (halo de inhibicion en mm).
K = Promedio general.
ti = Efecto de la i-ésima concentracion del aceite esencial de albahaca.
&ij = Efecto del error experimental.

Las pruebas estadisticas se evaluaron:
Si el resultado es p < a 0.05; la prueba se considera significativa.

Si el resultado es p > a 0.05; la prueba se considera no significativa.
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b. Prueba de rango Tukey.

Tukey plante6 un método para evaluar la hipdtesis nula con o siendo exactamente
el nivel global de significancia, cuando las muestras poseen tamafos iguales, y en el

maximo a, cuando las muestras poseen tamafios diferentes.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) DEL ACEITE
ESENCIAL DE Ocimum basilicum (ALBAHACA) FRENTE A Escherichia coli

Y Staphyloccocus aureus UROPATOGENOS.

Los resultados de las diferentes concentraciones del aceite esencial de Ocimum
basilicum (albahaca) frente a las bacterias propuestas; se obtuvo una concentracion
minima inhibitoria (CMI) de 1.0% frente a Escherichia coli (Figura 19) en los 3
bioensayos del aceite esencial, evidenciado por la ausencia de crecimiento bacteriano a
esta concentracion. A diferencia de las concentraciones inferiores (0.1%; 0.2% y 0.5%)
que si presentaron crecimiento bacteriano. Asi mismo, para Staphyloccocus aureus la
CMI fue de 0.5% (Figura 20), en contraste a las concentraciones inferiores (0.1% y 0.2%)
que si mostraron desarrollo. Los resultados fueron similares en las 3 repeticiones de

bioensayos del aceite esencial de albahaca frente ambas bacterias (Tabla 5).

Tabla 5. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial Ocimum basilicum

(albahaca) frente a Escherichia coli y Staphyloccocus aureus, marzo — mayo

2021.
o Crecimiento de
_, Crecimiento de
Concentracion de o ] Staphyloccocus aureus
) ) Escherichia coli (UFC)
aceite esencial (%0) (UFC)
R1 R2 Rs R1 R2 Rs
Control (-) en Agar
+ + + + +
Mueller Hinton
0.1 + + + + + +
0.2 + + + + + +
0.5 + + + - - -
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concentracion
minima inhibitoria 1% 1% 1% 0.5% 0.5% 0.5%
(CMI)

Nota: (+) Crecimiento bacteriano, (-) Ausencia de Crecimiento bacteriano.

Fuente: Elaboracion propia

Las diferencias de concentracion minima inhibitoria obtenidas en las dos bacterias
frente al aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca); resulto sin diferencia estadistica
significativa (X?=0.29; GL=6; P=0.9996) (Figura 4) segun el analisis estadistico de Chi
cuadrado, teniendo en cuenta la significancia de la prueba (p<0.05). Indicando que el
valor de la CMI de las concentraciones del aceite esencial de albahaca fue similar en las

dos bacterias (Escherichia coli y Staphyloccocus aureus).
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Figura 4. Concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de Ocimum basilicum
(albahaca) frente a Escherichia coli y Staphyloccocus aureus, sin diferencia

estadistica significativa (p<0.05) representadas con letras iguales (A, A).

De acuerdo a los resultados logrados se demuestra que el aceite esencial de

Ocimum basilicum “albahaca” es una sustancia inhibitoria sobre los aislamientos que
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causan infecciones urinarias derivados de las muestras de orina proporcionadas por el
Centro de Salud Simon Bolivar, obteniendo una concentracion minima inhibitoria a
concentraciones mayores o iguales a 1% frente a Escherichia coli (Figura 19) y 0.5%
frente a Staphyloccocus aureus (Figura 20). Estos resultados obtenidos concuerdan con
la investigacion presentada por Ancalla y Solis (2017), en donde obtuvieron una CMI de
1% frente a Streptococcus mutans ATCC 02175. Asi también, presenta similitud con el
trabajo realizado de Moghaddam et al. (2011) con 1.8% de CMI para Escherichia coli y
Staphyloccocus aureus. La actividad antimicrobiana de la albahaca se deberia a la
presencia de los principios activos o metabolitos secundarios, estos componentes se
desarrollan en la planta en defensa a condiciones de estrés ya sea de forma abidtica o
biotica, formando enzimas que degradan la pared celular de los microorganismos, asi
también poseen la capacidad de inactivar los toxicos de origen microbiano (Sepulveda et

al., 2003).

