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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias estan presentando una
creciente resistencia a los antibioticos convencionales. En este contexto, los aceites
esenciales (AE) derivados de plantas se perfilan como una alternativa prometedora para
el tratamiento. Por tanto, este estudio se enfocd en investigar los constituyentes volatiles
y la actividad antibacteriana del AE de paico (Dysphania ambrosioides) contra cepas
multidrogoresistentes de Pseudomonas aeruginosa Yy Staphylococcus aureus. La
investigacion comenzé con la recoleccion de las partes aéreas de paico en el distrito de
Pusi, Huancané, seguido por el secado de dichas partes. Posteriormente, se obtuvo el AE
a través de hidrodestilacion. La identificacion de los constituyentes volatiles se llevo a
cabo mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM), se
llevd en el Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de la Universidad de San
Antonio de Abad del Cusco, mientras que la actividad antibacteriana se evaluo utilizando
tres métodos: concentracién minima inhibitoria (CMI), concentracion minima bactericida
(CMB) vy difusion en disco frente a 2 cepas multidrogoresistentes de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus, identificadas mediante el sistema Vitek 2.0. El
analisis reveld la presencia de 20 compuestos volatiles en el AE, siendo los principales
(+)-2-careno (44%), (+)-4-careno (26%) y m-cimeno (20%), la mayoria de los cuales
pertenecen a la categoria de monoterpenos (65%), con predominio de hidrocarburos
(69%) y monoterpenos oxigenados (31%). En cuanto a la actividad antibacteriana, el AE
de Dysphania ambrosioides produjo un halo de inhibicion de 14.24 mm contra
Pseudomonas aeruginosa a una concentracion de 200%° pl/ml, mientras que para
Staphylococcus aureus se observd un efecto similar en la inhibicién del crecimiento a
concentraciones de 200% y 1002 ul/ml (10.96 mm y 10.01 mm de halo de inhibicion
respectivamente), con un efecto parecido a la clorhexidina. La concentracion minima
inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida (CMB) frente a Pseudomonas
aeruginosa fue de 154 y 155 pl/ml, respectivamente, mientras que para Staphylococcus
aureus fueron de 160 y 162 ul/ml, respectivamente. Se concluye, que algunos de los
componentes volatiles del AE de paico exhiben una mayor actividad antibacteriana contra
Staphylococcus aureus multidrogoresistente segun el método de difusion en disco, y
contra Pseudomonas aeruginosa.

Palabras claves: Aceite esencial, antibacteriano, Dysphania ambrosioides,

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT

Infectious diseases caused by bacteria are showing increasing resistance to
conventional antibiotics. In this context, essential oils (EO) derived from plants emerge
as a promising alternative for treatment. Therefore, this study focused on investigating
the volatile constituents and antibacterial activity of paico EO (Dysphania ambrosioides)
against multidrug-resistant strains of Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
aureus. The research began with the collection of the aerial parts of paico in the district
of Pusi, Huancané, followed by the drying of said parts. Subsequently, the EO was
obtained through hydrodistillation. The identification of the volatile constituents was
carried out by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), it was carried
out in the Chromatography and Spectrometry Laboratory of the University of San
Antonio de Abad of Cusco, while the antibacterial activity was evaluated using three
methods: minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration
(MBC) and disk diffusion against 2 multidrug-resistant strains of Pseudomonas
aeruginosa and Staphylococcus aureus, identified using the Vitek 2.0 system. The
analysis revealed the presence of 20 volatile compounds in the EO, the main ones being
(+)-2-carene (44%), (+)-4-carene (26%) and m-cymene (20%), the majority of which
belong to the category of monoterpenes (65%), with a predominance of hydrocarbons
(69%) and oxygenated monoterpenes (31%). Regarding antibacterial activity, Dysphania
ambrosioides EO produced an inhibition zone of 14.24 mm against Pseudomonas
aeruginosa at a concentration of 2002 pl/ml, while for Staphylococcus aureus a similar
effect was observed in growth inhibition at concentrations of 200%° and 1002 pl/ml
(10.96 mm and 10.01 mm inhibition zone respectively), with an effect similar to
chlorhexidine. The minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum
bactericidal concentration (MBC) against Pseudomonas aeruginosa were 154 and 155
pl/ml, respectively, while for Staphylococcus aureus they were 160 and 162 pl/ml,
respectively. It is concluded that some of the volatile components of paico EO exhibit
greater antibacterial activity against multidrug-resistant Staphylococcus aureus according

to the disk diffusion method, and against Pseudomonas aeruginosa.

Keywords: Essential oil, antibacterial, Dysphania ambrosioides, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La creciente resistencia bacteriana a los antibidticos constituye un desafio
alarmante para la salud global, exacerbado por el uso inapropiado y desmedido de estos
medicamentos. La Organizacion Mundial de la Salud ha identificado microorganismos
como Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, particularmente preocupantes
debido a su resistencia a multiples farmacos, lo que dificulta su control y tratamiento

efectivo (Organizacién Mundial de la Salud, 2022).

Esta resistencia bacteriana ha alcanzado proporciones criticas, contribuyendo a
millones de fallecimientos anuales en todo el mundo. En América Latina, la situacion es
igualmente alarmante, con paises como Colombia, México y Venezuela enfrentando una
carga significativa de muertes debido a infecciones resistentes a los antibi6ticos; situacion
que empeoraria en los proximos afios con proyecciones de hasta 10 millones de muertes

para el 2050 relacionados a infecciones por bacterias patdgenas (British, 2022).

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo predominante en las infecciones
nosocomiales, con una alta resistencia antimicrobiana, afectando al 7.1% en Estados
Unidos y al 8.9% en paises europeos. En Asia, aproximadamente el 42.8% de las
neumonias nosocomiales causadas por Pseudomonas aeruginosa son multirresistentes,

mientras que el 4.9% son ultrarresistentes (Paz-Zarza et al., 2019).

Segun la distribucion geografica de las resistencias en el Perd, se observa un
mayor numero de aislamientos en instituciones como EsSalud, con un 81.6%, seguido del
MINSA, con un 18.4%. Asimismo, se destacan las regiones de Cusco (12.4%), La
Libertad (6.4%), Callao (6.4%) y Lambayeque (4.9%) como las areas con mayor

prevalencia (Mayta-Barrios et al., 2021).
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Las cepas de Staphylococcus aureus en América Latina muestran una alta
prevalencia de Staphylococcus aureus multidrogoresistente (MRSA) (>40%), con cierta
variabilidad entre paises. Ademas, Brasil y Venezuela registran las tasas mas altas, con
un 62% y un 57%, respectivamente. En Per(, la frecuencia reportada oscila entre 50% y

54% (Cabrejos et al., 2021).

La resistencia bacteriana surgiria del uso inapropiado de antibioticos, falta de
innovacion en nuevos medicamentos y solo la priorizacion de enfermedades crénicas por

parte de la industria farmacéutica (Fernandez y Serrano, 2018).

Los principales mecanismos de resistencia antibacteriana en Pseudomonas
aeruginosa, se encuentran en la expresion de la cefalosporinasa AmpC inducible, la
produccion en la forma constitutiva (MexAB-OprM) como inducible (MexXY) de las
bombas de eflujo, asi como la baja permeabilidad de su membrana externa, adicional a
esto se ha observado la existencia de un resistoma mutacional generado por mutaciones

cromosOmicas (Horcajada et al., 2019).

En el caso de Staphylococcus aureus, se asocia la multidrogoresistencia con
diversos mecanismos, tales como el desarrollo de penicilinasas, betalactamasas,
metilacion ribosomal, y la presencia de bombas de eflujo. Ademas, se han identificado
alteraciones en la estructura de precursores de peptidoglucano, asi como mutaciones en
diversas enzimas como la topoisomerasa IV, la DNA girasa, la RNA polimerasa, la
dihidropteroato sintasa, la dihidrofolato reductasa, el RNA ribosomal 23S y la proteina

ribosomal L3 del 50S (Kakoullis et al., 2021).

Ya que en la regién Puno, existe una diversidad etnobotanica muy rica que sefiala
que especies como Dysphania ambrosioides tiene una amplia gama de usos,
principalmente frente a diarreas, dolor estomacal, desérdenes gastrointestinales, pasado
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de frio, resfrio, préstata, matriz entre otros, lo cual probablemente se deberia a
microorganismos patogenos entre ellos bacterias, lo cual se ve reflejado en un buen indice
de uso y aceptabilidad cultural (Suafa, 2022), es que este contexto, surge la necesidad de
explorar alternativas terapéuticas derivados de plantas, que no generan resistencia
bacteriana y protegen la salud, emergiendo como una opcion prometedora. Sin embargo,
su eficacia y seguridad deben ser evaluadas rigurosamente a través de la investigacion
cientifica, por lo cual resulta importantes alternativas terapéuticas eficaces y seguras para
el tratamiento de infecciones causadas por bacterias patdgenas con niveles elevados de

resistencia a los antibiéticos convencionales.

1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar los constituyentes volatiles y actividad antibacteriana de diferentes
concentraciones del aceite esencial de Dysphania ambrosioides frente a Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus multidrogoresistentes tipificados por el sistema

Vitek 2.0.

1.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar los constituyentes volatiles del aceite esencial de Dysphania

ambrosioides (L.) Mosyakin y Clemants.

- Determinar la actividad antimicrobiana in vitro a diferentes concentraciones del
aceite esencial de Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin y Clemants frente a
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa multidrogoresistentes
mediante concentracion minima inhibitoria, concentracion minima bactericida y

difusion en discos
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

21 ANTECEDENTES

El contenido de 6-3-careno en el aceite esencial de las hojas de Chenopodium
ambrosioides recolectadas en Marruecos fue notablemente alto (61.51%), seguido por el
p-cimeno con un 14.67% vy el 1,2:3,4-diepoxi-p-mentano (6.19%), de igual modo, el
aceite esencial de las inflorescencias también tuvieron los mismos compuestos, aunque
con cantidades variables: el 6-3-careno represento 44.29%, el 1,2:3,4-diepoxi-p-mentano

alcanzd el 19.46% y el p-cimeno un 17.85% (Kasrati et al., 2024).

Kandsi et al. (2022) en Francia hallaron que el AE de Dysphania ambrosioides
contenia principalmente (+)-4-careno (50.5%, tallo), m-cymeno (20.74%, hoja) y trans-
B-terpinil butanoato (31.13% flor), ejerciendo mayor efecto antibacteriano el AE de
flores, tallos y hojas frente a Escherichia coli (CMB 12, 18 y 110 ug/ml), Staphylococcus
aureus (CMB 18, 18 y >110 pg/ml) y Enterococcus faecalis (CMB 110, 110 y >110

ug/ml) respectivamente.

En Nigeria, Owokotomo (2022) observo que el origen geografico de la planta
tiene influencia en la composicion de Dysphania ambrosioides, identificando ocho
componentes principales que representan el 99.6% del aceite, entre los cuales estan a-
terpineno (41.36%), acetato de a-terpinenilo (31.81%), timol (8.23%), carvacrol (6.7%),

p-cimeno (5.76%), fitol (2.97%), ascaridol (2.62%) y alcanfor (0.18%).

En otro estudio, Abdoul et al. (Abdoul-Latif et al., 2022) en Djibouti, sefialan que
los aceites esenciales de Tagetes minuta y Lavandula coronopifolia, con un rendimiento

de 0.45 y 0.42% contenian especialmente dihidrotagetona (21%) y cis-cariofileno
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(18.9%) ejerciendo actividad antibacteriana frente a 5 microorganismos como
(Corynebacterium sp, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Shigella sonnei
y Salmonella enterica) y 9 microorganismos (Staphylococcus epidermidis,
Corynebacterium sp., Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella
penumoniae, Acinetobacter baumannii, Shigella sonnei y Salmonella enterica sv.

Typhimurium) respectivamente.

Asimismo, D’Aquila et al., (2022) en Italia encontraron que de 10 plantas
aromaticas, el AE de Clinopodium nepeta (CMB 1ul/ml), Origanum vulgare (CMB 0.4
ul/ml) y Foeniculum vulgare (CMB 0.3 1ul/ml) tienen mayor efecto antibacteriano frente
a Escherichia coli JM109, siendo el éxido de piperitona (34.28%), p-timol (47.31%) y

estragol (45.3%), sus principales componentes respectivamente.

Las investigaciones realizadas por Ouadja et al. (2021) en el aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides originario de Kara, en el norte de Togo, revelaron que los
principales compuestos fueron 2-careno (37.79%), O-cimeno (33.27%) y a-terpineno

(20.94%).

Segun Ali et al. (2021) en Pakistan mediante CG-EM demostraron que el aceite
esencial de Chenopodium ambrosioides contiene 4-careno en un 56.59% seguido en
orden de importancia de o-cimeno, (41.46%), los cuales se informaron por primera vez

en esta especie, no encontrando ascaridol.

De otro lado, en Pakistan, Ali et al. (2021) determinaron que el AE de
Chenopodium ambrosioides presenta altos niveles de a-terpineno (53.4%), ascaridol
(17.7%) y vy-cimeno (12.1%), asi como otros compuestos presentes en cantidades

relativamente menores, como carvacrol (7.3%) e isoascaridol (2.1%).
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En Marruecos, Zefzoufi et al. (2020) observaron que el aceite esencial de partes
aéreas (tallos, hojas y flores) de Chenopodium ambrosioides presentaban como
principales constituyentes el ascaridol (34%), a-terpineno (13.3%), p-cimeno (18.2%),

timol (6.4%) y carvacrol (6.1%).

En Nigeria, Fatokun et al. (2019) también analizaron la composicion quimica del
AE de Chenopodium ambrosioides a través de CG-EM se revel6 presencias de un total
de veinte compuestos entre los cuales estaban co-terpineno (48.68%), o-cimeno (21.71%)
y trans-beta-terpinil butanoato (17.15%), seguido de compuestos menores como ascaridol

(5.67%), gamma-terpineno (2.16%) y D-limoneno (1.83%).

Almeida et al. (2019) en Brasil, analizaron como alternativa para el tratamiento
de infecciones causadas por microorganismos el aceite esencial de paico mostrando
actividad antibacteriana contra Streptococcus sobrinus (ATCC 33478) y Enterococcus

faecalis (ATCC 4082).

Adicionalmente, en Nigeria, Fatokun et al. (2019) encontraron que el aceite
esencial de hojas de Dysphania ambrosioides tiene especialmente ascaridol (8.7%)
ejerciendo efecto antibacteriano frente a Escherichia coli (CMI 10 pl/ml), Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (CMI 10 ul/ml), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (CMI

20ul/ml) y Bacillus subtilis (CM1 20pl/ml).

Para Mokni et al. (2019) en Tlnez, empleando el proceso de hidrodestilacion y
utilizando técnicas de CG-EM y CG-FID identificaron 44 componentes en el aceite
esencial de paico, de los cuales los mas relevantes fueron cis-ascaridol (60.33 %), m-

cimeno (22.17 %) y a-terpineno (1.79 %).
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Almeida et al. (2019) mediante analisis cromatogréfico del aceite, identificaron la
presencia de 16 constituyentes, entre ellos, el monoterpeno a-terpineno que destacé como
el principal compuesto, representando el 54.09% de la composicion total. Asimismo, el

ascaridol se destacd como el segundo terpeno més abundante en el aceite, con un 15.13%.

De otro lado, Cabrera (2017) en Ecuador, identificO 22 compuestos que
representan el 92.86% del aceite esencial del paico (0,9494 g/cm?®), siendo los principales
el limoneno (29.73%), menta-2,8-dien-1-ol<trans- p-> (10.86%), p-cimeno (8.92%), a-
terpineno (8.83%) y menta-1(7),8-dien-2-ol<trans-p-> (6.90%), teniendo actividad
bioldgica con una CMI de 0.625 mg/ml frente a Escherichia coli y Klebsiella

pneumoniae.

Asimismo, Cubides y Sarmiento (2022) en Colombia evaluaron formulaciones a
base de Chenopodium ambrosioides y sus metabolitos secundarios hallando que el trans-
B-cariofileno (B-C), carvacrol, a-terpineno y un extracto comercial de epazote, tenia
actividad antileishmaniéasica (Leishmania braziliensis) (Clso 2.58 pg/ml). De igual modo,
Damasceno (2013) en Brasil, determinaron 0.7% de rendimiento de extraccion
encontrando en el aceite esencial de las hojas la presencia de a-terpineno (42.14%) y a-

terpinenil-acetato (31.57%), siendo mucho menor el ascaridol (0.87%).

De otro lado, Pavela et al. (2018) registraron cis y trans ascaridol en proporciones
de 35.4% y 26.0%, respectivamente, junto con p-cimeno (29.2%) como compuestos
mayoritarios. Kulitz et al. (2017) por su parte, en Brasil, reportaron que las hojas de
Chenopodium ambrosioides presentan triterpenoides, esteroides, catequinas, flavononas,
compuestos fendlicos, taninos y saponinas con posibles propiedades vermifuga,
insecticida y bactericida, entre otras. Asi también en este pais, Lacerda et al. (2021)

mencionan que el AE de paico tiene actividad insecticida (contra abejas y moscas
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domeésticas), antiviral, antihelmintica, antifingica, antileishmanial y antioxidante debido
al ascaridol, isoascaridol, p-cimeno, limoneno y y-terpineno demostrando que el y-

terpineno es seguro en pruebas de fetotoxicidad embrionaria en ratas.

En Brasil, Degenhardt et al. (2016) encontraron como principales fitoquimicos
presentes en el aceite esencial de Chenopodium ambrosioides, el p-cimeno (42.32%) y el
ascaridol 2 (49.77%), mientras que Oliveros (2016) en Guatemala en la misma especie
vegetal determind D-limoneno, trans-carveol, 2-metilen-5-(1-metiletenil)-ciclohexanol,
S(+)-carvona, trans-p-menta-2,8-dieno-1-ol y fitol; sin embargo no se report6 ascaridol
que si fue significativa en otras investigaciones sefialando que las condiciones climaticas
donde se desarrolla la planta, el tipo de suelo, el estado fenoldgico, son determinantes

para la composicién de sus metabolitos.

De otro lado, Pereira et al. (2015) en Brasil, indican que Chenopodium
ambrosioides L., “mastruz”, se utiliza para tratar la bronquitis cronica, tuberculosis,
hematomas, hernias, como antiparasitario y antibiético, presentando 21.0 mg/g de
equivalentes de acido galico y 135.4 mg/g de flavonoides, sin embargo, no se observo
actividad antibacteriana, pero si cuando se asocio a aminoglucésidos contra Escherichia

coli y Staphylococcus aureus.

Brahim et al. (2015) en Marruecos informaron que, mediante el analisis realizado
con CG-EM, detectaron la presencia de un total de 24 compuestos del aceite
Chenopodium ambrosioides var. Ambrosioides, entre los cuales se encontraban
principalmente constituyentes como a-terpineno (23.77%), ascaridol (14.48%), ep-
cimeno (12.22%), neral (8.08%), geraniol (5.60%), ascaridol (2.96%) y 2-careno

(2.77%).
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Concerniente a Avila et al. (2014) en Meéxico estudiaron a Dysphania
ambrosioides (L.) Mosyakin y Clemants indicando que es una planta herbacea muy
conocida como antihelmintica, vermifuga y emenagoga, siendo utilizada en trastornos
digestivos, respiratorios, urogenitales, vasculares y nerviosos, con actividad antifngica
del aceite esencial (ascaridol, principal compuesto activo) frente a Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus, Botryodiplodia theobromae, Fusarium oxysporum, Sclerotium
rolfsii, Macrophomina phaseolina, Cladosprium cladosporioides y Helmintosporium
oryzae. De igual modo, Gutierrez (2017) en Bolivia, encontré efecto antimicrobiano bajo
amoderado del extracto etandlico de Chenopodium ambrosioides, frente al basidiomiceto

Moniliophthora roreri a 100 y 200 mg/ml.

