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RESUMEN

La palma real (Tanacetum vulgare L, Fam. Asteraceae) constituye un recurso vegetal
silvestre presente en la regién con diversas propiedades etnomedicinales, como las
antimicrobianas frente a infecciones. El objetivo general fue determinar el efecto
antimicrobiano del aceite esencial (AE) de hojas de Tanacetum vulgare L frente a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans multidrogoresistentes,
constituye un estudio de nivel explicativo, de tipo cuantitativo, prospectivo, transversal,
con disefio experimental puro, en la cual se emple6 especimenes de palma real
recolectados de la comunidad de Ccota, distrito de Plateria (Puno) localizada a una LS
15°56°15”’, LO 69°49°15°W, y a 3811 m.s.n.m., siendo la determinacion taxonémica
realizada en el “Herbarium Areqvipense” de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa, luego se realizé la extraccion del aceite esencial por hidrodestilacion, mientras
que la caracterizacion fitoquimica del aceite esencial se desarrollo6 mediante
Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas (CG-EM), mientras que la evaluacion
del efecto antimicrobiano del aceite esencial de T. vulgare L frente a E. coli, S. aureus y
C. albicans multidrogoresistentes tipificadas por el sistema Vitek 2.0, se evalué a través
de la concentracion minima inhibitoria (CMI), concentracion minima bactericida (CMB),
concentracion minima fungicida (CMF) y susceptibilidad antimicrobiana (Kirby-Bauer)
a 400, 200, 100, 50, 25 y 12,5 pl/ml de aceite esencial, siendo los datos procesados a
través de estadisticos descriptivos, andlisis de varianza y pruebas de comparacién
multiple con un a =0,05 mediante el Programa R v 4.3.1. Como resultado se encontrd que
el rendimiento de aceite esencial extraido fue de 0,88%, constituido en su mayoria de
compuestos volatiles de bajo peso molecular (64,7%), principalmente monoterpenos
(tujona, 83%, B felandreno, 7% y B tujona, 1%), y actividad antimicrobiana a 4002 y 2002
pl/ml (p<0,05) con un CMI, CMB y CMF significativo (p<0,05) en orden de relevancia
frente a Staphylococcus aureus, Candida albicans y Escherichia coli. Se concluye que el
aceite esencial de 17 compuestos volatiles de bajo peso molecular forma un complejo
activo con actividad antimicrobiana significativa potencial frente a diferentes

microorganismos de relevancia en salud publica.

Palabras Clave: Aceite esencial, Antimicrobiano, Candida albicans, Escherichia coli

Staphylococcus aureus, Tanacetum vulgare.
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ABSTRACT

The royal palm (Tanacetum vulgare L, Fam. Asteraceae) constitutes a wild plant resource
present in the region with various ethnomedicinal properties, such as antimicrobial
properties against infections. The general objective was to determine the antimicrobial
effect of the essential oil (EO) of Tanacetum vulgare L leaves against multidrug-resistant
Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Candida albicans. It constitutes an
explanatory, quantitative, prospective, cross-sectional study with an experimental design.
pure, in which specimens of royal palm collected from the community of Ccota, Plateria
district (Puno) located at LS 15°56'15", LO 69°49'15"W, and at 3811 m.a.s.l., were used.
The taxonomic determination was carried out in the “Herbarium Areqvipense” of the
National University of San Agustin of Arequipa, then the extraction of the essential oil
was carried out by hydrodistillation, while the phytochemical characterization of the
essential oil was developed by Gas Chromatography — Mass Spectrometry (GC-MS),
while the evaluation of the antimicrobial effect of the essential oil of T. vulgare L against
multidrug-resistant E. coli, S. aureus and C. albicans typified by the Vitek 2.0 system,
was evaluated through the minimum concentration inhibitory concentration (MIC),
minimum bactericidal concentration (MCB), minimum fungicidal concentration (MCF)
and antimicrobial susceptibility (Kirby-Bauer) at 400, 200, 100, 50, 25 and 12,5 pl/ml of
essential oil, the data being processed through descriptive statistics, analysis of variance
and multiple comparison tests with o =0,05 using the R Program v 4.3.1. As a result, it
was found that the yield of extracted essential oil was 0,88%, consisting mostly of low
molecular weight volatile compounds (64,7%), mainly monoterpenes (thujone, 83%,
phellandrene, 7% and B thujone, 1%), and antimicrobial activity at 400% and 200% pl/ml
(p<0,05) with a significant MIC, MBC and MFC (p<0,05) in order of relevance against
Staphylococcus aureus, Candida albicans and Escherichia coli. It is concluded that the
essential oil of 17 low molecular weight volatile compounds forms an active complex
with significant potential antimicrobial activity against different microorganisms of
relevance to public health.

Keywords: Essential oil, Antimicrobial, Candida albicans, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Tanacetum vulgare.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La conservacion de la salud es un aspecto que cada vez cobra mayor importancia
para gran parte de la poblacién mundial. Sin embargo, la salud de las personas viene
siendo amenazada por el surgimiento de microorganismos multidrogoresistentes
causantes de infecciones, entre ellos Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida
albicans. Es asi que el tratamiento con plantas medicinales constituye una alternativa
frente a los efectos adversos de los antimicrobianos de origen sintético, donde el principio
activo de las plantas guarda un mejor equilibrio fisioldgico con nuestro cuerpo (Torres,

2014).

Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo causante de infecciones de la
piel y ojos, intoxicacion alimentaria, neumonia, meningitis, endocarditis y osteomielitis
(Agurto & Cuya, 2021). Por otro lado, Escherichia coli enteropatdgena es un bacilo Gram
negativo, que en ultimas décadas manifiesta cepas resistentes a diversos farmacos, por su
mayor grado de patogenicidad, transmisibilidad y colonizacion (Paitan, 2018). Asi,
Escherichia coli diarreogénica causa 40% de decesos anualmente y Escherichia coli
enterotoxigénica causaria alrededor de 40000 defunciones anualmente en la poblacion
infantil de paises en desarrollo (Medina et al., 2015), ambos causan la gastroenteritis
aguda, siendo el segundo motivo de decesos e internamientos a nivel mundial (Manar et
al.,, 2021), siendo transmitidas por alimentos de origen lactico y alimentos no
pasteurizados, carne y hortalizas semi cocidas o crudas, y por la manipulacion y el
almacenamiento que no cumple con las medidas sanitarias de higiene necesarias (FAO,
2011). Asimismo, Candida albicans es un hongo patégeno comensal oportunista causante
de infecciones mucosas y sistémicas, teniendo consecuencias mortales, donde el uso

14
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desmesurado de antifungicos ha llevado a la aparicion de cepas resistentes a farmacos

(D’Enfert et al., 2021).

Frente al surgimiento de cepas multidrogoresistentes que acarrean un Serio
problema en salud publica, es necesario la basqueda de novedosas soluciones, donde una
de las opciones es acudir a los aceites esenciales vegetales que poseen monoterpenos y
sesquiterpenos en diferentes organos (hojas, raices y tallo) de gran importancia
farmacéutica. El Per( tiene gran biodiversidad de plantas medicinales de procedencia
nativa, la que puede ser usada como medio profilactico para conservar la salud (Lehtinen

et al., 2019; Mamani, 2017).

Siendo que, en la Regién Puno, crece la palma real Tanacetum vulgare L la cual
es considerada una especie cosmopolita perteneciente a la familia de las Asteraceas, es
una planta herbacea perenne, con tallos de aspecto lefioso, hojas con multiples foliolos y
bordes dentadas (pinnadas), generalmente de coloracion verde oscuro, y con
caracteristico olor aromatico. Asimismo, es empleada en infusiones o por consumo
directo, es que esta especie altoandina puede tener una composicién quimica diferente
seglin zona geogréfica (A¢imovi¢ & Puvaca, 2020; Chuctaya & Roque, 2018; Solis et al.,

2017).

El presente estudio de investigacion aborda la extraccion del aceite esencial de la
palma real Tanacetum vulgare L por medio del método de hidrodestilacion,
identificacion de su composicion fitoquimica mediante la técnica de cromatografia de
gases acoplada a la espectrometria de masas (CG- EM) y el célculo del rendimiento del
aceite esencial, asi como evidenciar técnicamente la actividad antimicrobiana que
presenta frente a tres bacterias multidrogoresistentes, asi demostrar la capacidad de

sensibilidad del aceite esencial a través de la técnica de difusion en agar Kirby-Bauer.

15
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En ese sentido, la presente investigacion reporta la caracterizacion fitoquimica
principalmente de 17 metabolitos secundarios en el aceite esencial de las hojas de
Tanacetum vulgare L, asi como el calculo del rendimiento; En cuanto a la susceptibilidad
antimicrobiana, concentracion minima inhibitoria y concentracion minima microbicida
del aceite esencial de las hojas de Tanacetum vulgare L frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Candida albicans multidrogoresistente hallando mayor
susceptibilidad en Candida albicans seguido de Staphylococcus aureus y Escherichia
coli, y una buena CMI, CMB y CMF en orden de relevancia frente a Staphylococcus

aureus, Candida albicans y Escherichia coli multidrogoresistentes.

La presente investigacion contribuye al mejor conocimiento cientifico y promover
futuros trabajos de investigacion, sobre la palma real Tanacetum vulgare L como planta
medicinal con propiedades antimicrobianas y terapéuticas, las cuales podrian ser
alternativas de prevencion e incluso como tratamiento de las patologias mas habituales
causadas por Staphylococcus aureus, Candida albicans y Escherichia coli
multidrogoresistentes, previo analisis del grado de toxicidad. Asi como, la importancia
de la utilizacién de la técnica combinada CG-EM que permite la separaciéon e
identificacion de mezclas, como el aceite esencial. Por lo cual, se propuso los siguientes

objetivos de investigacion:

1.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de hojas de Tanacetum
vulgare L frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans

multidrogoresistente.

16
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1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Establecer el rendimiento de aceite esencial extraido de hojas de Tanacetum

vulgare L por hidrodestilacion.

- Caracterizar la composicion fitoquimica de compuestos volatiles del aceite

esencial de hojas de Tanacetum vulgare L.

- Establecer la susceptibilidad antimicrobiana, concentracion minima inhibitoria y
concentracion minima microbicida del aceite esencial de hojas de Tanacetum
vulgare L frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans

multidrogoresistente.
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

Mikulasova & Vaverkova, (2021) (Eslovaquia) obtuvieron aceites esenciales
(AE) de Tanacetum vulgare L. y Salvia officinalis L. con 16 compuestos que constituyen
el 82,1 % del aceite total analizado por CG-EM con efecto antimicrobiano frente a
Escherichia coli, Proteus mirabilis y Bacillus subtilis (< 0,6 %) ademas de actividad

antifangica (Candida albicans) (halo de 13-15mm).

Otro estudio, en Marruecos, indica que el AE caracterizado por CG-EM de
Rosmarinus officinalis (B-pineno) (CMI 0,67-10,8 mg/ml, CMB 2,70-21,6
mg/ml), Zingiber officinale (zingibereno) (CMI 0,15-9,85 mg/ml, CMB 0,61-19,71
mg/ml), Melaleuca alternifolia (o careno) (CMI 0,55-17,6 mg/ml, CMB 2,21-17,6
mg/ml), Cymbopogon winterianus (linalol) (CMI 4,03-8,07 mg/ml), Salvia sclarea
(linalol) (CMI 1,38-44,23 mg/ml) y Syzygium aromaticum (3-alilguayacol) (CMI 0,21
mg/ml, CMB 0,21 mg/ml) ejercieron actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus, Staphylococcus aureus MRSA NCTC 12493, Escherichia. coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae CRK ATCC 700603, Escherichia coli ESBL y Enterococcus

faecalis ERV (Nait Irahal et al., 2021).

De otro lado, Korpinen etal., (2021) (Finlandia) en su estudio de Angelica
archangelica L., Rhododendron tomentosum, syn. Ledum palustre y Tanacetum vulgare
encontraron que los AEs y extractos supercriticos de CO2, caracterizados mediante CG-
EM, para el caso del AE de Tanacetum vulgare demostraron que tiene propiedades
antimicrobianas contra Staphylococcus aureus (halo de inhibicion de 7-14 mm), Candida
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albicans (halo de inhibicion <7 mm) y Peniscillium venetum ATCC (halo de inhibicién

de 15 - 21 mm).

Entre las asteraceas de Venezuela, Fajardo et al. (2021) hallaron que el AE
(germacreno-D, 45,80 %) de hojas de Ageratina neriifolia (CMI 75 pg/ml) presenta
actividad  antibacteriana  frente a  Staphylococcus  aureus, Enterococcus

faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa.

Asimismo, en Etiopia, Gishen et al. (2020) hallaron actividad antibacteriana de 50
ul de AE puro de Cymbopogon citratus (CMI 62,5 a 125 ul/ml), Lavandula angustifolia
(CMI 62,5 a 250 pl/ml) y Mentha piperita (CM 62,5 a 125 z/ml) frente a Staphylococcus

aureus, Escherichia coli y Candida albicans.

En Colombia, Céaceres et al. (2020) encontraron que los AE de Lippia alba (CMlso
y CMB >3 mg/ml), Cymbopogon nardus (CMlso ~3 mg/ml y CMB >3 mg/ml),
Cymbopogon martini (CMIsg ~3 mg/ml y CMB >3 mg/ml), Cymbopogon flexuosus
(CMlso y CMB >3 mg/ml), flexuosus origanoides (CMlso ~0,37-~0,75 mg/ml y CMB a
0,75-1,5 mg/ml), Rosmarinus officinalis (CMIlso y CMB > 3 mg/ml), Salvia officinalis
(CMlsp y CMB >3 mg/ml), Swinglea glutinosa (CMIso y CMB >3 mg/ml), Tagetes lucida
(CMlsp ~3 mg/l y CMB >3 mg/ml), Thymus vulgaris (CMlso ~0,75 mg/mly CMB 0,75 a
1,5 mg/ml), Satureja viminea (CMIso y CMB > 3 mg/ml), Cananga odorata (CMlso y
CMB > 3 mg/ml), Citrus sinensis (CMIsp y CMB > 3 mg/ml) y Elettaria cardamomum
(CMlso y CMB > 3 mg/ml) caracterizados por CG-EM, tuvieron actividad antimicrobiana

frente a Escherichia coli y Staphylococcus epidermidis.

Ademas, existen otros estudios que sefialan efecto antimicrobiano de los AE, asi

en Arabia Saudi, Lagha et al. (2019) encontraron propiedades antibacterianas en el AE de
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Thymus zygis (linalool, 39,7%) (CMI 0,19-0,78 mg/ml, CMB 1,56-6,25 mg/ml),
Origanum majorana (terpinen-4-ol, 25,9%) (CMI 0,19-0,78 mg/ml, CMB 1,56-12,5
mg/ml) y Rosmarinus officinalis (1,8 cineol, 47,7%) (CMI 1,56-3,125 mg/ml, CMB 12,5
mg/ml), méas no en Juniperus communis y Zingiber officinale, sin embargo, hallaron una
alta accion inhibidora de biopeliculas bacterianas que fluctud entre 14,94% y 94,75%,
siendo el AE de Rosmarinus officinalis el de mayor actividad seguido de Thymus zygis

y Origanum majorana.

De otro lado, Aparicio et al. (2019) determinaron que el AE de Libanothamnus
neriifolius presenta B-felandreno (29,04%) con actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus (CMI 50 ul/ml), Candida albicans (CMI 700 pl/ml) y C. krusei
(500 pl/ml), mientras que Ivanescu et al. (2018) (Rumania) determinaron que Tanacetum
vulgare, Tanacetum macrophyllum y Tanacetum corymbosum tienen actividad
antioxidante relacionado al contenido fendlico. También encontraron fitoesteroles
comunes y muchos flavonoides, algunos reportados por primera vez como la casticina en
Tanacetum vulgare, y la eupatilina, casticina, acacetina, quercitrina e isoguercitrina en
Tanacetum macrophyllum, mientras que la eupatorina, apigenina y quercitrina en
Tanacetum corymbosum; ademas de un efecto antimicrobiano frente a Staphylococcus
aureus (13 a 18 mm), Candida albicans (9 a 12 mm), 28, Candida parapsilosis (9 a 12
mm) ademas de una fuerte actividad citotoxica frente a lineas celulares cancerosas (HeLa)

y sanas (\VVero).

Asimismo, Baczek et al. (2017) hallaron que el AE de Tanacetum vulgare
(Polonia) estd compuesto de hidrocarburos monoterpénicos (6,87%), monoterpenos
oxigenados (84,37%), hidrocarburos sesquiterpénicos (0,42%), sesquiterpenos

oxigenados (5,08%) y otros compuestos (0,51%) siendo el trans-crisantenol acetato el
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principal compuesto encontrado, mostrando efecto antibacteriano frente a Staphylococcus
aureus (CMI 4uL/ml, CMB 8uL/ml) y Escherichia coli ATCC 25922 (CMI 8 ul/ml,
CMB >32uL/ml), siendo corroborado por Moricz et al. (2015) (Hungria) de que ese

principio activo inhibe el crecimiento bacteriano.

Devrnja et al. (2017) (Serbia) también analizaron la composicion quimica del AE,
ademas del EM de diferentes partes de Tanacetum vulgare L. caraterizandose por un alto
contenido de monoterpenos oxigenados como el acetato de trans-crisantenilo con una
fuerte actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli (CMI/CMB 0.03%0,053%),
Staphylococcus aureus (CMI/CMB 0,219/0,85%), Listeria monocytogenes (CMI/CMB
2,129/16,93% y Pseudomonas aeruginosa (CMI/CMB 8,47¢/16,93") ademas de efecto
antimicotico frente a Aspergillus fumigatus (CMI/CMB 0.13%0,51%), Aspergillus
versicolor (CMI/CMB 0,11/ 0,21°), Aspergillus ochraceus (CMI/CMB 0,05%0,21),
Aspergillus niger (CMI/CMB 0,2590,51°), Trichoderma viride (CMI/CMB 0,429/8,479)

y Penicillium verrucosum (CMI/CMB 0,11°/ 0,22°°).

De otro lado, Coté etal. (2017) (Canada) evaluaron las propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes, antibacterianas y citotoxicas de Tanacetum vulgare, para
lo cual haciendo uso de la técnica GC-FID encontraron alcanfor, borneol y 1,8-cineol,
presentando el o-humuleno actividad antiinflamatoria, mientras que la actividad
antioxidante la proporcioné el a-pineno y el éxido de cariofileno, siendo el alcanfor y
Oxido de cariofileno responsables de la actividad antibacteriana frente a Escherichia coli

y Staphylococcus aureus.

De otro lado, en Esparia, Clemente et al. (2016) encontraron un CMI de 12,5 a 400
png/ml y una CMB de 12,5 a >1600 ng/ml para el AE de Sinapis alba (alil isotiocianato

90-95%) y Cinnamomum zeylanicum (extraido de corteza fortificado con
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cinnamaldehido) frente a Bacillus cereus, Escherichia coli, Escherichia coli 0157:H7,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida,
Pectobacterium carotovorum, Salmonella enterica subsp. enterica y Staphylococcus

aureus.

Asimismo, en Rumania, Muresan et al. (2015) encontraron que el extracto
hidroalcoholico de flores de Tanacetum vulgare inhibe principalmente bacterias Gram
positivas, seguido de Gram negativas y Candida albicans. También se menciona que si
bien la composicion quimica del AE es casi igual entre hojas e inflorescencias, sin
embargo, el 1,8 cineol tiene mayor concentracion en hojas, existiendo ademas algunas
diferencias en la composicion quimica segun area geografica (A¢imovi¢ & Puvaca,

2020).

Ademas, Muresan, (2015) (Rumania) demostrd actividad antimicrobiana de los
extractos y AE de Tanacetum vulgare L. silvestre sobre Staphylococcus aureus (12-16
mm) y Bacillus subtilis (11-12 mm) presentando actividad moderada y baja actividad

sobre Escherichia coli (7-8mm) y Pseudomonas aeruginosa (7 — 6 mm).

Ya en Turquia, Ozek et al. (2007) muestran que el AE hidrodestilado de partes
aéreas de Tanacetum cadmeum (Boiss.) mediante métodos CG y CG/EM presentan 93
compuestos, entre ellos 1,8-cineol (18,9 %), p-cimeno (15,7 %), terpinen-4-ol (14,8 %),
borneol (9,8 %) y vy-terpineno (3,5 %), con actividad antimicrobiana significativa frente
Staphylococcus epidermidis (62,5 ug/mL) y efecto antimicético frente a Candida

albicans (125 pg/ml).

A nivel nacional, Cucho et al. (2021) encontraron actividad antimicrobiana para
los AE de hojas de Croton (Jaén, Cajamarca) como son Croton adipatus (p-mirceno,
18,34%), Croton thurifer (Monoterpeno CioHis, 22,38%) y Croton collinus (-
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cariofileno, ) frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CMI 72 a 286,4 ug/ml),
Bacillus subtilis ATCC 6633 (CMI 296,1 a > 1000 ug/ml), Escherichia coli ATCC 25922
(CMI > 1000 pg/ml), Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (CMI > 1000 pg/ml) y

Candida albicans (CMI 576,2 a > 1000 ug/ml).

Asimismo, Roumy et al. (2020) sefialan que de 59 plantas amazonicas (Loreto),
12 (Aspidosperma excelsum, Brosimum acutifolium, Copaifera paupera, Erythrina
amazonica, Hura crepitans, Myrciaria dubia, Ocotea aciphylla, Persea americana,
Spondias mombin, Swartzia polyphylla, Virola pavonis y Vismia macrophylla) tuvieron
un CMI < 0,15 mg/ml frente a alguno de los 36 microorganismos evaluados (Gram

positivos, Gram negativos y hongos).

Mientras tanto, Solis et al. (2019) (Cusco) hallaron 115 compuestos en el AE de
hojas de Ageratina pentlandiana el cual tuvo efecto sobre Staphylococcus aureus (CMI
y CMB ~11,9 pl/ml), Bacillus subtilis (CMI y CMB ~22,7 ul/ml), Escherichia coli (CMI
~57,7 ul/mly CMB ~64,8 ul/ml) y Salmonella tiphymurium (CMI ~41,6 y CMB ~50,0

ul/ml).