May et al., (2008), mencionan que el aceite esencial de albahaca posee
metabolitos secundarios como taninos, flavonoides, saponinas y terpenos volatiles
presentes en su estructura. De igual manera Ancalla y Solis (2017), determinaron por
cromatografia de capa fina la presencia de compuestos fendlicos, terpenos, flavonoides y
alcaloides. Estos metabolitos son los responsables de la actividad antimicrobiana y se
constituyen mayormente en los aceites esenciales, observandose en los resultados del

presente estudio.

Mena (2012), realizado un estudio sobre el screening fitoquimico de la
caracterizacion del aceite esencial de Ocimum basilicum, evidenciando también la
presencia de alcaloides, lactonas, cumarinas, triterpenos, esteroides, fenoles, taninos,
resinas, azucares reductores y flavonoides, asi mismo menciona que los taninos tienen

propiedades de precipitar las proteinas y por lo cual presentan accion antimicrobiana. Por
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otro lado Kazanjian y Farifias (2006), indican que la actividad antibacteriana estaria
atribuida a la presencia de taninos, alcaloides, saponinas y polifenoles, que son
compuestos altamente antimicrobianos, sin embargo hace énfasis a las saponinas, que
desde el punto de vista antimicrobiano son activas para Escherichia coli y Staphyloccocus
aureus, debido a que reducen la tensién superficial y actGan sobre los lipidos de la

membrana, provocando una alteracion de las mismas y llevandolo a la muerte celular.

Otro estudio realizado sobre la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
albahaca frente a bacterias gram negativas y gram positivas ejecutado en Venezuela,
reportan resultados diferentes a los obtenidos en esta investigacion, logrando una
concentracion minima inhibitoria de 200 mg/dl (equivalente a 20%) para bacterias gram
negativas y 100 mg/dl (equivalente a 10%) para bacterias gram positivas (Rivas et al.,
2015), esta diferencia de resultado se deberia a la concentracion empleada de 10 pul en los
discos de papel, ya que en la investigacion realizada se utiliz6 20 pl para cada
concentracion. De la misma forma Carrillo (2020), obtiene otros resultados reportando
una CMI de 100 ul procedente de la mezcla a 75% entre los aceites esenciales de orégano
y albahaca frente a Staphyloccocus aureus, esto debido a que el autor hace una mezcla de
estos 2 tipos diferentes de aceites esenciales, estando la albahaca constituida en un 33%

solamente.

Los metabolitos secundarios de la albahaca participan en los procesos de
adaptacion de las plantas, en el establecimiento de la simbiosis con otros organismos, y
cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas, como el ataque por
microorganismos ya sea por virus, bacterias y hongos (Sepulveda et al., 2003). Como se
describe anteriormente hoy en dia se conoce la accion antimicrobiana de las plantas
medicinales debido a la presencia de metabolitos secundarios la cual les confiere dicha

capacidad de combatir infecciones microbianas (Yanez, 2014).
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La concentracion minima inhibitoria de Ocimum basilicum (albahaca) frente a
Escherichia coli y Staphyloccocus aureus demuestra que a mayores concentraciones de
aceite esencial aumenta el efecto inhibitorio. Sin embargo, al realizar la prueba estadistica
no se obtuvo diferencia estadistica significativa (p>0.05) teniendo una CMI similar en las
6 concentraciones experimentadas del aceite esencial de albahaca debido probablemente

a las bajas concentraciones necesarias para encontrar actividad inhibitoria.

4.2. SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA “in vitro” DE Escherichia coli Y
Staphyloccocus aureus, FRENTE AL ACEITE ESENCIAL DE Ocimum

basilicum (albahaca).

a. Susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli.

Las lecturas de los resultados de los discos de papel filtro impregnados con el
aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca) mediante el método de Kirby Baier
frente a Escherichia coli a diferentes concentraciones porcentuales, resultaron de la
siguiente manera: Para el control antibidtico ciprofloxacino, se obtuvo un valor promedio
de 23.17 mm de halos de inhibicion, de las cuales el valor maximo alcanzado fue de 23.3
mm y un valor minimo de 23.0 mm. Con respecto al aceite esencial, para la primera
concentracion al 20% se obtuvo un promedio de 9.0 mm de inhibicion, las cuales
oscilaron entre 8.0 mm a 10.0 mm; para la segunda concentracion al 40% se obtuvo un
promedio de 11.43 mm de inhibicion los cuales oscilaron entre 11.2 mmy 11.8 mm; para
la tercera concentracion al 60% se obtuvo un promedio de inhibicién de 14.83 mm las
cuales oscilaron entre 13.9 mm y 15.8 mm; para la cuarta concentracion al 80% se logro
obtener un promedio de 16.83 mm de inhibicion con un valor minimo de 15.5 mm y un
valor maximo de 17.8 mm; para la ultima concentracion al 100% se obtuvo un promedio

de 17.93 mm de inhibicion con un valor minimo de 17.0 mm y un valor maximo de 18.5
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mm (Figura 22). En tanto para el control negativo (disco con etanol al 96%) no se observo
ningun tipo de inhibicién evidenciando solo el perimetro del disco de prueba (6 mm)