Ademas, la composicion quimica reportada por Alitonou et al. (2012), en Brasil,
quienes estudiaron tres aceites esenciales extraidos de Chenopodium ambrosioides
sefialan que en éstos, estan presentes a-terpineno (48.8-63.7%), ascaridol (11.7-9.7%),
p-cimeno (15.4-19.1%) e isoascaridol (0.7-2.5%). Asimismo, Lohani et al. (2012) en la

India encontraron a-terpineno (44.7%), p-cimeno (21.3%) y ascaridol (17.9%).

Es importante destacar que los cambios en la composicidn pueden ocurrir incluso
después de la extraccion de los aceites esenciales debido a reacciones quimicas, como la
autooxidacion del o-terpineno, la cual puede aumentar la concentracién de otros
componentes, como el ascaridol, mientras que su concentracion se reduce al entrar en

contacto con el aire (Rudbéck et al., 2012).

Estas variaciones en la composicion fitoquimica en el aceite esencial del
Chenopodium ambrosioides se deberian a diversas variables presentes en los estudios,
como el tipo de suelo, los indices de pluviosidad, la intensidad del viento, la época y

temporada de recoleccidn; diferencias que han sido previamente documentadas (Chu et

25

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ﬂ. UNIVERSIDAD

al. 2011). En ese sentido, Boutkhil et al. (2009), en Marruecos, encontraron para el aceite
esencial de las partes aéreas principalmente terpineno (61.04%), 4-careno (13.55%) y p-
cimeno (12.94%) con actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus retgerii,
Streptococcus agalactiae, Salmonella enteritidis, Candida albicans, Candida glabrata,

Trichosporon mucoides, Trichophyton rubrum, Microsporum canis y Aspergillus niger.

La variacion en el porcentaje y compuestos quimicos puede deberse a las diversas
ubicaciones geograficas existentes, el tiempo de recoleccion de brotes/hojas en diferentes
etapas, los procedimientos de extraccion y los métodos de secado (Rohloff et al. 2005).
Otros factores que determinan la variabilidad en la composicion quimica del aceite
esencial de Dysphania ambrosioides son los genéticos, que estan basados en la evolucién
de las especies, junto a las condiciones fisiologicas y ambientales (Figueiredo et al.,

2008).

En Camerun, Chekem et al. (2010) reportaron para el aceite esencial obtenido de
las partes aéreas del Chenopodium ambrosioides principalmente a-terpineno (51.3%), p-
cimeno (23.4%) y p-menta 1,8 dieno, de forma similar, Singh et al. (2008), pero en la
India, al evaluar aceite esencial de las hojas revelaron la presencia de a-terpineno

(47.37%), p-cimeno (25.77%) y cis-ascaridol.

Jardim et al. (2008) en Brasil reportaron actividad antifangica del aceite esencial
del Chenopodium ambrosioides especialmente (Z)-ascaridol (61%), mientras que
Tapondjou et al. (2002), en Camerdn encontraron concentraciones superiores a 50% de
p-cimeno, cuyas diferencias en la composicion quimica pueden atribuirse a factores como
la variabilidad genética de la planta, las condiciones de crecimiento, el clima y los

métodos de extraccion utilizados en cada estudio.
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De otro lado, los componentes predominantes sobre el aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides procedente de distintas regiones como el de Yemen fueron
el ascaridol (54.2%), isoascaridol (27.7%) y p-cimeno (8.1%). Al-kaf et al., (2016), en
Madagascar también reportaron especialmente ascaridol (41.8%), isoascaridol (18.1%) y
p-cimeno (16.2%) (Cavalli et al., 2004). En Cuba lo fue el ascaridol (30.5-47.1%), el p-
cimeno (20.2-21.1%) y el a-terpineno (17.0-20.7%) (Monzote et al., 2011); de igual
modo en Brasil se encontr6 principalmente el ascaridol (61.4%), isoascaridol (18.6%)
(Potawale et al., 2008), y en Chenopodium ambrosioides cultivado en Uttarakhand (India)
lo fue el ascaridol (45.0%), isoascaridol (2.9%), p-cimeno (27.1%), a-terpineno (8.3%)
(Lohani et al., 2012) y en China lo constituy6 el ascaridol (29.7%), isoascaridol (13.0%)

y p-cimeno (12.7%) (Chu et al., 2011).

En India, Prasad et al. (2010) reportaron el m-cimeno que es el componente
principal, representando el 43.9% del aceite, mientras que en estudios realizados como en
Nigeria por Owolabia et al. (2009) se reportaron a-terpineno (63.1%), p-cimeno (26.4%)
y ascaridol (3.9%) en Dysphania ambrosioides silvestre. Y en el sur de la India Gupta et
al. (2002) hallaron o-terpineno (63.6%) y p-cimeno (19.5%), mientras que en Camerdn

se encontrd principalmente p-cimeno (50.00%) (Tapondjou et al., 2002).

A nivel nacional, Guzman y Rodriguez (2021), en Huancayo, hallaron en extracto
etandlico de hojas, compuestos fendlicos, taninos, triterpenos, lactonas a,B-insaturadas y
alcaloides, la que al 50% no presenté efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus,
sin embargo, al combinarlo con extracto de Schinus molle al 50% si hubo efecto

antibacteriano.

En Lima, Acostupa (2020), analizd6 el extracto foliar de Chenopodium

ambrosioides encontrando antocianinas, catequinas, flavonoides, terpenoides y esteroles.
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Concerniente a Lezama (2019) en Trujillo, determind que el aceite esencial de
hojas de paico al 75% vs 25% tenia mejor efecto antibacteriano frente a Staphylococcus

aureus (p<0.05), sin embargo, fue menor al de la tetraciclina (p<0.05).

A nivel local, en la regidon de Puno, Puma (2019) realiz6 la extraccion de AE de
hojas y frutos de Dysphania ambrosioides y su caracterizacion, obteniendo un
rendimiento de 0.449%, siendo los componentes identificados el bornileno (47.45%), m-
cimeno (19.23%) y d-careno (15.17%). De igual modo, Aquino (2017) analizo la
actividad antimicrobiana de cuatro dosis del AE del paico (Chenopodium ambrosioides)
y otras plantas medicinales sobre el crecimiento in vitro de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella spp. y Shigella spp, encontrando que el AE tiene una mayor
actividad antimicrobiana en Escherichia coli a una dosis de 20 pl, ejerciendo una
inhibicién porcentual de dos veces al control positivo, alcanzando un halo de inhibicion

de 10 mm (p<0.01).
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2.2.1 Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin y Clemants

2.2.1.1 Descripcion botanica

La Dysphania ambrosioides (sinonimia  Chenopodium
ambrosioides), tiene diferentes nombres vernaculares segln el pais de
origen como paico (Peru y Argentina), epazote (México), yerba de Santa
Maria y té de los jesuitas. Es una hierba aromética anual siendo, a veces
de caracteristicas lefiosas en la base, variando desde glabra a pilosa, con

tricomas eglandulares y glandulares (Mosyakin y Clemants, 2002).

Los tallos son erectos con abundantes costillas, su hoja es angosto-
eliptica, pinnatinervada, peciolada, aserrada y posee glomérulos en
panojas terminales. Los pétalos no estdn presentes. Su caliz esta
constituido por cinco sépalos membranaceos, glabros y libres hasta la
mitad. Presenta cinco estambres, un ovario esférico y comprimido y un
estilo breve. El fruto se encuentra totalmente encerrado en un céliz inflado;
estando este ultimo ubicado en la region apical con cinco gibas laterales;
con un pericarpio translicido, no adherente, con tricomas glandulares de
color &mbar, que generalmente estan en el &pice. Sus semillas tienen 0.6 a
0.8 mm de diametro y son de color marron brillante. Es categorizada como
una maleza secundaria de cultivos y en montes frutales (Mosyakin y

Clemants, 2002).

29

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



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

'ﬂ UNIVERSIDAD

2.2.1.2 Clasificacion taxondmica

Recientemente se hizo una modificacion en la familia
Chenopodiaceae, la cual se reclasifico a la familia Amaranthaceae,
pasando a constituir la subfamilia Chenopodioidae, que contiene al paico,
denominada inicialmente Chenopodium ambrosioides, actualmente

Ilamada Dysphania ambrosioides (Mosyakin y Clemants, 2002).

Tabla 1

Clasificacion taxondmica de Dysphania ambrosioides (paico)

Categoria taxonémica Descripcion

Reino Plantae

Phylum Tracheophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Carophyllales

Familia Amaranthaceae

Subfamilia Chenopodioidae

Género Dysphania

Especie Dysphania ambrosioides (L.)

Mosakyn y Clemants, 2002

Fuente: Schoch et al. (2020)

2.2.1.3 Usos medicinales

Segun la farmacopea, las hojas y flores de Dysphania ambrosioides
demostraron tener muy buenas propiedades antihelminticas sobre
ascaridos, oxiuros y anquilostomas, para lo cual es usado principalmente,
también se le atribuye acciones carminativas, antipaludicas,
antiinflamatorias, analgesicas y antimicrobianas, ademas se le atribuye
efectos vermifugos y abortivos. El aceite esencial posee actividad
antihelmintica  (particularmente  contra  Ascaris  lumbricoides),

30

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



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

antibacteriana, antifingica y entre otras, cabe mencionar a dosis
considerables la cual tiene efectos irritantes en la membrana mucosa
gastrointestinal ocasionando la muerte en casos de dosis excesiva. Las
extracciones acuosas inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus
adicionalmente tienen actividad antiamebiana y antifingica (Gadano et al.,

2002; Budeguer et al., 2012).

Se tiene documentado que el aceite esencial obtenido de las partes
aéreas de Dysphania ambrosioides ademas de ser un agente antibacteriano
y antifungico son alelopaticos y antioxidantes. También se describe como
un producto letal para los estadios larvarios de Aedes aegypti y para los

agentes etioldgicos de enfermedades tropicales (Pereira et al., 2022).

2.2.2 Aceites esenciales

2.2.2.1 Descripcién

Segun la Organizacion Internacional de Normalizacién (ISO) los
aceites esenciales son liquidos concentrados parcialmente hidrofébicos
que poseen compuestos quimicos relativamente volatiles. Aparte de que
los aceites esenciales son compuestos volatiles también son naturales y
complejos, cuya peculiaridad resaltante es el fuerte olor estando
constituidos en las plantas aromaticas por metabolitos secundarios. Pueden
ser extraidas de diferentes partes de la planta: hojas, semillas, raices,
brotes, flores, cascaras y frutos, por técnicas de destilacion al vapor (el mas
comun), presion (en frio) y otros métodos fisicos (Bakkali et al., 2008;

Liang et al., 2023).
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2.2.2.2 Composicion quimica

Los principales compuestos quimicos de los aceites esenciales se
sintetizan en el citoplasma y los plastidios de las células vegetales que se
originan primordialmente por tres vias biosintéticas: via del metileritritol
fosfato, que conduce a la formacion de los mono y diterpenos; la via del
mevalonato, que permite la formacion de los sesquiterpenos; Yy la via del
acido shikimico que permite producir fenilpropenos (Zheng y Bossier,

2023).

Por lo general, un aceite esencial contiene en promedio de 20 a 60
componentes quimicos, y estos ultimos son nombrados segun la cantidad
como: constituyentes principales (20 al 90%); constituyentes secundarios
(1 al 20 %); y componentes traza (<1%). Hasta la fecha se han identificado
maés de 3000 aceites esenciales diferentes, teniendo una gran variedad de
estructuras moleculares. Los principales compuestos quimicos se
clasifican en monoterpenos (p. ej., limoneno, ocimeno), monoterpenoles
(p. €j., linalool, tujanol), diterpenos (p. €j., fitol, taxadieno ), alifaticos (p.
ej., neral, citronelal), cumarinas (p. ej., cumarina), aromaticos (p. €j.,
cinamaldehido), é&cidos carboxilicos (p. e€j., acido isovalérico),
diterpenoles (p. €j., esclareol), ésteres (p. €j., acetato de linalilo), cetonas
(p. €j., pulegona), lactonas (p. ej., alantolactona), fenoles (p. ej., carvacrol)

y oxidos (p. €j., 1,8-cineol) (Bhavaniramya et al., 2019).
2.2.2.3 Terpenos
Estos agrupan compuestos quimicos con estructura y funciones

diferentes estando constituidos por unidades de 5 carbonos llamados
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isopreno. La biosintesis de los terpenos consta de tres etapas: inicia con la
sintesis del precursor isopentenil difosfato (IPP) y la adicion repetitiva de
IPP para formar el precursor de prenildifosfato de los diversos tipos de
terpenos, seguido de la modificacion del prenildifosfato alilico por
sintetasas para formar el esqueleto del terpeno especifico y, finalmente, la
modificacion enzimatica secundaria por reacciones de oxidoreduccion del
esqueleto lo cual le atribuye caracteristicas funcionales a los diversos

terpenos (Eslahi et al., 2018).

Los principales terpenos son: monoterpenos (con dos isoprenos,
C10), sesquiterpenos (con tres isoprenos, C15), hemiterpenos (isopreno de
C5), diterpenos (con cuatro isoprenos, C20), triterpenos (con seis
isoprenos, C30) y tetraterpenos (con ocho isoprenos, C40). Un terpeno que
contiene oxigeno o es sustituido su grupo metilo se llama terpenoide,
siendo el resultado de modificaciones enzimaticas (Gyawali y Ibrahim,

2014).

2.2.2.3.1Monoterpenos

Estan constituidos por la unién de dos unidades de isopreno (C10).
Representan el 90% de los aceites esenciales teniendo una gran diversidad
de estructuras moleculares. Poseen una variedad de grupos funcionales y

son clasificados en (Degenhardt et al., 2009):
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Tabla 2

Tipos de monoterpenos

Tipo de monoterpeno

Ejemplos

Hidrocarburos

- Aciclicos: o-cimeno, mirceno, etc.
- Monociclicos: terpinenos, p-cimeno, felandrenos,
etc.

-Biciclicos: pinenos, -3-careno, canfeno, sabineno,

etc.
Aldehidos - Aciclico: geranial, neral, citronelal, etc.
- Aciclicos: acetato de citronelilo, acetato o
; propionato de linalilo, etc.
Esteres . . .
- Monociclicos: acetato de mentilo o a-terpinilo, etc.
- Biciclicos: acetato de isobornilo, etc.
Peroxidos - Ascaridol, etc.
- Aciclicos: geraniol, linalol, citronelol, lavandulol
y nerol.
Alcoholes - Monociclicos: mentol, a-terpineol, carveol, etc.
- Biciclicos: thuyan-3-ol, borneol, fenchol,
chrysanthenol.
- Aciclicas: tegetona, etc
- Monociclicas: piperitona, mentonas, pulegona,
Cetonas carvona,
- Biciclicas: pinocarvona, alcanfor, tuyona,
fenchona, pinocanfona, ombelulona, etc
Eteres - Mentofurano, 1,8-cineol, etc.
Fenoles - Carvacrol, timol, etc.

Fuente: Adaptado de Degenhardt et al. (2009)

Los compuestos bioactivos son Opticamente activos, los dos

enantiémeros de éstos estan muy a menudo presentes en diferentes aceites

esenciales, por ejemplo: (+)-a-pineno de Pinus palustris, (-)-B-pineno de

Pinus caribaea y Pinus pinaster, (-) linalol de cilantro, (+)-linalol de
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algunos arboles de alcanfor, etc. Existen casos, donde la forma racémica
es la que se encuentra con mas frecuencia: (z)-citronelol estd muy
extendida, la forma (+) es caracteristica de Eucalyptus citriodora, la forma
(-) es comun a los aceites esenciales de rosa y geranio (Degenhardt et al.,

2009).

Los monoterpenos aromaticos incluyen un anillo de benceno, tales
como el timol, p-cimeno, alcohol feniletilico y carvacrol siendo
componentes frecuentes en numerosos aceites esenciales. Por ejemplo, se
encuentran en el aceite de tomillo (Thymus sp.), orégano (Origanum sp),

ajedrea (Satureja sp.) y rosa (Rosa sp.) (Husni et al., 2007).

a) Monoterpenos aciclicos

Forman una pequefia clase que incluye alcoholes como geraniol,
nerol, citronelol, linalol, entre otros, asi como trienos (mirceno y ocimeno).
Ademas, el citral es una mezcla natural de los aldehidos geranial y neral.
Dentro de este grupo también se encuentra el citronelal, otro aldehido
aciclico. Es notable la variacion en el esqueleto de 2,6-dimetiloctano

(Husnd et al., 2007).

b) Monoterpenos ciclicos

Se clasifican en tres:

- Monoterpenos monociclicos

Los monoterpenos de p-mentano son los principales monoterpenos
naturales y se originan a partir del esqueleto de 1-metil-4-isopropil-

ciclohexano. Los p-mentadienos, derivados del cation a-terpinilo, son
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hidrocarburos monoterpenos, mientras que los monoterpenos aromaticos,
como el p-cimeno y sus variantes, estan siempre acompafados por otros
compuestos como o-terpineno y y-terpineno. Se pueden obtener
metabolitos como el p-cimeno-8-ol y el alcohol cuminico a partir del p-
cimeno. Ademas, hay otros derivados oxigenados y aldehidos en esta clase

de compuestos (Husnu et al., 2007).

Monoterpenos biciclicos

Los monoterpenos oxigenados biciclicos, como el 1,8-cineol, el
1,4-cineol y el ascaridol, constituyen una categoria importante. Los
monoterpenos pinano, tales como el a-pineno y el f-pineno, son comunes
en aceites esenciales y resultan de la reorganizacién intramolecular del
cation a-terpinilo. Otro grupo significativo son los monoterpenos del tipo
borneano, camfaniano y fencano, que comprenden compuestos como el
borneol y el alcanfor y tienen un esqueleto biciclico. Los monoterpenos
del tipo tuyano, que incluyen a-tuyeno y sabineno, son inusuales debido a
la presencia de un anillo de ciclopropano. Finalmente, los monoterpenos
del tipo carano, como el 4-3-careno, también tienen un anillo de
ciclopropano y son comunes en varios aceites esenciales (Husnu et al.,

2007).

Monoterpenos triciclicos

El tricicleno, también conocido como 1,7,7-trimetiltriciclo
[2.2.1.0] heptano, ejemplifica una estructura quimica notable presente con
frecuencia en una variedad de aceites esenciales. Su presencia en estos
aceites resalta su importancia y versatilidad en la industria de los aromas
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y fragancias, donde contribuye a proporcionar una amplia gama de aromas

y propiedades terapéuticas (Husnu et al., 2007).

2.2.2.3.2 Sesquiterpenos

Estan constituidos por el ensamblaje de tres unidades de isoprenos
(C15). La misma prolongacion de la cadena incrementa la posibilidad del
nimero de ciclaciones, resultando en una gran gama de estructuras
moleculares. La estructura como el grupo funcional de los sesquiterpenos
son semejantes a los monoterpenos. Los ejemplos de plantas medicinales
que contienen estos compuestos quimicos son alcaravea, angélica,
citronela, bergamota, apio, cilantro, enebro, eucalipto, limoncillo, geranio,
menta, limén, mandarina, hierba buena, naranja, tomillo, pino, salvia y

romero (Degenhardt et al., 2009):

a) Sesquiterpenos aciclicos

El B-farneseno, presente en el aceite de Iupulo y otros, tiene como
isomero estructural al a-farneseno. El farnesol, ampliamente distribuido
en aceites florales como el de rosa, acacia y ciclamen, es isomérico con el
nerolidol, presente en el aceite de neroli y otros. Su isbmero E es mas

comun en la naturaleza que el isdmero Z (Hisnu et al., 2007).

b) Sesquiterpenos ciclicos

Se clasifican en dos:
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- Los sesquiterpenos monociclicos

El a-bisaboleno, estd ampliamente distribuido en la naturaleza.
Este hidrocarburo sesquiterpénico es un componente comdn en una
variedad de aceites esenciales, incluyendo bergamota, mirra y otros. Sus
derivados oxigenados, como el a-bisabolol [6-metil-2-(4-metil-3-
ciclohexen-1-il)-5-hepten-2-ol] y el B-bisabolol [4-metil-1-(6-metilhept-5-
en-2-il)ciclohex-3-enol], se encuentran abundantemente en la manzanilla

(Husnd et al., 2007).