Y a nivel regional, Mamani (2022) encontré que el AE de Satureja boliviana
obtenida con un rendimiento de 0,82 % y 0,60 %, para la forma fresca y seca
respectivamente, mostraron actividad antibacteriana significativa frente a Escherichia
coli ATCC 25922, pero sin significancia a nivel de interaccion entre tipo de AE y dosis.
De otro lado, Huayllapuma (2022), encontré que la CMI del AE frente a Escherichia coli
fue de 1,0% y para Staphylococcus aureus de 0.5% (p>0.05). También, Huaracha (2019)
encontr6 un CMI adecuado al 100% para Cinnamomum zeylanicum frente a Candida

albicans.
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2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Palma real (Tanacetum vulgare L)

2.2.1.1. Clasificacion taxonémica

Segin Chavez & Gutiérrez (2013) Tanacetum vulgare fue
taxonomizada en el Museo de Historia Natural del Per(, en base a estudios
iniciales de Arthur Cronquist en 1981, siendo su clasificacion sistematica

la siguiente:

Tabla 1l

Clasificacion taxondmica de la Palma real

Categoria taxonémica Descripcion
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsidae
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae
Genero Tanacetum
Especie Tanacetum vulgare L

Fuente: Constancia N° 01-2022-HUSA (Anexo K)

2.2.1.2. Descripcion botanica

Es una planta herbacea perenne, ya que presenta tallos lefiosos, su
estructura es muy robusta, posee un tallo central rigido con longitud de
entre 60 a 90 cm de altura. Las hojas tienen maltiples foliolos (pinnadas),
de bordes dentados profundos con dimensiones de 10 x 20 cm formado por
4 a 10 lébulos con algo de pilosidad, siendo su coloracion por lo general
un verde oscuro, con caracteristico olor aromatico. La estructura floral es
una inflorescencia de tipo de corimbo, formado por pequefias flores de

color amarillo, principalmente en estacién de verano. El fruto producido
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es unaqueniode 1.2a 1.8 mm. Laraiz es un rizoma de 10 mm de diametro,
con disposicion horizontal, ramificado con estolones, por lo que abarca un

area considerable de varios metros cuadrados (A¢imovi¢ & Puvaca, 2020).

Figura 1

Palma real (Tanacetum vulgare L)

B

"
s

Fuente: Banco de imagenes

2.2.1.3. Distribucién geografica

Los estudios biogeogréficos indican que Tanacetum vulgare L se
distribuye de preferencia en zonas de clima templado y frio en los
continentes de Asia y Europa, ademas se reporta que fue introducido en
los continentes de Australia, Nueva Zelanda y América, siendo su habitat
principal las zonas montafiosas hasta el punto que en Espafia se ha llegado

a cultivar por sus propiedades medicinales (Dasilveira, 2008).

Actualmente es una especie cosmopolita, especialmente se verifica
su presencia en el continente europeo, Norteamérica y Sudameérica. En
Perq, por ejemplo, se reporta su presencia en el distrito de Tamburco

(Abancay, Apurimac), colectado a 2581 msnm (Chuctaya & Roque, 2018).
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2.2.1.4. Usos medicinales

Se ha utilizado de manera ancestral en infusiones
fundamentalmente de hojas, raices y flores, con fines antiparasitarios, para
lo cual se ingiere una infusién de flores, para el tratamiento de vermes y
helmintos, para flujo menstrual ausente, dolor menstrual y para tratar
cllicos intestinales, ademas por su propiedad antiespasmddica es
empleado frente a dolores migrafiosos (infusion y tintura), reumatismo
(aplicacion topica), y en lo que respecta al aceite esencial, es utilizada
como repelente contra insectos debido a las sustancias volatiles presentes

(Solis et al. 2017).

2.2.2. Aceites esenciales

2.2.2.1. Descripcion

Son un conjunto de sustancias liquidas y volatiles, obtenida de las
plantas por diferentes métodos y procedimientos, la industria de los
cosméticos lo utiliza para formular perfumes y sustancias aromatizantes,
la industria de los alimentos la emplea como saborizantes, y la medicina
los usa para tratamientos complementarios a los tradicionales (Ldpez,

2004; Marqués, 2015).

Los aceites esenciales han sido utilizados desde hace mas de 5000
afos, en las culturas de Mesopotamia, posteriormente en India, Romay

Grecia, para inicialmente rendir culto a sus dioses y otras ceremonias,
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luego con fines medicinales, diversificAndose después a todos los

continentes y paises (Andrango, 2021).

El aceite esencial se puede obtener de las raices, hojas, troncos o
cortezas, frutos y flores. La cantidad que se obtiene esta en funcion de cada
especie y organo. Las hierbas o arbustos tienen mayor rendimiento porque
presentan estructuras en forma de glandulas secretoras de aceites. Los
aceites esenciales son parte del mecanismo de defensa, que protege a la
planta contra diversos agentes invasores 0 amenazas del entorno (Acero et

al., 2019; Sena, 2015).

Los compuestos son sintetizados y segregados por determinadas
estructuras histoldgicas especializadas, frecuentemente localizadas en la
superficie de la planta como las células oleiferas, conductos o cavidades
secretoras, 0 en pelos glandulosos, a los que se le atribuye variadas
funciones en la defensa vegetal frente a insectos y herbivoros, adaptacion
al estrés hidrico y en la polinizacion, debido a que constituyen elementos
de comunicacion quimica por su volatilidad y marcado olor (Martinez,

2003).

2.2.2.2. Composicion quimica

Los aceites esenciales son basicamente las que producen el aroma
caracteristico de las plantas, las mismas estan compuestas por decenas y
aun centenas de sustancias aromaticos volatiles, la mayor parte son
terpenos, es decir por hidrocarburos (CH) (Cerutti & Neumayer, 2004).
Son moléculas organicas pequefias, cuya caracteristica quimica principal
es cambiar de un estado liquido a gaseoso a temperatura ambiental
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(Gonzalez, 2018) pudiendo tener de 1 a 1000 compuestos, asi por ejemplo
el aceite esencial de abedul tiene basicamente una sola sustancia (salicilato
de metilo), mientras el aceite esencial del nardo contiene cientos de

sustancias (Hevea, 2013).

2.2.2.3. Tipos

Los terpenos son compuestos aromaticos sintetizados en las plantas
por centenares de enzimas terpenosintasas, para ello hacen uso de
pequefias unidades de isopreno, formadas por cinco carbonos estructurales

(Marqués, 2015).

En base al nimero de carbonos se puede identificar tres grupos de
terpenos: monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos, los dos primeros
son de mayor importancia debido a su mayor frecuencia y cantidad,
mientras que los diterpenos son mas raros y estan en bajas cantidades, que
ademas de tener un elevado peso molecular tienden a no evaporarse al
momento de la destilacion de arrastre de vapor (Llorens, 2021; Lopez,

2004).

2.2.2.3.1. Monoterpenos

Segln Acero et al. (2019) los terpenos tienen mayor volatilidad, se
hallan mayormente en flores y son repelente de insectos, siendo producto
del metabolismo secundario vegetal. Estd formado por 2 unidades de
isopreno y de al menos un enlace doble, siendo una de las familias mas

grandes que tienen aceites esenciales, reportandose ~2000 variedades.
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De otro lado, Solis et al. (2017) manifiestan que los monoterpenos
presentes en algunas familias vegetales como Poaceae, Apiaceae, Poaceae,
Asteraceae, Lamiaceae, Myristicaceae, Rubiaceae y Myrtaceae, también
estdn en ciertos hongos y plantas no vascularizadas, pero en menor
cantidad, incluso se hallé en un insecto (Necrodes surinamensis) que
produce un monoterpeno en su glandula anal para repeler a posibles

predadores o competidores.

Llorens (2021) sefiala que presentan una estructura regular, son de
tamafo pequefio, lo cual les permite reaccionar rapidamente al entrar en
contacto con el aire y el calor, por lo cual, su descomposicion se produce
de manera mas réapida que los sesquiterpenos de mayor complejidad,
presentando gran variedad de hidrocarburos, alcoholes, aldehidos y otros

compuestos oxigenados.

Su clasificacion se enfoca en el tipo de uniones que presentan, asi
se denomina monoterpenos regulares cuando provienen de la fusion
“cabeza-cola” de dos unidades de isopreno, mientras que se llaman
irregulares cuando la fusion es de tipo “cabeza mitad”, y en base a
caracteristicas diferenciables se dividen segun el nimero de ciclaje, en

aciclicos, monociclicos, biciclicos y triciclicos. (Martinez, 2003).
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Figura 2

Clasificacion de los monoterpenos

Monolerpenos regulares:

|.- Aciclicos: Linalool

2.- Monociclicos:

2.1.- Hidrocarburos saturados:  a-Felandreno

Ol
2.2.- Hidrocarburos oxigenados: «-Terpineol

3.- Biciclicos: Saturados Oxigenados
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3.2.- Tipo Carano: 8-3-Careno on

®  ®

3.3 - Tipo Pinano: «-Pineno Mirtenol
3 4.- Tipo Tuyano: a-Tuyeno trans -Tuyona
Monoterpenos irregulares: Saturados Oxigenados
i
g“
1.-Cumplen la regla del isopreno: Canfeno d-Fenchona
z
N z z
%I/k \></Y
2.- No cumplen la regla: Santolina tricno Artemisia alcohol

Fuente: Pala (2002).
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2.2.2.3.2. Sesquiterpenos

Su estructura molecular tiene 15 carbonos que constituyen los 3
monoOmeros isoprenicos, la mayoria de tipo “cabeza-cola”, 10s que poseen
mayor peso molecular, menor capacidad de volatil y no pueden pasar a
través de la membrana celular como los monoterpenos, siendo menos
frecuentes en los aceites esenciales en general (Acero et al.,2019;

Andrango, 2021).

Pueden presentar una estructura regular y producto de
transposiciones de grupos funcionales (alcoholes, hidrocarburos, cetonas,
ademas de derivados, ésteres, glicésidos y alcaloides) esta origina una gran
variabilidad natural. Se encuentran distribuidos ampliamente, se estima
que existen mas de 10000 variedades de sesquiterpenos, con mayor
frecuencia en hongos, plantas no vascularizadas e incluso en ciertas

bacterias como los Streptomyces (Cerutti & Neumayer, 2004).

Al tener una unidad mas de isopreno que los monoterpenos, tienen
mayor plasticidad en su estructura y funcién, gracias a esta particularidad
y al ciclaje molecular, se clasifican en aciclicos, monociclicos, biciclicos,

triciclicos y tetraciclicos (Guerra et al., 2014).
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Figura 3

Clasificacion de los sesquiterpenos

Sesquiterpenos aciclicos:
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Fuente: Pala (2002)
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2.2.2.4. Actividad bioldgica

Los terpenos pueden actuar como hormonas vegetales (acido
abscisico o fitoalexinas), al adherirse a ciertos espacios tridimensionales
de las proteinas y activar algunos receptores de superficie celular; también
pueden ser alelopaticos y fitotoxicos, es decir herbicidas selectivos, puesto
que presentan ciertos compuestos quimicos que pueden influenciar en la
germinacion, crecimiento y reproduccion vegetal, por tanto, se pueden
usar como alternativa a los herbicidas quimicos (Cabrera, 2017; Jaramillo

etal., 2012).

Debido a la propiedades de los aceites esenciales, tradicionalmente
se las ha empleado en aromaterapia y cosmética. Sin embargo, frente a la
resistencia antimicrobiana en la medicina se la ha utilizado por su accion
antibacteriana, antifungica y antiviral. Sus efectos serian producto de
propiedades sinérgicas como la hidrofobicidad del aceite, que permite la
adherencia a la membrana celular bacteriana, que por presion molecular la
hace mas permeable, provocando la salida de iones del interior y
finalmente produce la lisis bacteriana debido a los alcoholes, fenoles y

aldehidos (Oliveros, 2016; Rincon et al., 2012).

También se informa que tienen propiedades antioxidantes y
anticancerigenas, evidenciandose su efecto frente a ciertos tumores, como
es el caso del d-limoneno, obtenida de varios frutos citricos, y del alcohol
perilico que por ensayos en ratones de laboratorio, evidencian un efecto

quimioterapéutico importante contra el cancer (Gonzalez, 2018).
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Asimismo, serviria para tratar el dolor neuropatico en nervios
periféricos, el cual es dificil de tratar por métodos convencionales ya que
es refractario, es asi que la timoquinona tiene por ejemplo, efecto
antinociceptivo. Y algunos otros aceites esenciales provenientes de
Asteraceas, tendrian actividad antiviral al inhibir la replicacion y reducir

su propagacion entre células (Acero et al., 2019).

Tabla 2

Aplicaciones y usos de los aceites esenciales

Via externa Via interna
antisépticos Antiinflamatorios Expectorantes Antiinflamatorios

Rubefacientes Insecticidas Carminativos Coleréticos
Desodorantes repelentes Estomacales colagogos
Analgésicos Cicatrizantes Antiespasmadicos Digestivos
Sedantes Diuréticos

Estimulantes Antisépticos

cardiacos Estimulantes

circulatorios

Fuente: Castro et al. (2013)

2.2.2.5. Métodos de extraccion

Los aceites esenciales se pueden obtener por diversos métodos y
procedimientos, lo cual depende de la parte anatémica, sus componentes,
estabilidad y las propias especificaciones que se quiera conseguir
(Oliveros, 2016). El proceso de extraccion inapropiado puede deteriorar o
alterar la composicién quimica del aceite esencial, pudiendo ocasionar
decoloraciéon, mal olor/sabor e incremento de la viscosidad

(Tongnuanchan & Benjakul, 2014).
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a. Hidrodestilacion

Este método conlleva la inmersién integra del materia vegetal en
agua, seguido de ebullicidn cuyo vapor sale a través de un canal, los que
al enfriarse se condensan, generando un destilado liquido conformado por
dos estados inmiscibles, una fase acuosa y otra organica (AE) siendo
separado por decantacion, debido a las diferencias de densidad, usando un
vaso florentino (Casado, 2018; Montoya, 2010). Esta técnica conserva los
compuestos debido al agua circundante que ejerce una barrera evitando
que sobrecaliente, siendo uno de los beneficios de este método que puede

destilarse a menos de 100° (Tongnuanchan & Benjakul, 2014).

Figura 4
Descripcion de la técnica de hidrodestilacion

aceites esenciales

vaporizados y vapor Condensador salidade agua
3 caliente
) —
Aceites esenciales
A v
lMateﬂa‘lleasg \ll’eagetales I-——l _'L
8
Destilador .
Mezcla de aceites
= e
=

&
Entrada de agua de

refrigeracion E
hidrosoles ﬂ

Aceites esencizles

agua
Generador de vapor -8 Separador de aceite Oo

Fuente: Tongnuanchan & Benjakul (2014)
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b. Destilacion por arrastre de vapor de agua

Martinez (2003) y L6pez (2004) para este método indican que la
materia vegetal debe ser fresca y dividida en porciones pequefias,
confinada a una camara inerte 0 colocada encima de una rejilla perforada
y sujeta a una corriente de vapor de agua sobrecalentada, siendo los
metabolitos arrastrados para luego ser condensados, recolectados y

separados del fragmento acuoso.

Es el método més utilizado para obtener aceites esenciales, por su
bajo costo y relativa facilidad operativa, no obstante, puede modificarse
por el calentamiento y contacto directo con el vapor de agua, ademas que
requiere un tiempo extenso para obtener una minima cantidad de aceite
(Casado, 2018), siendo ideal para obtencion de esencias fluidas en
perfumeria. Por lo mismo, es usado industrialmente por su alto
rendimiento y la pureza del aceite obtenido, no siendo indispensable el uso

de tecnologia sofisticada (Martinez, 2003).

C. Extraccion con solventes volatiles

En este método se pone la muestra vegetal seca y molida con
solventes, los mas utilizados son alcohol y cloroformo, al reaccionar
ambos se produce la solubilizacidn del aceite esencial, también se extrae
otras sustancias como ceras y grasas, entonces se obtiene una esencia con
presencia de impurezas. Este método es mas utilizado en laboratorios, las
cantidades de insumos se refleja altos costos y menor beneficio (Hevea,

2013).
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d. Prensado

En este método, el material vegetal se somete a un proceso
mecanico de exprimido para liberar el aceite, siendo luego recolectado y
filtrado. Por lo general, se aplica en frutos citricos o partes de éstas (Solis

etal., 2019).

e. Método de enflorado

En este método las flores se exponen a una grasa, la esencia se
solubiliza en ésta que cumple un rol extractor; en la primera etapa se
obtiene una mezcla de aceite esencial, luego la grasa se retira por procesos
fisicos y quimicos, y en general se utiliza alcohol caliente para lograr la
separacion de la grasa y el extracto aromatico (Martinez, 2003; Rodriguez
et al., 2012). Es de utilidad para algunos vegetales con cierta fragilidad en

su esencia (Montoya, 2010).

f. Extraccién con fluidos supercriticos

Es unatécnica reciente en la cual el vegetal se debe trozar, moler o
licuar, para luego empacar en una estructura de acero inoxidable, donde se
aplica un fluido de CO. en estado critico, haciendolo circular por su
interior, el cual produce la solubilizacion de los aromas que se acumulan,
mientras se elimina la sustancia extractora por descompresién progresiva
hasta alcanzar un balance con el medio ambiente exterior, siendo el

resultado un aceite esencial con caracteristicas particulares (Hevea, 2013).
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2.2.3. Resistencia antibiotica

2.2.3.1. Definicion

Es el mecanismo con que cuenta un microorganismo para
sobrevivir, cuando es expuesto a un antibiotico, por reducir la capacidad
antibidtica o inhibir al mismo, esta presente en bacterias, virus, protozoos
y hongos, la cual en los dltimos afios se ha incrementado debido al uso
desmedido de antibioticos (Pérez & Robles, 2013), siendo determinada a
través de ensayos in vitro, valorando la capacidad del antibi6tico mediante
la Concentracion Minima Inhibito.ria (CMI) que puede indicar si es
sensible, resistente o intermedio a un antbidtico segln los puntos de corte
establecidos para cada microorganismo en particular (Castellano &

Armindo, 2010).

2.2.3.2. Origen

A. Resistencia natural

Es una caracteristica permanente de las especies bacterianas,
determinada genéticamente, no estd asociado con la dosis de
antimicrobiano administrado. Un ejemplo es Proteus mirabilis frente a las
tetraciclinas, que por un proceso natural expulsa a antibiéticos e incluye a
un lipopolisacérido que resta la afinidad a los antibidticos; otros ejemplos
incluyen la produccion de betalactamasas frente a penicilinas, o la ausencia
de un sitio diana para antimicrobianos como en los bacilos Gram negativos

frente a las clindamicinas (Reygaert, 2018).

Este mecanismo de resistencia se remonta al periodo previo de uso

de antibidticos, asi se ha identificado bacterias con caracteristicas de
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resistencia en profundas cavernas de los glaciares en el artico de hace 2000
afios. Y el desarrollo de resistencia natural se deberia a que todas las
bacterias de una especie muestran resistencia a ciertos grupos de
antibidticos, por tanto, logran obtener una ventaja frente a otras cepas

pudiendo sobrevivir a los antibioticos utilizados (Reygaert, 2018).

B. Resistencia adquirida

Seguln Bisso (2018) se produce por medio de mutaciones, o por la
trasmision de material genético a nivel extracromosoémico provienente de
otras bacterias. En la primera forma la resistencia se transmite de
generacion en generacion en forma vertical, mientras en la segunda forma
la transmision es horizontal a través de plasmidos u otros componentes
genéticos como integrones y transposones, en cuyo caso no solo se
transmite la resistencia entre generaciones, sino también entre otras
especies de bacterias, la cual puede ser adquirida por bacterias que nunca

tuvieron contacto a antibioticos.

2.2.3.3. Mecanismos de resistencia

A. Limitacidn de absorcion de drogas

La estructura y funciones del lipopolisacérido en bacterias Gram
negativas son una barrera para ciertos tipos de moléculas, que les confiere
resistencia innata a los antimicrobianos. Las micobacterias tienen una
membrana externa con alto contenido de lipidos, donde los farmacos
hidrofébicos como la rifampicina y las fluoroguinolonas tienen un acceso
mas facil hacia a la célula que los farmacos hidrofilicos (Taroco et al.,

2006).
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Las bacterias carentes de pared celular, como Mycoplasma vy
especies relacionadas son intrinsecamente resistentes a todos los farmacos
que actian en la pared celular, incluidos los betalactamicos y los
glucopeptidos. En las bacterias Gram positivas la restriccion al acceso de
medicamentos no es tan frecuente, los enterococos tienen moléculas
polares que dificultan la penetracion en la pared celular lo que confiere una
resistencia intrinseca a los aminoglucésidos. De otro lado, Staphylococcus
aureus ha desarrollado recientemente resistencia a la vancomicina, un
mecanismo aun no explicado que le permite producir una pared celular
engrosada con resistencia intermedia a la vancomicina (Taroco et al.,

2006).

Otro fendmeno es la formacion de una biopelicula por una
comunidad bacteriana, la cual puede contener un organismo predominante
0 una amplia variedad de éstos, como en la biopelicula de la microbiota
intestinal. En patdgenos, la biopelicula protege del ataque del sistema
inmunitario del huésped y frente a los antimicrobianos. La consistencia
espesay pegajosa de la matriz de la biopelicula que contiene polisacaridos,
proteinas y ADN de las bacterias residentes dificulta que los agentes

antimicrobianos lleguen a las bacterias (Pérez & Robles, 2013).

B. Modificacion de diana farmacologica

Como sefiala Agudo (2010), se da por alteracion del lugar en donde
actla el antibidtico, es una modificacién adaptativa de ciertos puntos
especificos de la célula bacteriana, como la membrana celular, pared
celular, ribosomas entre otras estructuras. La mutacién a nivel de los genes

GyrA y GyrB generarian resistencia frente a las quinolonas en
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Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Staphylococcus epidermidis, mientras que las modificaciones en las
subunidades 30S y 50S del ribosoma confieren resistencia a tetraciclinas y

lincosamidas.

Otro mecanismo de resistencia es la metilacion del RNA del
ribosoma, especificamente de la subunidad 50S como ocurre en
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus frente a macrolidos,
tetraciclinas y cloranfenicol, mientras que la resistencia bacteriana a la
gentamicina, amikacina y tobramicina, se atribuye a una mutacion en la

subunidad 30S del ribosoma (Agudo, 2010).

En el caso de la resistencia a fluoroquinolonas ésta se produce a
través de modificaciones en la ADN girasa (bacterias Gram negativas) 0
topoisomerasa IV (bacterias Gram positivas), cuyas mutaciones provocan
disminucion o eliminan la capacidad del farmaco para unirse a estos

componentes (Taroco et al., 2006).

C. Inactivacion de drogas

Es un mecanismo de destruccion o modificacion de la estructura
quimica del antibidtico, realizado por enzimas. Las mas conocidas son las
betalactamasas, que hidrolizan el nicleo betalactdmico, asi la enzima
eritromicina esterasa hidroliza el anillo de lactona, ademas se tiene a la
cloranfenicol acetiltransferasa y las enzimas modificadoras de

aminoglucoésidos (Barrero, 2009).
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La transferencia de un grupo quimico como acetilo, fosforilo y
adenilo al farmaco lo inactiva. Hay un gran nimero de transferasas, la
acetilacion es el mecanismo mas utilizado y es usado contra los
aminoglucosidos, el cloranfenicol, las estreptograminas y las
fluoroquinolonas. La fosforilacion y la adenilacion se da principalmente

contra los aminoglucésidos (Pérez & Robles, 2013).

D. Bombas de expulsion

En la membrana celular se encuentra una variedad de bombas de
expulsion, las cuales sirven para expulsar e internalizar antibidticos, los
que constituyen mecanismos de resistencia en bacterias Gram positivas y
Gram negativas, constituyendo bombas de eflujo activo mediado por
proteinas transmembranales, mientras que en bacterias Gram negativas se
tiene también la participacion de la membrana externa y citoplasmatica
frente a quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol y beta lactamicos (Pérez &

Robles, 2013).