(Tabla 6).

Tabla 6. Promedio de halos de inhibicion en milimetros (mm) a diferentes
concentraciones del aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca) frente a

Escherichia coli y su respuesta antimicrobiana, marzo — mayo 2021.

Concentraciones Repeticiones de los halos
e(izln:::aellt;e Control de izh;::::rr:;:?:z;ente Promedio Respuesta
Ocimum negativo de halo  antimicrobiana
basilicum i R R, Rs (mm) **
(albahaca)
20% 3 9 8 10 9.0 Resistente
40% 3 11.8 11.2 11.3 11.43 Resistente
60% 3 15.8 14.8 13.9 14.83 Resistente
80% 3 17.8 17.2 15.5 16.83 Intermedio
100% 3 18.5 18.3 17 17.93 Intermedio
Ciprofloxacina 3 23.3 23.2 23 23.17 Sensible

Donde: * Etanol al 96%; ** establecido por el Instituto Nacional de Salud (2002):
ciprofloxacina 5 ug: Resistente: < 15 mm; Intermedio: 16 — 20 mm; Sensible: > 21 mm.

Fuente: Elaboracién propia.

Respecto los resultados obtenidos, se establecio la susceptibilidad antimicrobiana
del aceite esencial de albahaca frente a las bacterias en estudio. A concentraciones de
20%; 40% y 60%, los aislamientos de Escherichia coli mostraron respuesta resistente,
mientras que a concentraciones de 80% y 100% mostraron respuesta intermedia. Asi
mismo, no se logro obtener una respuesta sensible al aceite esencial de albahaca. Por otro
lado, los discos del antibidtico control resultaron ser sensibles en todos los bioensayos,
tomando como referencia la respuesta de los halos de inhibicion de ciprofloxacina, segin

el manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método
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de disco difusion del Instituto Nacional de Salud (2002). Comprobando la efectividad
del aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca) frente a las bacterias uropatogenas
gram negativas, aisladas de las muestras de orina proporcionadas por el Centro de Salud
Simon Bolivar.

Segun el analisis de varianza o anova; se obtuvo en las 5 concentraciones
aplicadas diferencia estadistica significativa (Fc=109.93; gl=5; p<0.0001), indicando que
al menos una de las concentraciones propuestas del aceite esencial de albahaca (100%;
80%; 60%; 40% y 20%) fue diferente a las demas, la cual posee efecto antimicrobiano en
los aislamientos de Escherichia coli procedentes de pacientes con infeccion urinaria
proporcionadas por el Centro de Salud Simoén Bolivar | — 3, siendo comparados con el
control (ciprofloxacina) y teniendo presente la significancia del 95% de la prueba. Asi
mismo, realizando la prueba Tukey resultd que la mejor susceptibilidad frente a la
bacteria Escherichia coli es el control ciprofloxacino, siendo menos susceptible las
concentraciones del aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca) aplicados en el

estudio (Figura5y 8).

2438
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Figura 5. Promedios de halos de inhibicion y tratamientos del aceite esencial de Ocimum
basilicum (albahaca) frente a Escherichia coli en la que se observa diferencia
estadistica significativa a diferentes concentraciones expresado por letras

diferentes, comparado con el antibiotico Ciprofloxacino.
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Los resultados obtenidos, presentan similitud con el trabajo de investigacion de
Celis y Rodriguez (2017), en la que determinan el efecto antibacteriano “in vitro” del
aceite esencial de albahaca frente a Escherichia coli aisladas de pacientes con infecciones
del tracto urinario, logrando una inhibicion frente a dicha bacteria a concentraciones de
100%. Rojas (2018) y Rios (2019), reafirman el poder inhibitorio del aceite esencial de
Ocimum basilicum (albahaca) frente a las bacterias gram negativas. Sin embargo,
plantean concentraciones mas bajas al de este estudio. El poder antibacteriano de la
albahaca se atribuye a la actividad biol6gica de sus componen tales como el 1,8-cinelol,
linalol, estragol, eugenol y alcanfor, asi mismo Celis y Rodriguez (2017) indica que estos
compuestos son de mayor composicion en la planta. Dicha mencién es corroborado por
Padalia et al. (2017) reportando a los monoterpenoides (linalol, 1,8-cineol, alcanfor,
geraniol), fenipropanoides (eugenol) y sesquiterpenoides como los componentes

predominantes en el aceite esencial del género Ocimum.