- Sesquiterpenos biciclicos

El cadineno es un grupo de isémeros presentes en varios aceites
esenciales, como el de cubeba, derivado del enebro Cade. Se clasifican
como sesquiterpenos tipo naftaleno. Otros componentes incluyen los
selinenos, eudesmoles y ciprona, presentes en diversos aceites esenciales.
También se encuentra la eremofilona en el aceite de madera de Eremophila
mitchelii, azulenos responsables del color azul en algunos aceites y
vetivanos en el aceite de vetiver. Por Gltimo, el guaiol se encuentra en el

aceite de madera de guayaco (Husnu et al., 2007).
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Tabla 3

Tipos de sesquiterpenos

Tipo de Ejemplos

sesquiterpeno

Cadinenos, azuleno, logifoleno, b-bisaboleno, b-
Hidrocarburos cariofileno, curcumenos, elemenos, ingiberenoz,

farnesenos, etc.

Farnesol, bisabol, b-santalol, cedrol, b-nerolidol,

Alcoholes o

viridiflorol, carotol, patchoulol, etc.

Cis-longipinan-2,7-diona, germacrona,
Cetonas )

turmerones, nootkatona, b-vetinona, etc.
Epdxido Epdxidos de humuleno, 6xido de cariofileno, etc

Fuente: Adaptado de Degenhardt et al. (2009)
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Figural
Clasificacion quimica y estructura quimica de terpenos y terpenoides

(alcoholes, aldehidos, cetonas, esteres, éteres, peroxidos y fenoles)

Hidrocarburos (aciclicos, monociclicos, | Alcoholes (aciclicos, monociclicos,
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2.2.2.3.3 Diterpenos

Se forman mediante la reorganizacion de cuatro unidades de
isopreno y son comunes en resinas, como el acido pimarico y el acido
abiético. Algunos diterpenoides también se encuentran en aceites
esenciales, como el fitol. Debido a su mayor peso molecular, los diterpenos
requieren mas energia para evaporarse que los monoterpenos y
sesquiterpenos, lo que resulta en tiempos de destilacion mas largos. La
DNP identifica 118 tipos estructurales de diterpenoides, algunos de los

cuales son importantes en aceites esenciales (Husnu et al., 2007).

2.2.2.4 Actividad biologica

Son conocidos por sus acciones antisépticas (es decir con
propiedades  bactericidas, viricidas,  fungicidas),  medicinales,
aromatizadores, Utiles en el embalsamamiento, antimicrobianos,
conservacion de alimentos, analgésicos, antiinflamatorios, sedantes,
anestésicos locales y espasmoliticos. Hasta la fecha estas propiedades no
mostraron muchos cambios, sin embargo, hoy se conoce con mas detalle
algunos de sus mecanismos de accion, particularmente su poder

antimicrobiano (Bakkali et al., 2008).

Se han propuesto diversos mecanismos para explicar la actividad
bioldgica de los aceites esenciales sobre las estructuras bacterianas, siendo
destacables la alteracion a nivel de la membrana externa, membrana
celular y proteinas de membrana, reduccién de la reserva energética del
ATP intracelular e inhibicion de la deteccion del quérum (Zheng y Bossier,

2023).
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Las bacterias Gram negativas muestran ser mas consistentes a la
actividad antimicrobiana de los aceites esenciales que las bacterias Gram
positivas debida a las diferencias en la estructura bacteriana. Las bacterias
Gram negativas estan constituidas por una capa delgada de peptidoglicano
rodeada por una membrana externa, la cual est4d constituida por
lipopolisacarido de carécter hidrofilico, que cumple una funcion de barrera
de permeabilidad selectiva. La membrana externa limita la difusion de
compuestos quimicos de naturaleza hidrofdbica en los aceites esenciales.
Sin embargo, la pared celular de las bacterias Gram-positivas estan
constituidos aproximadamente de 90 a 95% de peptidoglicano,
permitiendo a los compuestos de los aceites esenciales que ingresen y
actien sobre la membrana celular, incrementando la eficacia

antimicrobiana (Alizadeh et al., 2019).

Los aceites esenciales que poseen terpenos con grupos funcionales
de aldehidos o fenoles (citral carvacrol, timol o eugenol) como sus
compuestos principales muestran una mayor actividad antibacteriana,
seguido por los que contienen compuestos alcohol terpénicos. Otros
aceites esenciales que contienen cetonas o ésteres (B-mirceno, cetato de
gerenilo o a-tujona) presentan una actividad mucho mas débil, mientras
que los aceites esenciales que poseen hidrocarburos terpénicos se
caracterizan por ser inactivos. Los aceites esenciales que contienen
diferentes componentes terpenoides logran relacionarse de tal manera que
reducen o aumentan su eficacia antimicrobiana. Los grupos hidroxilo en
los terpenos son los responsables de la accion bioldgica, las variaciones de

la estructura molecular y la posicién del grupo hidroxilo en los terpenos
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influyendo en la eficacia del compuesto contra los microorganismos (Tariq

etal., 2019).

Debido a las interacciones entre los compuestos se pueden generar
cuatro posibles efectos: indiferente, aditivo, antagdénico o efecto sinérgico.
Es decir, cuando los efectos combinados son iguales a la suma de los
efectos individuales, se denomina efecto aditivo; si, cuando el efecto de
uno o ambos compuestos es menor cuando se aplican juntos que cuando
se aplican individualmente se denomina antagonismo; mientras si el efecto
combinado de las sustancias es mayor a la suma de los efectos
individuales, la observacion es denominada como sinergismo; y la
ausencia de interaccion se llama como indiferencia. La eficacia
antimicrobiana de los aceites esenciales estan asociadas a una serie de
factores vinculantes como el tipo de microbio a inhibir, los métodos de

evaluacion entre otros (Faleiro, 2011;Tariq et al., 2019).

2.2.2.5 Meétodos de extraccion

Se utilizan varios métodos para extraer los aceites esenciales de
numerosas plantas, en particular se tiene a la destilacion, la extraccion con
solventes y por microondas sin solventes. Entre todos estos métodos, la
destilacion al vapor ha sido el mas utilizado, particularmente para la

produccidn a escala comercial (Faleiro, 2011).

El método empleado para la extraccion determina la calidad de los
aceites esenciales, un inadecuado proceso de extraccion puede provocar la
alteracion de los compuestos en los aceites esenciales. Adicionalmente se
debe considerar la temperatura, el tiempo de extraccion, el numero de
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extracciones repetidas de la muestra y la eleccion de los solventes de
extraccion las cuales son condiciones cruciales para el rendimiento de la

extraccion (Ribeiro y Simdes, 2019).

a. Destilacion

- La destilacion al vapor: es una forma mas empleada para la
extraccion de los aceites esenciales en vegetales. En esta técnica
se emplea el calor, y el vapor que pasa sobre el material vegetal.
El vapor caliente permite liberar compuestos aromaticos que se
evaporan, los que luego pasan a través de un sistema de
enfriamiento para condensar el vapor, generando un liquido a
partir del cual se separan el agua y el aceite esencial. En este
método, el vapor del agua hirviendo pasa a través del vegetal por
una a muchas horas, permitiendo obtener la mayoria de sus
compuestos fragantes volatiles (Tongnuanchan y Benjakul,

2014).

- Hidrodifusién. Es un tipo de destilacion de vapor, que solamente
varia la forma de vapor de entrada, la cual ocurre hacia abajo. Esta
técnica se usa particularmente cuando el material vegetal ha sido
secado y no este dafiado a temperatura de ebullicion

(Tongnuanchan y Benjakul, 2014).

- Hidrodestilacion: Se basa en los mismos principios que la
destilacion de vapor, generalmente se aplica para aislar
compuestos no solubles en el agua y tienen un mayor punto de
ebullicién. Este proceso, se diferencia porque el material vegetal
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se sumerge directamente en el agua hirviendo, el cual protege a
los aceites extraidos hasta un cierto punto ya que el agua
envolvente actla como un impedimento para evitar que se

sobrecaliente (Tongnuanchan y Benjakul, 2014).

b. Extraccion con solventes

- Extraccion con solventes organicos: Este método es aplicado
principalmente en vegetales fragiles o delicados, intolerantes al
calor. Se emplean diferentes solventes para la extraccion (etanol,
metanol, acetona o hexano). Durante este proceso, el solvente se
mezcla con el vegetal, seguido de calentamiento y filtracion.
Posteriormente, el filtrado se somete a la ebullicion del solvente,
que luego se junta con alcohol puro para la extraccion del aceite
esencial y se destila a una baja temperatura. Posteriormente, el
alcohol con la fragancia se evapora y el aceite aromaético

permanece (Ribeiro y Simdes, 2019).

- Dibxido de carbono supercritico: La extraccion por fluidos
supercriticos se basa en el uso de fluidos supercriticos, que por
encima de su punto critico presentan propiedades de liquido y de
gas. El dioxido de carbono es el fluido supercritico mas utilizado,
ya que es inodoro, altamente puro, seguro, rentable, no toxico, no
inflamable y reciclable que permite una operacién supercritica a
presiones relativamente bajas y temperatura ambiente cercana. En
consecuencia, en condiciones de alta presion, el CO; se convierte

en liquido que se usa como medio inerte y seguro para extraer los
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compuestos del material vegetal. Durante el procedimiento de
extraccion, la baja viscosidad del CO2 le permite penetrar la
matriz para alcanzar el material vegetal que se extrae.
Posteriormente, el bajo calor latente de evaporacion y la alta
volatilidad del CO> permiten su facil eliminacion sin dejar un

residuo de solvente en el producto final (Da Silva et al., 2021).

c. Extraccion por microondas sin solventes

Los métodos utilizados convencionalmente para la extraccion,
como la destilacién al vapor, la hidrodestilacién o la extraccién con
solventes, tienen varios inconvenientes, como el tiempo de extraccion
largo, cambios quimicos en los compuestos de aceite esencial debido a las
altas temperaturas, la pérdida de compuestos volatiles y los residuos de
solvente toxico en el producto constituyendo algunas de las desventajas de
los métodos convencionales. La extraccion por microondas sin solventes
es una técnica de extraccion rapida para los aceites esenciales de hierbas
aromaticas frescas, especias y semillas secas que presentan numerosos
beneficios, los que incluyen un tiempo de extraccion corto, mayor
rendimiento, selectividad y es ecoldgico. Esta técnica combina el
calentamiento de microondas con destilacion seca, realizada a presion

atmosférica (Ribeiro y Simdes, 2019).

Finalmente, se han probado técnicas alternativas para la extraccién
de aceites esenciales, como la extraccion asistida por microondas, la

extraccion asistida por ultrasonido y la hidrodestilacién éhmica, cuyo

46

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

objetivo es mejorar la eficiencia, la sostenibilidad y la economia en el

proceso de extraccion (Da Silva et al., 2021).

2.2.3 Resistencia antibiética

2.2.3.1 Definicion

Se denomina generalmente al rasgo adquirido por bacterias que
antes fueron susceptibles, lo cual es atribuido a la adquisicion horizontal
de nuevos genes o por mutaciones espontaneas en genes localizados dentro
del cromosoma que luego es transmitida verticalmente en cada division

bacteriana (Cox y Wright, 2013)

Convencionalmente, la resistencia a los antibidticos se ha
clasificado en las bacterias como resistentes o susceptibles frente a la
posibilidad de curar las infecciones que producen. Sin embargo, desde el
punto de vista clinico se define, a un microorganismo susceptible por el
nivel de actividad antimicrobiana con alta probabilidad de tener éxito el
tratamiento terapéutico, y un microorganismo resistente por el nivel de
actividad antimicrobiana con alta probabilidad de fracaso terapéutico

(Martinez, 2014).

2.2.3.2 Origen

A. Resistencia natural

La resistencia natural puede darse de dos formas, por un lado, se
tiene a la resistencia intrinseca que siempre se expresa en la bacteria, y por
otro lado se tiene a la resistencia inducida, en donde si bien los genes se

encuentran presentes naturalmente en la bacteria, pero éstos solo se
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expresan a niveles de resistencia luego de la exposicion a un antibiotico.
Asimismo, la resistencia intrinseca podria ser definida como una
caracteristica compartida universalmente dentro de una especie bacteriana,
que es autonomo de la exposicion previa a los antibioticos y no se relaciona
con la transferencia horizontal de genes. Los mecanismos de la resistencia
intrinseca bacteriana que estan involucradas mas comunmente son la baja
permeabilidad de la membrana externa, en especifico por el
lipopolisacérido (LPS) y la accion natural de las bombas de eflujo (Cox y

Wright, 2013).

B. Resistencia adquirida

La resistencia por adquisicién del material genético, es posible a
través de estas principales vias: transformacion, transduccion vy
conjugacion; que forman parte de la transferencia horizontal de genes; en
otros casos, la bacteria puede sufrir mutaciones en el ADN cromosémico.
Esta adquisicion de material genético puede ser de manera temporal o
permanente. La transmision por conjugacion de los genes de resistencia en
plasmidos es la via mas comun para adquirir el material genético externo;
La adquisicion por medio de bacteriéfagos es sumamente rara. En ciertas
bacterias se da por transduccién como en Acinetobacter spp. que son
capaces de obtener material genético directamente de su entorno exterior.
Cabe sefalar, que existe traslado de material genético al interior de la
bacteria de las secuencias de insercion y las integrinas. Las bacterias
sometidas a factores estresantes como inanicion, radiacion ultravioleta,
productos quimicos, etc. causan mutaciones genéticas (eliminaciones,

sustituciones, etc.). Las mutaciones generan resistencia a los
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antimicrobianos las cuales estdn en genes que codifican dianas,
transportadores, reguladores que controlan los transportadores de los
farmacos y los que codifican las enzimas modificadoras de antibidticos

(Reygaert, 2018).

2.2.3.3 Mecanismos de resistencia

A. Limitaciones para la absorcion de drogas

Existe un mecanismo natural con capacidad de limitar la absorcion
de antibidticos en las bacterias. El lipopolisacarido de bacterias Gram
negativas crea un impedimento para algunas moléculas y les confiere una
resistencia natural. La membrana externa de las micobacterias poseen alto
contenido de lipidos, que permite a los antibi6ticos hidrofdbicos tener un
acceso mas facil a la célula para la rifampicina y las fluoroquinolonas, a
diferencia de los antibioticos hidrofilicos que tienen un acceso limitado

(Reygaert, 2018).

B. Modificacion de la molécula diana

Las variaciones naturales o los cambios adquiridos en las dianas
impiden la union de los antibidticos, actuando como un mecanismo comdn
de resistencia. A menudo es por mutacién espontanea de un gen bacteriano
en el cromosoma. La interrelacion del antibidtico con la diana es bastante
especifico, una pequefia alteracion de la diana tiene un efecto importante
en la unién del antibidtico. Estas alteraciones se dan a diferentes niveles

de la estructura bacteriana:
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- Alteraciones en la subunidad 30S o subunidad 50S: conducen a
la resistencia de los antibioticos que inhiben la sintesis de proteinas,
es decir, aminoglucosidos, macrolidos, cloranfenicol y tetraciclina.
Los aminoglucosidos se unen a la subunidad 30S, mientras que el
cloranfenicol, los macrélidos, las lincosamidas y la estreptogramina

B se unen a la subunidad 50S (Tenover, 2006).

- Alteracion de la PBP: es un mecanismo importante de resistencia
en bacterias Gram positivas, mientras que la producciéon de B-
lactamasas es un mecanismo relevante en bacterias Gram negativas.
La mutacion en la proteina de union a penicilina (PBP) conduce a
una poca afinidad a los B-lactdmicos. La resistencia antibiotica de
Enterococcus faecium a la ampicilina y de Streptococcus
pneumoniae a la penicilina se da por este mecanismo. En
Staphylococcus aureus la resistencia a la meticilina y la oxacilina
estd asociada a la integracion de un elemento genético movil
(cromosoma mec del casete estafilocécico), donde el cromosoma de
Staphylococcus aureus que contiene el gen mecA codifica a la
proteina PBP2a, una nueva proteina de union a la penicilina que
muestra una alta resistencia a los antibioticos B-lactdmicos. Las
cepas de Staphylococcus aureus meticilinoresistentes pueden
presentar resistencia cruzada a todos los antibioticos betalactamicos,
estreptomicina y tetraciclina hasta a la eritromicina (Alekshun y

Levy, 2007).

- Precursores alterados de la pared celular: la sintesis de los

precursores de la pared celular en bacterias Gram-positivas que

50

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

puede ser inhibida por glucopéptidos (vancomicina o teicoplanina)
por medio de una cohesidn a los residuos de D-alanil-D-alanina que
son los precursores de peptidoglucano. La D-alanil-alanina se
convierte en D-alanil-lactato inhibiendo a los glicopéptidos los que
no se entrecruzan con ellos. Enterococcus faecium y Enterococcus
faecalis tienen una mayor resistencia como a la vancomicina y la
teicoplanina (resistencia de tipo Van A). La resistencia de tipo Van
B y Van C las hace resistentes a la vancomicina, pero sensible a la

teicoplanina (Giedraitiene et al., 2011).

- La ADN girasa y topoisomerasa IV mutados: las quinolonas se
unen a la subunidad A de la girasa. EI mecanismo de resistencia
implica el cambio de dos enzimas: como el ADN girasa que es
(codificada por los genes gyr A y gyr B) y la topoisomerasa IV
(codificada por los genes par C y par E). Las mutaciones en los genes
gyr Ay par C conllevan a la falla de la replicacion y, como resultado,

las fluoroquinolonas no pueden unirse (Giedraitiene et al., 2011).

- Mecanismos de proteccion ribosémica: confieren resistencia a las

tetraciclinas.

- Mutaciones de la ARN polimerasa: confieren resistencia a la

rifampicina.

C. Inactivacion de antibiéticos

Hay tres tipos de enzimas principales que inactivan los
antibioticos: B-lactamasas, enzimas modificadoras de aminoglucdésidos y

cloranfenicol acetiltransferasas (Kapoo y Saigal, 2017).
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- p-lactamasas

Las B-lactamasas hidrolizan casi todos los B-lactamicos que poseen
un enlace éster y amida (penicilinas, monobactamicos, cefalosporinas y
carbapenémicos). A la actualidad se identificaron mas de 300 pB-
lactamasas. La clasificacion de las B-lactamasas es por dos sistemas
principales: Bush-Jacoby-Medeiros (funcional) y Ambler (estructural).
Segun el sistema de clasificacion de Ambler se tiene (Kapoor y Saigal,

2017):

- B-lactamasas de clase A (penicilinasa): son sensibles al &cido
clavulanico. Dos tipos se encuentran comunmente en miembros de la
Familia Enterobacteriaceae que son designados como TEM-1, SHV-1.
Estas penicilinasas poseen ninguna o0 poca actividad contra las
cefalosporinas. Estos son progenitores de las p-lactamasas de espectro
extendido (BLEE). Los ESBL que son enzimas que cambian el perfil del
sustrato debido a la sustitucion de aminoacidos que permite la hidrolisis
de la mayoria de las cefalosporinas. Las BLEE son resistentes a
penicilinas, cefalosporinas de tercera generacion (ceftazidima,
ceftriaxona, cefotaxima,), aztreonam, cefoperazona, cefamandol, pero son
sensibles a metoxicefalosporinas (cefamicinas) y carbapenémicos, siendo
inhibidas por inhibidores de B-lactamasas (sulbactam, acido clavulénico o

tazobactam) (Kapoor y Saigal, 2017).