E. Transportadores ABC, MATE, SMR, RND

El transportador ABC son sistemas de captacion y eflujo, que para
transportar utilizan energia derivada de la hidrolisis del ATP. Estas
bombas transportan aminoéacidos, farmacos, iones, polisacaridos, proteinas
y azUcares y estan formados por seis segmentos transmembrana (TMS) de
hélices a, que funcionan en pares como homodimeros o heterodimeros.
Estas bombas tienen sustratos bastante especificos, y se encuentran muy

poco en bacterias de ambiente clinico, por ejemplo en Vibrio cholerae
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(VcaM) es capaz de transportar fluoroguinolonas y tetraciclinas (Pérez &

Robles, 2013).

El transportador MATE (Multidrug and Toxic Compound
Extrusion) comprende cinco familias de las cuales 4 son sistemas de
transporte que emplea un gradiente electroquimico de cationes para
transportar las drogas a través de la membrana entre ellas
fluoroquinolonas, aminoglucésidos y colorantes cationicos, estando
compuestas por doce TMS (segmentos transmembrana). Otros sustratos
para estas bombas pueden tener estructuras quimicas no relacionadas. La
mayoria estan en organismos Gram negativos, siendo uno de los primeros
en ser caracterizados la bomba NorM del ADN cromosomico en Vibrio
parahaemolyticus, el que también fue encontrado en  Neisseria

gonorrhoeae y Neisseria meningitidis (Paitan, 2018).

La familia de eflujo como son las pequefias proteinas de resistencia
a multiples farmacos (SMR) se encuentra energizada por la fuerza motriz
proton (H") estando compuesta por cuatro TMS que funcionan como
homotetrameros asimétricos, y efluyen principalmente cationes lipofilicos
con un rango de sustrato muy estrecho. Los genes de estas bombas estan
en el ADN cromosomico, plasmidos y elementos transponibles. Pocos
farmacos son expulsados por éstas, sin embargo le confieren resistencia a
los B-lactdmicos y a algunos aminoglucosidos, por ejemplo la bomba
SMR en Staphylococcus epidermidis transporta ampicilina, eritromicina 'y
tetraciclina y la bomba EmeR en Escherichia coli transporta vancomicina,

eritromicina y tetraciclina) (Torres et al., 2022).
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Como indica Reygaert (2018), los miembros de la familia de eflujo
RND (Resistance-Nodulation-Division) expulsan por un mecanismo
antiport sustrato/H™, estos transportadores son complejos generalmente
formados por doce TMS y contienen dos grandes asas periplasmicas entre
TMS 1y 2yel TMS 7y 8, donde para funcionar se conectan a una proteina
de membrana externa (OMP), la que comparte un alto grado de homologia
entre los miembros de la RND. Los genes de las bombas RND estan
organizados como un operon, y se encuentran principalmente en bacterias

Gram negativas.

Los transportadores RND pueden ser especificas de una clase de
farmacos (bomba Tet: tetraciclina; bomba Mef: macrdlidos) o ser capaces
de transportar una amplia gama de farmacos, como es la bomba MexAB-
OprM en Pseudomonas aeruginosa que expulsan [-lactdmicos,
cloranfenicol, tetraciclina, trimetoprima, sulfametoxazol y algunas
fluoroquinolonas. De otro lado, labomba AcrAB-TolC en Escherichia coli
le confiere resistencia a penicilinas, cloranfenicol, macrélidos,

fluoroquinolonas y tetraciclina. (Reygaert, 2018).

2.2.4. Microorganismos

2.2.4.1. Definicion

Son organismos microscépicos, que no se los puede observar a
simple vista por ser de un tamafio muy pequefio, ademas se encuentran en
todas partes. Se conoce que fueron las primeras formas de vida que
existieron en el planeta, lo cual se remonta hasta hace unos 4000 millones
de afios, es decir se puede indicar que son los que hicieron posible la
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variedad de formas de vida que hoy conocemos, puesto que por su

existencia se formd la actual atmdsfera (Brooks et al., 2013).

En la actualidad la denominacion de microorganismos, segun los
microbidlogos, se refiere a tres grandes grupos segun su grado de
organizacion, como son a) Bacterias, denominadas al principio “bacterias
verdaderas” o eubacterias; b) Arqueas (Archaea o arqueobacterias), entre
las que se incluyeron inicialmente bacterias que habitan en ambientes
extremos; y ¢) Eucariontes (Eucarya), formados por hongos, levaduras,
algas y protozoarios. Asi también se tiene como denominacion general a

los priones, viroides y virus como microorganismos (Tortora et al., 2007).

Segun los reportes se estima que se tiene alrededor de 70 000
especies de hongos, 45000 de bacterias, 30800 de protozoarios y 1x10%
de virus, ademas se estima que se tiene unos 10 millones de especies de
bacterias que todavia no han sido identificadas, es decir queda ain muchos
microorganismos por identificar sobre todo en ambientes poco accesibles

como los fondos marinos, glaciares perennes, entre otros (Ryan & Ray,

2011).
2.2.4.2. Tipos
A Patogenos

Son aquellos microorganismos que tienen la capacidad de provocar
enfermedades en el cuerpo humano, para conseguir ingresar e invadir
nuestro organismo, los patdégenos utilizan una gran variedad de “puertas

de ingreso”, las principales estructuras por la que puede ingresar un
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patdgeno microscopico son la mucosa, piel, placenta, ruta parenteral, etc

(GOmez & Acevedo, 2001).

Los microorganismos patdgenos son agentes infecciosos que al
ingresar al cuerpo humano le pueden provocar alguna enfermedad, por lo
general se refieren a hongos, virus y bacterias, los cuales tienen la
capacidad de alterar el funcionamiento normal de plantas, animales y

humanos que fueron infectados por estos (Brooks et al., 2013).

Se reconoce como bacterias patdgenas a aquellas bacterias Gram
negativas de la familia Enterobacteriaceae (Serratia marcescens,
Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Escherichia coli), con una particular
capacidad para formar colonias en varias partes del organismo humano,
aun cuando se halle frente a defensas inmunolégicas, a lo cual se adiciona
su capacidad de alta resistencia frente a los antibi6ticos, en este sentido
Escherichia coli se considera de un grave riesgo para la salud publica

(Murray et al., 2017).

B. No patdgenos

Los microorganismos no patdgenos son aquellos que no provocan
enfermedad, dafio 0 muerte a otro organismo; por lo general el término se
aplica para describir a las bacterias, considerando que la mayoria de

especies de ellas no provocan enfermedades (Murray et al., 2017).

Los microorganismos se pueden hallar en cualquier lugar del
planeta, relacionados con organismos multicelulares, llegando a habitar el

cuerpo humano, como simples comensales 0 como parte integrante de las
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funciones corporales, ya sean bacterias, hongos e incluso otros
microorganismos, que en circunstancias no anormales y en un individuo
potencialmente saludable, llegan a ser inofensivos. A estos
microorganismos se les denomina microorganismos no patégenos, y/o

comensales (Salas, 2014).

2.2.4.3. Escherichia coli

A Morfologia

Es una bacteria en forma de bacilo, presenta coloracién Gram
negativa, mide de 1 a 3 um y el ancho es de 0,2 a 0,4 um, se caracteriza
por la presencia de flagelos peritricos o ser inmoviles, y tener apéndices
tipo pilis, donde su pared celular esta formada en su mayor parte por un
polimero estructural de peptidoglicano, el cual presenta ademas una doble

membrana fosfolipidica (Torres et al., 2022).

Son anaerobios facultativos con un metabolismo fermentativo
ademas de oxidativo. Es considerado un organismo quimioorganotrofo,
oxidasa negativo y catalasa positivo, donde 37 °C es su temperatura ideal
de desarrollo, y en cultivos de agar nutritivo, se caracterizan por tener

colonias tanto lisas como rugosas (Aquili, 2007; Salas, 2014).
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B. Taxonomia

Su clasificacion taxonomica seria de la siguiente forma:

Tabla 3.

Clasificacion taxondmica de Escherichia coli

Categoria taxonémica Descripcion
Dominio Bacteria
Phylum Proteobacteria
Clase gammaproteobacteria
Orden Enterobacterales
Familia Enterobacteriaceae
Genero Escherichia
Especie Escherichia coli

Fuente: NCBI (NCBI National center for Biotechnology Information, 2020b)

C. Metabolismo

Con la finalidad de asimilar el compuesto del amonio no
dependiente de ATP es que utiliza la enzima glutamato deshidrogenasa
(GDH).  Asi  pues GOGAT-GS (Glutamina  Oxoglutarato
Aminotransferasa/glutamato sintasa) y GDH, catalizan la asimilacion de
amonio, en condiciones ricas de nitrogeno y energia estimulando su

crecimiento (Taroco et al., 2006).

A diferencia del &cido acético, el &cido citrico se convierte en su
principal fuente de energia cuando esta presente. De manera similar, otros
azucares como la glucosa se metabolizan para producir piruvato y lactato,
acetato y formiato, en la que este Gltimo se convierte en CO2 e Hz a través
del sistema hidrogeno liasa. La fermentacion de lactosa puede o no estar
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latente en el metabolismo de esta bacteria, si la bacteria reduce el nitrato,
da una reaccion positiva al rojo de metilo y tiene una prueba de Voges-
Proskauer negativa. Las pruebas de produccion de SHy, hidrélisis de urea
y lipasa son negativas y la mayoria de las cepas de Escherichia coli son
citrato negativas. En este género, la suma de bases G+C en el ADN es 48-

52% (Aquili, 2007).

D. Patogenia

Escherichia coli en su forma patogénica se puede adherir utilizando
los pili a las células del epitelio, intestino delgado, pudiendo llegar a
destruir las microvellosidades formando ademés microcolonias, donde
esta patogenicidad esta incluida en genes codificados en ciertos islotes, de
los cuales 40 genes son participes del mecanismo de degradacion celular.
Después de la colonizacion comenzaria la secrecion de proteinas de
respuesta por parte de las células del epitelio, es en este momento que la
bacteria inserta la proteina receptora de intimina translocada (Tir), que
recibe a la intimina de la membrana externa bacteriana la que actia como
una adhesina, posteriormente se desencadena la polimerizacion de actina,
provocando la acumulacion del citoesqueleto celular terminando con la
muerte de las células epiteliales por la reduccion de su integridad

superficial (Brooks et al., 2013).

Segun los aspectos genéticos y clinicos, las cepas de Escherichia
coli se pueden clasificar en 3 grupos: comensales, patdgenos intestinales y
patdgenos extraintestinales. Las cepas patdgenas intestinales causan

gastroenteritis, asi se reconocen 6 patotipos diarreogénicos como es el
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enterotoxigénico (ETEC), enterohemorragico/productor de toxina Shiga
(STEC/EHEC), enteropatogénico (EPEC), enteroinvasivo (EIEC),

enteroagregativo (EAEC) y difusamente adherente (DAEC).

La filogenia es diversa en cada uno de estos patdgenos, pero en
general derivan de los grupos A, B1 o D, donde cada patotipo presenta una
combinacion Unica de factores virulentos. Asi, Escherichia coli
enteropatogena estd mas asociado a diarrea en lactantes y algunas veces se
asocia a vomito y fiebre, mientras que Escherichia coli enteroinvasiva
afecta a nifios de seis meses, se caracteriza por diarrea y ocasionalmente
ocurre con sangre y moco. En el caso de Escherichia coli enterotoxigénica
ésta afecta a nifios menores de 2 afos, puede acompariarse de fiebre y
algunas veces de vomito, siendo agente principal de la diarrea acuosa del

viajero (Farfan-Garcia et al., 2016).

De otro lado, Escherichia coli enteroagregativa causa diarrea
persistente de color verde y con moco. Escherichia coli difusamente
adherente produce diarrea acuosa sin sangre en nifios de uno a cinco arios.
Y por altimo, Escherichia coli enterohemorrégica causa diarrea
sanguinolenta, dolor abdominal y poca fiebre, siendo responsable del
sindrome hemolitico urémico (SHU), caracterizado por dafio renal, anemia
hemolitica microangiopéatica y trombocitopenia (Farfan-Garcia et al.,

2016).

Las cepas de Escherichia coli patdgenas extraintestinales, que
incluye a los uropatdgenos, pertenecen al grupo filogenético B2 (el méas

frecuente y patdgeno) y en menor proporcién al grupo D, en la que las
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infecciones pueden afectar a casi todos los 6rganos y localizaciones
anatémicas, excepto el tracto intestinal. Asi, el grupo B2 tiene mayor
capacidad de adaptacion en el fluido urinario, siendo productores de cistitis
y pielonefritis (Andreu, 2005). Ademaés, la expresion de exotoxinas,
adhesinas y flagelos serian determinantes en la proliferacion del
microorganismo en el tracto urinario, pero no sin evidencia de un
mecanismo de virulencia dominante que no sea compartido por bacterias

no patogenas (Barron Pastor et al., 2019).

E. Epidemiologia

Escherichia coli es una bacteria patdgena asociada a enfermedades
diarreicas, prevalente generalmente en nifios menores de 12 afios en paises
de escaso desarrollo, contrario a los paises en vias de desarrollo donde esta
enfermedad se ha reducido significativamente en los Gltimos afios, si bien
cada cierto tiempo se producen brotes localizados con pequefias cargas
infecciosas, las cuales se transmiten en grupos con cierto grado de
hacinamiento como las guarderias, se tiene ya presente su cuidado,

tratamiento y prevencion (Contreras et al., 2017).

Los sintomas que evidencian una infeccion por esta bacteria son
identificados por la presencia de febricula, vomitos, malestar general y por
altimo una diarrea acuosa profusa y cronica, con gran cantidad de
mucosidad con ausencia de sangre macroscopica, ademas de leucocitosis

en sangre periférica (Sorl6zano et al., 2017).

ETEC ocasiona una diarrea acuosa siendo el organismo principal
que causa la diarrea del viajero. EPEC es el agente causante de diarrea
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acuosa en bebés y nifios pequefios ademas de ser causante de brotes
esporadicos y epidémicos; EAEC produce diarrea acuosa aguda y cronica

y EHEC/STEC produce la toxina Shiga (Aquili, 2007).

F. Multidrogoresistencia

La resistencia intrinseca (innata) de Escherichia coli se debe
principalmente a la membrana externa y a la expresion de bombas de
expulsién, donde se cree que la induccion de las bombas de expulsion es
clave para la resistencia a las células del biofilm. Mientras, que la
resistencia extrinseca (adquirida) se debe principalmente a la actividad
humana y al uso excesivo de antibidticos (May et al., 2009; Rozwadowski

& Gawel, 2022).

Figura 5

Distintos mecanismos de multidrogoresistencia en Escherichia coli
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Fuente: Rozwadowski & Gawel (2022)
La forma mas comun de resistencia a 8- lactamicos en Escherichia
coli es la adquisicion de genes de resistencia como las B-lactamasas de
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espectro extendido (BLEE) (resistencia a cefalosporinas de amplio
espectro), carbapenemasas (resistencia a carbapenémicos) y rRNA 16S
metilasas (pan-resistencia a aminoglucésidos) (Rozwadowski & Gawel,

2022).

Las B-lactamasas se clasifican en el subgrupo 2b (hidrolizan
penicilinas y cefalosporinas de primera generacion), subgrupo 2br
codificados por genes blaTEM y genes blaCTX-M (B-lactamasas de
amplio espectro con resistencia al acido clavulanico) y el subgrupo 2be
(hidroliza uno 0 més oxiimino-p-lactdmicos) (Galindo, 2020). Asimismo,
la resistencia por AmpC (B-lactamasas de clase C) puede estar codificada
por plasmidos (CMY, DHA y ACC) o deberse a la sobreexpresion de los
genes AmpC cromosémicos y también se encontr6 BLEE/AmpC en
Escherichia coli de humanos y animales (Galindo, 2020;Poirel et al.,
2018). De igual modo, los plasmidos, transposones y los cassetes de genes
en los integrones de clase 1y clase 2, cumplen un rol de diseminacién de

genes de resistencia (Poirel et al., 2018).

La resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas generalmente se
debe a mutaciones de la ADN girasa, mientras que la topoisomerasa 1V
actuaria como diana secundaria (Mosquito et al., 2011; Poirel et al., 2018);
asimismo los genes gnrA , gnrB, gnrC , gnrD y gnrS integrados en
plasmidos codifican proteinas que protegen a las dianas de las quinolonas
(girasa y topoisomerasa 1V) ( Mosquito et al., 2011; Rozwadowski &

Gawel, 2022).
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Al parecer, el mecanismo de resistencia a las tetraciclinas es por
sistemas de eflujo que son codificados por los genes tetA, tetB, tetC, tetD,
tetE, tetG, tetl, tetl, tetL y tetY, también participarian dos genes que
codifican proteinas protectoras del ribosoma tetM y tetW (Mosquito et al.,

2011; Poirel et al., 2018).

En cuanto a los mecanismos de resistencia a sulfonamidas esta
mediada por los genes sull; sul2 y sul3, relacionados con integrones que
codifican formas mutantes de la dihidropteroato sintasa, mientras que para
trimetoprim se han detectado numerosos genes mutantes dfr (dfrA y dfrB)
los que confieren resistencia en Enterobacterales y otras bacterias Gram-

negativas (Mosquito et al., 2011; Poirel et al., 2018).

Concerniente a los mecanismos de resistencia a cloranfenicol esta
puede ser por inactivacion enzimatica a través de la acetilacion de
cloramfenicol acetiltransferasas. Ademas, puede existiria sistemas
exportadores especificos para cloramfenicol y florfenicol (su derivado),

relacionados con genes como cmlA 'y floR (Mosquito et al., 2011).

De igual modo, el sistema MacAB-TolC actia como transportador
de eflujo de farmacos Unico de lipidos macrociclicos, confiriendo
resistencia a los macrélidos, participando en la creacion de resistencia

intrinseca a eritromicina y acido fusidico (Rozwadowski & Gawel, 2022).

Y respecto, a la resistencia a la colistina estaria mediada por el gen
MCR-1 en Escherichia coli de humanos y animales (destinados a la
produccién de alimentos y carne) incluidos pollos y carne de pollo, cerdos
y lechones, vacas, terneros y pavos (Poirel et al., 2018) y que para
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enterobacterales, habria diez variantes principales de MCR (MCR-1 a

MCR-10) (Bao et al., 2022).

2.2.4.4. Staphylococcus aureus

A Morfologia

Son cocos Gram positivos, con 0,5 a 1,5 um de diametro,
dispuestas en células Unicas, también en parejas o tétradas, de cadenas
pequefias incluso forma racimos irregulares similar a racimos de uvas, son
bacterias incapaces de moverse, no esporulan, carecen de capsulas en su
mayoria y una minoria desarrolla una cépsula de limo (Sanchez et al.,
2022), ademaés pueden tener un tono blanco hasta un amarillo muy intenso

(Freitas et al., 2020).

B. Taxonomia

Tabla 4

Clasificacion taxondmica de Staphylococcus aureus

Categoria taxonomica Descripcion
Dominio Bacteria
Clado Grupo terrabacteria
Phylum Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Bacillales
Familia Staphylococcaceae
Genero Staphylococcus
Especie Staphylococcus aureus

Fuente: NCBI (NCBI National center for Biotechnology Information, 2020c)
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C. Metabolismo

Esta bacteria puede obtener su energia a través de la respiracion,
como por la fermentacion de diver.sos carbohidratos. Tiene capacidad para

fermentar el manitol (Lazo et al., 2013).

Su principal fuente de carbono es la glucosa, utiliza tres vias
catabodlicas como son la de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), Entner
Doudoroff y Warburg Dickens, donde cada una presenta transferencia de
hidrogeniones sumada a la liberacion final de ATP y NADH (Carrel et al.,

2015).

Staphylococcus aureus en condiciones anaerobias, no hace
procesos oxidativos y opta por procesos fermentativos, por ejemplo, de
piruvato a lactato, favoreciendo al reuso de NAD+, donde como punto
principal de produccion de energia tenemos a la fosforilacion que se da a
nivel de sustrato. El transporte de electrones aerobio es inexistente, el ciclo
de los ATC (acidos tricarboxilicos) no es completo, dando paso solo a la
primera conversion evitandose el uso de otros compuestos como

aminoacidos, &cidos grasos o lactato (Castillo, 2018).

D. Patogenia

Causa infecciones cutaneas y mucosas benignas, como
forunculosis o conjuntivitis, foliculitis, ademas de otras de mayor
importancia como absceso profundo, celulitis, meningitis, osteomielitis,

endocarditis 0 neumonia, sepsis. Se reporta que infecta el aparato
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gastrointestinal, por de consumo de la bacteria o ingestion de la

enterotoxina estafilococica (Jenul & Horswill, 2018).

Forma parte de la microbiota en seres humanos principalmente en
la piel, nasofaringe, pliegues inguinales y axilas. Sin embargo, este
patogeno se caracteriza por generar multitud de sindromes por invasion y
destruccion tisular de la piel, tejidos blandos (musculos, tendones, tejidos
grasos y vasos sanguineos), osteoarticulares, bacteriemia, endocarditis,
neumonia (incluyendo neumonia hemorragica en pacientes jovenes),
invasion a dispositivos protésicos y en enfermedades transmitidas por

alimentos (ETA) (Pasachova Garzon et al., 2019).

Entre los factores de virulencia encontrados tenemos a los polisa-
caridos capsulares (CP5 y CP8), que evaden la fagocitosis mediada por
neutrdfilos; la formacion de biopeliculas, que dificultan el tratamiento y
contribuyen a la resistencia bacteriana; los componentes de la superficie
microbiana que reconocen las moléculas de la matriz adhesiva, las cuales
son proteinas de unién a la fibronectina, al fibrindgeno (factor clumping);
toxinas (a y B); las islas de patogenicidad ySaa y vSap3, que son genes que
codifican la leucocidina y superantigenos (enterotoxinas y exotoxinas); el
profago Sa2USA que posee genes que codifican la toxina PVL (Panton-
Valentine Leucocidina) dando origen a dos proteinas LukS-PV y LukF-
PV encargadas de inducir muerte celular por apoptosis 0 necrosis; y el
profago Sa3USA que tiene genes que codifican las estafiloquinasas

(disolventes de la fibrina sanguinea) y las proteinas inhibidoras de
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quimiotaxis (inhiben el reclutamiento de neutréfilos) (Pasachova Garzon

etal., 2019).

E. Epidemiologia

Esta bacteria patdgena ataca a pacientes hospitalizados
inmunodeficientes, donde su infeccion provoca enfermedades muy
variadas, desde abscesos en la dermis hasta septicemias mortales ademas
de choques toxicos estafilococicos (SSTS). También es causante de
intoxicacion alimentaria, esto se produce cuando se ingiere la enterotoxina
B termoestable preformada, generada por una cepa oxigénica de
Staphylococcus aureus que prospera en los alimentos (Jenul & Horswill,

2018).

Staphylococcus aureus también se encuentra en superficies inertes
de nosocomios, desarrollando infecciones asociadas a la atencion en salud

(Sénchez et al., 2022).