Por otro lado Flores (2020), solo obtiene efecto antibacteriano a concentraciones
de 75y 100% con halos de inhibicion de 7.12 mm y 13.53 mm respectivamente frente a
Escherichia coli. Igualmente Calderon y Torres (2014), frente a la misma bacteria
obtienen inhibicion solo a dosis de 10 y 20 g con halos de inhibicién de 11 mmy 12 mm.
Estos resultados son diferentes a los obtenidos en la investigacion y se deberia al uso de
solventes organicos, la cual extraen los principios activos, pero en proporciones diferentes
que repercute en el efecto del producto (Mamani, 2022). Dicho esto, en la investigacién
se utiliz6 el método de arrastre a vapor, donde se obtiene aceites esenciales y estos poseen
gran contenido de metabolitos secundarios con potencial antimicrobiano (Huanca, 2021).

Tovar (2007), manifiesta que las diferentes especies de la familia Lamiaceae en
lo general son aromaéticas y su caracteristica se debe a su contenido de aceites esenciales,

es decir, compuestos con distintos atributos ecoldgicos, alguno de los cuales muestran
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bioactividad en pruebas in vitro, especialmente inhibiendo el crecimiento bacteriano.
Considerando este tipo de actividad fundamental en el uso medicinal, de las distintas
especies de esta familia que se utiliza para el tratamiento de dolencias de origen
infeccioso, y lo comprueba en su trabajo de investigacion sobre la actividad antibacteriana
de seis especies medicinales de lamiaceae frente a diferentes bacterias, dentro de estas
Escherichia coli y Staphyloccocus aureus. Delgado (2021), corrobora lo mencionado
anteriormente afiadiendo que la familia Lamiaceae posee actividad antibacteriana, debido
a la composicion quimica de los aceites esenciales, con una marcada tendencia en la

presencia de compuesto de tipo monoterpeno como timol, carvacrol, cineol y borneol.

b. Susceptibilidad antimicrobiana del aceite esencial de albahaca frente a

Staphyloccocus aureus.

De la misma manera, las lecturas de los bioensayos del disco de difusion Kirby
Bauer con aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca) a diferentes concentraciones
frente a Staphyloccocus aureus, resultaron de la siguiente manera; al 100% se logro
obtener un halo de inhibicion promedio de 22.50 mm con un rango minimo de 21.0 mm
y uno maximo de 23.5 mm; al 80% se consigui6 un promedio de inhibicion de 17.63 mm
con un rango minimo y maximo de 17.00 mm y 18.4 mm respectivamente; a dosis de
60% se logré un promedio de inhibicion de 15.53 mm, con un valor minimo de 15.0 mm
y uno maximo de 16.6 mm; a dosis de 40% se obtuvo una inhibicion promedio de 13.67
mm, con valor minimo de 12.5 mm y uno maximo de 14.5 mm; en la tltima dosis a 20%,
solamente se obtiene un promedio de halo de inhibicion de 11.67 mm (Figura 23). En
tanto para el antibidtico control ciprofloxacina, se obtuvo un valor de promedio de
inhibicién de 25.02 mm, siendo similar al valor obtenido para Escherichia coli. Asi
mismo para el control negativo (etanol al 96%) no se obtiene halos de inhibicién (Tabla
7).
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Tabla7. Promedio de halos de inhibicibn en milimetros (mm) a diferentes
concentraciones del aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca) frente a

Staphyloccocus aureus y su respuesta antimicrobiana, marzo — mayo 2021.