- p-lactamasas de clase B (metalo-p-lactamasas): Estas enzimas
necesitan del zinc o metales pesados para la catalisis siendo su actividad

inhibida por agentes quelantes. Estas enzimas son consistentes a la
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inactivacion por el clavulanato, sulbactam, aztreonam y carbapenémicos.

Por ejemplo, metalo-B-lactamasa de Nueva Delhi (Kapoor y Saigal, 2017).

- p-lactamasas de clase C (cefalosporinasas): Estos son
producidos por todas las bacterias Gram-negativas con excepcion de
Salmonellay Klebsiella. La clase C hidrolizan las cefalosporinas, incluidas
las cefalosporinas de espectro extendido, en comparacion con las -
lactamasas de clase A; estas tienen grandes cavidades y, como resultado,
pueden unirse a la voluminosa penicilina de espectro extendido. Un
ejemplo de este tipo son las 3-lactamasas Amp C. Esta clase de enzimas es
resistente a todos los betalactamicos excepto a los carbapenémicos y no

son inhibidos por el &cido clavulanico (Kapoor y Saigal, 2017).

- p-lactamasas de clase D: hidrolizan la oxacilina, se encuentran
normalmente méas en Enterobacteriaceae y en Pseudomonas aeruginosa.
Estas enzimas confieren resistencia a la penicilina, cloxacilina, oxacilina
y meticilina. Son inhibidos débilmente por el &cido clavulanico, pero son

inhibidos por el cloruro de sodio (Kapoor y Saigal, 2017).

- Enzimas modificadoras de aminoglucdsidos

Los aminoglucosidos pueden ser modificados por enzimas
especificas tales como fosforiltransferasas, adenililtransferasas o
nucleotidiltransferasas. El resultado es la reduccion de la afinidad a la
subunidad ribosomal 30S, confiriendo un espectro extendido de resistencia
a aminoglucésidos y fluroquinolonas. Estas enzimas modificadoras de

aminoglucoésidos han sido identificados en cepas de Staphylococcus
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aureus, Enterococcus faecalis y Streptococcus pneumoniae (Kapoor y

Saigal, 2017).

- Cloranfenicol acetiltransferasas

Algunas bacterias grampositivas como gramnegativas y cepas de
Haemophilus influenzae son resistentes al cloranfenicol y tienen una
enzima cloranfenicol transacetilasa que modifica quimicamente los grupos
hidroxilo del cloranfenicol. El cloranfenicol modificado no puede unirse

correctamente a la subunidad ribosomal 50S (Kapoor y Saigal, 2017).

D. Bombas de expulsion (eflujo)

Las proteinas situadas en la membrana celular (transportadores)
que expulsan antibioticos del interior al exterior de la célula manteniendo
las concentraciones bajas, se denominan bombas de eflujo. Las proteinas
que constituyen las bombas de eflujo difieren de las porinas ubicadas de la
membrana externa. Todas las clases de antibidticos, a excepcion de la
polimixina, son afectados por los sistemas de eflujo. Los tipos de bombas
de eflujo pueden ser especificas para determinados antibioticos (Dzidic¢ et

al., 2008).

E. Transportadores ABC, MATE, SMR, RND y MFS

Familia de transportadores ABC (ATP-binding cassette)

Estos sistemas de transporte son para la captacion y eflujo. Los
transportadores de esta familia utilizan energia derivada de la hidrolisis de
ATP para transportar diversos sustratos a través de las membranas, como

polisacaridos, aminoacidos, iones, farmacos, proteinas y azucares. Estos
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transportadores ABC generalmente estan constituidos por seis segmentos
transmembrana con estructura de hélices a, funcionan en la membrana en
pares, ya sea como homodimeros o heterodimeros, y trabajan en conjunto
con ATPasas de citoplasma. Estos transportadores tienen sustratos
bastante especificos y en bacterias de importancia clinica se encuentra muy
poco. Una transportador ABC bien conocido identificado en Vibrio
cholerae (VcaM) seria capaz de bombear fluoroquinolonas y tetraciclinas

(Lubelski et al., 2007).

- Familia de transportadores MATE (multidrug and toxic

compound extrusion)

Obtienen energia a través del gradiente de Na+; que permite
transportar colorantes cationicos, la mayoria de las fluoroquinolonas y
algunos aminoglucoésidos. Estos transportadores estan constituidos por
doce segmentos transmembrana. Se encuentran mayormente en bacterias
Gram negativas y muy pocos de estos se han localizado en bacterias Gram
positivas. El transportador NorM codificado por el ADN cromosémico del
Vibrio parahaemolyticus fue el primero en identificarse. Otras especies
bacterias de importancia clinica que poseen estas bombas NorM incluyen
a Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis (Kuroda y Tsuchiya,

2009).

- La familia de transportadores SMR (small multidrug resistance)

Emplea la fuerza motriz gradiente del ion proton (H+), tiene
caracter hidrofébico y principalmente transporta cationes lipofilicos,

presentando un rango de sustratos muy reducido. Son codificados por
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genes presentes en el ADN cromosémico, plasmidos y elementos
transponibles. Estos transportadores estdn constituidos por cuatro
segmentos transmembrana y funcionan como homotetrdmeros
asimétricos. Transportan muy pocos antibiéticos, confiriendo resistencia a
los B-lactamicos y algunos aminoglucdsidos en algunos casos. Estos
transportadores se observan en Staphylococcus epidermidis (transporta
eritromicina, ampicilina y tetraciclina) y Escherichia coli (transporta

eritromicina, vancomicina y tetraciclina) (Bay et al., 2008).

Familia de transportadores RND (resistance-nodulation-cell

division)

Transportan por un mecanismo antiport sustrato/H+ el cual esta
presente en la mayoria de bacterias Gram negativas. Efluyen antibi6ticos
(todos transportadores de mdaltiples farmacos), solventes, detergentes,
metales pesados, tintes y muchos otros sustratos. Existen bombas
especificas para un antibi6tico o para una clase de antibi6ticos, como la
bomba Tet (tetraciclina) y bomba Mef (macrdlidos). Otras bombas RND
transportan una amplia gama de antibi6ticos, como en Pseudomonas
aeruginosa, asimismo la bomba MexAB-OprM confiere resistencia
intrinseca a  los  PB-lactamicos,  tetraciclina,  cloranfenicol,
trimetoprima/sulfametoxazol y algunas fluoroquinolonas (Kourtesi et al.,

2013; Munita y Arias, 2016).

Son bombas con multicomponentes complejos frecuentemente
conformado por doce segmentos transmembrana (TMS) y con dos grandes

asas periplasmicos entre TMS 1y 2,y TMS 7 y 8. Estas bombas funcionan
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conectandose a una porina de la membrana externa, y estos comparten un
alto grado de homologia entre los miembros de la familia RND. Los genes
que los codifica se organizan como un operon. La bomba AcrAB-TolC de
Escherichia coli probablemente sea la bomba RND mas estudiada,
conferieren resistencia a cloranfenicol, penicilinas, macrolidos,
tetraciclina y fluoroquinolonas (Kourtesi et al., 2013; Munita y Arias,

2016).

Familia de transportadores MFS (major facilitator superfamily)

Transporta por un mecanismo llamado simport de soluto/cation
(H+ o Na+t) o del antiport de soluto/H+. Viabilizan aniones, antibi6ticos
(ejemplo: macrélidos y tetraciclina), metabolitos (sales biliares, etc) y
azucares. Las bombas MFS pueden transportan gran diversidad de
sustratos como grupos, pero particularmente tienden a ser especificas del
sustrato. Los ejemplos de bombas MFS con especificidad de sustrato se
encuentran en Acinetobacter baumannii que tienen separadas las bombas
para eritromicina (SmvA), cloranfenicol (CraA y CmlA), y Escherichia
coli con bombas MFS para fluoroquinolonas (QepA), macrélidos (MefB)
y trimetoprima (Fsr). Existen bombas MFS con poca especificidad al
sustrato como la bomba NorA de Staphylococcus aureus que efluye
fluoroquinolonas y cloranfenicol (estos dos antibidticos son los mas
comunmente transportados por las bombas MFS) o la bomba LmrS que
efluye eritromicina, linezolid, trimetoprima y cloranfenicol. Estas bombas
estdn compuestas de doce o catorce TMS, la mayoria codificados por

cromosomas bacterianos, y cabe mencionar que casi el 50 % de
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transportadores de eflujo en Escherichia coli son bombas MFS (Kourtesi

et al., 2013; Uddin et al., 2021).

2.2.4 Microorganismos

2.2.4.1 Definicion

Los microorganismos 0 microbios son organismos microscopicos
que existen como formas unicelulares, multicelulares o agrupaciones
celulares. Los microorganismos estan bien distribuidos en la naturaleza y
gran parte son beneficiosos para la vida, pero algunos pueden causar
graves dafos al ser humano. Los microorganismos se pueden dividir en
cinco tipos principales: protozoarios, bacterias, hongos, arqueas, y virus.
Los microbios son ubicuos en la biosfera, y su presencia invariablemente
afecta el entorno en el que crecen (Kazi Madina Maraz y Ruhul Amin

Khan, 2021).

2.2.4.2 Tipos de microorganismos

A. Microorganismos patdgenos

Es un microorganismo patégeno como (virus, rickettsia, bacteria,
hongo, protozoario) capaz de causar infeccion o una enfermedad
infecciosa, son portadores de antigenos capaces de desencadenar una

respuesta inmunitaria.
B. Microorganismos no patégenos
Son microorganismos que intervienen en procesos ecoldgicos

permitiendo funcionar los ecosistemas. Son los principales encargados de
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desintegrar de la materia orgénicay de los ciclos biogeoquimicos (fosforo,
carbono, azufre, nitrégeno, etc.). Por ejemplo, en el reciclaje y fijacion del
nitrogeno participan tanto bacterias simbidticas como Rhizobium vy
Frankia, o bacterias de vida libre como Azotobacter, Thiobacillus,
Azospirillum, Burkholderia, incluidas las cianobacterias: Nostoc vy

Anabaena (Montafio et al., 2010).

2.2.4.3 Pseudomonas aeruginosa

A. Morfologia

Son bacilos Gram negativos rectos o ligeramente curvos (forma de
baston) aproximadamente de 0.5-1 um de didmetro y 1.5-5 um de largo,
generalmente son moviles debido a sus flagelos lofétricos (Peix et al.,

2009).

B. Taxonomia

La clasificacién taxondmica de este microorganismo es:

Tabla 4

Clasificacion taxondmica de Pseudomonas aeruginosa

Categoria taxonémica Descripcion
Dominio Bacteria

Phylum Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria
Orden Pseudomonadales
Familia Pseudomonadaceae
Género Pseudomonas

Especie Pseudomonas aeruginosa

(Schroeter, 1872)

Fuente: Schoch et al. (2020)
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C. Metabolismo

Son bacilos Gram negativos no fermentadores de lactosa y glucosa,
aerobios estrictos, catalasa y oxidasa positivos, utilizan carbohidratos para
obtener energia a traves de la oxidacion que es una via metabolica diferente
a la fermentacion, tienen capacidad de emplear acetato y amoniaco como
fuentes de carbono y nitrogeno, muestran un crecimiento abundante a las
24 horas sobre la superficie aerobia del agar hierro de Kliger o agar triple
azucar-hierro (TSI), pero en ninguno de ellos se utiliza la glucosa presente
en el fondo del tubo y por lo tanto no existe acidificacion de esta zona. En
el metabolismo respiratorio el oxigeno es el aceptor final de electrones; sin
embargo, en ocasiones utilizan el nitrato como aceptor final de electrones
de esta forma permite el crecimiento en anaerobiosis (Martinez

Hernandez, 2010).

Puede crecer a 20 y 43°C, y el crecimiento a las altas temperaturas
diferencia al resto de las otras especies de Pseudomonas. Se considera
como bacteria aerobia facultativa por la capacidad de crecer en medios
anaerobios tomando el nitrégeno o arginina como aceptores de protones

(Paz-Zarza et al., 2019).

D. Patogenia

Pseudomonas aeruginosa produce infecciones graves en personas
con quemaduras, heridas traumaticas, heridas quirdrgicas, sondas en las
vias urinarias; con padecimientos en enfermedades en los sistemas
hematopoyético, reticulo endotelial y linfatico, y en quienes tienden a tener
problemas en la respuesta inmunolégica (humoral o celular). Se ha
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reportado que pacientes hospitalizados y con fibrosis quistica padecen
infecciones pulmonares con este microorganismo (Martinez Hernandez,

2010).

La patogenia es desencadenada por una serie de factores como la
produccién de elastasas y proteasas (proteasa IV y proteasa alcalina),
enzimas que tienen la capacidad de destituir diversas proteinas
inmunoreguladoras, proteinas surfactantes A y D, inmunoglobulinas, el
suplemento y péptidos antibacterianos. Los efectos patologicos de
Pseudomonas aeruginosa en el tracto respiratorio son bastante estudiados;
pero también causan infecciones corneales y queratitis (por accion de la

proteasa alcalina y proteasa 1V) (Driscoll et al., 2007).

El flagelo de Pseudomonas aeruginosa posee la proteina flagelar
FliD, que permite a la bacteria tener la suficiente capacidad para adherirse
a la mucosa de las vias respiratorias. Ademas, de los factores de virulencia
secretados, esta bacteria es capaz de producir una capsula extracelular de
alginato, que es un polimero lineal de dos mondmeros alternantes (acido
manuronico y &cido glucurdnico), constituyendo parte de la biopelicula
secretada por la bacteria, confiriéndole un mecanismo de evasion a los
anticuerpos y de fagocitosis por las células inmunoldgicas (Paz-Zarza et

al., 2019).

E. Epidemiologia

Particularmente Pseudomonas aeruginosa es ubicua en el ambiente
hospitalario, localizandose particularmente en cualquier zona que exista
humedad, inclusive en equipos médicos, soluciones desinfectantes y
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jabones; que pueden llegar a persistir de manera eficiente en el agua y en
el suelo viviendo con un requerimiento nutricional minimo y tolerando
diversos medios fisicos. Las personas sanas tienen una tasa de
colonizacién baja, sin embargo, en los pacientes hospitalizados la tasa se
incrementa proporcionalmente al tiempo de hospitalizacion (Martinez

Hernandez, 2010).

La capacidad de continiuar en condiciones ambientales adversas y
los mecanismos de patogenicidad la han convertido a Pseudomonas
aeruginosa en el principal responsable de las infecciones nosocomiales

adquiridas en hospitales a nivel mundial (10 a 15%).

De todas las infecciones a nivel mundial ocupa el quinto lugar,
constituyendo la segunda causa de neumonia nosocomial, la tercera causa
de infecciones urinarias, el cuarto lugar en infecciones de zonas

quirargicas y el séptimo lugar como responsable de sepsis.

F.  Multidrogoresistencia

En Asia, aproximadamente el 42.8% de las neumonias
nosocomiales por Pseudomonas aeruginosa son multidrogoresistentes y
4.9% ultraresistentes (Ding et al., 2016). En un estudio de urocultivos
realizado durante ocho afios en busqueda de Pseudomonas aeruginosa en
un hospital encontraron que el 32% eran multidrogoresistentes, mientras
al ser considerados todos los tipos de cultivo (hemocultivo, urocultivo

etc.), el 22% resultd ser multirresistente (Paz-Zarza et al., 2019).

La resistencia a los antibidticos en Pseudomonas aeruginosa se

debe principalmente a una combinacion de mecanismos intrinsecos y
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adquiridos, que incluyen la formacion de bacterias resistentes y
multirresistentes a través del biofilm. Como resultado, esta bacteria puede
desarrollar resistencia rapidamente a varios tipos de antibioticos, como

quinolonas, aminoglicosidos y -lactdmicos.
Figura 2

Mecanismos de resistencia antibacteriana en Pseudomonas aeruginosa
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Nota: Se pueden dividir en resistencia intrinseca a los antibi6ticos ((1) permeabilidad de
la membrana externa, (2) sistemas de eflujo y (4) enzimas modificadoras de antibi6ticos
o (5) enzimas inactivadoras de antibicticos), resistencia adquirida a los antibidticos
((6) resistencia por mutaciones y adquisicion de genes de resistencia) y resistencia

adaptativa a los antibioticos ((3) resistencia mediada por biopeliculas).

Fuente: Adaptado de Qin et al. (2022).
a.  Resistencia a betalactamicos
- Resistencia a carbapenémicos
Las mutaciones especificas en las porinas OprD, afectan sus

caracteristicas conformacionales, representando un desafio significativo
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para las précticas de tratamiento médico. La presencia de bombas de eflujo
MexAB-OprM es crucial para el desarrollo de la resistencia (Li et al.,

2012; Li et al., 1995)

- Resistencia a cefalosporinas, aztreonam y penicilinas

Pseudomonas aeruginosa exhibe una alta resistencia al producir f3-
lactamasas de espectro extendido (BLEE). Ademas, esta bacteria también
muestra resistencia a la terapia de combinacion cefazolina-tazobactam
mediante la BLEE GES-6. Una vez maés, las BLEE de Pseudomonas
aeruginosa se consideran el mecanismo mas significativo para
contrarrestar los antibioticos. Las porinas de eflujo OprM, OprN y OprJ
contribuyen activamente al eflujo de varios antibidticos B-lactamicos

(Poirel et al., 2019) .

Las mutaciones en el gen de la B-lactamasa ampC representa un
punto crucial en el aumento significativo de la resistencia a las
cefalosporinas. En el caso de Pseudomonas aeruginosa, su resistencia esta
estrechamente ligada a la actividad de eflujo mediada por MexXY-OprM

(Berrazeg et al., 2015).

b.  Resistencia a fluoroquinolonas

Las mutaciones en la girasa del ADN (GyrA) provocan resistencia
a los antibidticos quinolonicos. La sobreexpresion de MexCD-OprJ esta
estrechamente relacionada con un aumento en la resistencia de la mayor
parte de las cepas clinicas a ciprofloxacino, cefepima y cloranfenicol. Las
quinolonas MexEF-OprN se sobreproducen debido a la deficiencia en el

QS por la extrusion de cianurenina. Ademas, la resistencia de
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Pseudomonas aeruginosa a aminoglicésidos, fluoroquinolonas vy
cefalosporinas depende de la funcion de las bombas de eflujo como

MexXY-OprM (Llanes et al., 2011).

c.  Resistencia a aminoglucosidos

Desde una perspectiva enzimatica, Pseudomonas aeruginosa tiene
la capacidad de modificar los grupos amino y glicosidicos de los
antibioticos aminoglucdsidos para desarrollar resistencia antibidtica. Las
enzimas conocidas por realizar estas modificaciones utilizan tres
mecanismos comunes: fosfotransferasa de aminoglucésidos (APH),
acetiltransferasa de aminoglucdsidos (AAC) y nucleotidiltransferasa de
aminoglucosidos (ANT). La APH puede inactivar la estreptomicina al
transferir el grupo fosfato al grupo hidroxilo 3' de los aminoglucdésidos. La
AAC puede provocar resistencia al antibiotico gentamicina al transferir el
grupo acetilo al grupo amino en las posiciones 3'y 6' del aminoglucésido.
Por otro lado, la ANT confiere resistencia de Pseudomonas aeruginosa a
la amikacina mediante la transferencia de grupos adenosina a los grupos

amino o hidroxilo de estos aminoglucésidos (Guénard et al., 2014).