F. Multidrogoresistencia

La resistencia a -lactdmicos mediante B-lactamasa (penicilinasa),
ocurre a través del gen blaZ que inactivan por ejemplo la penicilina y
cefazolina (Ahmad et al., 2018; Schmidt et al., 2015). También hay
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), y existen dos
tipos: uno de ellos el MRSA asociado a la comunidad (CA-MRSA) que se
transmite entre la poblacién de lugares concurridos, y otro es el MRSA
adquirido en el hospital (HA-MRSA) que son altamente resistentes a la

meticilina y la penicilina (Guo et al., 2020; Mukherjee et al., 2021). Uno
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de ellos, el MRSA que se caracteriza por la secrecion excesiva de B-
lactamasa, cuyo mecanismo es hidrolizar e inactivar los antibioticos B-
lactdmicos; y el otro mecanismo es el pinzamiento, donde la gran cantidad
de PB-lactamasa permite unir rapidamente antibidticos extracelulares,
impidiendo disposicién de antibidticos en el espacio intracelular (Guo et

al., 2020; Lade & Kim, 2021).

Al parecer, la resistencia a la meticilina esta mediada por el gen
mecA, que es adquirido por transferencia horizontal de elementos
genéticos maéviles (MGES) y un cassete estafilococico del cromosoma mec
(SCC mec) responsable de la sintesis de la proteinas de union a penicilina
(Ilamada PBP) involucradas en la sintesis de peptidoglicanos (Bitrus et al.,
2018; Lade et al., 2022), donde cepas de Staphylococcus aureus sensibles
a meticilina (MSSA) sintetizan PBP1, PBP2 y PBP4, mientras que las
cepas de MRSA sintetizan PBP2A (PBP2a o PBP2'). Eventualmente
existen mutaciones en genes que codifican la PBP2 y PBP4 causantes de
resistencia a la oxacilina, siendo descritas como MODSA (proteina de
unién a penicilina modificada en Staphylococcus aureus) o MRLM
(resistente a la meticilina que carece de mec). También se reporta que la
mutacion mas frecuente ocurre en la region promotora del gen pbp4 y los
genes gdpP (fosfodiesterasa c-di-AMP regulador) (Mlynarczyk et al.,

2022).

El Staphylococcus aureus resistente (VARSA) y de susceptibilidad
intermedia a vancomicina (VISA) tienen dos mecanismos de resistencia

que esta mediada por VanA y por engrosamiento de la pared celular, asi
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como por un poco reticulado que da como resultado la produccion de un
mayor volumen de tallo peptidico D-ala-D-ala fuera de la pared celular, lo
que reduce la penetracion de vancomicina en la célula (Bitrus et al., 2018;

Schmidt et al., 2015).

De otro lado, la resistencia a las fluoroquinolonas es por
mutaciones en los genes gyrA, gyrB (topoisomerasa Il), parC y ParE
(topoisomerasa 1V) resultando en la susceptibilidad reducida o
insusceptibilidad a las fluoroquinolonas (Bitrus et al., 2018; Lade et al.,
2022; Mlynarczyk et al., 2022); y la sobreexpresion de las bombas de
eflujo NorA. Asi, los plasmidos son capaces de portar genes resistentes y
también varios genes toxicos, principalmente los plasmidos R (Mukherjee

etal., 2021).

Mientras que la resistencia a los aminoglucésidos ocurre por varios
mecanismos, entre ellos la sintesis de transferasas (acetiltransferasas,
fosfotransferasas, nucleotidiltransferasas) que modifican la molécula de
aminoglucosido; y por falta de enzimas responsables del transporte activo

de aminoglucdsidos a la célula bacteriana (Mlynarczyk et al., 2022).
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Figura 6

Mecanismos moleculares de resistencia a antibidticos en Staphylococcus aureus

{ QacA/B|
'NorA

Inactivacién de

B-lactdmicos Bomba de eflujo

(J
L)
Q

Antibiético

B-lactamasa } Pared celular

Ribosoma

ARN polimerasa

“@mt#f’gr

ADN girasa

Mutacién del
objetivo

Membrana celular
Modificacién

de objetivo

Fuente: Lade y Kim (2021).

2.2.4.5. Candida albicans
A. Morfologia

Es una levadura que existe como un microorganismo comensal en
humanos y otros mamiferos. Las manifestaciones clinicas pueden ser
locales o sistémicas y pueden afectar casi cualquier superficie del cuerpo,
desde piel y mucosas hasta Organos internos, tendiendo a formar
estructuras ramificadas, cuando entra en contacto con suero de conejo a 37

°C por 90 min) (Mantilla et al., 2021).

Es un hongo diploide con forma de levadura, perteneciente a la
familia Saccharomycetes, de células redondas u ovaladas, con 3-8 x 2-7
um, agrupadas en pequefios grupos, con forma de hongo filamentoso,
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donde las células se alargan y diversifican para tomar la forma de micelio

filamentoso o pseudomicelio (D’Enfert et al., 2021).

B. Taxonomia

Tabla5

Clasificacion taxondmica de Candida albicans

Categoria taxonémica Descripcion
Dominio Eukarya
Clado Opisthokonta
Reino Fungi
Sub reino Dikarya
Filo Ascomycota
Sub filo Saccharomycotina
Clase Saccharomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Debaryomycetaceae
Genero Candida
Especie Candida albicans

Fuente: NCBI (NCBI National center for Biotechnology Information, 2020a)

C. Metabolismo

Candida albicans se alimenta por adsorcion a base de
carbohidratos, se desarrollan en medios neutros y ligeramente acidos a un
pH de 4,5 a 6,5 unidades (Alburquenque & Tapia, 2013). Es aerdbico y se
reproduce asexualmente por gemacion, donde la transicion entre levadura
e hifas es importante para aumentar su patogenicidad, asi las hifas
proliferan solo durante la invasion de tejidos y son muchos los estimulos
ambientales que desencadenan o inhiben su transformacion; por ejemplo,
a un pH <6 este microorganismo crece como levadura, mientras que a un

pH >7 crece como hifas (Mantilla et al., 2021).
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Candida albicans es una levadura comdn que es patdgena bajo
ciertas condiciones. La capacidad de cambio es un factor que surge donde
la patogenicidad permite que la levadura entre y se propague. Asi, el
sistema inmunitario innato puede reconocer diferentes formas de Candida
albicans activando patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) o
receptores que reconocen patrones moleculares conservados (PRR). Las
células inmunitarias mas importantes son los macréfagos y los neutrofilos,
que desencadenan respuestas efectoras frente a Candida albicans mediante

la activacion de la fagocitosis y el estrés oxidativo (Cruz et al., 2017).

Las celulas dendriticas expresan la mayoria de los PRR
involucrados en el reconocimiento de Candida albicans y activan
(inducen) su secrecion Treg de citocinas en una respuesta de tipo TH1 (INF
tipo 1, IL-12, INFy). TGFp, IL-10) y TH17 (IL-23 inducida por IL6). Las
células epiteliales no solo proporcionan una barrera fisica contra la
infeccion por Candida albicans, sino que también son esenciales para el
reconocimiento primario de este organismo. Estas células activan
especificamente vias de sefializacién a través de una respuesta bifasica, en
la que las respuestas de citoquinas no se activan en presencia de conidios
de esporas (comensales) y se activan en presencia de hifas (invasivas).
decide convertirse. Candida albicans tiene la capacidad de desarrollar
mecanismos para evadir respuestas inmunitarias. Esta compleja
interaccion hongo-huésped determina si el huésped puede destruir este

microbio o finalmente invadir y expresar virulencia..(Cruz et al., 2017).
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D. Patogenia

Candida albicans es una levadura comensal que coloniza la
membrana mucosa gastrointestinal, respiratoria, genitourinaria, asi como
la piel. ElI hallazgo en estas zonas no implica necesariamente una
infeccion; el paso de la colonizacion a la invasion de mucosas o la
diseminacion depende a la respuesta inmune del huésped. Produce dos
grupos de infecciones: la mucocutanea, ha sido observada en personas con
deficiencias fisiologicas de inmunidad celular y la invasora, observada en

personas que usan dispositivos invasivos (Cruz et al., 2017).

Los factores de virulencia involucrados en la patogenia
comprenden las adhesinas; la gonadotrofina coridnica y la hormona
luteinizante que inducen la transicion de fase levaduriforme a la
filamentosa; asi como la secrecion de enzimas, como las proteinasas
asparticas secretadas (PAS) que degradan el tejido de las mucosas y
permiten su invasion, de las que existen mas de 10 tipos de PAS que
dependen de las caracteristicas del medio (pH) y son importantes para la
activacion de la respuesta inmunitaria; ademas de fosfolipasas y la
inmunomodulacion de los mecanismos de defensa del hospedero (Garcia-

Vidal & Carratala, 2012; Cruz et al., 2017).

La candidiasis superficial (cutanea o de mucosas) aparece por el
aumento en el numero local de células, y dafio al epitelio, permitiendo la
invasiony proliferacion local por las levaduras y pseudohifas, ocasionando
que las lesiones cutdneas o0 mucocutaneas produzcan reacciones

inflamatorias. Los antibacterianos de amplio espectro a menudo impulsan
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aumentos grandes de la poblacion enddgena de Candida en el tubo

digestivo, asi como en las mucosas oral y vaginal (Carroll et al., 2016).

La adhesion de Candida albicans en la colonizacion se da en
primer lugar dando paso a la invasion de los tejidos mucocutaneos y puede
estar mediada por interacciones entre las células epiteliales del huésped y
las glicoproteinas de superficie de la levadura. También aparecen tubos
germinativos, micelio o pseudomicelio (segin la especie) que invaden
directamente las células epiteliales. La adhesion procede a través de la
produccién de enzimas hidrofilicas tales como proteinasas, fosfatasas y

fosfolipasas. (Alburquenque & Tapia, 2013).

E. Epidemiologia

Las enfermedades sistémicas por Candida albicans en el 42% de
los casos desencadenan en consecuencias fatales, pese al uso de terapias
antifangicas, siendo la cuarta infeccion nosocomial mas frecuente (Ford et

al., 2015).

La especie predominante responsable del 85-90% de los casos
notificados de candidiasis vaginal es Candida albicans, que forma parte
de la microbiota comensal y esta presente en la mucosa vaginal, donde la
mayoria de las mujeres son asintomaticas, y para cuyo tratamiento se
recurre a los azoles como el miconazol, itraconazol, fluconazol,
clotrimazol, voriconazol, isoconazol, ketoconazol y nistatina, siendo el

fluconazol el mas recomendado y tolerado (Herreras & Lépez, 2022).
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La candidiasis es una infeccion fldngica causada por varias
levaduras cominmente conocidas como Candida albicans. El tipo mas
comun de candidiasis es una infeccion externa de la boca, la vagina o la
piel, que causa placas blancas o rojas y comezon. Sin embargo, en algunos
casos, puede tener su origen en una fuente externa de contaminacién, como

un hospital. (Cucho et al., 2021).

Aunque la especie predominante es Candida albicans, en los
altimos afios se han producido importantes cambios epidemiologicos en la
patogenia de la candidiasis invasiva. La presencia de especies distintas de
Candida albicans supone el 35% y 55% de los casos. En América Latina,
Candida albicans se presenta con una frecuencia del 34,3 %, seguida de
Candida parapsilosis (21 %), Candida tropicalis (17 %) entre otras
(Candida glabrata, Candida guilliermondii y Candida rugosa) que
empiezan a ser considerados como patdgenos emergentes en América

Latina (Bedout & Gomez, 2010).

F. Multidrogoresistencia

Los antifungicos como los azoles inhiben la sintesis de ergosterol
al interferir con la enzima lanosterol 14-a-desmetilasa (codificada por el
gen ERG11 en las especies de Candida y los genes Cyp51 en hongos
filamentosos), responsable de convertir el lanosterol en ergosterol.
Asimismo, los polienos también se unirian al ergosterol de la membrana
causando su ruptura, promoviendo la liberacion de componentes
intracelulares y muerte celular. La flucitosina inhibe a. la timidilato-

sintetasa al interferir con la sintesis del ADN, mientras que las
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equinocandinas inhiben la (1,3) B-D-glucano sintasa (codificada por los
genes FKS) evitan la glucanosintesis presente en la membrana celular de

los hongos (Santos et al., 2018);(Brilhante et al., 2016; Patra et al., 2022).

Figura7
Mecanismos de resistencia prevalentes a los antifingicos azoles, equinocandinas y

poliénicos
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Fuente: Patra et al. (2022)
Existen 3 mecanismos de resistencia antifingica como es la
primaria (forma intrinseca), secundaria (forma adquirida) y clinica
(referida a resultados adversos en pacientes pese a terapias antifungicas)
vinculado con la resistencia primaria o secundaria (Bhattacharya et al.,

2020; Santos et al., 2018).

El incremento de resistencia a azoles es principalmente fungistatica

mas que fungicida (Ruiz et al., 2021) lo cual ocurre por sustitucion del
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ergosterol por otro esterol (Costa & Rodrigues, 2020; Santos et al., 2018),
pérdida de mitocondrias que se relaciona con la regulacién al alza de
CgCDR1, CgPDHL1 y otros genes (Bhattacharya et al., 2020), adquisicion
de aneuploidias debido a la plasticidad gendmica y la rapida seleccién
evolutiva durante la infeccion (Ford et al., 2015) y sobreexpresion de
transportadores de membrana (bombas de eflujo) como ocurre en Candida
albicans con el Cdrlp (ABC-T), Cdr2p (ABC-T) y mdrlp (MFS-T); en
Candida glabrata el CgCdrlp (ABC-T), CgFlrlp (MFS-T), CgPdhlp
(ABC-T), CgQdr2p (MFS-T)y CgSng2p (ABC-T); en C. krusei CKAbclp
(ABC-T), CkAbc2p (ABC-T); y en Candida auris el cdrlp (ABC-T) los
cuales bombean activamente los azoles, lo que reduce sustancialmente la
concentracion del farmaco dentro de la célula; y finalmente la
sobreexpresion o mutaciones en Ergl1l/CYP5 que disminuye la union

enzima-farmaco (Bhattacharya et al., 2020; Patra et al., 2022).

En cuanto a la resistencia a los polienos se da por pérdida o
mutaciones en los genes ERG, ERG2, ERG3, ERG6 y ERG1, que en
aislamientos clinicos no ha sido bien caracterizada (Bhattacharya et al.,
2020; Patra et al., 2022); asimismo, la resistencia a la anfotericina B es
bastante inusual y, en gran medida, se debe a mutaciones en el gen ERG3
que disminuye la concentracion de ergosterol (Costa & Rodrigues, 2020);
y los biofilms, que tienen un alto contenido de proteinas y carbohidratos
en la matriz extracelular que confiere una alta resistencia antifungica

(Fernandes et al., 2015).
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Respecto a la resistencia a la equinocandina ésta se atribuye a
mutaciones en el gen FKS1 y en menor medida a FKS2, que dan como
resultado sustituciones de aminoécidos en las regiones conservadas hot
spot 1 (HS1) y hot spot 2 (SA2) de la subunidad catalitica de B-(1,3)-
glucano sintasa, haciendo a la enzima mutante menos sensible al farmaco
(Costa & Rodrigues, 2020), también aqui estaria la resistencia por

mutacion de CaFKS2 (Bhattacharya et al., 2020).

Concerniente a la flucitosina la resistencia primaria, ocurre a traves
de una permeasa de citosina (gen FCY2), mientras que la resistencia
secundaria por alteraciones en la citosina desaminasa (FCY1) o enzimas
como la uracilo fosforribosiltransferasa (FUR1). Ademas, la resistencia a
flucitosina requeriria de alguna manera una alta produccion de arginina

(Santos et al., 2018).
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1. AREA DE ESTUDIO

Los especimenes de palma real (Tanacetum vulgare L) fueron recolectados de la
comunidad de Ccota, distrito de Plateria (Puno) localizada a una LS 15°56°15”’, LO
69°49°15>°W, y una altitud de 3811 m.s.n.m., en tanto, la determinacién taxonémica fue
realizada segun caracteristicas morfoldgicas en el “Herbarium Areqvipense (HUSA)” de
la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa, mientras que la extraccion de
aceites esenciales se realizé en el Laboratorio de Industrias Medicas y Farmaceuticas
S.R.L. (Cerro Colorado, Arequipa); por otro lado, el analisis del perfil cromatografico de
aceites esenciales se derivo al Laboratorio de Cromatografia y Espectrofometria de la
Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco. Y concerniente a las pruebas
experimentales de efecto antimicrobiano del aceite esencial de Tanacetum vulgare L
frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans
multridrogoresistentes se ejecutd en el laboratorio de Microbiologia, Departamento de

Patologia Clinica, del Hospital Carlos Monge Medrano (Juliaca, San Roman).
3.2. DISENO Y TIPO DE ESTUDIO

El presente trabajo de investigacion es de tipo descriptivo con disefio simple, ya
que para la determinacion de los principios activos contenidos en el aceite esencial estos
Sse expresaron en porcentaje con respecto al total y es de tipo experimental con disefio
completamente randomizado porque se evaluaron diferentes concentraciones de aceite

esencial y se implementaron controles para determinar el mejor tratamiento.
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3.3. POBLACION Y MUESTRA

Poblacion

Plantas de palma real

Aislamientos clinicos de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida

albicans con sistema Vitek 2,0

Muestra

Plantas secas de palma real: 2043,6 g

Cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans

multidrogoresistentes tipificadas por Sistema Vitek 2.0

3.4, METODOLOGIA

3.4.1. Rendimiento de aceite esencial extraido de hojas de Tanacetum

vulgare L por hidrodestilacion

3.4.1.1. Material vegetal

A. Determinaciéon taxondmica

a. Técnica

Anadlisis de caracteristicas morfoldgicas en el Herbarium Aregvipense

b. Fundamento

La utilidad de la taxonomia vegetal esta en la precision que se le da
al nombre de cada especie de manera universal, debido a que una misma

planta puede ser denominada de manera diferente (nombre comdn), no

71

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

s6lo de un pais a otro, sino dentro de una misma region. Para lograr
identificar una especie vegetal (Scandaliaris, 2022), los nombres de las
plantas son una clave para encontrar informacion sobre ellas, sobre todo,
para acceder a informacion técnica y cientifica sobre diversos aspectos de
importancia. Por ello, para identificar adecuadamente especies vegetales,
se hace uso de caracteristicas que Ilamamos diagnosticas, distintivas, que
diferencian a cada especie de las otras (Reynel, 2012). En ese sentido, los
herbarios tienen una coleccion de plantas pertenecientes a diferentes
familias botanicas que sirven de referencia para la clasificacion de

diferentes especies vegetales.

C. Procedimiento

Para la determinacion taxonémica de la palma real se realizo la
recoleccion de un espécimen vegetal completo que con los cuidados
necesarios se evito dafar las estructuras, realizandose el prensado y secado
en un ambiente oscuro, fresco y seco, asi como a la caracterizacién del
ambiente, los cuales fueron necesarios para la realizacion de la ficha de
coleccion, posteriormente fue derivada al “Herbarium Areqvipense” de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas — Universidad Nacional de San Agustin,
a cargo del Mg. Leoncio Marifio Herrera, el cual hizo constar que el

expecimen suministrado corresponde a la especie Tanacetum vulgare L.
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B. Recoleccién

a. Técnica
Manual

b. Fundamento

La recoleccion abundante, el secado y la conservacion son recursos
para tener a disponibilidad las plantas que no tenemos durante todo el afio,
por ejemplo, cuando se utilizan so6lo las flores que estan abiertas en un
periodo determinado. Para una prudente y efectiva recoleccion de las
plantas aromaticas y medicinales, debemos considerar que parte de la

planta usamos (flor, fruto, hojas, raiz) (INTA ProHuerta, 2003).

C. Procedimiento

La recoleccion de los especimenes de “palma real” se efectud en la
comunidad de Ccota, distrito de Plateria, Provincia de Puno (Puno), a
~3811 msnm, localizada a una LS 15°56°15”’, LO 69°49°15”°W, entre los
meses de enero — febrero (2022), recolectandose 15 kg de planta fresca, de
las que se seleccionaron hojas en buen estado vegetativo, libres de agentes
contaminantes, y en condiciones ambientales adecuadas, para

posteriormente ser secadas.
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C. Secado

a. Técnica

Desecacion (Cuervo & Hensel, 2016)

b. Fundamento

Una vez recolectada la planta se procedié al secado, en este caso
mediante la técnica natural de preservacion, que evita la proliferacion de
microorganismos, conservando su color verde, y con ello manteniendo los
componentes aromaticos, puesto que el color amarillo de la hoja es
indicativo que la planta ha reducido sus propiedades. El espécimen vegetal
debe conservar una cantidad minima humedad, en sus tejidos, que en el
caso de flores u hojas, estas deben secarse evitando la exposicion a la luz.
Al efectuar esta técnica se toma en cuenta algunos requerimientos
esenciales tales como un ambiente oscuro, ventilado, temperatura
adecuada y baja humedad relativa, lo cual favorecera el secado, para lo
cual es ideal hacerlo en bandejas estériles, donde los especimenes
vegetales estaran extendidos en capas con un grosor de 1 cm (Fretes, 2010;

Palomino, 2016).

Para la conservacion de la especie vegetal seca a corto plazo, esta
puede realizarse en bolsas de papel por un periodo prolongado y
mantenerse en recipientes completamente cerrados de vidrio oscuro, esto
con la finalidad de impedir que pueda atravesar la luz, humedad, aromas y

gases (INTA ProHuerta, 2003).
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'ﬂ UNIVERSIDAD

C. Procedimiento

Se realizo sobre un meson en un lugar ventilado y seco, en la
sombra, protegido de la luz solar, ya que las hojas son uno de los 6rganos
vegetales mas sensibles, evitando que los principios activos que contiene
se degraden, durante 21 dias (3 semanas), a partir de 15 kg de planta fresca
obteniendo al final ~3 kg (Balanza marca Solis STB 6202e) de material

vegetal seco para su posterior seleccion.

Tabla 6

Caracteristicas de la recoleccion y secado de la Palma real

Condiciones de muestreo Informacion de muestreo
Clima Dia despejado con presencia de algunas nubes
(época de lluvias)
Estado vegetativo Desarrollo vegetativo
Cantidad en fresco 15 kg de material fresco
Cantidad en seco 2044 kg de material seco éptimo
Lugar de muestreo C.P. Villa Ccota, distrito de Plateria (Puno)
Fecha de muestreo enero — febrero
Altitud 3811 m.s.n.m.
Lugar de secado Secado natural (ambiente oscuro y seco)

Fuente: Elaboracion propia

3.4.1.2. Extraccion del aceite esencial

a. Técnica

Hidrodestilacion (Khan et al., 2023)
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b. Fundamento

Esta técnica de separacion mediante vapor de agua, permite que se
vaporicen los compuestos volatiles del material vegetal, a través de un
canal, luego, estos vapores se enfrian y se condensan, generando un
destilado liquido conformado por dos estados inmiscibles, una fase acuosa
y la otra orgénica, que es el aceite esencial, siendo separado del hidrolato
por decantacion, debido a la diferencia de densidad presente entre ambas,

mediante el uso de un vaso florentino (Casado, 2018; Montoya, 2010).