Concentraciones Repeticiones de los halos
e(i::]:::aellt(:e Control iesi:ahi:i(:;izo(zjr:;:rrztse Promedio Respuesta
Ocimum negativo Phy de halo  antimicrobiana
basilicum i R R, Rs (mm) ”
(albahaca)
20% 3 11.0 13 11.0 11.67 Resistente
40% 3 12.5 14 14.5 13.67 Resistente
60% 3 16.6 15 15.0 15.53 Resistente
80% 3 18.4 17 17.5 17.63 Intermedio
100% 3 23.0 21 235 22.50 Sensible
Ciprofloxacina 3 25.2 25.4 25.0 25.02 Sensible

Donde: * Etanol al 96%; ** establecido por el Instituto Nacional de Salud (2002):
ciprofloxacina 5 pg: Resistente: < 15 mm; Intermedio: 16 — 20 mm; Sensible: > 21 mm.
Fuente: Elaboracion propia.

Para establecer la respuesta antimicrobiana del aceite esencial de albahaca a
diferentes concentraciones, junto con el antibidtico ciprofloxacina frente a
Staphyloccocus aureus, se utilizd el Manual de Procedimientos para la Prueba de
Susceptibilidad del INS (2002). Categorizando al antibidtico ciprofloxacina como
sensible a dosis mayores o iguales a 21 mm; obteniendo en la investigacion realizada
halos de 25 mm, efecto similar tubo el aceite esencial de albahaca al 100% de
concentracion, donde se logra un halo de inhibicion mayor a 21 mm, teniendo como
respuesta sensible; a concentracion de 80% se obtiene una respuesta intermedia frente a
dicha bacteria. En contraste a concentraciones de 20%, 40% y 60%, la respuesta
antimicrobiana fue resistente. El incremento de inhibicion se debe a la pureza de
concentracion misma del aceite esencial de albahaca. Arteaga (2018) observa el mismo

patrén en su investigacion y concluye que a mayor concentracion, incrementa el halo de
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inhibicién. Por Gltimo, se comprueba la efectiva del aceite esencial de albahaca frente a
uropatégenos gram positivos (Staphyloccocus aureus) aislados de muestras de orina con

infeccion urinaria procedentes del Centro de Salud Simén Bolivar.

De igual manera, se analiz6 estadisticamente los resultados obtenidos utilizando
la herramienta estadistica de analisis de varianza o anova en la que; se obtuvo en las 5
concentraciones diferencia estadistica significativa (Fc=88.43; gl=5; p<0.0001)
indicando que al menos una de las concentraciones propuestas del aceite esencial de
albahaca (100%; 80%; 60%; 40% y 20%) fue diferente a las demas, la cual posee efecto
antimicrobiano en los aislamientos de Staphyloccocus aureus procedentes de muestras de
orina con infeccidn urinaria proporcionadas por el centro de salud Simon Bolivar | — 3,
siendo comparados con el control (ciprofloxacina) y teniendo presente la significancia de
la prueba. Igualmente, utilizando la prueba Tukey, resulté que la mejor susceptibilidad
frente a la bacteria Staphyloccocus aureus es el antibiotico ciprofloxacina, sin embargo,
a 100% de concentracion se observa una susceptibilidad considerable del aceite esencial
de Ocimum basilicum (albahaca), segln los didmetros de halos de inhibicion para el

antibidtico control (Figura 6y 9).
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Figura 6. Promedios de halos de inhibicion y tratamientos del aceite esencial de Ocimum
basilicum (albahaca) frente a Staphylococcus aureus en la que se observa
diferencia estadistica significativa a diferentes concentraciones expresado por

letras diferentes, comparado con el antibiotico Ciprofloxacino.

En la investigacion se pudo obtener una excelente inhibicién del aceite esencial
de Ocimum basilicum (albahaca) a concentraciones de 100% debido a que la bacteria
Staphyloccocus aureus se mostrd susceptible. Idénticamente Puelles (2018), Ancalla y
Solis (2017) obtienen resultados similares de inhibicion al 100% frente a S. aureus y
Streptococcus mutans. Asi mismo, estos resultados concuerdan con los trabajos de
investigacion de Olano y Frias (2022) conjuntamente con las de Malca y Osores (2021),
quienes también obtuvieron una mejor inhibicion al 100% de concentracion frente a
Staphyloccocus aureus. Sin embargo, en esta investigacion se logré un mejor promedio
de inhibicidn frente a la bacteria gram positiva, debido a la cantidad de planta recolecta
en los mercados y el método de extraccion utilizado, la cual adquiere mejor concentracién
de los metabolitos presentes en la planta.