2.2.4.4 Staphylococcus aureus

A. Morfologia

Staphylococcus aureus, proviene del latin “aurum” por el pigmento
dorado. Microscopicamente esta bacteria es un coco Gram positivo con un
diametro de 0.5-1.5 um y su disposicién mas caracteristica es agrupado en
racimos de uva, aunque también suele observarse en parejas, tétradas o en

cadenas cortas, y no forman esporas (Pasachova et al., 2019).
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B. Taxonomia

La clasificacion del sistema taxonomico se presenta de la siguiente

manera:

Tabla b

Clasificacion taxondmica de Staphylococcus aureus

Categoria taxonomica Descripcion
Dominio Bacteria

Phylum Firmicutes

Clase Bacilli

Orden Bacillales

Familia Staphylococcaceae
Género Staphylococcus
Especie Staphylococcus aureus

(Rosenbach, 1884)

Fuente: Schoch et al. (2020)

C. Metabolismo

Las especies del género Staphylococcus son bacterias poco
exigentes, catalasas positivas, capaces de crecer en una gran diversidad de
condiciones ambientales. Pueden ser resistentes a los desinfectantes
quimicos, a la desecacién y toleran alta concentraciones de cloruro de
sodio hasta de 12%. Staphylococcus aureus crece con facilmente en los
medios de cultivo solidos no selectivos formando a las 24 horas colonias
de 1-3 mm de didmetro. Generalmente, presentan una pigmentacién
dorada y en la mayoria de las cepas puede observarse betahemdlisis en el
agar sangre a las 24-36 horas de incubacion. EIl agar manitol salado es el
medio selectivo para el aislamiento de estafilococos, el cual posee agentes
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inhibidores que permiten el crecimiento de diferentes especies de
Staphylococcus; siendo las colonias de Staphylococcus aureus ALGO
tipicas por el color amarillo debido a la fermentacion del manitol, mientras
que las otras especies de Staphylococcus son colonias de color rojo

(Fernandez Alvarez y Potel Alvarellos, 2017).
D. Patogenia

La colonizacién por Staphylococcus aureus es inofensiva, como
también es un factor de riesgo para el crecimiento de infecciones ulteriores
a menudo provocadas por la misma cepa colonizadora, que pueden ser
desde infecciones leves de la piel y tejidos blandos hasta infecciones
invasivas graves como: bacteriemia o septicemia, osteomielitis, neumonia,
artritis séptica y endocarditis. Las infecciones por Staphylococcus aureus
segun las manifestaciones clinicas pueden ser: agudas, cronicas,

recurrentes o persistentes (Howden et al., 2023).

Staphylococcus aureus presenta ciertos factores de virulencia
donde se puede destacar la presencia de polisacaridos capsulares, la
formacion de biopeliculas, componentes de la superficie microbiana que
reconocen las moléculas de la matriz adhesiva entre las cuales se
encuentran proteinas de union al fibrindgeno (factor clumping), las
proteinas de union a la fibronectina y las toxinas (a y B) (Pasachova et al.,

2019).
E. Epidemiologia

Staphylococcus aureus es un colonizador y un patégeno bacteriano

oportunista frecuente de la poblacion humana, que causa una gran
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morbimortalidad a nivel mundial. La bacteria Staphylococcus aureus tiene
una larga historia evolutiva como patégeno oportunista multihuésped, en
los seres humanos de manera persistente colonizan aproximadamente el 20
al 30% de la nariz y también con frecuencia coloniza otros sitios como la
piel, las axilas, la garganta, el intestino y la ingle. La interaccion entre
Staphylococcus aureus y el microbiota del huésped se esté investigando
con mayor profundidad y complejidad, destacando las funciones de los
otros comensales para su colonizacion. Se ha caracterizado a
Staphylococcus aureus como fundamental causante de bacteriemia
nosocomial en Norteamérica y Latinoamérica, y en Europa como la

segunda causa de bacteriemia en hospitales (Howden et al., 2023).

F. Multidrogoresistencia y mecanismo de resistencia

Para  considerar ~a  Staphylococcus  aureus  como
multidrogoresistente (MDR) deben cumplir uno o mas de estos criterios:
todo Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) no es

sensible a >1 antibiotico en >3 categorias antimicrobianas.
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Figura 3
Principales mecanismos de resistencia antibacteriano en Staphylococcus

aureus
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betalactamicos: 1. Produccion de la proteina PBP2A fijadora de penicilina, 2. *
mutaciones en los genes PBP: raras (MODSA), 3. Produccién de betalactamasas,
generalmente de espectro de sustrato estrecho. Resistencia a glicopéptidos: 4. operén
VanA (modificacién del sitio de unidn del antibi6tico), Resistencia a linezolid: 5.
Adenilil-N-metiltransferasa ~ Cfr-modificacion 23S rRNA  del  ribosoma
bacteriano. Resistencia a MLS-B (macrolidos, lincosamidas y estreptograminas B): 5.
Erm: metilacion del ribosoma de eritromicina. Resistencia a aminoglucdésidos: 6.
Inactivacion de antibioticos por tansferasas. Resistencia a las fluoroquinolonas: 7.
mutaciones en  los  genes gyrAy gyrB (topoisomerasa  Il) yparC (grlA)
y parE (topoisomerasa 1V) (modificacion del sitio de union del antibidtico), 8.

eliminacion de la célula bacteriana mediante la bomba de eflujo.

Fuente: Adaptado de Mlynarczyk et al. (2022).

a. Resistencia a los antibiéticos betalactamicos

Los antibidticos betalactdmicos actdan en enzimas claves que estan
implicados en la sintesis del peptidoglicano, que es un elemento esencial
de la pared celular bacteriana. Estos antibioticos inactivan proteinas

69

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



[

UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

conocidas como PBPs (proteinas de union a la penicilina), lo que resulta
en la muerte de las bacterias. Sin embargo, se han identificado varios
mecanismos de resistencia a estos antibioticos en Staphylococcus aureus,
como la sintesis de una nueva PBP adicional llamada PBP2A, la
produccion de betalactamasas y mutaciones en los genes de las PBPs

(Mlynarczyk-Bonikowska et al., 2022).

- Sintesis de betalactamasas

Las betalactamasas producidas por Staphylococcus aureus se
clasifican como grupo 2a segin Bush y clase A segun Ambler, siendo
sintetizadas tanto por las cepas de MRSA como de MSSA. Estas enzimas
estan codificadas por el gen blaZ, usualmente encontrado dentro del
operdn blal-blaR1-blaz, localizado en varios plasmidos y transposones. Se
pueden diferenciar cuatro variantes de betalactamasa estafilocdcica (A-D)
segun a su serotipo y perfil de actividad. Ademas, se han observado cepas
Unicas conocidas como BORSA, en las que la betalactamasa producida
presenta un espectro extendido, con un efecto sobre la resistencia a la
oxacilina en un rango de 4-8 mg/L (Bush y Jacoby, 2010;Garcia et al.,

2011).

- Sintesis de la proteina PBP2A

Entre todas las resistencias antibidticas preocupantes alcanzadas
por Staphylococcus aureus, estan las de meticilina y vancomicina. La
resistencia a la meticilina esta mediada por el gen mecA que codifican
estas PBPs adicionales que estdn ubicados dentro de los cassettes

cromosdmicos SCCmec y se transmiten a través de conjugacién o
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transduccion de wuna especie ancestral de Staphylococcus al

Staphylococcus aureus (Moreillon, 2008).

Las cepas que portan PBP2A exhiben resistencia a la mayoria de
los antibioticos beta-lactamicos, con excepcién de ceftobiprol vy
ceftarolina, siendo conocidas como Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (MRSA). Ademas de eso, estas cepas producen PBP2A (PBP2a
0 PBP20), una proteina de 668 aminoacidos que sustituye la funcion
transpeptidasa PBP2 y asume la funcion de transpeptidasa de otras PBPs
inactivadas. Aunque los antibidticos beta-lactdmicos inactivan el dominio
de transpeptidasa de PBP2, el dominio de transglicosilasa de PBP2
permanece activo y, en el caso de las cepas MRSA, colabora con la

transpeptidasa de PBP2A (Moreillon, 2008).

Ademas de su papel en la resistencia, PBP2A participa con
aproximadamente otras 40 enzimas en la formacion de puentes de
pentaglicano entre L-lisina (posicién 3 del pentapéptido) de una cadena 'y
D-alanina (posicion 4 del pentapéptido) de la otra cadena de
peptidoglicano, permitiendo asi la sintesis de la pared celular. La expresion
de PBP2A puede ser inducible o constitutiva, y su sintesis suele estar
asociada con la presencia de los operones mecl-mecR1-mecA o meclc-
mecR1c-mecC (expresion inducible) o DmecR1-mecA (expresion
constitutiva), que se localizan en los cassettes cromosémicos SCCmec de
Staphylococcus aureus, considerados como islas gendmicas (GI) y son
transferidos junto con los genes mec a cepas susceptibles (Baba et al.,

2008).
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ﬂ. UNIVERSIDAD

- Modificacion dependiente de mutaciones en las proteinas PBP

Las mutaciones en los genes que codifican las proteinas PBP2 y
PBP4, responsables de la resistencia a la oxacilina, son extremadamente
infrecuentes. Las cepas que presentan este tipo de mutaciones se conocen
como MODSA (Staphylococcus aureus con proteinas de unién a la
penicilina modificadas) o MRLM (resistentes a la meticilina sin el gen
mecA). Las mutaciones mas comunes ocurren en la region promotora del
gen pbp4, asi como en los genes gdpP (regulador de la fosfodiesterasa c-
di-AMP) vy yjbH (efector del estrés de disulfuro), lo que provoca una
sobreproduccion de la proteina PBP4. Estas mutaciones mencionadas
provocaron la resistencia de la cepa a varios antibidticos beta-lactamicos,
incluyendo ceftobiprol, ceftriaxona, cefazolina, nafcilina'y ampicilina, con
valores de concentracion inhibitoria minima (CIM) elevados (Greninger et

al., 2016; Angeles et al., 2018; Liu et al., 2021).

b.  Resistencia a glicopéptidos y lipoglicopéptidos

La resistencia a los glicopéptidos se ha estudiado principalmente
en enterococos, donde puede ser condicionada por diferentes operones
conocidos como VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM
y VanN. En el caso de Staphylococcus aureus, la resistencia a altas
concentraciones de glicopéptidos es poco comun y generalmente esta
asociada al operdn VanA, originalmente identificado en Enterococcus spp.
Este operdn, al igual que en Enterococcus spp., provoca la sintesis de un
precursor alterado de la pared celular, en lugar del grupo terminal D-Ala-

D-Ala presenta D-Ala-D-lactato (Courvalin, 2006).
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El operén VanA, que confiere resistencia a la vancomicina (CIM
64-1024 mg/L) y a la teicoplanina (CIM 16-512 mg/L), consta de 7 genes
(vanRASAHAAXAYAZA) (Figura 3) situados en el Tn1546, habiendo
sido identificado en diversas especies de Enterococcus como
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus gallinarum,
Enterococcus casseliflavus, Enterococcus avium, Enterococcus durans,
Enterococcus mundtii y Enterococcus rafinosus. El operon VanA muestra
una expresion inducible, regulada por dos genes, vanRA (regulador) y
vanSA (sensor), este Ultimo una quinasa de histidina sefial ubicada en la
membrana citoplasmaética. La activacion del sensor vanSA ocurre en

respuesta tanto a la vancomicina como a la teicoplanina (Zeng et al., 2016).

La resistencia a la vancomicina esta a menudo mediado por el gen
vanA que se obtuvo por la transferencia horizontal de un transposon nacido
en un plasmido de Enterococcus resistente a la vancomicina. Existe otro
tipo de resistencia a la vancomicina mediada por VISA, adquirida por
mutaciones adaptativas incorporadas en los genes que codifican la

regulacién de mecanismos celulares en bacterias (Hiramatsu et al., 2014).

C. Resistencia a oxazolidinonas

La resistencia a las oxazolidinonas puede surgir por mutaciones en
el gen rrn5, asi como por mutaciones en los genes rplC, rpID y rplV, los
cuales estos codifican a las proteinas ribosomales L3 (con sustitucion
G152D), L4 (con sustitucion K68Q) y L22. Estos mecanismos también
estan relacionados con la resistencia a otros grupos de antibiéticos, como

las lincosamidas, fenicoles, estreptogramina A y pleuromutilina. Ademas,
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se ha observado una mutacion en el gen rpoB (A1345G; resultando en la
sustitucion D449N en la proteina RpoB), la cual confiere resistencia en
cepas de S. aureus a linezolid (CIM = 8mg/L) y tedizolid (CIM = 4mg/L),
asi como a cloranfenicol (CIM 128mg/L), aunque mantiene una
sensibilidad media a quinupristina/dalfopristina (CIM 2mg/L). Las
mutaciones en el gen rrn5, que codifica el ARNr 23S en la subunidad 50S
del ribosoma, resultan en la modificacion del sitio de union para linezolid
dentro del dominio V del ARNr 23S, lo que impide la accion de este

antibidtico (Colca et al., 2003; Meka et al., 2004; Shen et al., 2021).

d. Resistencia a los macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas B

(MLS-B)

La resistencia de Staphylococcus aureus a los antibiéticos MLS-B
puede originarse por varios mecanismos. EI mas comdn involucra la
modificacion del sitio de accién del antibidtico, llevada a cabo por las
enzimas adenilil-N-metiltransferasa Erm, las cuales metilan la adenina
2058 del ribosoma, frente a la eritromicina. Esta modificacién conduce a
la resistencia contra todos los MLS-B. La expresion del gen que codifica
esta enzima, Erm, puede ser constitutiva, lo que resulta en resistencia
generalizada a todos los MLS-B, o inducible, lo que causa resistencia solo
a aquellos antibidticos que inducen la sintesis de la metilasa, como los
macrolidos con anillos de 14 miembros (M14), excluyendo a los cetolidos
(por ejemplo, eritromicina, claritromicina, oleandomicina) (Malhotra et

al., 2009; Steward et al., 2005).
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e.  Resistencia a aminoglucdsidos y espectinomicina

La resistencia a los aminoglucosidos en Staphylococcus aureus
puede originarse por diversos mecanismos, entre los que se incluyen: una
sintesis de  transferasas  (acetiltransferasas,  fosfotransferasas,
nucleotidiltransferasas) que estas alteran a la estructura de la molécula de
aminoglucosido. La plazomicina es el inico aminoglucosido gue no suele
ser modificado por la mayoria de estas enzimas (excepto AAC(20)-1a,b,c),
aunque actualmente no se recomienda para el tratamiento de infecciones
por Staphylococcus aureus. Ademas se ha reportado ausencia de enzimas
responsables del transporte activo de aminoglucésidos dentro de la célula
bacteriana (como ocurre en el metabolismo anaerobico de Staphylococcus
aureus, por ejemplo, dentro del biofilm; Staphylococcus aureus SCV,
variante de colonia pequefia; Staphylococcus aureus subsp. anaerobius)(

Chandrakanth et al., 2008; Soiza et al., 2018).

f. Resistencia a las fluoroquinolonas

Se origina por cambios mutacionales en los genes gyrA y gyrB
(topoisomerasa 1l), parC (grlA) y parE (topoisomerasa IV). Estas
mutaciones ocasionan la sintesis de proteinas con una susceptibilidad
reducida o insensibilidad a las fluoroquinolonas. Ademas, se ha observado
que hay una sobreproduccidon de proteinas codificadas por el cromosoma,
las cuales son causantes de la expulsion las fluoroquinolonas de la célula
bacteriana (NorA, NorB, NorC y SdrM, todas pertenecientes a la
superfamilia MFS), lo que también contribuye a la resistencia. En

Staphylococcus aureus, siendo las mutaciones en los genes gyrA y grlA
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las méas frecuentemente reportadas (Chandrakanth et al., 2008; Soiza et al.,

2018).

2.2.5 Técnicas de la actividad antimicrobiana

2.2.5.1 Concentracién minima inhibitoria (CMI)

Se define como la menor concentracion de un antimicrobiano
(expresada en pg/mL) capaz de inhibir el crecimiento visible de un
microorganis.mo tras 24 horas de incubacion a 37°C. La CMI se considera
el gold standard en la evaluacién de la susceptibilidad antimicrobiana,
superando a otros métodos debido a su capacidad para confirmar
resistencias inusuales y proporcionar resultados definitivos en casos donde

otros métodos resultan indeterminados (Andrews, 2001).

2.2.5.2 Concentracion minima bactericida (CMB)

Es la concentracién minima de un antimicrobiano necesaria para
eliminar méas del 99,9% de los microorganismos viables tras un periodo de

incubacién, usualmente de 24 horas (Horna et al., 2012).

2.2.5.3 Meétodo del Kirby — Bauer

Se trata de una técnica econdmica que proporciona informacion
cualitativa sobre la sensibilidad de un microorganismo a un antimicrobiano
especifico, categorizando los resultados como sensible, intermedio o
resistente. Esta prueba se basa en la difusién de un antimicrobiano
impregnado en un disco de papel, que se coloca sobre una placa de agar
previamente inoculada con el microorganismo en estudio. Si el

microorganismo es sensible al antimicrobiano, se observa una inhibicién
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del crecimiento alrededor del disco, formando un "halo de inhibicion™
visible y medible después de 18 horas de incubacion. EI diametro de esta
zona de inhibicidn permite determinar si el microorganismo es sensible o

resistente al antimicrobiano (Margareta y Lina, 2014).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 AREA DE ESTUDIO

Los especimenes de Dysphania ambrosioides (paico) fueron recolectados en el
distrito de Pusi, ubicado en la Provincia de Huancané, a una altitud de 3822 m.s.n.m. Las
muestras se recolectaron a una latitud sur de 15°26' 22" y una longitud oeste de 69°55'19".
La identificacion taxondmica se llevo a realizar en el "Herbarium Areqvipense™ de la
Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa. El aceite esencial se extrajo en el
Laboratorio de Industrias Medicas y Farmacéuticas S.R.L. en Cerro Colorado, Arequipa.
Posteriormente, se realizd el analisis del perfil cromatografico del aceite esencial en el
Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de la Universidad Nacional San Antonio
Abad del Cusco. Por dltimo, las pruebas experimentales para evaluar el efecto
antimicrobiano del aceite esencial de Dysphania ambrosioides frente a Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus multidrogoresistentes se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Escuela Profesional de Medicina

Humana de la UNA PUNO (Anexo 11).
3.2 DISENO Y TIPO DE ESTUDIO

Se enmarca en un disefio de tipo experimental puro de tipo prospectivo,
cuantitativo y transversal, especificamente se trata de un estudio de ensayo aleatorizado
in vitro. En este tipo de estudio, las cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus multidrogoresistentes fueron asignadas aleatoriamente a
diferentes concentraciones del aceite esencial de Dysphania ambrosioides. Esto permitio

realizar una comparacion y un analisis riguroso de los resultados obtenidos (Hernandez
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et al., 2014; Supo, 2012). Este enfoque metodoldgico garantizd una evaluacion precisa

de los

validez

3.3

efectos de los tratamientos bajo condiciones controladas, lo que fortalecié la

y fiabilidad de los hallazgos alcanzados.

POBLACION Y MUESTRA

3.3.1 Poblacién

Especimenes de Dysphania ambrosioides (paico) del distrito de Pusi,
ubicado en la Provincia de Huancané y aislamientos clinicos de cepas de
Pseudomonas aeruginosa multidrogoresistentes aisladas de secrecion bronquial y
de cepas de Staphylococcus aureus multidrogoresistentes aislados de esputo,
correspondientes a muestras clinicas determinados tipificadas por el Sistema

Vitek 2.0.