C. Procedimiento

Inicialmente se colocé la malla de soporte dentro de la cAmara de
extraccion del hidrodestilador de 20 litros (Inox 340) e inmediatamente
después se agregd 3 litros de agua destilada, de ahi se colocé encima el
material vegetal seco (2043,69) correspondiente a las hojas de Tanacetum
vulgare L, luego se procedio a cerrar herméticamente la camara de forma
mecénica mediante 6 tornillos. De ahi, se procedié a conectar el resto del
equipo como es la cdmara refrigerante y las mangueras de ingreso, egreso
y recirculacion de agua. Posteriormente se conecto el equipo a 220V por 3
h alcanzando condiciones de ~100°C y ~1 atm de presion, luego de lo cual
se recolectd 1600 ml de liquido que incluia el agua y aceite que fueron
separados en una pera de decantacion obteniendo 20 ml de aceite esencial,
el cual inmediatamente fue recolectado y colocado en un frasco de color

ambar a 4°C para finalmente determinar su densidad, color y olor.
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3.4.1.3. Rendimiento de aceite esencial

a. Técnica

Relacion porcentual (Fuller et al., 2018).

b. Fundamento

Es importante conocer el volumen de aceite esencial extraido como
producto de la hidrodestilacion ya que permite tener una idea de la cantidad
que se puede extraer mediante este procedimiento y comparar con otros

(Fuller et al., 2018).

El rendimiento de los aceites esenciales (AE) precisa de diversos
factores como tipo de materia prima (variedad, estado y 6rgano vegetal),
ubicacion geografica, la estacion del afio (condiciones climaticas) en la que
se recolecta, tiempo de secado, método de extraccion, condiciones del
equipo de extraccion (disefio y material adecuado del equipo), tiempo de
extraccion, caracteristicas de los flujos (estado y cantidad del material
vegetal empleado, el volumen y la pureza del solvente utilizado, la
cantidad de agua, distribucion y flujo de vapor, temperatura de
condensacion, presion, tiempo de destilacién, asi mismo también podrian
variar levemente la densidad) (Casado, 2018; Lopez & Caso, 2015;

Ovares, 2016).

En la literatura de los AE, la determinacion del rendimiento del
aceite esencial de un material vegetal, usualmente se precisa como el
cociente entre masa del aceite esencial obtenido respecto a la masa de
materia prima vegetal introducida inicialmente (Casado, 2018). Por otra
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parte, el rendimiento de los aceite esencial se puntualiza como la relacion
en gramos de aceite esencial obtenido con respecto a la cantidad en gramos
de material vegetal utilizado, asimismo también se puede expresar en
términos de volumen del aceite esencial en ml con respecto a la cantidad

en gramos de material vegetal utilizado (fresco o seco) (Ovares, 2016).

Para la determinacion del rendimiento de aceite esencial (AE),
inicialmente, se realiza la medicion del volumen y peso del aceite esencial
extraido por especie y repeticion, la determinacion de la densidad del
aceite esencial consta en pesar el aceite, obtenido de cada repeticion y
especie, previo registro de sus respectivos volumenes, luego mediante una
operacion matematica que resulta al dividir la masa del aceite (gr) entre el

volumen (ml) se obtuvo la densidad (Lopez & Caso, 2015).

C. Procedimiento

Para su determinacion se aplica la siguiente formula (Fuller et al., 2018):

o Volumenyr x Densidad g
%Rendimiento = x100

Masamaterial vegetal seco

Donde:
Volumenage= Volumen de aceite esencial obtenido (ml)
Densidadae-Densidad del aceite esencial (g/ml)

MasSamaterial vegetal seco= Masa del material vegetal referido a las hojas (g)
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3.4.2. Caracterizacion de la composicion fitoquimica de compuestos

volatiles del aceite esencial de hojas de Tanacetum vulgare L

a. Técnica

Cromatografia de gases — Espectrometria de masas (CG-EM) (Adams, 2007)

b. Fundamento

Es una tecnica analitica que permite la separacion, identificacion y
cuantificacién de mezclas de sustancias volatiles y semivolatiles. Permite la
identificacion de compuestos del aceite esencial que son componentes volatiles y
de bajo peso molecular (< 250 dalton). Cuando se cuenta con una sustancia patrén,
la calibracion del equipo puede lograr andlisis cuantitativos exactos de la muestra

(Fernandez, 2019; Montoya, 2010).

Para la fase gaseosa, se requiere muy poca cantidad de muestra (10 ul) asi
se coloca directamente el aceite esencial en el equipo, sin ninguna variacion
previa, esto con el proposito de eliminar cualquier probabilidad de introducir
modificaciones, evitando alteraciones en la composicién de la muestra o en la

estructura de sus componentes (Fernandez, 2019).

De este modo una mezcla de compuestos inyectado en el CG se divide en
la columna cromatografica, permitiendo registrar el espectro de cada una de las
sustancias separadas consiguiendo la elucion de los compuestos individuales al
pasar por el EM, el cual es registrado en picos cromatograficos en las abscisas del
cromatograma donde van los tiempos de retencion en minutos, y en las ordenadas,
el indice de intensidad relativa porcentual de las fracciones de las moléculas
presentes, donde la identificacién de los compuestos del aceite se sustenta en
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patrones de fragmentacion, que se observan en sus espectros de masas (Fernandez,

2019; Montoya, 2010; Quispe & Taco, 2018).

Figura 8
Cromatografo de gases/espectrémetro de masas (CG/EM)

Inyeccién de

= —
(X 8IS 45 Ny
B

fuente de _Detecbr RS

Columna ionizacion de masas

Portador de gas Cromatégrafo de gases  Espectrdmetro de masas

Sistema de datos

Fuente: Kim & Choi (2020)

C. Procedimiento

El aceite esencial de palma real fue almacenado en un frasco color &mbar
oscuro a 4 °C, y analizado en el Laboratorio de Cromatografia y
Espectrofotometria de la Universidad de San Antonio de Abad del Cusco, para lo
cual se empleo un equipo CG (Agilent 6890N Network GC — System) unido a EM
(Agilent Technologies 5975B Inert XL GI/CI MSD) el cual consta de una columna
Agilent HP-5MS 5% fenil metil siloxano de 30m x 0.25id x 0.5 um. La
programacion de temperatura del horno inicial fue de 60°C hasta alcanzar los
230°C (final) con un gradiente de 5°C/minuto. La inyeccion se efectio en modo
split (con division) con relacion 1/80 a 200°C, para lo cual se empled gas helio a
un flujo 1 mL/min, con una inyeccién de 0,1 pl de aceite esencial de palma real,

bajo el modo de escaneo de masas de 40 a 500 u.m.a.
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Inicialmente el aceite esencial fue introducido por el inyector automatico
(Agilent 7683B) del CG (Agilent 6890N Network GC — System) separandose en
la columna cromatografica (Agilent HP-5MS 5% fenil metil siloxano de 30m x
0.25id x 0.5 um film) , obteniendo asi una elucion sucesiva de los compuestos
individuales aislados que pasan enseguida al EM (Agilent Technologies 5975B
Inert XL GI/CI MSD). A medida que los compuestos individuales se eluyen de la
columna CG, entran a ionizacién electronica (especificacion de masas) por el
detector del EM (Agilent 5975B). Alli, son bombardeados con una corriente de
electrones que los rompe en fragmentos, la fragmentacion depende Gnicamente de
la estructura molecular del compuesto, el EM no solo detecta los compuestos, sino
que primero genera iones, los separa y luego los detecta, registrando la corriente
i6nica total generada en la fuente ionica, cuya representacién grafica constituye el
cromatograma, y cada uno de los picos en el cromatograma representa la sefial
creada cuando un compuesto se dirige desde la columna del CG al detector del
EM (Agilent 5975B y se distingue mediante su correspondiente espectro de masas,
por lo cual mientras el equipo funciona, la computadora genera el cromatograma.
En uno de los ejes muestra el tiempo de retencion (TR), siendo considerado el
tiempo desde que se realiza la inyeccién (tiempo cero) hasta que se produce la
elucion y en otro eje muestra la intensidad (abundancia). Cada compuesto en la
mezcla interactia independientemente. Aquellos con mayor interaccion surgiran
rapidamente de la columna. En cambio, aquellas que interactien mas lentamente

apareceran Ultimos de la columna.

Para la identificacién de los compuestos volatiles a partir de su espectro de
masas del aceite esencial se comparo con la base de datos de National Institute of

Standards and Technology versién 11 (NIST v11), la base de datos compara el
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espectro de masas de un componente de la muestra con otros espectros de masas
de referenciaen en la base de datos, que expresa el contenido relativo de
componentes volatiles en % aceite esencial, para lo cual cada pico del
cromatograma indicaba la existencia de un compuesto, asi también se obtuvieron

datos porcentuales del contenido de cada componente.

3.4.3. Establecimiento de la susceptibilidad antibacteriana, concentracion
minima inhibitoria y concentraciéon minima microbicida del aceite
esencial de hojas de Tanacetum vulgare L frente a Escherichia coli,

Staphylococcus aureus y Candida albicans multidrogoresistentes

3.4.3.1. Obtencion de microorganismos multidrogoresistentes

a. Técnica

Equipo automatizado VITEK 2.0 211 Serie 000013D4383F que
emplea el juego de parametros de interpretacion CLSI Natural 212

Resistance M100-S28-2018

b. Fundamento

Es un sistema automatizado para la identificacion y pruebas de
susceptibilidad de microorganismos clinicamente importantes. El sistema
VITEK (bioMérieux-Vitek, Hazelwood, Missouri) fue disefiado
originalmente como un sistema a bordo para la deteccion e identificacion
de patogenos del tracto urinario de astronautas en naves espaciales. Se
introdujo por primera vez en laboratorios clinicos en 1979 y desde
entonces se ha ido perfeccionando, el cual detecta cambios metabdlicos

basados en 47, 43, y 46 reacciones metabdlicas para bacterias Gram
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negativas (BGN), bacterias Gram positivas (BGP) y hongos
respectivamente, mediante métodos basados en fluorescencia que facilitan
la identificacion de microorganismos. Este sistema monitorea la cinética
del crecimiento bacteriano y calcula las CIM utilizando un algoritmo Unico
siendo el tiempo promedio méximo de identificacion de 10, 8 y 18 h para
BGN, BGP y hongos, respectivamente y en cuanto al analisis de
susceptibilidad antimicrobiana esta se realiza con el empleo de tarjetas que
incluye diluciones estandarizadas de diversos antimicrobianos, empleando
pardmetros establecidos por el CLSI (Romeua et al., 2010; Vargas et al.,

2005).

En el presente trabajo se utilizaron cepas clinicas
multidrogoresistentes correspondientes a Escherichia coli Bionumero
0405610550026600 resistente a ceftazidima, cefepima, aztreonam y
ciprofloxacino, S. aureus Bionimero 010402062763231 resistente a
bencilpenicilina, eritromicina, clindamicina y tetraciclina, y Candida
albicans Aislamiento 2052230622 resistente a voriconazol y anfotericina

B.
C. Procedimiento

Los microorganismos empleados para el presente estudio fueron
aislados en frascos de 5 ml con medio Tripticasa Soya a partir del cual se
prepar6 un indculo de ~8 x 10 ® UFC/mI (suspension de McFarland 0,5)
que fue utilizada con las tarjetas de identificacion. De este modo el sistema
VITEK 2 también proces6 automaticamente las tarjetas de susceptibilidad
a los antimicrobianos hasta obtener las CIM correspondientes.
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3.4.3.2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria y
concentracién minima microbicida para Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Candida albicans

a. Técnica

Macrodilucion en caldo

b. Fundamento

Esta técnica consiste en la exposicion de las cepas a analizar a
distintas concentraciones de antimicrobianos, y evaluar el desarrollo de los
microorganismos para posteriormente establecer la CMI (Taroco et al.,
2006), también es ideal para la determinacion de la actividad bactericida

(Garcia et al., 2000).

Por cada combinacion microorganismo/agente antimicrobiano se
dispone una serie de tubos con 1ml de medio estéril sin antimicrobiano,
donde al primer tubo se afiade 1 ml de la solucion madre del tubo de
antimicrobiano hasta conseguir la més alta dilucion; para esto se repite la
cantidad de diluciones que se requieran estudiar, descartando 1 ml del
ultimo tubo de la serie, con la finalidad de conservar el volumen final de 1
ml, también se considera una serie de control sin antimicrobiano

conteniendo Unicamente 1 ml de caldo (Garcia et al., 2000).

C. Procedimiento

Para cada microorganismo, se realizd la preparacién de diluciones
dobles en tubos 13x100 mm (Marca Pyrex), partiendo de una solucion
madre conteniendo 4 ml de aceite esencial y 1 ml de reactivo de Tween 80
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(Marca Omnichem SAC Lote N° 211012G010997) haciendo un total de 5
ml (800 pl/ml), a partir del cual se obtuvieron 400 pl/ml, 200 pl/ml, 100
pl/ml; 50 pl/ml, 25 pl/ml hasta 12,5 pl/ml, para lo que inicialmente se
colocd 500 pul del diluyente Tween 80 en el primer tubo, y luego se afiadid
500 pl de solucion madre dando un total de 1 ml en el primer tubo, que
luego con una micropipeta automatica (Marca Boeco Germany serie
9311100 rango 100 — 1000 pl) se transfirié 500 ul al segundo tubo, y asi

sucesivamente.

Paralelamente, se prepararon suspensiones microbianas, para lo
cual se empled 5 ml de caldo Mieller Hinton (Marca Merk 1.10293.0500)
y 3-5 colonias de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida
albicans hasta alcanzar una turbidez equivalente a 0,5 en la escala de Mc
Farland (Marca Emarin SDA S.A. LOT 210914 ). De esta suspension, se
afiadié 500 pl a cada una de la serie de tubos que contenian las diluciones

dobles del aceite esencial, haciendo un volumen total de 1 ml en cada serie.

Para los controles, en el caso del control negativo solo se colocé 1
ml (1000 ul) de Tween 80, y para el control positivo se afiadio 1 ml (1000
pl) de suspension microbiana equivalente a 0,5 Mc Farland. De este modo,
todos los tubos se incubaron a 37°C por 24 h (Ihebuzoaju, 2017; Taroco et
al., 2006), luego del cual se midi6 su turbidez a 620 nm en un
espectrofotometro (Marca Spectronic 20D Milton Roy Company)
(Ihebuzoaju, 2017) y de ahi se procedi6 a la siembra de 10 pl de éstos en
placas Petri (90x15 mm, Marca Henso Medical N14203-1) con agar

nutritivo (marca Merck 1.05450.0500 ) para Escherichia coli y

85

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadam

ente esta tesis



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

'ﬂ UNIVERSIDAD

Staphylococcus aureus, y en Agar Saboroud 4% dextrosa (marca Merck
1.05438.0500) para Candida albicans, siendo incubados por 24 h para
bacterias y 48 h para la levadura en la incubadora (Marca H.W. Kessel
S.A.C. MMM group), luego del cual se hizo el recuento de colonias

respectivo (lhebuzoaju, 2017). Todos los ensayos se realiz6 por triplicado.

3.4.3.3. Determinacion de la susceptibilidad antibacteriana para

Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans

a. Técnica
Kirby-Bauer
b. Fundamento

Es una técnica de facil estandarizacion para microorganismos no
exigentes de desarrollo acelerado, para lo cual se emplea un aislamiento
en placas que contengan un medio de cultivo apropiado para la cepa en
estudio (a la que ademas se le deben brindar las propiedades atmosféricas
adecuadas y especificas para cada cepa) (Taroco et al., 2006). De este
modo, el microorganismo patdgeno se cultiva en agar MH en la presencia
de varios discos de papel filtro impregnados con antimicrobianos, donde
la presencia o ausencia de crecimiento alrededor de los discos es un
indicador de la capacidad del compuesto para inhibir ese microorganismo,
lo que esta correlacionado con las zona de inhibicion dando resultados

interpretativos (Biemer, 1973; Hudzicki, 2016).
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C. Procedimiento

Para la preparacion de discos de susceptibilidad (5 mm) se utilizo
papel filtro Whatman N° 2, previamente esterilizado a calor seco en el
horno esterilizador (KertLab ODHG-9240A) a 150 °C por 60 minutos,
luego de lo cual con la ayuda de una micropipeta sobre una placa petri
estéril se colocé 10 pl de diluciones del aceite esencial a las
concentraciones de 400, 200, 100, 50, 25, 12,5 ul/ml, los que se dejaron

por 15 minutos para una adecuada imbibicion.

Para los controles, en el caso del control negativo solo se colocé 10
pl de Tween 80 (Marca Omnichem sac Lote N° 211012G010997) y para
el caso del control positivo se utilizaron discos de susceptibilidad
antimicrobiana como Gentamicina 10 pg (Bioanalyse Lot 220426B REF
ASD04300) y Fluconazol 25 pg (Bioanalyse Lot 210825J REF ASD03930

), los cuales fueron atemperados 1h antes de su empleo.

Finalmente, se prepararon suspensiones microbiolégicas de los 3
microorganismos en estudio de los cuales se tomd unas 3-5 colonias hasta
alcanzar una turbidez de 0.5 en la escala de Mc Farland (EMARIN SDA
S.A LOT 210914) luego de lo cual se introdujo un hisopo estéril
(ALKHOFAR modelo 150 mm 6") con la cual se procedié a sembrar (3
direcciones de angulo recto) las placas de agar MH (Merck 1.05437.0500)
para Escherichia coli y Staphylococcus aureus, y de agar Saboroud 4%
dextrosa (Merck 1.05438.0500) para Candida albicans, las que se dejé
reposar por 5 minutos antes de colocar los discos de susceptibilidad con la

ayuda de una pinza (MEDESY ITALY 1026 college), ejerciendo cierta
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presidn para su adeherencia. A continuacion, las placas se colocaron en la
incubadora (marca H.W. Kessel s.a.c. MMM group) a 37°C por 24 h
(Escherichia coli y Staphylococcus aureus) y 48 h (Candida albicans)
(Taroco et al., 2006), después de lo cual se procedid a la medicion de los
halos de susceptibilidad con un vernier (Marca Uyustools CLAQ0O6) en un

fondo oscuro (Taroco et al., 2006).
3.5.  Analisis estadistico

El rendimiento fue determinado mediante la cantidad de aceite esencial extraido
con respecto al total de materia vegetal recolectada expresado en porcentaje, mientras que
la composicion fitoquimica también fue expresada como porcentaje por el equipo de

cromatografia de gases y espectrofotometria de masas (CG-EM).

Respecto a la evaluacién de los datos del efecto antibacteriano del aceite esencial
de Tanacetum vulgare L estos fueron analizados a través de la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI, ul/ml), la concentracion minima microbicida
(CMB [Concentracion Minima Bactericida] y CMF [Concentracién Minima Fungicida],

N° colonias x10%/ml) y susceptibilidad microbiana (Halo de susceptibilidad, mm).

El CMI (ul/ml) y CMB (ul/ml) se establecieron mediante analisis de regresion y
correlacion lineal de Pearson para lo cual se evalué previamente los supuestos de
normalidad (Shapiro Willk), homogeneidad de varianzas (Breusch Pagan) vy
autocorrelacion (Durbin Watson), luego de lo cual se calculé el coeficiente de correlacion
de Pearson empleando los 6 promedios de cada una de las concentraciones de aceite
esencial de Tanacetum vulgare L evaluadas (12,5, 25, 50, 100, 200 y 400 pl/ml) y el

recuento de colonias microbianas (Unidades Formadoras de Colonias x 10%/ml) para lo
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cual se determin0 la ecuacion de regresion lineal a partir de la cual se calcul6 el CMI y el

CMB con respectoa 1y 0 UFC/ml.

En cuanto a la evaluacion de la susceptibilidad bacteriana se empled un disefio
completamente randomizado (8 tratamientos con 3 repeticiones) evaluado mediante
analisis de variabilidad de Kruskal Wallis y la prueba de comparaciones mdultiples de
Dunn, asi como mediante el andlisis de varianza Fisher y la prueba de comparaciones de
T Student, previa verificacion de los supuestos de normalidad (Shapiro Wilk) vy
homocedasticidad (Levene). En todas las comparaciones multiples no se ajustd los
valores de p debido a que se puede sobreajustar el error Tipo I, Ademas, se aplico la
prueba de tamafio de efecto como es el rango eta al cuadrado (£2orginal) Y OMega parcial al
cuadrado (@3) para medir el efecto de la concentracion del aceite esencial frente a los
indicadores de crecimiento microbiano, cuyo valor mientras mas cercano a 1 indica

mayor efecto.

Todos los datos fueron procesados con un nivel de significancia del 5%, a través
del programa R version 4.2.2 (Innocent and Trusting) empleando las librerias readxl|
(lectura de base de datos en excel), car y stat (andlisis exploratorio, Imtest), ggstatsplot y

PMCMRplus, mediante la funcidn ggscatterstats, ggbetweenstats y Imtest.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RENDIMIENTO DE ACEITE ESENCIAL EXTRAIDO DE HOJAS DE

Tanacetum vulgare L POR HIDRODESTILACION

o Volumenyg x Densidad,g
%Rendimiento = x100

Masamaterial vegetal seco

Reemplazando con valores obtenidos en laboratorio es:

o 20 ml x 0,8983g/ml
%Rendimiento = 2043.6 9 x100 = 0,879

Como se observa el porcentaje de rendimiento de aceite esencial de Tanacetum
vulgare L fue 0,88% el cual present6 consistencia oleosa de color amarillento claro, olor

sui generis con una densidad de 0,8983 g/ml.

Sin embargo, Zuniga (2022) utilizando un método similar, solo logré un
rendimiento de extraccion de aceite esencial de Tanacetum vulgare L del 0,4% al igual
que Solis et al. (2017) 0,4%; mientras que en otro estudio llevado a cabo cerca a Belgrado,
Serbia, se extrajo aceites esenciales de las partes aéreas de la planta Tanacetum vulgare
alcanzando un rendimiento del 0,32% (Devrnja et al., 2017). Asimismo, Vélez (2022)
utilizando arrastre por vapor en una especie similar (Tanacetum parthenium), obtuvo un
rendimiento muy bajo de aceite esencial (0,04%), lo que pudo deberse al tiempo y

material utilizado en el proceso.

En otro trabajo de investigacion, se detallé que los rendimientos de aceite esencial
de cinco genotipos diferentes de Tanacetum vulgare, evaluados a lo largo de todo el
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periodo vegetativo, variaron los rendimientos entre 0,14-0,45% en hojas y 0,35-0,79%
en flores secas (Dragland et al., 2005). Ademas, se observo que el rendimiento del aceite
esencial obtenido en poblaciones silvestres de Tanacetum vulgare recolectadas en 40
ubicaciones distintas de Noruega fluctuo en el rango 0,35-1,90% (Rohloff et al., 2004).
Estos resultados destacan la complejidad y diversidad en la produccién de aceites
esenciales que revelan una notoria variabilidad intraespecifica, la cual se atribuye a

factores como la variacién genética y las condiciones ambientales.

Al parecer, las partes aéreas de Tanacetum vulgare, recolectadas en plena
floracién, generalmente contienen niveles de aceite esencial que oscilan entre el 0,1% y
0,5%; no obstante, se ha registrado en casos excepcionales porcentajes tan elevados como
el 1,9% (Ac¢imovi¢ & Puvaca, 2020). Esta variabilidad en la concentracion de aceite
esencial podria atribuirse a diversos factores, incluyendo condiciones climaticas,
genéticas o geogréaficas. Ademas, es fundamental destacar la importancia de comprender

y considerar esta variabilidad al evaluar el potencial aromatico y medicinal de la planta.