Los aceites esenciales son mas eficaces frente a bacterias gram positivas, ya que
las bacterias gram negativas contienen una superficie hidrofila en su membrana externa
rica en moléculas de lipopolisacaridos, impidiendo asi el ingreso de moléculas lipofilicas

(Grosvenor et al., 1995), compuestos hidrofébicos como monoterpenos y sesquiterpenos
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(Patifio, 2003) componentes que presenta el aceite esencial de albahaca (Padalia et al.,
2017). Por el contrario en las bacterias Gram positivas no existe en su membrana externa
una cubierta de lipopolisacaridos, que evitaria la difusion de los compuestos hidrofébicos
presentes en los aceites esenciales, y es ahi que ejercen sus posibles mecanismos de accion
antimicrobiana en las bacterias gram positivas como son las de desestabilizar el
empaquetamiento de la bicapa lipidica y afectando la estabilidad estructural de la
membrana de iones pequefios (Garay, 2015).

Asi también Olivares (2018), determing el efecto antimicrobiano in vitro del aceite
esencial de albahaca frente a Staphyloccocus aureus, obteniendo como resultado ausencia
de crecimiento bacteriano a concentraciones de 15%; 10% y 5%, concordando con los
resultados obtenidos. Asi mismo se logra demostrar que existe mejores porcentajes de
inhibicion del aceite esencial de Ocimum basilicum “albahaca” frente a cepas gram
positivas, siendo corroborado por Abbasy et al., (2015), en su estudio de investigacion,
la cual demuestran una mejor actividad antibacteriana frente a bacterias gram positivas
que a bacterias gram negativas.

El poder antimicrobiano de la albahaca se constituye en la actividad bioldgica de
algunos de sus componentes como es el 1,8-cinelol, linalol, eugenol, alcanfor y estragol,
compuestos mas representativos de la planta. Rojas et al., (2012), determinan mediante
un cromatografo de gases la presencia de linalol (37.17%), eugenol (16.06%), safrol
(9.46%) y por ultimo 1,8-cineol (7.68%) en el aceite esencial de albahaca y son
corroborados por Vasquez y Chuquilin (2021). Asi mismo en el estudio de Beltran et al.,
(2013), demuestran que Ocimum basilicum “albahaca” presenta principios activos como
linalol, (E)-cinamato de metilo y eucaliptol que se caracterizan por presentar actividad
antimicrobiana, antibacteriana, antimicdética y antiséptica. Dicha planta contiene gran

numero de compuestos quimicos, por ende, es dificil afirmar que su actividad
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antibacteriana esta dada por un solo mecanismo. Celis y Rodriguez (2017), proponen
diferentes mecanismos antibacterianos tales como dafio a la membrana citoplasmatica,
degradacion de la pared celular, dafio a las proteinas de la membrana, coagulacién del
citoplasma y el agotamiento de la fuerza motriz de los protones. Por otro lado, el efecto
antimicrobiano también puede atribuirse al tipo de bacteria y con esto a las diferencias en

las especies, en términos de naturaleza celular, composicion y de la genética.

Cabe resaltar que, los factores ambientales como la duracion del dia, la intensidad
de la luz y la temperatura ambiental influyen en la cantidad y calidad del contenido de
aceite esencial, finalmente, afectarian a las propiedades medicinales de las plantas. Se ha
demostrado que en la familia Lamiaceae, la duracion del dia aumenta el contenido de sus
extracciones y la duracion de la luz diurna aumenta la calidad de sus materias activas

(Moghaddam et al., 2011).

La susceptibilidad y respuesta antimicrobiana de Escherichia coli y
Staphyloccocus aureus frente al aceite esencial de albahaca demuestra un efecto
inhibitorio y es corroborado por la prueba estadistica al poseer diferencia significativa
(p<0.05), indicando que la susceptibilidad de E. coli y S. aureus fue diferente entre las
concentraciones de aceite esencial comparados con el tratamiento control
(ciprofloxacina), donde a mayor concentracién, mayor didmetro de sus halos de

inhibicién bacteriana.
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V. CONCLUSIONES

- El aceite esencial de Ocimum basilicum “albahaca”, presenta actividad
antimicrobiana frente a los microrganismos evaluados, con una concentracion
minima inhibitoria (CMI) de 1.0% frente a Escherichia coli y 0.5% para

Staphyloccocus aureus, resultando estadisticamente similares (P>0.05).