3.3.2 Muestra

8 kg de hojas y partes aéreas de Dysphania ambrosioides (paico), 1 cepa
clinica aislada de Pseudomonas aeruginosa con biondmero N°
0003041103500352 multidrogoresistente a Ceftazidina, Ceftazidina/Avibactam,
Cetolozano/Tozobactan, Imipenem, Meropenem, Amicacina, Ciprofloxacino y 1
cepa clinica aislada de Staphylococcus aureus con bionimero N°
010402062763231 multidrogoresistente a Bencilpenecilina, Eritromicina,
Clindamicina, Tetraciclina por el Sistema Vitek 2.0 donde para la determinacion
de CMI/CMB se utilizo 24 unidades experimentales y para la susceptibilidad por
discos de difusion se utilizO 30 unidades experimentales por cada

microorganismo.
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3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Identificacion de los constituyentes volatiles del aceite esencial de

Dysphania ambrosioides.

3.4.1.1 Recoleccion e identificacion del material vegetal

A. Ildentificacion taxondmica

a. Técnica

Guias de identificaciébn botanica basadas en caracteristicas

morfoldgicas en el Herbarium Areqvipense.

b. Fundamento

Los herbarios representan una invaluable reserva de conocimiento
especializado en el ambito de la botanica. Por ejemplo, el renombrado
Herbario Kew en Londres que alberga mas de 7 millones de especimenes
secos recolectados en diversas partes del mundo, algunos de los cuales
datan de hace mas de dos siglos indica que la recoleccion y el
almacenamiento de especimenes vegetales requieren de un meticuloso
trabajo llevado a cabo por individuos con amplios conocimientos en

taxonomia vegetal (Zapata y Florez, 2013).

La arquitectura foliar de las hojas es una herramienta
frecuentemente utilizada en la taxonomia de plantas debido a su
variabilidad entre la diferencia de las flores y frutos. Sin embargo, el color
no es una caracteristica confiable para esta identificacion. A pesar de que

se han realizado estudios sobre la arquitectura foliar, esta falta de

80

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



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

especificacion de estdndar para sus caracteristicas ha generado
desconcierto al interpretar las clasificaciones resultantes. Este término se
refiere a la disposicion y forma de diferentes elementos que componen la
estructura foliar, como la forma de las hojas, su tamafio, los méargenes, la

ubicacion de las glandulas y el patron de venacion (Lu et al., 2012).

C. Procedimiento

La identificacion taxondmica del paico se llevo a cabo mediante la
entrega de un espécimen completo, con previo cumplimiento de cada
detalle del proceso de recoleccién. Esto incluy6 al prensado y secado del
material vegetal en un entorno oscuro, fresco y seco. Adicionalmente, se
elabord una ficha de coleccion con informacién (Anexo 12) detallada que
fue enviada al "Herbarium Areqvipense” de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa, donde
fue analizada por el Mg. Leoncio Marifio Herrera. Como resultado de estas
acciones, se confirmé que el espécimen corresponde a la especie

Dysphania ambrosioides (Anexo 10).

B. Recoleccién

a. Técnica

Manual in situ

b. Fundamento

Los especimenes a recoger deben incluir preferiblemente flores,
frutos y partes vegetativas. Sin embargo, en muchos casos esto resulta

impracticable debido a que la fructificacion y la floracion no coinciden
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temporalmente. Los ejemplares deben ser representativos, saludables y
contar con al menos algunas hojas completamente desarrolladas. Es
importante recolectar las plantas en su habitat natural; por ejemplo, si una
especie suele crecer en bosques de pinos, no es recomendable recolectarla
en éreas cercanas a los caminos, ya que en ocasiones la forma de las hojas,
el color de las flores y otras caracteristicas pueden verse
considerablemente alteradas debido a la exposicion a una alta luminosidad

solar (S&nchez-Gonzélez y Gonzalez Ledesma, 2007).

C. Procedimiento

Los especimenes de "paico” fueron recolectados en el distrito de
Pusi, situado en la Provincia de Huancane, a una altitud de 3822 m.s.n.m
en la LS de 15°26' 22" y auna LO de 69°55'19". Durante el mes de febrero
(2023) se seleccionaron cuidadosamente las partes aéreas de la planta,
incluyendo hojas, tallos y semillas, asegurandose de que estuvieran libres
de cualquier contaminante. Posteriormente, estas partes fueron sometidas
a un proceso de desecacion en condiciones de oscuridad y temperatura

ambiente (Anexo 1).

C. Secado

a. Técnica

Desecacion natural

b. Fundamento

El método de secado a la sombra y bajo abrigo se utiliza en paises

con climas de baja humedad relativa y para secar volumenes pequefios de
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plantas. Es una alternativa popular diferente del secado al sol, ya que se
aprovecha la temperatura ambiente. El material puede colocarse en el suelo
sobre papeles, lonas o telas metélicas, en bandejas o catres, o ser colgado.
Aunque es econdmico y adecuado para regiones con baja humedad, tiene
desventajas en climas himedos, donde puede tomar varios dias completar
el secado y existe riesgo de desarrollo de microorganismos. Ademas, no
es recomendable durante condiciones frias y lluviosas al momento de la
cosecha, ya que permite la entrada de contaminantes y puede atraer
roedores e insectos, lo que resulta en contaminacion y posible deterioro

enzimatico (Davies, 2004).

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 (Palomino,

2016).

C. Procedimiento

El proceso de la desecacion se llevo a cabo en un meson y en un
sitio ventilado y seco, resguardado de la luz solar directa para preservar los
principios activos presentes en las hojas, que son érganos especialmente
sensibles a la degradacion por la radiacion solar. Por un periodo de 25 dias,
se secaron ~10 kg del vegetal en fresco, obteniendo al final ~2 kg de
material vegetal seco mediante el uso de una balanza (marca KIMGMAX

5KG/50BTZ02). Esta técnica asegura la conservacion de los principios
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activos y garantiza la calidad del material vegetal para su posterior

seleccion y uso.

3.4.1.2 Extraccion del aceite esencial

a. Técnica

Hidrodestilacion

b. Fundamento

La técnica de hidrodestilacion se fundamenta en los mismos
principios que la destilacion de vapor, siendo comunmente utilizada para
extraer compuestos no solubles en agua con altos puntos de ebullicion. A
diferencia de la destilacion de vapor tradicional, este método implica
sumergir directamente el material vegetal en agua hirviendo. Esta
variacion ofrece una proteccion adicional a los aceites extraidos, ya que el
agua circundante actla como una barrera térmica, evitando un
sobrecalentamiento excesivo de los compuestos volatiles (Tongnuanchan

y Benjakul, 2014).

C. Procedimiento

Se comenz6 el proceso colocando la malla de soporte dentro de la
camara de extraccion de un hidrodestilador de 20 litros (modelo Inox 340)
vertiendo 3 litros de agua destilada. Luego, se agregaron los especimenes
secos que tras una seleccién cuidadosa que comprendian las hojas, tallos e
inflorescencias con escasas semillas de Dysphania ambrosioides, totaliz6
un peso de 848.7 Kg, la cual se coloco sobre el soporte enmallado del

hidrodestilador. A continuacién, la cdmara se cerrd6 herméticamente
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utilizando seis tornillos. Se comenzé a conectar los componentes restantes
del equipo, como la camara refrigerante y las mangueras de entrada, salida
y recirculacion de agua. Una vez completadas estas etapas, se conecto el
equipo a una fuente de alimentacion de 220V por 3 horas, alcanzando a
una temperatura de ~100°C y una presion cercana a 1 atm. Después de este
tiempo, la mezcla de agua y aceite esencial fue separado utilizando una
pera de decantacion, obteniéndose un volumen de 12 ml de aceite esencial,
con una densidad de 0.86 g/ml y un rendimiento del 1.17%, el cual se
almaceno en un frasco &mbar a 4°C para su posterior analisis fitoquimico

y actividad antibacteriana (Anexo 3).

3.4.1.3 Caracterizacion de los constituyentes del aceite esencial

a. Técnica

Cromatografia de gases acoplado a Espectrometria de masas (CG-

EM)

b. Fundamento

La cromatografia de gases es un método que permite dividir
mezclas complejas, pero el tiempo de retencion de los picos
cromatograficos no es suficiente para identificar inequivocamente los
componentes individuales, especialmente en muestras con numerosos
componentes. Por otro lado, la espectrometria de masas puede identificar
sustancias puras, pero enfrenta dificultades al analizar mezclas sin previa

separacion de los componentes. La combinacion de ambas técnicas, CG-
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EM, permite la separacion e identificacion de mezclas complejas

(Gutiérrez y Droguet, 2002).

Para enlazar la cromatografia de gases con el espectrometro de
masas, se necesitan sistemas adecuados para la conexién debido a que
operan en fases gaseosas Yy necesitan pequefias cantidades de muestra para
el analisis. El principal desafio radica en la diferencia de presiones entre el
efluente de la columna cromatogréafica y el espectrofotometro de masas,
que trabaja a alto vacio. Sin embargo, con la cromatografia de gases

capilar, este acoplamiento resulta mas sencillo.

En resumen, la mezcla de compuestos se separa en la columna
cromatogréafica y los componentes individuales se introducen en el
espectrofotometro de masas para su identificacion. Cada compuesto que
se registra como un pico cromatografico que se identifica mediante su
espectro de masas. El espectrofotometro de masas también actia como
deteccion cromatografica que construye registrando la corriente idnica
total, representada como un cromatograma de area proporcional a la

cantidad del compuesto presente.

C. Procedimiento

El andlisis fitoquimico del aceite esencial de Dysphania
ambrosioides se llevdé a cabo en el Laboratorio de Cromatografia y
Espectrometria de la Universidad de San Antonio de Abad del Cusco. Se
empled un equipo de cromatografia de gases (CG) Agilent 6890N Network
GC - System, acoplado a un espectrometro de masas (EM) Agilent
Technologies 5975B Inert XL GI/CI MSD. Para el analisis
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cromatografico, se utilizé una columna Agilent HP-5MS (5% fenil metil
siloxano) de 30m x 0.25id x 0.5 um. El programa de temperatura del horno
se configurd inicialmente a 60°C, incrementandose gradualmente hasta
alcanzar los 230°C, con un gradiente de 5°C/minuto. La inyeccion se
realiz6 en modo split (con division) con una relacion de 1/80 a 200°C,
utilizando gas helio a un flujo de 1 ml/min y una inyeccion de 0,1 pl del
aceite esencial de Dysphania ambrosioides. Los datos obtenidos se

analizaron mediante un escaneo de masas en un rango de 40 a 500 u.m.a.

Para identificar los compuestos volatiles presentes en el aceite
esencial, se compararon los espectros de masas obtenidos con la base de
datos del National Institute of Standards and Technology version 11 (NIST
v11), que proporciona el contenido relativo de cada componente en el
aceite esencial en forma de porcentaje. Cada pico cromatografico
representaba la presencia de un compuesto, permitiendo obtener datos

porcentuales del contenido de cada componente identificado (Anexo 2).
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3.4.2 Determinacion de la actividad antimicrobiana in vitro a diferentes
concentraciones del aceite esencial de Dysphania ambrosioides frente
a  Pseudomonas  aeruginosa y  Staphylococcus  aureus

multidrogoresistentes.

3.4.2.1 Obtencidn de las cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa y

Staphylococcus aureus multidrogoresistentes

a. Técnica

Equipo automatizado VITEK 2.0, modelo 211 Serie
000013D4383F, segun los parametros de interpretacion del M100-S28-

2018 sobre resistencia natural del CLSI.

b. Fundamento

El sistema VITEK empleado en este estudio fue desarrollado por
bioMérieux con el propdsito de automatizar la identificacion y pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana. Posteriormente, este sistema fue mejorado
y denominado VITEK 2. La version mejorada automatiza todos los pasos
necesarios para la identificacion y determinacion de la susceptibilidad
antimicrobiana una vez que se ha cargado un indculo estandarizado en el
sistema. Las muestras son analizadas cada 15 minutos mediante una
evaluacion cinética de sefiales de fluorescencia, turbidez y colorimetria.
Los resultados se obtienen en un plazo de 3 horas para la identificacion y

de 2.5 a 18 horas para las pruebas de susceptibilidad (Nimer et al., 2016).

Los paneles de prueba ID-GPC comprenden 46 pruebas

fluorimétricas que englobaban analisis de cambio de pH y derivados para
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identificar aminopeptidasas y -osidasas. Los sustratos usados para detectar
aminopeptidasas estan ligados con 7-amino-metilcumarina (7AMC),
mientras que los sustratos para detectar -osidasas generalmente estan
ligados con 4-metilumbeliferona (4MU). Los 21 sustratos de prueba
incluyen, entre otros, 4MU-a-l-arabinofuranésido, 4MU-a-d-galactdsido,
4MU-a-d-glucdsido, 4MU-a-d-N-acetilneuraminico, 4AMU-B-d-
galactésido, 4MU-B-d-glucésido, 4MU-B-d-glucuronido, 4MU-B-d-
manosido, 4MU-n-acetil-p-d-glucosaminida, 4MU-fosfato, alanina-
7TAMC, arginina-7AMC, aureasa (butiloxicarbonil-Val-Pro-Arg-AMC),
histidina-7AMC, acido a-glutdmico-7AMC, treonina-7AMC, lisina-
7AMC, fenilalanina-7AMC, prolina-7AMC, &cido piroglutamico-7AMC
y tirosina-7TAMC. Ademas, la tarjeta ID-GPC incluye 16 pruebas de
fermentacion (para d-rafinosa, amigdalina, arbutina, d-galactosa, glicerol,
d-glucosa, l-arabinosa, lactosa,  d-maltosa, d-manitol,  N-
acetilglucosamina, salicina, d-sorbitol, d-trealosa, d-melibiosa y d-xilosa),
dos pruebas de descarboxilasa (para ornitina y arginina) y seis pruebas
miscelaneas (para ureasa, piruvato, optoquina, novobiocina, sulfato de

polimixina B y NaCl al 6%) (Nonhoff et al., 2005).

C. Procedimiento

- Preparacion del indculo: Se toma una muestra del cultivo
bacteriano de Staphylococcus aureus o Pseudomonas aeruginosa y
se suspende en un medio de cultivo estéril adecuado, como caldo de
cultivo o soluciéon salina. La concentracion del inoculo debe
ajustarse segun las normativas estandar, siguiendo la escala de

McFarland 0.5 (EPA, 2016).

89

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

; hﬂ UNIVERSIDAD

- Preparacion de las tarjetas de identificacion y susceptibilidad:
Se insertan las tarjetas de identificacion y susceptibilidad en el
sistema VITEK 2. Estas tarjetas contienen una variedad de sustratos
y reactivos necesarios para la identificacion de la especie bacteriana
y la determinacion de su susceptibilidad a los antibidticos (EPA,

2016).

- Inoculacion de las tarjetas: Se inoculan las tarjetas con el indculo
preparado anteriormente. Esto se realiza mediante la transferencia de
una cantidad especifica de la suspension bacteriana a los pocillos
designados en las tarjetas. La distribucién del inoculo se realiza

siguiendo las instrucciones del fabricante del sistema (EPA, 2016).

- Carga del sistema y configuracion del ensayo: Se carga la bandeja
de tarjetas en el sistema VITEK 2 y se configura el ensayo
correspondiente para Pseudomonas aeruginosa o Staphylococcus
aureus. Esto implica ingresar la informacién del paciente y
seleccionar el protocolo de identificacién y susceptibilidad adecuado

(EPA, 2016).

- Incubacion y lectura de los resultados: El sistema VITEK 2 incuba
las tarjetas a una temperatura y tiempo especificos y luego analiza
los cambios en las condiciones de crecimiento y metabolismo de las
bacterias en cada pocillo de la tarjeta. La lectura de los resultados se
realiza mediante la deteccibn de cambios en la turbidez,
fluorescencia o colorimetria de los pocillos (EPA, 2016) (Anexo 8 y

9).
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- Interpretacion de los resultados: Una vez completada la
incubacidn, el sistema VITEK 2 genera un perfil de identificacion y
susceptibilidad antimicrobiana para cada cepa bacteriana. Estos
perfiles se comparan con bases de datos de referencia para confirmar
la identificacion y determinar la susceptibilidad a diferentes
antibidticos como resultado se tipificO Pseudomonas aeruginosa con
bionimero  N° 0003041103500352 multidrogoresistente  a
Ceftazidina,  Ceftazidina/Avibactam,  Cetolozano/Tozobactan,
Imipenem,  Meropenem,  Amicacina,  Ciprofloxacino vy
Staphylococcus aureus con bionimero N° 010402062763231
multidrogoresistente a Bencilpenicilina, Eritromicina,

Clindamicina, Tetraciclina (EPA, 2016).

3.4.2.2 Concentracion minima inhibitoria frente a Pseudomonas

aeruginosa y Staphylococcus aureus

a. Técnica

Macrodilucién en caldo (Clinical and Laboratory Standards

Institute, 2018)

b. Fundamento

En el método de macrodilucion, se utiliza una serie de tubos para
cada combinacion de microorganismo y antimicrobiano. Para comenzar,
se preparan tubos que contienen 1 ml de caldo estéril. Existen dos métodos
para preparar los tubos con diferentes concentraciones de antimicrobiano.
Uno implica agregar cantidades variables de solucion antimicrobiana a

cada tubo, mientras que el otro implica realizar diluciones seriadas a partir
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de un tubo con la concentracién més alta de antimicrobiano. Se incluye un
tubo de control sin antimicrobiano que solo contiene caldo (Rivas y Pérez,

2021).

Posteriormente, se agrega 1 ml de indéculo a cada tubo,
asegurandose de que la concentracion final esté entre 1y 5 x 10° UFC/ml.
Los tubos se incuban durante un periodo y a una temperatura especifica
para el microorganismo en cuestion. Después de la incubacion, algunos
tubos pueden presentar turbidez, mientras que otros pueden no mostrar
ningun signo de crecimiento teniendo en cuenta que la concentracién
minima inhibitoria (CMI) se define como la menor concentracion de
antimicrobiano que inhibe completamente el crecimiento bacteriano, es
decir, aquellos tubos que no presentan turbidez. El tubo de control sin
antimicrobiano deberia mostrar turbidez como indicacion de crecimiento

bacteriano (Rivas y Pérez, 2021).
c.  Procedimiento

Tanto para Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus se
prepararon diluciones dobles en tubos de 13x100 mm (Marca Pyrex). Se
partié de una solucién madre que contenia 4 ml de aceite esencial y 1 ml
de reactivo Tween 80 de la Marca Omnichem SAC (Lote N°
211012G010997), obteniendo un total de 5 ml de solucidn, representando
una concentracion del aceite esencial de 800 pl/ml. A partir de esta
solucion madre, se realizaron diluciones para 200 ul/ml, 100 pl/ml, 50
pl/ml; 25 pl/ml, 12.5 pl/ml hasta obtener 6.25 ul/ml. Inicialmente, se

colocaron 500 pl de la solucion (aceite esencial) en el primer tubo y luego
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se afiadieron 500 ul del diluyente (Tween 80), totalizando 1 ml en el primer
tubo de ensayo. Luego, utilizando una micropipeta automatica (Marca Inn
Opette TM Basic, rango de 100 — 1000 pl), se transfirieron 500 pl al

segundo tubo, y asi consecutivamente.

Simultdneamente, se realizd las preparaciones de las suspensiones
bacterianas utilizando 5 ml de caldo Mdueller Hinton (Marca Merk
1.10293.0500) y 3 a 5 colonias para cada bacteria hasta lograr una turbidez
equivalente a 0.5 en la escala de Mc Farland (Marca Emarin SDA S.A.
LOT 210914). Se afadieron 500 ul de esta suspension a cada uno de los
tubos que contenian las diluciones dobles del aceite esencial, alcanzando

un volumen total de 1 ml en cada tubo de ensayo.