Respecto a la técnica de hidrodestilacion para la extraccion de aceite esencial esta
conserva los compuestos gracias a la presencia del agua circundante, que actiia como una
barrera para evitar el sobrecalentamiento, ademas uno de los beneficios destacados de
este método es que permite también la destilacion a temperaturas inferiores a 100°C

(Tongnuanchan & Benjakul, 2014).
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4.2,

ACEITE ESENCIAL DE HOJAS DE Tanacetum vulgare L

Tabla7

COMPOSICION FITOQUIMICA DE COMPUESTOS VOLATILES DEL

Compuestos volatiles del aceite esencial de hojas de Tanacetum vulgare L identificados

por CG-EM
o Contenido
S TR Compuesto Libreria Nist 11 CAS Calidad  relativo
o 0
(%)
1 7,3397  a-pineno 000080-56-8 96 0,3057
2 8,3969  p-felandreno 000555-10-2 94 6,8061
3 9,8262 o-cimeno 000527-84-4 97 1,1668
4 10,0757 Eucaliptol 000470-82-6 99 1,2138
5 10,8326  y-terpineno 000099-85-4 97 0,4960
6 Biciclo[3.1.0]hexan-2-ol, 2-
11,1159  metil-5-(1-metiletilo)-, 015537-55-0 96 1,0415
(1(1,2[3,5(1)'
12,3507 pB-Tujona 000546-80-5 96 1,6889
12,8539 Tujona 000546-80-5 98 83,0953
Biciclo [3.1.0]hexan-3-ol, 4-
13,3571 metileno-1-(1-metiletilo)-, 003310-02-9 86 0,6165
[1S-(1a,3B,50)]-
10 14,5284 Terpinen-4-ol 000562-74-3 97 0,1816
11 14,7272 a-Tuyenal 1000139-63-3 81 0,2543
12 21,789  Cariofileno 000087-44-5 99 0,1975
13 1,6-Ciclodecadieno, 1-metil-
23,4382 5-Metilen-8-(1-metiletil)-[S- 023986-74-5 99 0,1694
(E.B)]-
14 Naftaleno, 1,2,3,5,6, 8a-
24,4192 hexahidro-4,7-dimetil-1-(1- 000483-76-1 99 0,1774
metiletilo)-, (1S-cis)-
15 26,2713 Aromandendreno 000489-39-4 81 0,4276
16 278275 Oxamc!otetradecan-z-ona, 027198-63-6 91 0,1866
14-metil-
17 1(2H)-naftalenona, octahidro-
28,4322 4a, 8a-dimetil-7-(1-metiletil)-  001803-39-0 98 0,3577

, [4aR-(4aa,7p, 8aa)]-

Nota: TR: Tiempo de retencidn, CAS: Servicio de Resimenes Quimicos.
Fuente: Reporte Analisis CG-EM, NIST v11
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En la Tabla 7 se muestra informacion relacionada al cromatograma del aceite
esencial de hojas de Tanacetum vulgare L obtenido por CG-EM, donde se aprecia tiempos
de retencidn, compuestos volatiles detectados, factores de identificacién y contenido
relativo correspondientes a cada uno de los picos comparados con el espectro de masas

almacenada en la librerfa de la base de datos NIST v11.

De este modo se encontré que las hojas de Tanacetum vulgare L tienen 17
compuestos volatiles, siendo el compuesto volatil con mayor cantidad relativa la a-tujona
(83%), seguido por B-felandreno (7%) siendo ambos los terpenos mas predominantes, y
el resto de los compuestos (10%) que tienen una concentracion por debajo del 2% son: -
Tujona (1,7%), eucaliptol (1,2%), o-cimeno (1,2%), y-terpineno (0,5%), aromandendreno
(0,4%), a-tuyenal (0,3%), a-pineno (0,3%), cariofileno (0,2%), naftalenona (0,2%),

terpinen-4-ol (0,2%) y naftaleno (0,2%).

Los compuestos fitoquimicos obtenidos aqui en hojas de Tanacetum vulgare L,
comparados con los de la literatura indican que su presencia y las concentraciones de
éstos varian como es de esperar segln especies vegetales y dmbito geogréfico, asi
tenemos que Lazarevic et al. (2021) en el aceite esencial de plantas procedentes de Serbia
seflalan como componente principal a la B-tujona (49,8%) seguido del acetato de
transcrisantenilo (22,3%). De igual modo, Baczek et al. (2017) encontraron en aceites
esenciales de plantas de Polonia, una concentracion alta de f-tujona (14,28%), eucaliptol
(2,55%) y una mas baja de a-tujona (0,83 %), ademas de otros monoterpenos oxigenados
en mayor concentracion, como el acetato de trans-crisantenilo (altamente dominante,

18,39 %), (E)-dihidrocarvona (11,02 %) y cetona de artemisia (9,15 %).

Como se indicaba, existen otros compuestos diferentes a los aqui presentes como

lo menciona Devrnja et al. (2017) quienes reportan un alto contenido de acetato de trans-

93

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

crisantenilo (41,37%), trans-crisantenol (12,51%), transtujona (9,04%) y cis-tujona
(5,28%), todos pertenecientes a compuestos monoterpénicos oxigenados. Asimismo,
Ekundayo (1979) encontr6 que el monoterpeno predominante fue la iso-tujona (66-81%)
y como componentes monoterpénicos menores el sabineno (3-6 %), a-terpineno (1-4%),
y entre las de sesquiterpenos representando un contenido mucho menor (0,1-0,7%)
estarian el cariofileno e hidrocarburos sesquiterpénicos identificados tentativamente

como y-cadineno, a-bergamoteno y p-elemeno.

Otra investigacion realizada por Keskitalo et al. (1998) donde examinaron veinte
muestras de aceite esencial de Tanacetum vulgare en Finlandia, encontraron que el
componente mas comunmente hallado fue el alcanfor, ya sea solo o acompafiado de
diversos compuestos satélites como pinocamfona,l1,8-cineol, canfeno, acetato de
crisantenilo, acetato de bornilo y acetato de isobornilo, aunque también se identificaron
otros quimiotipos ricos en trans tuyona, davador-D o cetona de artemisia, siendo los
genotipos que presentaban alcanfor los més prevalentes en el norte de Finlandia, mientras

que los genotipos con tuyona eran los mas predominantes en el sur de Finlandia.

En otro estudio llevado a cabo por Collin et al. (1993), se detectaron diversos
quimiotipos en el aceite esencial de 25 plantas individuales de Tanacetum vulgare
recolectadas en la region de Quebec, Canada. La mitad de estas plantas manifestaron un
quimiotipo mixto de alcanfor-1,8-cineol-borneol, con una concentracion que superaba el
52%, asimismo, se evidencio que el quimiotipo de 3-tuyona predominaba, mostrando una
presencia superior al 50% en seis de las muestras examinadas, mientras que en cuatro
especimenes, se identific6 un quimiotipo caracterizado por un predominio de
crisantemona, superando el 50% y por Gltimo, se constaté que una planta presentaba una

notable concentracion de dihidrocarvona, que superaba el 60%.
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De otro lado, en dos aceites esenciales de Tanacetum vulgare procedentes de dos
distritos de Estonia se identificaron 83 compuestos, donde en el distrito de Harju los
componentes cuantitativos mas importantes fueron trans-crisantenona con 41,4%, 1,8-
cineol con 9,6%, [3-pineno con 5,0% y 6-camfenona con 4,6%, y en el aceite del distrito
de Tartu predominaron los compuestos de [-tuyona (47,2%) y acetato de trans-

crisantenilo (30,7%) (Raal et al., 2014).

Asimismo, las plantas de Tanacetum vulgare recolectadas en Iran presentaron una
alta cantidad de trans-tuyona (44%), alcanfor (31,04%) y acetato de trans-crisantenilo
(31,1%) (Goudarzi et al., 2015), mientras que en el aceite esencial de Tanacetum vulgare
recolectado en Polonia los principales compuestos fueron B-tuyona (61,0%), alcanfor
(13,0%) y acetato de trans-crisantenilo (6,5%) (Szotyga et al., 2014). Para el aceite
esencial de Tanacetum vulgare recolectado en Alemania, los compuestos se dividieron
en 3 quimiotipos: acetato de trans-carvilo (8+2,6%), R-tuyona (9+3,1%) y alcanfor
(9+2,7%) (Kleine & Muller, 2013). En el caso del aceite esencial de Tanacetum vulgare
procedente de Eslovaquia, los principales compuestos identificados fueron: a-pineno,
canfeno, sabineno, B-pineno, 1,8-cineol, cetona de artemisia, -tuyona, alcanfor, borneol,
acetato de crisantenilo, D-carvona (Mikulasova & Vaverkova, 2021). Y en Turquia, los
principales constituyentes de la composicion del aceite esencial de Tanacetum vulgare
resultaron ser el borneol, germacreno D, espatulenol, a-pineno, 1,8-cineol, B-pineno y

alcanfor (Kilic, 2014).

De acuerdo con un analisis de conglomerados, el aceite esencial de Tanacetum
vulgare proveniente de Lituania se clasifica en cuatro grupos distintos: 1,8-cineol, trans-
tuyona, alcanfor y mirtenol (Mockuté & Judzentiene, 2003). Es relevante destacar que

este Ultimo se produce de manera excepcional en las plantas de Tanacetum vulgare . En
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Escandinavia y el Baltico se han descrito mas de 15 quimiotipos distintos (Dragland et
al., 2005), y la correlacion entre las matrices de distancia genética de los mismos

genotipos fue altamente significativa (Keskitalo et al., 2001).

En Noruega, se identificaron siete quimiotipos de Tanacetum vulgare, que
incluyen a-tuyona, B-tuyona, alcanfor, acetato de crisantemilo/crisantemol, crisantenona,

cetona de artemisia/alcohol de artemisia y 1,8-cineol (Rohloff et al., 2004).

Esta variabilidad de los compuestos podria ser debido al impacto ecolégico sobre
los aceites esenciales que se manifiesta por la interaccion de las plantas con los factores
ambientales. La capacidad de adaptacion de las plantas al entorno se refleja en los niveles

de aceites esenciales presentes (Stevovié et al., 2009).

Segun la compilacion y el minucioso analisis de Muresan (2015) sobre los
resultados obtenidos a partir de la revision de literatura concluye que hay una presencia
significativa de R-tuyona, trans-tuyona, alcanfor y trans-crisantenilacetato como
elementos especificos en los aceites esenciales extraidos de Tanacetum vulgare en 11

habitats de diversos continentes como América, Europa y Asia.
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Tabla 8
Clasificacion de compuestos fitoquimicos encontrados en aceite esencial de hojas de

Tanacetum vulgare L

Tipo de . o Peso Formula L .
Fitoquimico molecular o Saturacion Ciclaje
terpeno quimica
(9/mol)
0-cimeno 134,22 CioHu4 Aciclico
pB-felandreno 136,23 CioHis Hidrocarburo Monociclico
y-terpineno 136,23 CioH1s6 36.40%  Monaciclico
a-pineno 136,23 CioH1s6 Biciclico
Terpinen-4-ol 154,25  CyoH10 Monociclico
B-Tujona 152,23  CyoH160 Biciclico
Tujona 152,23  CyoH160 Biciclico

Monoterpeno  Biciclo[3.1.0]hexan-3-
64,70%  ol, 4-metileno-1-(1-
metiletilo)-, [1S- 152,23 CaoHi0 Oxigenado
(1a,3B,50)]- 63.70%
Eucaliptol 154,25  CyoH180 Biciclico
a-Tuyenal 150,22  CyoH1:0 Biciclico
Biciclo[3.1.0]hexan-2-

ol, 2-metil-5-(1-
metiletilo)-,
(1a,2B,50)-
1,6-Ciclodecadieno, 1-
metil-5-Metilen-8-(1 204,35 CisH24 Monociclico
metiletil)-[S-(E,E)]-

Cariofileno 204,35 CisHos . Biciclico
Naftaleno, 1,2,3,5,6,8a H|droc0arburo
hexahidro-4,7-dimetil- o, oo o 80% I
1-(1-metiletilo)-, (1S- ! 1524 ICIClIco
cis)-

Aromandendreno 204,35 CisHos Triciclico
1(2H)-naftalenona,
octahidro-4a,8a-
dimetil-7-(1-metiletil)-,
[4aR-(4a0,7B,8a0)]-

Biciclico

156,25 C1oH200 Biciclico

Sesquiterpeno
24,9%

Oxigenado
222,37 Ci15H260 Biciclico
20%

Macrdlido y
analogos
5.90%
Fuente: CG-EM NIST v11 y SpectraBase

Oxaciclotetradecan-2-

ona, 14-metil- 226,36  CuH260, Oxigenado Monociclico

En la Tabla 8 se muestra una clasificacion de los compuestos volatiles aislados
de hojas de Tanacetum vulgare L segin su estructura quimica, donde predominan los
monoterpenos con el 64,7% (0-cimeno, B-felandreno, y-terpineno, a-pineno, terpinen-4-

ol, p-tujona, tujona, biciclo[3.1.0]hexan-3-ol, 4-metileno-1-(1-metiletilo)-, [1S-
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(10,3B,50)]-, eucaliptol, a-tuyenal, biciclo[3.1.0]hexan-2-ol, 2-metil-5-(1-metiletilo)-
(10,2B,50)-) entre los cuales sobresalen los monoterpenos oxigenados (63,7%) seguido

de los monoterpenos hidrocarbonados (36,4%).

En cuanto al segundo grupo de compuestos volatiles encontrados, los
sesquiterpenos (24,9%) (1,6-ciclodecadieno, 1-metil-5-metilen-8-(1-metiletil)-[S-(E,E)]-
, cariofileno, naftaleno, 1,2,3,5,6,8a hexahidro-4,7-dimetil-1-(1-metiletilo)-, (1S-cis)-,
aromandendreno, 1(2H)-naftalenona, octahidro-4a,8a-dimetil-7-(1-metiletil)-,[4aR-
(4aa,7B,8a0)]-) estan representados por los hidrocarbonados (80%) seguido de los
oxigenados (20%). Y como un tercer grupo de compuestos volatiles poco frecuente
estuvo el compuesto perteneciente a los macrolidos (Oxaciclotetradecan-2-ona, 14-metil-

)(5,9 %).

Segun los tipos de terpenos encontrados, en comparacion con el presente estudio,
Lazarevic et al. (2021) también habrian reportado un alto porcentaje de monoterpenos
oxigenados (87,9%), de la misma forma, Baczek et al. (2017) corroboran lo encontrado
al indicar que el aceite esencial de Tanacetum vulgare procedente de Polonia tienen una
buena proporcién de compuestos quimicos de tipo monoterpénico oxigenado (84,37%),
hidrocarburos monoterpénicos (6,87%), hidrocarburos sesquiterpénicos (0,42%),
sesquiterpenos oxigenados (5,08%) y otros compuestos alifaticos (0,51%) como el trans-

crisantenol acetato como el principal compuesto encontrado.

Otros resultados algo parecidos, fueron reportados por Kleine & Miiller (2013)
para aceite esencial de hojas donde lo monoterpenoides (acetato de trans-carvil, B-tujona
y alcanfor) fueron predominantes y solo se encontrd unos pocos sesquiterpenoides. De
igual manera, Devrnja et al. (2017) reportan en el aceite esencial de partes aéreas

vegetales secas un 93,5 % de monoterpenos oxigenados, 3,52% de monoterpenos con
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hidrocarburos, 0,65% de sesquiterpenos oxigenados, 0,03% de hidrocarburos

sesquiterpénicos, 1,76 % de hidrocarburos aromaticos y 0,12 % de alcoholes aromaticos.

En el aceite esencial de Tanacetum vulgare recolectada en Juiz de Fora, Brasil, se
identificaron un total de 7 compuestos, siendo seis monoterpenos (89,58%) y un
sesquiterpeno (6,81%), siendo la R-tuyona (84,15%) identificada como el constituyente
mayoritario (Godinho et al., 2014). Segun Acero et al. (2019) los terpenos tienen mayor
volatilidad, se hallan mayormente en flores y son repelente de insectos, siendo producto
del metabolismo secundario vegetal, y constituyendo una de las familias mas grandes que

tienen los aceites esenciales, reportdndose ~2000 variedades.

Y en cuanto a la presencia de oxaciclotetradecan-2-ona, 14-metil- un compuesto
similar a un macrolido, este no se ha reportado mucho en la literatura mas que por ejemplo
en hojas de Cardiospermum halicacabum, una especie vegetal india con actividad

antibacteriana y antifngica (Jeyadevi et al., 2013).

Respecto a esto, una mayor variabilidad quimica puede explicarse por la forma de
propagacién de la halogamia, asi como por el caracter heterocigotico de esta planta y
probablemente también debido al procedimiento de extraccion (Aziz et al., 2018; Sehaki

etal., 2022).

Segln Muresan (2015) los componentes fitoquimicos identificados de manera
consistente en muestras provenientes de 11 habitats distintos alrededor del mundo,

destacan la universalidad de su presencia en diferentes areas geogréaficas para esta especie.
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Figura 9
Perfil cromatografico de los componentes presentes en el aceite esencial de la hoja de
Tanacetum vulgare L obtenido por cromatografia de gases acoplado a

espectrofotometria de masas
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Fuente: CG-EM NIST v11 y SpectraBase

Como se observa en la Figura 9, el tiempo de retencion de 12,8539 minutos que
corresponde al pico 10 representa al compuesto con mayor abundancia en el aceite
esencial que corresponde a la tujona, seguido por otro pico con tiempo de retencién 8,397
minutos correspondiente al B-felandreno (Figura 10) es decir estaria relacionado
directamente con su bajo peso molecular y la abundancia de estos, donde cada factor de
identificacion (Tabla 7) garantiza la similitud de los compuestos con la base de datos
NIST v11. La importancia de este indicador también es compartida por Mothana et al
(2013), en quienes al trabajar con aceite esencial de Leucas virgata Balf. sefialan que los

tiempos de retencidon son importantes para valorar la similitud de los compuestos

encontrados con los de la libreria a comparar. De igual forma, El-Nashar et al. (2021)

100

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

(Egipto) encontraron que la composicidon quimica del aceite esencial de Syzygium cumini,
fue un factor en su determinacién que también va relacionado con el peso molecular del
principio activo en comparacion con una serie de n-alcanos (C8-C28) inyectado en las

mismas condiciones.

43. SUSCEPTIBILIDAD  ANTIMICROBIANA, CONCENTRACION
MINIMA  INHIBITORIA Y  CONCENTRACION  MINIMA
MICROBICIDA DEL ACEITE ESENCIAL DE HOJAS DE Tanacetum
vulgare L FRENTE A Escherichia coli, Staphylococcus aureus Y Candida

albicans MULTIDROGORESISTENTE

4.3.1. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria y
concentracién minima microbiana del aceite esencial de hojas de

Tanacetum vulgare L mediante la técnica de macrodilucion en caldo

En la Figura 10, se ve a través del andlisis de correlacion lineal, que existe
una buena correlacion negativa (r=-0,67), asi como un coeficiente de la pendiente
B1 de la ecuacion de regresion lineal que no fue estadisticamente significativa, sin
embargo, se pudo determinar que el CMI y CMB frente a Escherichia coli para el
aceite esencial de hojas de Tanacetum vulgare L fue de 360 y 361 pl/ml,

respectivamente.

En cuanto a esto, segin Baczek et al. (2017), en Polonia, indican que el
aceite esencial de Tanacetum vulgare L demostr6 efecto antibacteriano contra
Escherichia coli ATCC 25922, con un CMI de 8 pl/ml y un CMB mayor de 32

ul/ml, demostrando una relativa mejor actividad antibacteriana.
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Figura 10
Andlisis de regresion y correlacion lineal entre el crecimiento microbiano (UFC x

100/ml) de Escherichia coli y la concentracion de aceite esencial de hojas de Tanacetum

Test de Normalidad Shapiro-Wilk Ecuacion de regresion
W = 0.93704, p-value = 0.6355 N° UFC (x100/ml)=274.3217- 0.7601[AE (ul/ml)]
Test de Homogeneidad de varianzas Breusch-Pagan CMI (ul/ml)

BP = 1.2396, df = 1, p-value = 0.2655
Test de Autocorrelacion Durbin Watson
lag Autocorrelacion Estadistico D-W p-value
1 0.1898619 1.244571 0.056
Estudent

Pearson 95% pairs
é%g 4|:-1.82|i:0.14,r =-0.67,Cl [-0.96,0.31],n__=6 .
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Donde: Fpearson = estimador de la correlacion, npairs = NUMero de elementos pares, tswdenr= Prueba T Student,
p=Probabilidad de rechazar la hipotesis nula cuando esta es verdadera siendo el umbral 0,05
(significativo), ul/ml=microlitros por ml, Cles=Intervalo de Confianza al 95%, CMI=Concentracion

Minima Inhibitoria, CMB=Concentracién Minima Bactericida

Fuente: Matriz de tabulacién de datos procesado con el programa R version 4.3.1 (2023-06-16 ucrt) --
"Beagle Scouts" Copyright (C) 2023 The R Foundation for Statistical Computing Platform: x86_64-w64-
mingw32/x64 (64-bit)

Por otro lado, en Espafia, Clemente et al. (2016) encontraron que el aceite
esencial de Sinapis alba (alil isotiocianato 90-95%) y Cinnamomum zeylanicum
(extraido de corteza fortificado con cinnamaldehido) mostr6 un CMI de 12,5 a
400 pg/ml y un CMB de 12,5 a >1600 ug/ml frente a Escherichia coli y
Escherichia coli O157:H7. De igual modo, en Etiopia, Gishen et al. (2020)

observaron actividad antibacteriana del aceite esencial puro de Cymbopogon
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citratus (CMI de 62.5 a 125 ul/ml), Lavandula angustifolia (CMI de 62.5 a 250
wl/ml), y Mentha piperita (CMI de 62.5 a 125 pl/ml) frente a Escherichia coli. En
Australia, Nirmal et al. (2018) encontraron también efecto antibacteriano del
aceite esencial de Backhousia citriodora con un CMI del 0,625% (625 pl/ml)
frente a Escherichia coli, mientras que en Venezuela, Fajardo et al. (2021)
descubrieron que el aceite esencial (germacreno-D, 45,80%) de las hojas de

Ageratina neriifolia tenian un CMI de 75 pg/ml frente a Escherichia coli.

En Perd, Cucho et al. (2021) identificaron actividad antimicrobiana en los
aceites esenciales de hojas de Croton, en especies como Croton adipatus (-
mirceno, 18,34%), Croton thurifer (monoterpeno C10H16, 22.38%) y Croton
collinus (B-cariofileno), con un CMI>1000 pg/ml frente a Escherichia coli ATCC
25922. Ademas, Solis et al. (2019) observaron que el aceite esencial de hojas de
Ageratina pentlandiana (Cusco, 2557 msnm) también tenian efecto sobre
Escherichia coli, con una CMI ~57.7 ul/ml y una CMB de ~64,8 ul/ml.
Finalmente, Devrnja et al. (2017) al analizar la composicion quimica del aceite
esencial y los extractos de metanol (ME) de diferentes partes de Tanacetum
vulgare L, observaron una fuerte actividad antimicrobiana contra E. coli, con un

CMI/CMB de 0,039/0,053¢.