- La respuesta de susceptibilidad antimicrobiana de las bacterias Escherichia coli y
Staphyloccocus aureus frente al aceite esencial de albahaca fueron similares a
concentraciones de 20%, 40% y 60%, obteniéndose respuesta resistente, igualmente
a la concentracion de 80%, ambas bacterias poseen respuesta intermedia. A la
concentracion de 100%, Staphyloccocus aureus obtuvo respuesta sensible, a
diferencia de la bacteria Escherichia coli que obtuvo una respuesta intermedia, en
comparacion a las respuestas obtenidas del control ciprofloxacino, donde ambas
bacterias resultaron ser sensibles. Sin embargo, presentan diferencia estadistica

significativa (p<0.05).
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VI. RECOMENDACIONES

- Realizar estudios de la composicion fitoquimica del aceite esencial de albahaca, para

conocer los principios activos con potencial efecto antibacteriano.

- Ejecutar nuevas investigaciones determinando el efecto antibacteriano del aceite
esencial de albahaca en muestras de orina de otros Centros de Salud de la region de

Puno.

- Comprobar la efectividad antimicrobiana del aceite esencial de albahaca, frente a
otras especies bacterianas y fangicas de interés clinico que afectan a la poblacion de

la ciudad de Puno.
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ANEXOS

Tabklas de contingencia

Frecusncias: CODIGOS

Frecusncias absolutas
En columnas: BACTERTAS
TRATAMIENTCS E. coli 5. aureus Total

T—-1 2 2 4
T-2 2 =2 4
T—-3 2 1 3
T—4 1 1 2
T-5 1 1 2
T—-& 1 1 2
Tc 2 2 4
Total 11 10 21
Estadistico Valor gl =)

Chi Cuadrado Pearson o.29 & 0.99%96
Chi Cuadrado MV-G2 0.29 & D.9995
Coef.Conting.Cramer 0.08
Coef.Conting.Pearson D.12

[

Figura 7. Resultado del analisis de Chi — cuadrado para la concentracion minima
inhibitoria del aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca) frente a
Escherichia coli y Staphyloccocus aureus, realizado en el promagra estadistico

infoStat version libre.

Analisis de la varianza

Variable N E® R® Bj CW
En E. coli 18 0.5%8 ©0.897 5.33

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S gl CM F p-valor
Modelo 377.11 & 75.42 105%.93 <0.0001
TEATAMIENTOS 377.11 5 75.42 109.%3 <0.0001
Erroxr 8.23 12 o.69
Total 385.34 17

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.27170
Error: 0.68¢61 gl: 12

TRATAMTENTOS Medias nm E.E.
Ciprofloxacina 23.17 3 0.48 ~

100% 17.83 3 0.48 B

80% 16.83 3 0.48 B C

60% 14.83 3 0.48 C

40% 11.43 3 0.48 D
20% 9.00 3 0.48 E

Madias con una letra comin no son significativamentes diferentess (p = 0.05)
Figura 8. Resultado del andlisis de varianza (anova) y Tukey para la susceptibilidad del
aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca) frente a Escherichia coli,

realizado en el promagra estadistico infoStat version libre
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Analisis de la varianza

Variakle N RE Bs &5 =W
En 5. aureus 18 0.97 0.%6 5.449

Conadro de Analisis de la Warianza (SC tipo IIT)

F.V. S5 gl M F p—wvalor
Modelo 409 .97 5 81.9% 88.43 <0.0001
TRATAMIENTOS 409.97 5 81.9% 88.43 <0.0001
Error 11.13 12 O.593
Totcal 421 .10 17

Test: Tokey Alfa=0.05 DMS=2.64086
Error: 0Q.9272 gl: 12

TEATAMIENTOS Medias n E.E.
Ciprofloxacina 25.20 3 0.5 &

100% 22.50 3 0.56 B

230% 17.63 3 0.56 c

E0% 15.53 3 0.56 c D
40% 13.67 3 0.56 oD E
20% 11.67 3 0.56 E

Modias con una lstra comuin no sSon significativamsntes difsrentss (p = 0.05)

Figura 9. Resultado del andlisis de varianza (anova) y Tukey para la susceptibilidad del

aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca) frente a Staphyloccocus

aures, realizado en el promagra estadistico infoStat version libre.

Figura 10. a) Ocimum basilicum (albahaca), b) albahaca luego del proceso de secado;
Laboratorio, Laboratorio/ Taller de frutas y hortalizas, Escuela profesional de
Ingenieria Agroindustrial — UNA Puno, marzo 2021.

Fuente: Elaboracion Propia
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Figura 11. Adicion de hojas secas de Ocimum basilicum (albahaca) en el extractor de
aceites esenciales; Laboratorio/ Taller de frutas y hortalizas, Escuela
profesional de Ingenieria Agroindustrial - UNA Puno, marzo 2021.