Para los controles, se utiliz6 1000 pl del diluyente Tween 80 para
el control negativo, y 1000 ul de la suspension bacteriana (0.5 Mc Farland)
para el control positivo. Todos los tubos se incubaron a 37°C durante 24
horas, posteriormente se midi6 su turbidez a 620 nm en un
espectrofotometro (Marca Spectronic 20D de Milton Roy Company).
Todos los tratamientos (diluciones) se llevaron a cabo por triplicado

(Anexo 6).

3.4.2.2 Concentracion minima bactericida frente a Pseudomonas

aeruginosa y Staphylococcus aureus

a. Técnica

Recuento de UFC en placa
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b. Fundamento

La concentracion minima bactericida (CMB) que se refiere a la
cantidad mas menuda del antimicrobiano necesaria para eliminar el 99.9%
del indculo original, lo que equivale a una reduccion de 3 logaritmos
decimales. Usualmente, este recuento se realiza mediante técnicas de
cultivo. Los métodos de macro o microdilucion, utilizados para determinar
la concentracion minima inhibitoria (CMI), también se emplean para
calcular la CMB, donde se enfrentan bacterias y antimicrobianos en un

caldo (Rivas, 2021).
C. Procedimiento

A partir de los tubos con caldos inoculados con las bacterias se
extrajeron 10 pl a las placas Petri de 90x15 mm, (Marca Biodes
P180219320) con agar nutritivo (Marca Merck 1.05450.0500), siendo
incubadas durante 24 horas. Posteriormente, se realiz6 el recuento de las
unidades formadoras de colonias, donde todos los tratamientos

(diluciones) se llevaron a cabo por triplicado (Anexo 6).

Finalmente, se realiz6 un analisis de regresion y correlacion lineal
que previa verificacion de los supuestos de la prueba, luego de obtener la
ecuacién de regresion se calcul6 la concentracion de aceite esencial que
fue capaz de dejar 1 UFCx100/ml para calcular el CMI y de no dejar
ninguna UFCx100/ml para el CMB.

_UFC—a

[AE] p

[AE]=Concentracion de aceite esencial de Dysphania ambrosioides
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UFC=NUmero de unidades formadoras de colonias por 100 en 1 mililitro

a= Constante que corta el eje de la ordenada (UFC) cuando la AE es cero

b= Pendiente de la ecuacion que indica la relacion de progreso entre la AE

y laUFC

3.4.2.3 Susceptibilidad antibiotica en Pseudomonas aeruginosa y

Staphylococccus aureus

a. Técnica

Difusion en disco (Kirby — Bauer modificado)

b. Fundamento

El procedimiento de difusion en disco Kirby-Bauer, estandarizado
y accesible, ofrece una opcion valida para laboratorios que no disponen de

métodos automatizados mas avanzados, como la microdilucion en caldo.

Al colocar un disco de papel de filtro de 6 mm, impregnado con
una concentracion conocida de antimicrobiano, sobre una placa de agar
Mdeller-Hinton (MH), el agua del agar es absorbida rapidamente por el
disco, iniciando asi la difusion del antimicrobiano en el agar circundante.
La velocidad de difusion en el agar, més lenta que la velocidad de
extraccién del antimicrobiano del disco, genera una mayor concentracion
de antimicrobiano cerca del disco, con una disminucién logaritmica a
medida que se aleja. Esta velocidad depende de las propiedades del
antimicrobiano y del peso molecular, resultando en una zona de inhibicion

Unica que indica la susceptibilidad del microorganismo (Hudzicki, 2009).
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Si la placa de agar se inocula previamente con una suspension del
patdgeno, el crecimiento bacteriano y la difusion de los antimicrobianos
ocurren simultdneamente. El crecimiento que se produce cuando las
bacterias superan los efectos inhibidores del antimicrobiano, alcanzando
una masa critica. El tiempo estimado para este proceso varia segun el
patdgeno y las condiciones de incubacién. La profundidad del agar afecta
el tamafo de la zona de inhibicion, siendo mayor en capas superficiales

(Hudzicki, 2009).

La masa critica se alcanza cuando se observa un circulo de
crecimiento bacteriano alrededor del disco. La concentracion de
antimicrobiano en este punto, conocida como concentracién critica, se
correlaciona con la concentracion minima inhibitoria obtenida en pruebas

de susceptibilidad en caldo (Hudzicki, 2009).

C. Procedimiento

Se empleo papel filtro Whatman N° 2 para la confeccion de discos
de susceptibilidad con didmetro de 6mm, previa esterilizacion (Bender
FD-56) a 150 °C por 60 minutos (calor seco). Seguidamente, los discos se
coloraron sobre una placa Petri estéril, donde en cada uno de ellos se
depositaron 10 pl de las concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.5y 6.25
pl/ml del aceite esencial de Dysphania ambrosioides. Luego se dejo
reposar por 15 minutos para la absorcion 6ptima. Para los controles, se
afiadieron 10 pl de Tween 80 (Marca Omnichem SAC (Lote N°

211012G010997) para el control negativo, mientras que los discos de
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susceptibilidad comerciales como clorhexidina y gentamicina (Marca

Biodisc SAC GM23) (10ug) fueron utilizados como control positivo.

La preparacion de las suspensiones bacterianas de interes se ajustd
a la turbidez de 0.5 en la escala de McFarland (Marca Emarin SDA S.A.
LOT 210914). Posteriormente, con un hisopo estéril, se inocularon en las
placas de agar Mueller-Hinton (Merck 1.05437.0500) para Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus. Tras un reposo de 5 minutos, se
colocaron los discos de susceptibilidad con pinzas (Marca Termalimex
20CM), aplicando una leve presion para asegurar su fijacion en el medio
de cultivo. Las placas sembradas seguidamente se pasaron a poner en la
incubadora (H. W. Kessel S.A.Lote N° 2000207) a 37°C por 24 horas.
Finalmente, se midieron los halos de susceptibilidad utilizando un vernier

(Marca Uyustools CLAO006) en un fondo oscuro (Anexo 7).

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

La composicion fitoquimica se expres6 en porcentajes (%) segun los resultados
obtenidos mediante cromatografia de gases y espectrometria de masas (CG-EM). Para
evaluar la susceptibilidad antibacteriana de las dos cepas clinicas frente al aceite esencial
de Dysphania ambrosioides, se utilizaron tres técnicas: el halo de inhibicién (mediante
difusion en disco) en milimetros, la concentracion minima inhibitoria (CMI) en
microlitros por mililitro y la concentracion minima bactericida (CMB) en unidades

formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml).

Para comparar el CMI y la CMB entre los diferentes tratamientos, se tomo a cabo
un analisis de regresion y correlacion lineal de Pearson, después de verificar la
normalidad de los datos con el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas con
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el test de Breusch-Pagan, ademas se verifico la independencia de los residuos del modelo

mediante el test de Durbin-Watson.

Para la comparacion de los halos de inhibicién entre los tratamientos, se evaluo
inicialmente la normalidad de los datos con el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad
de varianza con el test de Levene. Si los datos cumplian con estas condiciones, se aplicaba
el andlisis de varianza (ANOVA) para determinar si existian diferencias significativas
entre los tratamientos. En caso de encontrar diferencias significativas, se empleaba la
prueba de comparaciones multiples de T-student (Prueba de Tukey) para identificar
cudles de las medias de los tratamientos eran estadisticamente diferentes entre si. Para los
casos en que los datos no cumplian con las condiciones previas, se utilizé una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis con un 0=0.05, seguida de la prueba de comparaciones

multiples de Dunn (prueba de Dunn-Bonferroni).

Todos los estadigrafos fueron valorados a un nivel de significancia del 5%, a partir
de la matriz de tabulacion de datos (Anexo 13) procesada con el R version 4.4.1 (2024-

06-14 ucrt) -- "Race for Your Life".
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CONSTITUYENTES VOLATILES DEL ACEITE ESENCIAL DE

Dysphania ambrosioides.

Tabla 6

Constituyentes volatiles del aceite esencial de Dysphania ambrosioides identificados

por CG-EM
Pico TR Compuesto Libreria Nist 11 CAS Calidad Con_tenido
relativo (%0)
1 8.7013 B-Mirceno 000123-35-3 83 0.1523
2 9.1073 (+)-4-Careno 029050-33-7 96 0.8945
3 9.2722 Acido acético, éster hexilico 000142-92-7 86 0.2295
4 9.4033 (+)-3-Careno 000498-15-7 96 0.1869
5 9.6316 (+)-4-Careno 029050-33-7 98 26.4689
6 9.8515 Benceno, 1-metil-3-(1-metiletil)- 000535-77-3 95 20.1616
7 9.9403 D-Limoneno 005989-27-5 99 0.0791
8 9.9911 B-Felandreno 000555-10-2 94 0.0841
9 10.7818  y-terpineno 000099-85-4 96 1.1832
10 11.6995 a,p-dimetilestireno 001195-32-0 94 0.1177
11 12.4056  2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraeno, E,E- 000460-01-5 87 0.0757
12 13.5262  (-)-Alcanfor 000464-48-2 93 0.0600
13 13.7503 ﬁ:B“ta”O“a' 1-biciclo[4.1.0]hept-7- 54764 6.4 72 0.1538
14 14.9809 trans-Piperitol 016721-39-4 89 0.0799
15 16.5243  (+)-2-Careno 1000149-94-6 91 43.9754
16 168626 / Oxabiciclo[4.10lheptan-2-0na, 3- 5059 99 7 g7 0.4226
metil-6-(1-metiletil)-
17 17.4250 Fenol, 2,3,4,6-tetrametil- 003238-38-8 81 0.0623
18 17.9367  p-timol 003228-02-2 94 0.3401
19 18.7570 Eucarvona 000503-93-5 93 0.1298
20 19.6577 Acetato de nerilo 000141-12-8 87 0.1616

Nota: TR: Tiempo de retencion (minutos), CAS: NUmero para identificacion de la molécula, Calidad=Porcentaje de

coincidencia con la Base de Datos Nist 11

Fuente: Reporte Analisis CG-EM, NIST v11

En la Tabla 6, se presenta informacion relevante sobre el cromatograma del aceite

esencial de Dysphania ambrosioides, obtenido mediante cromatografia de gases acoplada
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a espectrometria de masas (CG-EM). En ella se detallan los tiempos de retencion de los
constituyentes volatiles detectados, asi como su pureza y el porcentaje de concentracion
relativa en cada uno de los picos correspondientes. Estos datos se compararon con el

espectro de masas almacenado en la biblioteca de la base de datos NIST v11.

Se encontrd principalmente 20 compuestos volatiles correspondientes al aceite
esencial de Dysphania ambrosioides. Los constituyentes volatiles predominantes fueron
el (+)-2-careno (44%), seguido por el (+)-4-careno (26%) y el m-cimeno (20%). El resto
de los compuestos en el paico presentaron una concentracion muy por debajo del 1.5%.
Entre ellos destacan el y-terpineno (1.2%), 7 Oxabiciclo[4.1.0]heptan-2-ona, 3-metil-6-
(1-metiletil)- (0.4%), p-timol (0.3%), acido aceético, éster hexilico (0.2%), acetato de

nerilo (0.2%), eucarvona (0.1%) y a,p-dimetilestireno (0.1%).

La presencia de las moléculas identificadas en el aceite esencial extraido de
Dysphania ambrosioides fueron informadas en investigaciones anteriores, asi tenemos
que Kandsi et al. (2022) reportaron para aceites esenciales procedentes de Marruecos que
los compuestos mas abundantes en el tallo son (+)-4-Careno (50.50%), -Acetato de -
ciclogeraniol  (22.64%) vy (1R,2R,3R,5S)-(-)-Isopinocanfeol  (8.87%) %),
respectivamente, mientras que en el aceite esencial de hojas el (+)-4-Careno (46.2%) fue
el principal compuesto, seguido del m-Cimeno (20.74%) y el -Acetato de terpineol
(14.5%). Ademas, se ha demostrado que el butanoato de trans-terpinilo es el principal
fitoconstituyente del aceite esencial de flores con un 31.13%, seguido del (+)-4-careno
(28.05%) y (1R,2R,3R,5S)-. (-)-isopinocanfeol (18.06%). El aroma perfumado del AE de
Dysphania ambrosioides esta relacionado principalmente con el ascaridol, que es uno de
sus componentes principales (Singh y Pandey, 2022). Sin embargo, en el presente estudio

el ascaridol no se ha detectado.
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Otros estudios también han identificado que los constituyentes de los aceites
esenciales de las partes aéreas de Dysphania ambrosioides variaron significativamente.
Por ejemplo, en el estudio de Boutkhil et al. (2009), se encontraron principalmente el
terpineno (61.04%), el 4-careno (13.55%) y el p-cimeno (12.94%). Por otro lado, el
estudio de Pavela et al. (2018) registrd cis y trans ascaridol en proporciones del 35.4% y
26.0%, respectivamente, junto con p-cimeno (29.2%) como los componentes principales.
Estas variaciones en la composicion se deben a diversas variables presentes en los
estudios, como el tipo de suelo, los indices de pluviosidad, la intensidad del viento, la
época y la temporada de recoleccion. Tales diferencias han sido previamente

documentadas (Chu et al., 2011).

En Brasil, Lacerda et al. (2021) para el perfil fitoquimico del aceite esencial de
Dysphania ambrosioides estudiado establecida mediante cromatografia tuvo como
constituyente mayoritario terpineno, con un porcentaje de 30.53%, timol y o-cimeno,
18.11% y 13.68%, respectivamente; lo cual difirié de lo presentado aqui ya que el y-
terpineno representd solo 1.18% y el B-mirceno 0.15%, concentraciones que fueron muy

inferiores.

Para Nigeria, Fatokun et al. (2019) indican que en el analisis fitoquimico mediante
cromatografia de gases acoplada a CG-EM reveld la presencia de un total de veinte
compuestos en el aceite esencial de Dysphania ambrosioides entre ellos co-terpineno
(48.68%), o-cimeno (21.71%) y trans-beta-terpinil butanoato (17.15%), seguido de
compuestos menores como ascaridol (5.67%), gamma-terpineno (2.16%) y el D-
limoneno (1.83%). Es importante destacar que los cambios en la composicién pueden
ocurrir incluso después de la extraccion de los aceites esenciales debido a reacciones

quimicas, como la autooxidacion del a-terpineno. Esta reaccién puede aumentar la
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concentracion de otros componentes, como el ascaridol, mientras reduce su propia

concentracion al entrar en contacto con el aire (Rudbéck et al., 2012)

La variacion en el porcentaje y los componentes quimicos puede deberse a las
diversas ubicaciones geogréaficas existentes, el tiempo de recoleccidn de brotes/hojas en
diferentes etapas, los procedimientos de extraccion y los métodos de secado (Rohloff et
al. 2005). Otros factores que determinan la variabilidad en la composicion quimica del
AE de Dysphania ambrosioides pueden ser genéticos y estar basados en la evolucion de

las especies junto con las condiciones fisioldgicas y ambientales (Figueiredo et al. 2008).

Asimismo, Mokni et al. (2019) en Tunez, empleando hidrodestilacion y CG-EM
y GC-FID identificaron 44 componentes en el aceite esencial extraido, entre los cuales se

encontraban cis-ascaridol (60.33 %), m-cimeno (22.17 %) y a-terpineno (1.79 %).

Segun Ali et al. (2021) de Pakistan realizando el analisis de CG-EM demaostraron
que el aceite esencial contiene 4-careno en un 56.59% y el segundo compuesto méas
abundante el o-cimeno, en un 41.46%, los cuales informaron por primera vez en esta
especie, no encontrando a escaridol, lo cual en cierta medida coincide con lo hallado aqui

respecto al (+)-2-careno en un 43.98%.

En Marruecos, Ali et al. (2021) mencionan haber determinado altos niveles de a-
terpineno (53.4%), ascaridol (17.7%) y y-cimeno (12.1%), junto con otros componentes
presentes en cantidades relativamente menores, como carvacrol (7.3%) e isoascaridol
(2.1%). Estas composiciones fueron notablemente similares a las encontradas por
Muhayimana et al. (1998) quienes encontraron en el aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides recolectado en el norte de Taiwan que estaba compuesto principalmente

por a-terpineno (30.5%), p-cimeno (17.3%), carvacrol (16.2%) y ascaridol (15.1%).
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En Brasil, Degenhardt et al. (2016) identificaron como principales fitoquimicos
presentes en el aceite esencial, el p-cimeno (42.32%) y ascaridol 2 (49.77%), lo cual
difiri6 de lo encontrado aqui ya que no se reportaron estos compuestos en el

cromatograma.

Como se puede observar hay variaciones en el porcentaje de los compuestos
analizados en diferentes estudios. Por ejemplo, el m-cimeno que es un fitoquimico similar
a p-cimeno, que representa el 20.0% del aceite esencial en este estudio, mostré una ligera
similitud en comparacion con el estudio realizado por Cavalli et al. (2004) en Madagascar
que representd el 16.2%, Chekem et al. (2010) en Camerdn que lo encontraron en un
23.4% vy por Singh et al. (2008) en India que revelaron constituye un 25.77%. Sin
embargo, existen otras investigaciones como las realizadas por Jardim et al. (2008) sobre
el aceite esencial de Dysphania ambrosioides obtenido en Brasil que indican representd
solo un 2.0%, o en contra parte a la de Tapondjou et al. (2002), quienes encontraron
concentraciones superiores a 50% de p-cimeno. Estas diferencias en la composicién
quimica pueden atribuirse a factores como la variabilidad genética de la planta, las
condiciones de crecimiento, el clima y los métodos de extraccion utilizados en cada

estudio (Owolabi et al., 2009).

Brahim et al. (2015) informaron que, mediante el analisis realizado con CG-EM,
detectaron la presencia de un total de 24 compuestos del aceite Chenopodium
ambrosioides var. ambrosioides. Entre los principales constituyentes identificados se
destacan el a-terpineno (23.77%), el ascaridol (14.48%), el p-cimeno (12.22%), el neral
(8.08%), el geraniol (5.60%), el isoascaridol (2.96%) y el 2-careno (2.77%), lo cual se
aproxima a los 30 compuestos diferentes encontrados aqui, de los cuales 20 de ellos

resultaron importantes representando el 95.02% entre ellos el (+)-2-careno (~44%).
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Ademas, la composicion quimica encontrada aqui también difiere de los hallazgos
reportados por Alitonou et al. (2012), quienes estudiaron tres aceites esenciales extraidos
de Chenopodium ambrosioides de Benin, Brasil encontrando principalmente a-terpineno

(48.8-63.7%), ascaridol (11.7-9.7%), p-cimeno (15.4-19.1%) e isoascaridol (0.7-2.5%).

Por otro lado, Almeida et al. (2019b) mediante cromatografia del aceite,
identificaron la presencia de 16 constituyentes. Entre ellos, ¢l monoterpeno a-terpineno
destaco como el principal compuesto, representando el 54.09% de la composicion total.
Asimismo, el Ascaridol se destacé como el segundo terpeno mas abundante en el aceite,

con un 15.13%.

Asimismo, los componentes predominantes sobre el aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides procedente de distintas regiones como Yemen fueron el
ascaridol (54.2%), isoascaridol (27.7%) y p-cimeno (8.1%) (Al-kaf et al., 2016); otro
estudio como el de Madagascar tambiéen report6 ascaridol (41.8%), isoascaridol (18.1%)
y p-cimeno (16.2%), (Cavalli et al., 2004). En Cuba se report6 algo similar como es
ascaridol (30.5-47.1%), p-cimeno (20.2-21.1%) y a-terpineno (17.0-20.7%) (Monzote et
al., 2011); en Brasil se hall6 ascaridol (61.4%) e isoascaridol (18.6%) (Potawale et al.,
2008), mientras que en Uttarakhand (India) se determind ascaridol (45.0%), isoascaridol
(2.9%), p-cimeno (27.1%) y a-terpineno (8.3%) (Lohani et al., 2012), mientras que en
China se reportd ascaridol (29.7%), isoascaridol (13.0%) y p-cimeno (12.7%) (Chu et al.,

2011).