Los resultados de actividad antibacteriana realizados por Devrnja et al.
(2017) evidenciaron un marcado efecto inhibitorio en el crecimiento de las
bacterias Gram-negativas, particularmente en el caso de Escherichia coli,
utilizando el aceite esencial de Tanacetum vulgare. Los valores de CMI y CMB
resultaron ser mas bajos en comparacion a estreptomicina y ampicilina como

agentes de referencia.
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Coté et al. (2017) muestran que el aceite esencial de Tanacetum vulgare
fue efectivo contra de Escherichia coli con un 1C50 a 241 pug/Ml. Estos estudios
resaltan la diversidad de propiedades antimicrobianas en aceites esenciales de

diferentes plantas y su variabilidad en la inhibicion de cepas de Escherichia coli.
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Figura 11
Anédlisis de regresion y correlacion lineal entre el crecimiento microbiano (UFC x
100/ml) de Staphylococcus aureus y la concentracion de aceite esencial de hojas de

Tanacetum vulgare L

Test de Normalidad Shapiro-Wilk Ecuacién de regresion

W =0.79295, p-value = 0.05074 N® UFC (x100/ml)=360.20070- 1.12960[AE (ul/ml)]
Test de Homogeneidad de varianzas Breusch-Pagan CMI (ul/ml)

BP = 0.26931, df = 1, p-value = 0.6038 318
Test de Autocorrelacion Durbin Watson CMB (ul/ml)

lag Autocorrelacion Estadistico D-W p-value 319

1 0.1681175 1.369584 0.134
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Donde: #pearson = estimador de la correlacion, npairs = nUmero de elementos pares, tsween= Prueba T Student,
p=Probabilidad de rechazar la hipétesis nula cuando esta es verdadera siendo el umbral 0,05 (significativo),
ul/ml=microlitros por ml, Clgsp=Intervalo de Confianza al 95%, CMI=Concentracién Minima Inhibitoria,

CMB=Concentracion Minima Bactericida

Fuente: Matriz de tabulacion de datos procesado con el programa R version 4.3.1 (2023-06-16 ucrt) --
"Beagle Scouts" Copyright (C) 2023 The R Foundation for Statistical Computing Platform: x86_64-w64-
mingw32/x64 (64-bit)

La Figura 11, muestra a través del analisis de correlacion lineal, que existe
una buena correlacion negativa (r=-0,81) en la que el coeficiente de la pendiente
B1 de la ecuacion de regresion lineal si fue estadisticamente significativo,
encontrandose un CMI y un CMB frente a Staphylococcus aureus para el aceite

esencial de hojas de Tanacetum vulgare L de 318 y 319 pl/ml, respectivamente.
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Segun el estudio de Baczek et al. (2017) en Polonia, el aceite esencial de
Tanacetum vulgare mostrd actividad antibacteriana contra Staphylococcus
aureus, con una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de 4 pL/ml y una
Concentracion Minima Bactericida (CMB) de 8 pL/ml. Por otro lado, en Etiopia,
Gishen et al. (2020) encontraron actividad antibacteriana en 50 pL de aceite
esencial puro de Cymbopogon citratus (CMI de 62.5 a 125 uL/ml), Lavandula
angustifolia (CMI de 62.5 a 250 uL/ml) y Mentha piperita (CMI de 62.5 a 125

ulL/ml) frente a Staphylococcus aureus.

En Australia, Nirmal et al. (2018) observaron efecto antibacteriano del
aceite esencial de Backhousia citriodora frente a Staphylococcus aureus, con una
CMI del 0.156%. En el caso de las asteraceas en Venezuela, Fajardo et al. (2021)
identificaron que el aceite esencial de hojas de Ageratina neriifolia (germacreno-
D, 45.80%) tenia una CMI de 75 pg/ml frente a Staphylococcus aureus. Ademas,
Aparicio et al. (2019) determinaron que el aceite esencial de Libanothamnus
neriifolius, que contiene B-felandreno (29.04%), mostré actividad antimicrobiana

contra Staphylococcus aureus, con una CMI de 50 pL/ml.

En el Pert, Cucho et al. (2021) encontraron actividad antimicrobiana en
los aceites esenciales de hojas de Croton, como Croton adipatus (3-mirceno,
18.34%), Croton thurifer (Monoterpeno C10H16, 22.38%), y Croton collinus (-
cariofileno), con una CMI que vari6 de 72 a 286.4 ug/ml frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Solis et al. (2019) demostraron que el aceite esencial de
hojas de Ageratina pentlandiana (Cusco, 2557 msnm) tuvo un efecto sobre
Staphylococcus aureus, con CMI y CMB mayores de 11.9 uL/ml. Por otro lado,

Devrnja et al. (2017) analizaron la composicion quimica del aceite esencial y los
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extractos de metanol (ME) de diferentes partes de la planta Tanacetum vulgare L.,
y encontraron una fuerte actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus,
con una CMI/CMB de 210% pg/ml y 850% pg/ml. Finalmente, Coté et al. (2017),
también encontraron actividad antibacteriana del aceite esencial de Tanacetum
vulgare recolectado en Canada contra Staphylococcus aureus, mostrando un 50%

de inhibicion en el crecimiento bacteriano (1C50).

Cote et al. (2017) demostraron la eficacia del aceite esencial de Tanacetum
vulgare frente a S. aureus, exhibiendo un IC50 de 59 pg/mL. Ademas, llevaron a
cabo pruebas para evaluar la actividad antibacteriana de los componentes
principales de dicho aceite esencial contra S. aureus. Se observé que el 6xido de
cariofileno y el terpineno también presentaron actividad frente a S. aureus, con
valores de 1C50 de 10.4 pg/mL y 50 pg/mL, respectivamente. Es relevante
destacar que la actividad antibacteriana del 6xido de cariofileno y el terpineno ha
sido previamente documentada en la literatura cientifica (Gupta, 2010;Hsouna et

al, 2013).

Estos estudios demuestran una amplia gama de actividad antibacteriana en
aceites esenciales de diferentes plantas y su variabilidad en la inhibicion del

crecimiento de cepas de Staphylococcus aureus.

Al respecto, en Etiopia, Gishen et al. (2020) observaron actividad
anticandidiasica para 50 puL de aceite esencial puro de Cymbopogon citratus (CMI
de 62,5 a 125 pl/ml), Lavandula angustifolia (CMI de 62,5 a 250 pl/ml) y Mentha
piperita (CMI de 62,5 a 125 pl/ml). Esto sugiere que estos aceites esenciales
tienen potencial para inhibir el crecimiento de esta especie fungica. De igual

modo, Aparicio et al. (2019) encontraron que el aceite esencial de Libanothamnus
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neriifolius, que contiene B-felandreno en un 29,04%, tiene un CMI de 700 pl/ml
lo cual es inferior a la actividad reportada aqui

Figura 12

Anédlisis de regresion y correlacion lineal entre el crecimiento microbiano (UFC x

100/ml) de Candida albicans y la concentracion de aceite esencial de hojas de Tanacetum

vulgare Lz
Test de Normalidad Shapiro-Wilk Ecuacién de regresién
W = 0.87877, p-value = 0.2634 N° UFC (x100/ml)=321.62520 - 0.99420[AE (ul/ml)]

Test de Homogeneidad de varianzas Breusch-Pagan
BP = 0.1463, df = 1, p-value = 0.7021 o taim)
Test de Autocorrelacién Durbin Watson CMF (ul/ml)
lag Autocorrelacion Estadistico D-W p-value 323
1 0.2005013 1.416594 0.184

tstudont(4) =-3.15, p = 0.03, Fpoarson = -0.84, Clasy, [-0.98, -0.10], My =6

400- e

200-

-200-

Unidades Formadoras de Colonias x 100/ml

0 100 200 300 400 0.00.29.50.75.00
Aceite esencial (ul/ml)

Donde: #pearson = estimador de la correlacion, ngairs = NUMero de elementos pares, tswden= Prueba T Student,
p=Probabilidad de rechazar la hipétesis nula cuando esta es verdadera siendo el umbral 0,05 (significativo),
ul/ml=microlitros por ml, Clgse=Intervalo de Confianza al 95%, CMI=Concentracion Minima Inhibitoria,
CMB=Concentracion Minima Bactericida
Fuente: Matriz de tabulacion de datos procesado con el programa R version 4.3.1 (2023-06-16 ucrt) --
"Beagle Scouts" Copyright (C) 2023 The R Foundation for Statistical Computing Platform: x86_64-w64-
mingw32/x64 (64-bit)

La Figura 12, muestra también a través del analisis de correlacion lineal,

que existe una buena correlacion negativa (r=-0,84) en la que el coeficiente de la
pendiente P: de la ecuacion de regresion lineal si fue estadisticamente

significativo, encontrandose un CMI'y un CMF frente a Candida albicans para el
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aceite esencial de hojas de Tanacetum vulgare L de 322 y 323 pl/ml,

respectivamente.

Por otro lado, en Pert, Cucho et al. (2021) también encontraron actividad
anticandidiasica para los aceites esenciales de hojas de diferentes especies de
Croton, como ocurre en Croton adipatus (B-mirceno, 18,34%), Croton thurifer
(monoterpeno C10H16, 22,38%), y Croton collinus (B-cariofileno), con CMIs que
varian de 576,2 a >1000 pg/ml lo que indica que algunos de estos aceites
esenciales pueden tener un efecto inhibidor moderado algo menor a lo reportado

aqui.

No obstante, Ozek et al. (2007) hallaron que el aceite esencial destilado en
agua de las partes aéreas de Tanacetum cadmeum tuvo efecto antimicrobiano
significativo y un efecto antimicotico similar al medicamento Ketonazole frente a
Candida albicans, a una concentracion efectiva de 125 ug/ml, lo que sugiere su

buen uso potencial.

Para otros hongos similares (excepto Aspergillus niger y Trichoderma
viride) Devrnja et al. (2017) observaron los valores de concentracion inhibitoria
minima y concentracion fungicida minima (MFC) para el aceite esencial de
Tanacetum vulgare se asemejan a bifonazol y ketoconazol. Destacan
especialmente, la notable actividad en la prueba de microdilucién contra
Penicillium funiculosum, donde tanto los valores de IMC como los de FMC fueron

significativamente mas bajos en comparacion con los antifungicos de referencia.

En concreto, estos estudios demuestran que los aceites esenciales de
diferentes plantas tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de Candida
albicans multidrogoresistente, lo que sugiere su utilidad en aplicaciones
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antimicoticas. Los resultados varian segun la planta y la composicidn quimica de

sus aceites esenciales.

4.3.2. Determinacion de la susceptibilidad microbiana mediante el método

de difusién Kirby Bauer

En la Figura 13, se aprecia que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes tratamientos de aceite esencial de hojas de
Tanacetum vulgare L frente a Escherichia coli a través del analisis de varianza de
Fisher (Feisner =267,26; p=2,33 x 10 n= 24), en la que el 99% (&2 =0,99, ICgs
0,97-1,00) del efecto del tratamiento explica la inhibicion de crecimiento
microbiano. Asimismo, a través de la prueba de comparaciones mdltiples de T
Student se hallo que existe efecto significativo a 4002 y 200 ul/mI® de aceite
esencial de Tanacetum vulgare L en la inhibicion del crecimiento de Escherichia
coli (15,28 y 14,74 mm, respectivamente) comparado con la gentamicina (12,51
mm), es decir se rechaza la hip6tesis nula, y se acepta la hipétesis alternativa,
demostrando que hubo efecto antimicrobiano significativo del aceite esencial

frente a Escherichia coli.
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Figura 13
Anélisis de variabilidad de Fisher y prueba de comparaciones maltiples de t Student de
la susceptibilidad en Escherichia coli por efecto del aceite esencial de hojas de

Tanacetum vulgare L

Test de Normalidad Shapiro Wilk Test de homogeneidad de varianza de Levene (centro = "media")
W = 0.96279, valor p = 0.497 F=1.9951, Valor p 0.1197

~

Friner(7, 16) =267.26, p = 2.33€-15, o = 0.99, Clagy, [0.97, 1.00], Ny =24

Purg = 1.926-03
&3

w
=)

oredi =

Puag =1.886-14
P = 250614
T = 13&}&m =212e-13
- P =h.44e-12
Prei=GBTe1s
Pl = 147610

Sensibilidad de Escherichia coli (Halo en mm)

3
JueoyuBis umoys sieg '} s,Juepnis (s8] BSIMIEY

Tiresn =5.00

CN cP 400 ul/ml 200 ul/ml 100 uliml 50 uliml 25 uliml 12.5 yyml
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3T P '(n=3b (n=3) (n=3) (n=3)
ratamiento

Donde: CN=Control Negativo (Tween 80), CP=Control Positivo (disco de Gentamicina 10 pug), @imedian
= estimador de la mediana, n = nimero de unidades experimentales, Fr;sy.,=estadistico de Fisher, &7 =
Omega parcial al cuadrado, p=Probabilidad de rechazar la hipétesis nula cuando esta es verdadera siendo
el umbral 0,05 (significativo), ul/ml=microlitros por ml, CI95%=Intervalo de Confianza al 95%,
a,b....=Letras de signficancia en orden de importancia del tratamiento aplicado resultado de la prueba de

comparaciones multiples

Fuente: Matriz de tabulacion de datos procesado con el programa R version 4.3.1 (2023-06-16 ucrt) --
"Beagle Scouts" Copyright (C) 2023 The R Foundation for Statistical Computing Platform: x86_64-w64-
mingw32/x64 (64-bit)

Concerniente a esto, en un estudio llevado a cabo en Rumania por Muresan
et al. (2015), se encontr6 que el extracto hidroalcohdlico como el aceite esencial
de las flores de Tanacetum vulgare tenian actividad antimicrobiana frente a
bacterias Gram negativas de Tanacetum vulgare, cuando se aplicaron sobre

Escherichia coli, logrando diametros de inhibicion de 7-8 mm, lo que sugiere una
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actividad moderada, menor a la reportada aqui. De otro lado, Patterson et al.
(2017) seiialan una baja actividad del aceite esencial de manuka (6 mm), una
moderada actividad para clavo de olor (12 mm), té (13 mm) y complejo Thieves
(13 mm), mientras que una mejor actividad para el tomillo (20,5 mm), orégano
(21 mm) y canela (24 mm). De igual modo, Puvaca et al. (2021) registraron un
buen efecto del té con un halo de 21 mm (Escherichia coli) y 18 mm (Escherichia

coli ATCC 25922).

Asimismo, la evaluacion antimicrobiana frente a Escherichia coli ATCC
25922 como el de Semeniuc et al. (2017) mencionan que el aceite esencial de
perejil (9,60 mm), apio (9,85 mm), perejil/apio (9,95 mm) tienen baja actividad,
mientras que el de apio/albahaca (11,95 mm), perejil/albahaca (12,19 mm) tendria
una actividad moderada y una mejor actividad corresponderia al de albahaca
(14,85 mm), apio/tomillo (20,25 mm), perejil/tomillo (23,03 mm),

albahaca/tomillo (25,76 mm) y tomillo (36,41 mm).

Kowalonek et al. (2023) llevo a cabo una investigacion que vinculo la
reduccion en la cantidad de células bacterianas viables en una superficie con el
aumento de la concentracion de aceite de Tanacetum vulgare en materiales que
contenian alginato. En este contexto, se observé que las muestras con un 1,67% y
un 2% de aceite exhibieron propiedades antibacterianas contra Escherichia coli,

un patégeno humano comdnmente asociado a infecciones nosocomiales.

Los aceites esenciales estan compuestos por una amplia variedad de
componentes, de acuerdo con la informacion recopilada en la literatura cientifica,
la mayoria de estos compuestos son monoterpenos oxigenados, los cuales son

responsables de las propiedades antimicrobianas (Baczek et al., 2017; Devrnja et
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al., 2017; Keskitalo et al., 2001). En en el presente estudio, la actividad
antimicrobiana se atribuye principalmente a los terpenos, que constituyen el grupo
dominante de estos compuestos. Mediante el uso de cromatografia de gases con
espectrometria de masas y basadndonos en la informacion disponible en la
literatura, se identificd que las tuyonas podrian ser el principal componente

antibacteriano presente en el aceite esencial de Tanacetum vulgare L.

No obstante, es importante destacar que todos los constituyentes presentes

en el aceite esencial interactlan entre si, generando la actividad global del aceite.
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Figura 14
Anélisis de variabilidad de Fisher y prueba de comparaciones maltiples de t Student de
la susceptibilidad en Staphylococcus aureus por efecto del aceite esencial de hojas de

Tanacetum vulgare L

Test de Normalidad Shapiro Wilk Test de homogeneidad de varianza de Levene (centro = "media")
W = 0.94321, valorp = 0,1923/\ F=1.4753, Valor p= 0.2448
Feisner(7, 16) =719.32, p = 8.94€-19, 6 = 1.00, Closy; [0.99, 1.00], g, = 24
30- Pung = 4.99e-12
Punad = 0 20e-12
— e T
= e-
Do = T23e17
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h 7
=612 ) L = 6.05
N cP 400 ulimi 200 i 100 ulimi 50 ulim 25 ulim! 12,5 uliml
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)

Tratamiento

Donde: CN=Control Negativo (Tween 80), CP=Control Positivo (disco de Gentamicina 10 pug), @imedian
= estimador de la mediana, n = nimero de unidades experimentales, Fr;sy.,=estadistico de Fisher, &7 =
Omega parcial al cuadrado, p=Probabilidad de rechazar la hipétesis nula cuando esta es verdadera siendo
el umbral 0,05 (significativo), ul/ml=microlitros por ml, Clgsw=Intervalo de Confianza al 95%,
a,b....=Letras de signficancia en orden de importancia del tratamiento aplicado resultado de la prueba de
comparaciones multiples
Fuente: Matriz de tabulacion de datos procesado con el programa R version 4.3.1 (2023-06-16 ucrt) --
"Beagle Scouts" Copyright (C) 2023 The R Foundation for Statistical Computing Platform: x86_64-w64-
mingw32/x64 (64-bit)

En la Figura 14, se observa que existen diferencias estadisticamente

significativas entre los diferentes tratamientos de aceite esencial de hojas de
Tanacetum vulgare L frente a Staphylococcus aureus a través del anélisis de
varianza de Fisher (Fpgne, =719.32; p=8.94 x 10 n= 24), en la que el 100% (@2

=1.00, 1Cos 0.99-1.00) del efecto del tratamiento explica la inhibicion de
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crecimiento microbiano. Asimismo, a través de la prueba de comparaciones
multiples de T Student se hallé que existe efecto significativo a 400, 200%° y 100°
ul/ml de aceite esencial de Tanacetum vulgare L en la inhibicion del crecimiento
de Staphylococcus aureus (15,20, 14,97 y 9,80 mm, respectivamente) comparado
con la gentamicina (7,57 mm) comprobandose la hipotesis alternativa de

investigacion.

Al respecto algunos estudios de actividad antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus, demostraron, como el de Muresan (2015), en Rumania
que los extractos y aceite esencial de Tanacetum vulgare ejercen un halo de
inhibicion de 12 a 16 mm, casi parecido a lo del presente estudio; de igual modo,
Korpinen et al. (2021) hallaron que el aceite esencial de Tanacetum vulgare, ejerce
un didmetro de inhibicién entre 7 y 14 mm, asimismo es de destacar que, aunque
la composicion quimica del aceite esencial es similar entre las hojas e
inflorescencias, el 1,8 cineol tiene una concentracion mayor en las hojas, siendo

la ubicacién geogréfica, segin A¢imovi¢ & Puvaca (2020a), un factor diferencial
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Figura 15
Analisis de variabilidad de Kruskal Wallis y prueba de comparaciones multiples de Dunn
de la susceptibilidad en Candida albicans por efecto del aceite esencial de hojas de

Tanacetum vulgare L

Test de Normalidad Shapiro Wilk Test de homogeneidad de varianza de Levene (centro = "media")
W =0.94372, valor p = 0.1974 F=4.4419, Valor p= 0.006446
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Tratamiento

Donde: CN=Control Negativo (Tween 80), CP=Control Positivo (discos de fluconazol 25 pg), imedian =
estimador de la mediana, n = nimero de unidades experimentales, xZ,..ska wauis=estadistico de Kruskal
Wallis, £2ordinal =rango épsilon al cuadrado, p=probabilidad de rechazar la hipétesis nula cuando esta es
verdadera siendo el umbral 0,05 (significativo), pul/ml=microlitros por ml, Clgsy=Intervalo de Confianza al
95%, a,b....=Letras de signficancia en orden de importancia del tratamiento aplicado resultado de la prueba
de comparaciones multiples
Fuente: Matriz de tabulacion de datos procesado con el programa R version 4.3.1 (2023-06-16 ucrt) --
"Beagle Scouts" Copyright (C) 2023 The R Foundation for Statistical Computing Platform: x86_64-w64-
mingw32/x64 (64-bit)

En la Figura 15, se ha encontrado que existen diferencias estadisticamente

significativas entre los diferentes tratamientos de aceite esencial de hojas
Tanacetum vulgare L frente a Candida albicans a través de la prueba de Kruskal
Wallis (X2, uskar wanis =21.94; p=2.60 x 103), en la que el 95% (&2 orgina =0.96,

ICos 0.96-1.00) del efecto del tratamiento explica la inhibicién microbiana.
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Asimismo, a través de la prueba de Dunn se hall6 que existe efecto significativo
de 400%, 200%, 100%°¢ y 502°°d ;11/ml de aceite esencial de Tanacetum vulgare L en
la inhibicién del crecimiento de Candida albicans comparado con el control

positivo.

Sobre ello, en Rumania, Muresan et al. (2015) identificaron que el extracto
hidroalcohodlico de las flores de Tanacetum vulgare presentaba actividad

inhibitoria contra Candida albicans.

Por otro lado, Mikulasova & Vaverkova (2021) han demostrado que el
aceite esencial aislado de Tanacetum vulgare L. posee propiedades
antimicrobianas, incluyendo la inhibicién de crecimiento de Candida albicans,
con halos de inhibicion entre 13 y 15 mm, como lo sefiala también Coté et al.
(2017) para el aceite esencial de Tanacetum vulgare recolectada en Canada. Por
el contrario, Korpinen et al. (2021) sefialan sobre el aceite esencial de T. vulgare

que el diametro de inhibicion fue menor a 7 mm frente a este microorganismo.

Para otros hongos, Hassanin (2020) indicaron una pronunciada propiedad
antifangica en los aceites de Tanacetum vulgare obtenidos de flores, hojas y la
combinacion de ambas. Constataron los obtenidos de las hojas presentaron
actividad antimicrobiana a una concentracién del 3%, superando la eficacia del
1%, lo cual fue corroborado en Trichophyton interdigitale y Epidermophyton

floccosum.

La presencia de oxaciclotetradecan-2-ona, 14-metil- un compuesto similar
a un macrdélido fue encontrado en esta investigacion y que podria jugar un rol

importante de inhinicién de microoganismos, debido a que fue encontradas en las
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hojas de Cardiospermum halicacabum, una especie vegetal de India donde

demostraron actividad antibacteriana y antifingica (Jeyadevi et al., 2013).