Fuente: Elaboracién Propia

Figura 12. Proceso final de la obtencion del aceite esencial de albahaca, a la izquierda
inicio de la obtencidn, a la derecha producto final obtenido (aceite esencial);
Laboratorio Microbiologia de Alimentos, FCCBB — UNA Puno, marzo 2021.

Fuente: Elaboracion Propia.
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Figura 13. Preparacion de medios de cultivo enriquecidos para la obtencion e
identificacion de microorganismos (Escherichia coli y Staphyloccocus
aureus); Laboratorio Microbiologia de Alimentos, FCCBB — UNA Puno,
marzo — mayo 2021.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 14. Inoculacién de bacterias uropatogenas en los medios de cultivo preparados;
Laboratorio Microbiologia de Alimentos, FCCBB — UNA Puno, marzo —
mayo 2021.

Fuentes: Elaboracion Propia
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Figura 15. Aislamientos de bacterias uropatogenas a partir de muestras de orina con
infeccion urinaria, Staphyloccocus aureus (izquierda), Escherichia coli
(derecha); observacion de bacterias gram positivas (a) y gram negativas (b)
en el microscopio; Laboratorio Microbiologia de Alimentos, FCCBB — UNA
Puno, marzo — mayo 2021.

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 16. Pruebas bioquimicas para la identificacion de Escherichia coli, Laboratorio
Microbiologia de Alimentos, FCCBB — UNA Puno, marzo — mayo 2021.
Fuente: elaboracion propia.
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Figura 17. Elaboracion de concentraciones al 20%, 40%, 60%, 80% y 100% del aceite
esencial de Ocimum basilicum (albahaca); Laboratorio Microbiologia de
Alimentos, FCCBB — UNA Puno, marzo — mayo 2021.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 18. Preparacion de los discos de sensibilidad a base del aceite esencial de Ocimum
basilicum (albahaca); Laboratorio Microbiologia de Alimentos, FCCBB —
UNA Puno, marzo — mayo 2021.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 19. Evaluacion de los resultados obtenidos para determinar la concentracion
minima inhibitoria del aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca) frente
a Escherichia coli; Laboratorio Microbiologia de Alimentos, FCCBB — UNA
Puno, marzo — mayo 2021.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 20. Evaluacion de los resultados obtenidos para determinar la concentracion
minima inhibitoria del aceite esencial de Ocimum basilicum (albahaca) frente
a Staphyloccocus aureus; Laboratorio Microbiologia de Alimentos, FCCBB
— UNA Puno, marzo — mayo 2021.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 21. Medicion de los halos de inhibicion obtenidos luego del periodo de
incubacion de 24 horas; Laboratorio Microbiologia de Alimentos, FCCBB —
UNA Puno, marzo — mayo 2021.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 22. Susceptibilidad antimicrobiana del aceite esencial de Ocimum basilicum
(albahaca) frente a Escherichia coli; Laboratorio Microbiologia de
Alimentos, FCCBB — UNA Puno, marzo — mayo 2021.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 23. Susceptibilidad antimicrobiana del aceite esencial de Ocimum basilicum
(albahaca) frente a Staphyloccocus aureus; Laboratorio Microbiologia de
Alimentos, FCCBB — UNA Puno, marzo — mayo 2021.

Fuente: Elaboracion propia.
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S\ UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO PUNO
f FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO DE NICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS

CONSTANCIA

LA JEFE DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS, PROGRAMA DE
MICROBIOLOGIA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGIAC DE LA UNA-PUNO

HACE CONSTAR:

Que el sefior Br.CESAR ALFREDO HUAYLLAPUMA CALLA, egresado de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, Especialidad de Microbiologia y Laboratorio Clinico, ha realizado la
parte experimental de su tesis intitulado “ ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA “In Vitro” DEL
ACEITE ESCENCIAL DE Ocimun basilicum (ALBAHACA) FRENTE A Escherichia coli y
Staphyloccocus aureus UROPATOGENOS” en el laboratorio de Microbiologia de los
Alimentos y Control de Calidad de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, durante el tiempo;
01 de marzo al 31 de mayo del afio 2021 ejecutando su trabajo con responsabilidad,

dedicacién y puntualidad.

Se expide el presente a solicitud del interesado y para los fines convenientes.

Puno, 31 de mayo del 2021.

S LRI COBORN
%27 EEF DE LABORATORIO
g S
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