Estas investigaciones revelan una variabilidad de las propiedades
antimicrobianas de Tanacetum vulgare en relacion con Candida albicans, lo que
puede estar influenciado por diversos factores, como los agentes ambientales en
la cual se encuentran las condiciones del material vegetal, érgano vegetal
empleado, ubicacion geografica de la especie vegetal, las condiciones
geobotanicas del medio, la estacion del afio (condiciones climéticas) en la que se
recolecta, tiempo de secado y el estado fenolodgico, y por otra parte algunas de las
condiciones experimentales son los métodos de extraccion, condiciones del

equipo de extraccion, tiempo de extraccion.

118

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

V. CONCLUSIONES

— El rendimiento de aceite esencial extraido de las hojas de Tanacetum vulgare L por

hidrodestilacion fue de 0,88%.

— La caracterizacién de la composicion fitoquimica de compuestos volatiles del aceite
esencial de las hojas de Tanacetum vulgare L, comprendiéo 17 compuestos
fitoquimicos, correspondiente a monoterpenos (64,70%), sesquiterpenos (24,9%) y
macroélidos y anélogos (5,90%) resaltando dentro de los compuestos volatiles
especificos la tujona (PM 152,23 Da) con un 83%, el  felandreno (PM 136,23 Da)

con 7% y la B-Tujona (PM 152. 23 Da) con 2%.

— El aceite esencial de las hojas de Tanacetum vulgare L frente a Escherichia coli
mostro actividad antimicrobiana dando como resultado una susceptibilidad a 400% y
200% pl/ml (p<0,05) comparado con Gentamicina 10ugC, un CMI de 360 pl/ml y un
CMB de 361 ul/ml; para Staphylococcus aureus se observo también susceptibilidad
a 400% y 200%° pl/ml (p<0,05) comparado con Gentamicina 10ug¢, asi como un CMI
de 318 pl/ml y un CMB de 319 pl/ml; y respecto a Candida albicans
multidrogoresistente se encontrd igualmente mayor susceptibilidad a 400% y 200%
pl/ml (p<0,05) comparado con fluconazol de 25 pug®®, asi como un CMI de 322
pl/mly un CMF de 323 pl/ml. Por lo tanto, podria considerarse las hojas de esta
especie vegetal una alternativa fitoterapéutica frente a infecciones, previos ensayos

preclinicos.
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VI. RECOMENDACIONES

— Realizar la evaluacién del rendimiento de aceite esencial con diferentes solventes

organicos de cada parte anatdbmica segun etapa fenologica de Tanacetum vulgare L.

— Desarrollar un andlisis in silico de docking molecular respecto a tujona, B felandreno
y B Tujona que fueron los compuestos volatiles que estuvieron presentes en mayor
proporcion en el aceite esencial de Tanacetum vulgare L frente a antigenos presentes
en Escherichia coli, Staphylococcus aureus o Candida albicans almacenados en

bases datos bioldgicas.

— Desarrollar una plataforma regional de principios activos de plantas nativas de la
Region Puno cuyas propiedades antimicrobianas han sido validadas mediante
experimentacion frente a microorganismos de importancia en Salud Publica que

contribuya a la Declaratoria de Proteccion de Principios Bioactivos del Peru.

— Finalmente a partir de la presente investigacion como parte de las alternativas
fitoterapéuticas, se recomienda realizar un analisis del grado de toxicidad y estudios

preclinicos con la finalidad de encontrar posibles efectos toxicos y alucin6genos.
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ANEXOS

Anexo A. Zona de estudio, recoleccion y secado de la especie vegetal Tanacetum
vulgare L.

A.1. Punto de recoleccion de la planta Tanacetum vulgare L ubicada en el C.P. Villa
Ccota — Plateria, A.2. Planta Tanacetum vulgare L (Palma real), A.3. Hojas frescas
recolectadas de Tanacetum vulgare L durante los meses enero — febrero 2022, A.4.

Secado natural de las hojas de Tanacetum vulgare L en un ambiente oscuro y ventilad
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Anexo B. Extraccion y analisis fisico del aceite esencial de hojas de Tanacetum vulgare

L.
N\ A4
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B.1. Camara de extraccién del hidrodestilador de 20 litros (Inox 340), B.2. Colocacion
del material vegetal seco de hojas de Tanacetum vulgare L en la cdmara de extraccion del
hidrodestilador, B.3. Equipo de hidrodestilacion, B.4. Recoleccion de liquido (agua y
aceite) en pera de decantacion, B.5. Aceite esencial de Tanacetum vulgare L separado y
recolectado mediante una pera de decantacion, B.6. Determinacion de la densidad del
aceite esencial de hojas de Tanacetum vulgare L recolectado, B.7. Equipo de
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM) de la UNSAAC,
B.8. Analisis del aceite esencial de hojas de Tanacetum vulgare L en el Laboratorio de
cromatografia y y espectrometria — UNSAAC, B.9. Almacenamiento del aceite esencial
extraido en frasco de color &ambar, B.10. Corrida de la muestra de aceite esencial en el

CG-EM, B.11. Inicio del proceso de corrida del aceite esencial en el equipo CG-EM.
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Anexo C. Preparacion de medios de cultivo, macrodilucion en caldo, y técnica de difusion
en agar Kirby-Bahuer. Cepas de microorganismos MDR obtenidas mediante el

u 1.05450.0500
— e —

Microbiology
GranuCult™

AGITAR BIEN AMBOS TUBOS ANTES DF 11y
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C.1. Area de microbiologia del Hospital Carlos Monge Medrano. C.2 Caldo de cultivo
Mdeller-Hinton, C.3. Agar Mueller-Hinton, C.4. Agar nutritivo, C.5. Agar Sabouraud,
C.6. Pesado de medios de cultivo, C.7. Medios de cultivo disueltos en agua destilada
listos para su autoclavado, C.8. Plaqueado de los medios de cultivo. C.9. Cepas de
Escherichia coli y Candida albicans obtenidos mediante el equipo automatizado VITEK
2.0 211 Serie 000013D4383F que emplea el juego de pardmetros de interpretacion CLSI
Natural 212 Resistance M100-S28-2018, C.10. Cepa de Staphylococcus aureus obtenido
mediante el equipo automatizado VITEK 2.0 211 Serie 000013D4383F que emplea el
juego de parametros de interpretacion CLSI Natural 212 Resistance M100-S28-2018,
C.11. Pantalla de lectura estandar de suspension de microorganismos al estandar 0,5 de

la Escala de Mc Farland.
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Anexo D. Proceso experimental para la evaluacion de la actividad antimicrobiana del

aceite esencial de hojas de Tanacetum vulgare L.

D.1. Preparacion de la primera serie de diluciones dobles en tubos mediante la técnica de

macrodilucion en caldo para la evaluacion de CMI, D.2. Preparacion de la segunda y
tercera serie de diluciones dobles en tubos mediante la técnica de macrodilucion en caldo
para la evaluacion de CMI, D.3. Siembra en Agar Nutritivo y Agar Sabourod para
determinacion de CMB, CMF y CMI, D.4. Calibracion de espectrofotometro - Marca
Spetronic 20D Milton Roy Company a 620 nm, D.5. Medicion de absorbancias a 620 nm
en espectrofotometro para determinacion de crecimiento microbiano en el Laboratorio de
Bioguimica FCCBB - UNA Puno, D.6. Conteo de colonias para CMI, CMB y CMF, D.7.
Preparacion de discos embebidos con diferentes cocentraciones de aceite esencial de
Tanacetum vulgare L, D.8. Distribucion de discos embebidos con aceite esencial en
placas con agar Mueller-Hinton y Agar Sabouraud, D.9. Medicion de los halos de

inhibicién de crecimiento microbiano.
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Anexo E. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Candida albicans para el aceite esencial de hojas de

Tanacetum vulgare L
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E.1. Serie de concentraciones por triplicado del aceite esencial de hojas de Tanacetum
vulgare L frente a Escherichia coli, E.2. Serie de concentraciones por triplicado del aceite
esencial de hojas de Tanacetum vulgare L frente a Staphylococcus aureus. E.3. Serie de
concentraciones por triplicado del aceite esencial de hojas de Tanacetum vulgare L frente
a Candida albicans.
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Anexo F. Determinacion de la concentracion minima microbicida frente a Escherichia
coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans para el aceite esencial de hojas

de T. vulgare

F.1-F.4 Serie por triplicado de recuentos microbianos a partir de las macrodiluciones en

caldo frente a Escherichia coli, F.5-F.8 Serie por triplicado de recuentos microbianos a
partir de las macrodiluciones en caldo frente a Staphylococcus aureus, F.9-F.12 Serie
por triplicado de recuentos microbianos a partir de las macrodiluciones en caldo frente

a Candida albicans
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Anexo G. Determinacion de susceptibilidad microbiana frente a Escherichia coli,

Staphylococcus aureus y Candida albicans para el aceite esencial de hojas

de Tanacetum vulgare L

G.1-G.5. Halos de susceptibilidad microbiana por triplicado producidos por diferentes

concentraciones del aceite esencial de Tanacetum vulgare L (palma real) y sus controles
frente a Escherichia coli. G.6-G.10. Halos de susceptibilidad microbiana por triplicado
producidos por diferentes concentraciones del aceite esencial de Tanacetum vulgare L
(palma real) y sus controles frente a Staphylococcus aureus. G.11-G.14. Halos de
susceptibilidad microbiana por triplicado producidos por diferentes concentraciones del
aceite esencial de Tanacetum vulgare L (palma real) y sus controles frente a Escherichia

coli.
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Anexo H. Ficha de informe clinico de identificacion de Escherichia coli segun el
sistema Vitek 2.0

Cliente de bioMérieux:
Nombre del paciente:

Localizacion:
N° de examen:

Informe clinico

N° paciente:

Meédico:
N° de aislamiento:

Cantidad de organismo:

Organismo seleccionado: Escherichia coli

Origen: SANGRE Recogida:
Comentarios:
Informacién de identificacion Tiempo de analisis: 3,85 horas Estado: Final
- . A 99% Probabilidad Escherichia coli
G Bioniimero: 0405610550026600
Mensajes de analisis de ID
s s i 12,65 h Estado: Final
Informacion de sensibilidad T'e.'.'.l‘fo e il
Antibiético CMI Interpretacién Antibiético CMI Interpretacién
BLEE POS + Aztreonam 16 R
Ampicilina/Sulbactam 4 S Ertapenem <=0,12 S
Piperacilina/Tazobactam <=4 S Imipenem <=0,25 S
Ceftazidima 16 R Meropenem <=0,25 S
Ceftazidima/Avibactam <=0,12 S Amicacina 2 S
Ceftolozano/Tazobactam 0,5 S Ciprofloxacino >=4 R
Cefepima 16 R
Conclusiones de AES |
Nivel de confianza: ICohereme
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Anexo I. Ficha de informe clinico de identificacion de Staphylococcus aureus segun el

sistema Vitek 2.0

Cliente de bioMérieux: Informe clinico

Nombre del paciente: N° paciente:
Localizacion: Médico:
N° de examen: N° de aislamiento: 1

Cantidad de organismo:
Organismo seleccionado: Staphvlococcus aureus

Origen: ESPUTO Recogida:
Comentarios:
Informacién de identificacion Tiempo de anlisi 4,40 horas Estado: Final
& . —— 99% Probabilidad Staphylococcus aureus
S — Bioniimero: 010402062763231
Mensajes de analisis de ID
o SR Ts i 18,08 he Estado: Final
Informacion de sensibilidad T'e.'.l.l".o e S
Antibiético CMI Interpretacién Antibiético CMI Interpretacién
Deteccion de cefoxitina NEG - Eritromicina >=§ R
Bencilpenicilina >=0,5 R Clindamicina >=4 R
Oxacilina <=0,25 S Linezolid 1 S
Ceftarolina 0,25 S Vancomicina 1 S
Ciprofloxacino <=0,5 S Tetraciclina >=16 R
Levofloxacino <=0,12 S Rifampicina <=0,03 S
Resistencia inducible a NEG - Trimetoprima/Sulfametoxazol <=10 S
clindamicina
Conclusiones de AES l
Nivel de confianza: |C oherente
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Anexo J. Ficha de informe clinico de identificacion de Candida albicans segun el

sistema Vitek 2.0
Cliente de bioMérieux: Informe clinico
Nombre del paciente: N° paciente:
Localizacién: . ) Médico:
N° de examen: 323810092 N° de aislamiento:
Cantidad de organismo: ida:
Organismo seleccionado: Candida albicans Recogida:
Origen: ESPUTO
Comentarios:
. 5 ]

5 & 3he Tiempo de 12,60 horas Estado: Fina
Informacién de sensibilidad|, 2.

Antibiético CMI Interpretacion Antibiético CMI Interpretacién
Fluconazol 1 S Micafungina <= 0,06 S
Voriconazol 8 R Anfotericina B 2 R
Caspofungina 0,25 S Flucitosina <= S
Conclusiones de AES ]

Nivel de confianza: lCohmnte tras correccién
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Anexo K. Constancia de determinacion taxonomica de palma real emitido por el

Herbarium Arequipense de la Universidad Nacional de San Agustin

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN ,i\

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA u \ ) ;*
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA o ,\< 4

CONSTANCIA N°01-2022-HUSA

El director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de
San Agustin de Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra biologica presentada por Fanny Magali Flores Balda, Bachiller
de la Facultad de Ciencias Biologicas, de la Universidad Nacional del Altiplano,
para la realizacion de su tesis “AISLAMIENTO, CARACTERIZACION
FITOQUIMICA DE COMPUESTOS VOLATILES Y  ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE Tanacetum vulgare L frente a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candia albicans MULTIDROGO
RESISTENTES'. La muestra fue enviada al laboratorio de Botanica al estado
fenoldgico fresco, para su determinacion en el Herbarium Areqvipense (HUSA)

y corresponde a la siguiente especie.

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsidae
Subclase Asteridae

Orden Asterales

Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae

Genero  Tanacetum

Especie = Tanacetum vulgare L

Se le expide la presente a solicitud del interesado

Arequipa, 11 de enero del 2022

A

Mg. Leoncio Marifio Herrera
DIRECTOR
Herbarium Areqvipense (HUSA)

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado-Teléfono: (054) 237755 / 993659045
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Anexo I. Constancia de ejecucion del proyecto de tesis en el Hospital “Carlos Monge
Medrano” — Juliaca.

f‘if@ RED DE SALUD SAN ROMAN |

HOSPITAL “CARLOS MONGE MEDRANO” - JULIACA &9

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE JEFE DEL DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA CLINICA
DEL HOSPITAL “CARLOS MONGE MEDRANO” DE LA CIUDAD DE JULIACA.

HACE CONSTAR:

Que, la Bach. Fanny Magali Flores Balda identificada con DNI N° 73504924, realiz6 su
proyecto de investigacion en el Departamento de Patologia Clinica — Servicio de
Microbiologia del Hospital “Carlos Monge Medrano” de la ciudad de Juliaca, titulado
“AISLAMIENTO, CARACTERIZACION FITOQUIMICA DE COMPUESTOS VOLATILES Y
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE Tanacetum vulgare
FRENTE A Escherichia coli, Staphylococcus aureus Y Candida albicans
MULTIDROGORESISTENTES” en los meses de junio, julio y agosto del 2022.

Se expide la presente COSNTANCIA, a solicitud del interesado para los fines que viera

conveniente.

Juliaca, 02 de Septiembre del 2022.

Atentamente.

Cec.
Arch.

“PERSONAS QUE ATENDEMOS PERSONAS"

Carretera Huancané Km. 2 - Juliaca / Teléfono: 321370,Fax: 321750 - R.S.S.R.: 324967 - Hosp.: 321901 -
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Anexo J. Constancia de desarrollo de actividades operativas relacionadas al proyecto de

% [ 2

Universidad Nacional del Altiplano
Facultad de Ciencias Biologicas
Escuela Profesional de Biologia

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE, MSc. JUAN PABLO HUARACHI VALENCIA, DOCENTE DE
LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
DEL ALTIPLANO PUNO — PERU.

HACE CONSTAR:

Que, la Bachiller Fanny Magali Flores Balda, identificada con DNI N° 73504924,
egresada de la Escuela Profesional de Biologia de la Universidad Nacional del
Altiplano — Puno, ha desarrollado los ensayos de la parte experimental como parte
de la ejecucion del proyecto de investigacion titulado “AISLAMIENTO,
CARACTERIZACION FITOQUIMICA DE COMPUESTOS VOLATILES Y
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE Tanacetum vulgare
FRENTE A Escherichia coli, Staphylococcus aureus Y Candida albicans
MULTIDROGORESISTENTES” en el Servicio de Microbiologia del Departamento
de Patologia Clinica del Hospital “Carlos Monte Medrano” de la ciudad de Juliaca,
entre los meses de Junio — Agosto 2022 y el Laboratorio de Virologia y Biologia de

la Salud de la Facultad de Ciencias Biolégicas, UNA-Puno.

Se emite |la presente constancia a solicitud del interesado para los fines que estime

conveniente.

Puno, 06 de noviembre del 2023.

Atentamente.

DIRECTOR DE TESIS

investigacion.
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Anexo K. Ficha de coleccion de un especimen de Tanacetum vulgare L (Palma real)

FICHA DE COLECCION

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL
ALTIPLANO

Colector: Fanny Magali Flores Balda

Muestra N°: 01

Nombre vulgar: Palma real

Nombre Cientifico: Tanacetum vulgare L

Familia: Asteraceae

Localidad: Distrito de Plateria, Puno

Departamento: Puno

Altitud: 3811 m.s.n.m.

Latitud: 15°56°15°°S

Longitud: 69°49°15°W

Raiz: Adventicia

Hojas: Bipinnaticompuesta

Flores: No

Frutos: No

Fecha: 12/12/2021

Usos: remedio contra infecciones

\gastrointestinales /
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Anexo L. Matriz de tabulacion de datos

Concentracion Minima Microbiana Susceptibilidad microbiana

Tratamiento Abs Abs Abs

620nm_Ec RC _Ec 620nm RC Sa 620nm RC Ca S Ec S Sa S Ca
400 pl/ml - 0 - 0 - 0 14,608 15628 14,230
400 pl /ml - 0 - 0 0 15207 14,976 12,797
400 pl /ml - 0 - 0 - 0 16,029 15009 13,244
200 pl /ml + 437 + 1 + 0 15517 14,973 13,182
200 pl /ml + 19 + 2 + 0 14,051 14,762 14,213
200 pl /ml + 37 + 0 + 32 14661 15181 13,126
100 pl /ml + 35 + 225 + 0 11,964 9,823 11,042
100 pl /ml - 0 - 187 - 333 11,766 10,060 10,044
100 pl /ml - 0 - 39 - 0 11,053 9,526 11,538
50 pl /ml - 0 - 54 - 404 7,042 6,066 12,438
50 pl /ml + 134 + 467 + 382 7,491 6,378 10,234
50 pl /ml + 285 + 107 + 18 7,362 5920 10,397
25 ul /ml + 83 + 433 + 396 6,482 6421 6,007
25 pl /ml + 393 + 466 + 398 6,102 5740 5722
25 ul /ml + 423 + 458 + 409 5790 5982 7,090
12.5 pl/ml + 429 + 477 + 398 5932 6,244 5959
12.5 pl /ml + 431 + 452 + 427 6,198 5882 5806
12.5 pl/ml + 436 + 447 + 242 5,739 5,556 5,812
gggg\‘/’:} + 363 + 452 + 125 12,593 7,738 9,355
g(‘)’sr:g\‘/’:) ¥ 439+ 159  + 401 12711 7537 9,295
g(‘)’sr:g\‘/’:) ; 447+ 472+ M4 12221 7421 9,750
Eeog”attrif\’/'o i 0 - 0 i 0 5000 5001 5,000
Eeog”attrif\’/'o i 0 - 0 i 0 5000 5001 5,000
Control
negativo - 0 - 0 - 0 5000 5001 5,000

Donde: Absgonm_Ec=Presencia de turbidez a una Absgxo nm para crecimiento de E. coli, AbSszonm_Sa=
Presencia de turbidez a una Absezo nm para crecimiento de S. aureus, AbSszonm_Ca= Presencia de turbidez a
una Abssz nm para crecimiento de C. albicans, RC_Ec= Recuento de colonias de E. coli (UFC x 100/ml),
RC_Sa= Recuento de colonias de S. aureus (UFC x 100/ml), RC_Ca= Recuento de colonias de C. albicans
(UFC x 100/ml), S_Ec= Halo de susceptibilidad en mm frente a E. coli ejercido por el AE de hojas de T.
vulgare L, S_Sa= Halo de susceptibilidad en mm frente a S. aureus ejercido por el AE de hojas de T. vulgare
L, S_Ca= Halo de susceptibilidad en mm frente a C. albicans ejercido por el AE de hojas de T. vulgare L,

Control positivo= Gentamicina 10ug, Control negativo=Tween 80, -= Sin turbidez, += Con turbidez
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Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, tnico y exclusivo titular de todos los
derechos de propiedad intelectual sobre los documentos arriba mencionados, las obras, los contenidos, los
productos y/o las creaciones en general (en adelante, los “Contenidos™) que seran incluidos en el repositorio
institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

También, doy seguridad de que los contenidos entregados se encuentran libres de toda contrasefa,
restriccion o medida tecnologica de proteccion, con la finalidad de permitir que se puedan leer, descargar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos, sin limitacion alguna.

Autorizo a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno a publicar los Contenidos en el Repositorio
Institucional y, en consecuencia, en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de
Acceso Abierto, sobre la base de lo establecido en la Ley N° 30035, sus normas reglamentarias,
modificatorias, sustitutorias y conexas, y de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
aplique en relacion con sus Repositorios Institucionales. Autorizo expresamente toda consulta y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por el tiempo de duracion de los derechos patrimoniales de autor
y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consecuencia, la Universidad tendré la posibilidad de divulgar y difundir los Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacién alguna y sin derecho a pago de contraprestacién, remuneracion ni regalia alguna a
favor mio; en los medios, canales y plataformas que la Universidad y/o el Estado de la Reptblica del Pert
determinen, a nivel mundial, sin restriccion geografica alguna y de manera indefinida, pudiendo crear y/o
extraer los metadatos sobre los Contenidos, e incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
necesarios para promover su difusion.

Autorizo que los Contenidos sean puestos a disposicion del publico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/
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Es un tema original.

Declaro que el presente trabajo de tesis es elaborado por mi persona y no existe plagio/copia de ninguna
naturaleza, en especial de otro documento de investigacion (tesis, revista, texto, congreso, o similar)
presentado por persona natural o juridica alguna ante instituciones académicas, profesionales, de
investigacion o similares, en el pais o en el extranjero.

Dejo constancia que las citas de otros autores han sido debidamente identificadas en el trabajo de
investigacion, por lo que no asumiré como suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sea de fuentes
encontradas en medios escritos, digitales o Internet.

Asimismo, ratifico que soy plenamente consciente de todo el contenido de la tesis y asumo la
responsabilidad de cualquier error u omision en el documento, asi como de las connotaciones éticas y legales
involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracion, me someto a las disposiciones legales vigentes y a las
sanciones correspondientes de igual forma me someto a las sanciones establecidas en las Directivas y otras
normas internas, asi como las que me alcancen del Codigo Civil y Normas Legales conexas por el
incumplimiento del presente compromiso
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