Otras investigaciones como en Nigeria desarrollada por Owolabia et al. (2009)
reportaron a-terpineno (63.1%), p-cimeno (26.4%) y ascaridol (3.9%), mientras que en
Chenopodium ambrosioides silvestre del Himalaya India, Lohani et al. (2012) revelaron

la presencia de a-terpineno (44.7%), p-cimeno (21.3%) y ascaridol (17.9%)], y en el sur
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de la India por Gupta et al. (2002) hallaron a-terpineno (63.6%) y p-cimeno (19.5%).
Asimismo, en Marruecos, Zefzoufi et al. (2020) observé que los componentes principales
fueron ascaridol (34%), a-terpineno (13.3%), p-cimeno (18.2%), timol (6.4%), y

carvacrol (6.1%).

En Nigeria, Owokotomo (2022) observo que el origen geografico de la planta
tiene alta influencia en Chenopodium ambrosioides sobre su composicion quimica
identificando ocho metabolitos principales que representaron el 99.6% del aceite como
son el a-terpineno (41.36%), acetato de a-terpinenilo (31.81%), timol (8.23%), carvacrol
(6.7%), p-cimeno (5.76%), fitol (2.97%), ascaridol (2.62%) y alcanfor (0.18%), difiriendo

de lo reportado aqui.

En India, Prasad et al. (2010) han reportado que el m-cimeno es el componente
principal, representando el 43.9% del aceite. En Camerun se ha descubierto que el p-
cimeno constituia el 50.00% del aceite esencial (Tapondjou et al., 2002). En este estudio,
solo se encontr6 un 20% del tipo m-cimeno. En Brasil, se encontré 80% del contenido
era ascaridol, en contraste con el 0% registrado en esta investigacion (Jardim et al., 2008).
Las discrepancias observadas podrian deberse a diversos factores, como las condiciones
climéticas, la edad de las plantas, las estaciones del afio, aspectos geoldgicos o los

tratamientos aplicados después de la cosecha (Owokotomo, 2022).

En otras investigaciones como el de Ouadja et al. (2021) el aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides originario de Kara, en el norte de Togo, revelaron que los
principales metabolitos fueron 2-careno (37.79%), O-cimeno (33.27%) y a-terpineno
(20.94%). Por otro lado, el aceite esencial de Chenopodium ambrosioides cultivado en
Lomé, en el sur de Togo, que experimenta un clima tropical himedo con suelos salinos,

mostré una composicion diferente, en lugar del componente 2-careno, contenia neral y
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geraniol siendo ademas los principales metabolitos del aceite esencial de Lomé el

ascaridol, p-cimeno, neral y geraniol (Koba et al., 2009).

Y el contenido de 6-3-careno en el aceite esencial de las hojas de Chenopodium

ambrosioides fue notablemente alto, representando el 61.51%, seguido del p-cimeno con

un 14.67%y el 1,2:3,4-diepoxi-p-mentano con un 6.19%. Por otro lado, el aceite esencial

de las inflorescencias también tuvieron los mismos compuestos, aunque con cantidades

variables como el 6-3-careno que represento el 44.29%, el 1,2:3,4-diepoxi-p-mentano que

alcanzd el 19.46% y el p-cimeno que fue del 17.85% (Kasrati et al., 2024). Al respecto,

en lo reportado aqui el 3 careno solo representd el 0.19%.

Tabla 7

Clasificacion de los constituyentes volatiles del aceite esencial de Dysphania

ambrosioides identificados por CG-EM

Tipo de Metabolito Peso Formula  Saturacion Ciclaje
compuesto molecular  quimica
(g/mol)
-mirceno 136.234 CioHis Aciclico
2,6-dimetil-1,3,5,7- 134.2182 CioH14
octatetraeno, E,E-
D-limoneno 136.234 CioH16 Monociclico
B-felandreno 136.234 CwHis  Hidrocarburo
y-terpineno 136.234 CioHis (69%)
(+)-4-Careno 136.234 CioHis Biciclico
(+)-3-Careno 136.234 CioHis
Mon(cétseor/i) )enos (+)-4-Careno 136.234 CioHise
(+)-2-Careno 136.2340 CioHise
Eucarvona 150.2176  CyoH10 Monociclico
trans-piperitol 154.2493  CyoH1s0
(-)-Alcanfor 152.2334  CyoH160 . Biciclico
7 168.2328  CioHisO2 Ox('é”f;f;do
Oxabiciclo[4.1.0]heptan-
2-ona, 3-metil-6-(1-
metiletil)-
Compuestos  Acido acético, éster 144.2114  CgH1602 Aciclico
estéricos (10%) hexilico Oxigenado
Acetato de nerilo 196.286  Ci2H200:
Hidrocarburos ~ m-Cimeno 134.2182 CioHia Monaciclico
aromaticos a,p-dimetilestireno 132.2023 CioHi;  Hidrocarburo
(10%)
Compuestos Fenol, 2,3,4,6-tetrametil-  150.2176  Cy0H140 Monoaciclico
fendlicos (10%) p-timol 150.2176  CioH140 Oxigenado
Compuestos 1-Butanona, 1- 166.26 C11H150 Biciclico

cetonicos (5%)  biciclo[4.1.0]hept-7-il-

Fuente: Elaboracion propia segun los datos de NIST
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La Tabla 7, proporciona una clasificacion detallada de los constituyentes
fitoquimicos detectados en el aceite de Dysphania ambrosioides, organizados en cinco
grupos segln su estructura y composicién quimica. Destaca el predominio de los
monoterpenos pertenecientes a los terpenos, los cuales representan el 65% del total de los
compuestos volatiles. Entre estos se encuentran los monoterpenos hidrocarbonados
aciclicos (p-mirceno y el2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraeno, E,E-), monoterpenos
hidrocarbonados monociclicos (D-limoneno, p-felandreno y el y-terpineno),
monoterpenos hidrocarbonados biciclicos ((+)-4-Careno, el (+)-3-Careno, el (+)-4-
Careno, el (+)-2-Careno); monoterpenos oxigenados monociclicos (eucarvonay el trans-
piperitol) 'y los monoterpenos oxigenados biciclicos ((-)-Alcanfor y el
70xabiciclo[4.1.0]heptan-2-ona,  3-metil-6-(1-metiletil)-).  Especificamente,  los
monoterpenos hidrocarbonados constituyeron el 69%, seguido de los monoterpenos

oxigenados, que representan el 31%.

En cuanto a los otros grupos de compuestos volatiles encontrados, estos
representaron el 35% del total. Dentro de esta categoria, se destaca que el 10%
correspondieron a compuestos estéricos (acido acético, éster hexilico y acetato de nerilo),
otro 10% correspondié a hidrocarburos aromaticos (m-cimeno y o,p-dimetilestireno), un
10% a compuestos fendlicos (fenol, 2,3,4,6-tetrametil- y p-timol) y el restante 5% a
compuestos cetdnicos (1-Butanona, 1-biciclo[4.1.0]hept-7-il-) entre los cuales se

encuentran aquellos de naturaleza hidrocarbonada y oxigenada.

De este modo existen investigaciones como la de Degenhardt et al. (2016) en
Brasil que identificaron como principales fitoquimicos presentes en el aceite esencial, el
p-cimeno y ascaridol. Estos dos monoterpenos, en conjunto, constituyeron el 92.09% del

aceite esencial estudiado.
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En Yemen, Al-kaf et al. (2016) identificaron un total de once compuestos, los
cuales constituyeron el 94.1% del aceite analizado siendo los principales componentes
del aceite esencial los monoterpenoides oxigenados, presentes en una concentracion del

85.3%, y los hidrocarburos monoterpénicos, que representaron el 8.8%.

Un analisis llevado a cabo en Marruecos por Zefzoufi et al. (2020) sobre la
composicion del aceite Dysphania ambrosioides utilizando CG-EM revel6 catorce
componentes, los cuales representaron el 92.6% del aceite total. La mayoria de ellos
pertenecian a dos clases principales de compuestos volatiles: los monoterpenoides
oxigenados, que constituian el 59.1%, y los hidrocarburos monoterpénicos, que

representaron el 32.8%.

Segun el informe de Ignacchiti et al. (2022) en Brasil, al analisis quimico del
aceite esencial de Dysphania ambrosioides revel6 la presencia de siete componentes, que
representaban el 99.51% del aceite. Los isomeros (Z) -ascaridol y (E) -ascaridol
destacaron como los principales entre los constituyentes oxigenados, con un 44.68% y un
22.44%, respectivamente. En cuanto a los monoterpenos hidrocarbonados, éstos
constituyeron el 31.38% del total, siendo el a-terpineno (17.74%) y el p-cimeno (12.78%)
los méas predominantes, en donde éstos dos ultimos compuestos representaron el 97.64%

de la composicion del aceite.

Otros estudios revelaron que el aceite estaba compuesto por una mezcla compleja
de monoterpenos y sesquiterpenos, y una variedad de aldehidos, acidos, alcoholes y
cetonas (Koba et al. 2009). Como sefala Kasrati et al. (2024) en Marruecos para el aceite
esencial de Dysphania ambrosioides, se hall6 diez compuestos en las hojas como en las
flores, representando el 97.54% vy el 95% de los constituyentes totales, respectivamente,

destacando los monoterpenos hidrocarbonados, que oscilaron entre 63.26% y 78.01%.
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En Taiwan Hsu et al. (2022) encontraron que en el aceite de Dysphania
ambrosioides se identificaron veinticinco componentes, de los cuales, el 51.0%
correspondia a 6 hidrocarburos monoterpénicos, el 47.2% a 15 monoterpenos oxigenados,
el 1.5% a 3 hidrocarburos sesquiterpénicos y el 0.1% a un diterpeno, siendo importante
destacar que esta composicion de aceite esencial carece de sesquiterpenos oxigenados,
cosntituyendo los principales hidrocarburos monoterpénicos el a-terpineno (30.5%) vy el
p-cimeno (17.3%), mientras que entre los monoterpenos oxigenados sobresalieron el

carvacrol (16.2%) y ascaridol (15.1%).

Varios estudios han identificado que los constituyentes de los aceites esenciales
pueden variar significativamente. Por ejemplo, Boutkhil et al. (2009), determinaron
principalmente terpenos y sesquiterpenos oxigenados. Estas variaciones en la
composicion quimica se deberian a diversas variables presentes en los estudios, como el
tipo de suelo, los indices de pluviosidad, la intensidad del viento, la época y la temporada
de recoleccidn, donde tales diferencias han sido previamente documentadas (Chu et al.,
2011). Ademaés, la maduracion o edad de la planta también puede influir en la

composicion del aceite esencial (Johnson y Croteau, 1984).
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Figura 4
Perfil cromatogréfico de los constituyentes volatiles presentes en el aceite esencial de

Dysphania ambrosioides identificados por CG-EM
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Fuente: Base de datos del NIST
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Como se puede apreciar en la Figura 4, en el cromatograma se observa que a los
9.6316 minutos se detecta el primer compuesto fitoquimico con una concentracion
importante, seguido a los 9.8515 minutos y otro a los 16.5243 minutos, correspondientes
al (+)-4-careno, m-cimeno y (+)-2-careno, respectivamente, los cuales fueron los
metabolitos de mayor abundancia en el aceite esencial estando directamente relacionados
con la masa y tamarfio de la molécula siendo los de mas bajo peso molecular (Tabla 7)
entre 134 y 136 g/mol ademés de presentar dentro su estructura quimica mas anillos

aromaticos.

De igual modo, tras la extraccion del aceite, Degenhardt et al. (2016) procedieron
a aplicar una porcion del mismo para su analisis mediante CG-FID. Este analisis reveld
también la presencia de picos principales con tiempos de retencidn por minutos, los cuales
fueron identificados comparando los espectros de masas con los estandares de la

biblioteca NIST 8.0.

El estudio de la composicion quimica del aceite esencial de Dysphania
ambrosioides ha sido estudiado utilizando cromatografia de gases (CG) y cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) en diversos paises de todo el
mundo (Hsu et al., 2022). De este modo se comprobaria que los aceites esenciales estan
compuestos de varios metabolitos volatiles, hidrocarbonados, resaltando en la presente
investigacion los terpenos con anillos aromaticos como el careno (perteneciente al grupo
de los caranos), donde la hidrofobicidad del aceite esencial tendria la potencialidad de
actuar en los lipidos de la membrana plasmatica bacteriana o mitocondrias, deteriorando
funcionalmente estas estructuras, al promover un aumento de la permeabilidad a los
protones lo que explicaria su uso farmacologico en el campo de la salud (De Sousa et al.,

2023).

111

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

42 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA IN VITRO A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DEL ACEITE ESENCIAL DE Dysphania
ambrosioides FRENTE A Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus

multidrogoresistentes

4.2.1 Concentracion minima inhibitoria y concentracion minima
bactericida a diferentes concentraciones del aceite esencial de
Dysphania ambrosioides frente a Pseudomonas aeruginosa Yy
Staphylococcus aureus multidrogoresistentes mediante la técnica de

macrodilucion en caldo
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En la Figura 5, se ve a través del analisis de regresion y correlacion lineal,
que existe una buena correlacion negativa (r=-0.77), asi como un coeficiente de la
pendiente B1 de la ecuacion de regresion lineal que no fue estadisticamente
significativa, sin embargo, se pudo encontrar que el CMI y CMB frente a
Pseudomonas aeruginosa para el AE de hojas y partes aéreas de Dysphania

ambrosioides fue de 154 y 155 pl/ml, respectivamente.

La concentracién minima inhibitoria (CMI) reportada por Fatokun et al.
(2019) para el aceite esencial de Dysphania ambrosioides demostro actividad
antibacteriana a 10ul/ml, inhibiendo el crecimiento de cepas de Pseudomonas
aeruginosa. Sobre esto, algunos estudios sefialan que las bacterias Gram negativas
son menos sensibles que las Gram positivas, debido a su contenido rico en
lipopolisacaridos en la pared celular, lo que reduce el grado de absorcién de

agentes antimicrobianos (Santiago et al., 2016).

De otro lado, Mokni et al. (2019) evaluaron las actividades
antimicrobianas mediante el método de microdilucion, determinando un fuerte
efecto inhibitorio sobre la proliferacion de Pseudomonas aeruginosa, con un CMI
de 0.019 mg/ml. Asimismo, los valores obtenidos por Alitonou et al. (2012) para
el CMI indicaron que las bacterias Pseudomonas aeruginosa fueron inhibidas a la
concentracion de 10 mg/ml, concentracion muy grande comparada con la de la

presente investigacion.

No obstante, en otro estudio desarrollado por Almeida et al., (2019)
sefialan que el aceite esencial no presentd actividad antibacteriana en
concentraciones clinicamente relevantes para las cepas de Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027 ya que su CMI fue > 1024 pg/ml, Mientras que para las
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cepas multirresistentes, el aceite mostrd una actividad antibacteriana moderada

frente a Pseudomonas aeruginosa con una CMI de 512 pg/ml.

Los resultados obtenidos por Cabrera (2017) al evaluar el efecto del aceite
esencial de Dysphania ambrosioides revelaron que Pseudomonas aeruginosa no

fue sensible a ninguna de las concentraciones probadas, siendo mayor a 10mg/dl.

Segln Bakkali et al. (2008) aun no se comprende completamente el
mecanismo de accion de los terpenos, pero se sabe que esté vinculado a la ruptura
de la membrana plasmética debido a su naturaleza lipofilica. Ademaés, Velluti et
al. (2003) sugieren que la actividad antibacteriana de los compuestos hidroxilo en
los aceites esenciales podria relacionarse con la formacion de enlaces de
hidrdgeno que potencialmente interactian con los sitios activos de las enzimas

bacterianas.

Y concerniente al principal principio activo como es el careno, se ha
registrado por ejemplo que el 3-careno produce varios efectos en Pseudomonas
fragi reduciendo la cantidad de fosfolipidos y la fluidez de la membrana celular,
lo que dificultaria su funcionamiento normal. Ademas, provocaria la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS), que son moléculas altamente reactivas
causando dafio celular. También afecta a enzimas importantes en la cadena
respiratoria, como la oxoglutarato deshidrogenasa y citrato sintasa, lo que altera

el proceso de produccion de energia en la bacteria (Tang et al., 2022).

De otro lado, el mecanismo antibacteriano del 3-careno contra
Pseudomonas lundensis al parecer causa dafios en la morfologia celular
comprometiendo la permeabilidad e integridad de la membrana celular, lo que
resultd en la liberacion de biomacromoléculas e iones hacia el medio extracelular.
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También, se puede observar un desequilibrio en la regulacién de la ATPasa, lo
que afecta la homeostasis idnica llevando a la inhibicién del metabolismo
bacteriano. Se postula que el mecanismo subyacente que afecta tanto la estructura
como el metabolismo de P. lundensis podria estar relacionado con la interaccion
del 3-careno con tres posibles proteinas objetivo (MurA, OmpW y AtpD)

mediante interacciones hidrofébicas (Tang et al., 2021).

Tambien se informa que el 3-careno exhibe una notable actividad
inhibitoria contra Pseudomonas fluorescens, al retardar su crecimiento y
eventualmente causar su muerte, afectando la morfologia y funciones celulares al
comprometer la integridad de la pared celular y membrana, provocando la
liberacion de macromoléculas intracelulares como proteinas e iones potasio.
Ademas, interfiere con el ciclo del cido tricarboxilico y enzimas glucoliticas
intracelulares, alterando la sintesis y descomposicion de ATP ocasionando
disfuncion metabolica. También se encontré que el 3-careno se une al ADN,

afectando la expresion génica (Shu et al., 2019).

Estos hallazgos proporcionan una nueva vision sobre los mecanismos

antimicrobianos del 3-careno en Pseudomonas fluorescens (Shu et al., 2020).
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En la Figura 6, se ve a través del andlisis de correlacion lineal, que existe
una buena correlacion negativa (r=-0.81), asi como un coeficiente de la pendiente
B1 de la ecuacion de regresion lineal que si fue estadisticamente significativa,
ademas, se pudo determinar que el CMI'y CMB sobre Staphylococcus aureus para
el AE de hojas y partes aéreas de Dysphania ambrosioides fue de 160 y 162 pl/ml,

respectivamente.

Kandsi et al. (2022) utilizando el método de microdilucion reportaron una
actividad inhibidora significativa para Staphylococcus aureus, siendo la CMI de
12.0a110.0 pg/mly la CMB de 18.0 a 110.0 pg/ml; asimismo se observo que el
aceite de la flor y tallo tenian una actividad antibacteriana mas alta con un CMI
de 12y 18 pg/mly un CMB de 18 pug/ml (en ambas partes de la planta), mientras
que el aceite de la hoja tenia el potencial antibacteriano méas bajo con un CMI de

110.0 pg/mly un CMB de 100 pg/ml.

Baumgart (2014) en su estudio microbioldgico sobre el aceite esencial de
hojas de Dysphania ambrosioides contra Staphylococcus aureus ATCC 6538P no
hallé actividad antibacteriana, tanto asi que a una CMI de 1024 pg/ml se considero

inactiva contra este microorganismo.

Fatokun et al. (2019) por su parte demostraron para el aceite esencial de
Dysphania ambrosioides que tenia actividad antibacteriana con un CMI de 10
ul/ml, inhibiendo el crecimiento de Staphylococcus aureus. Estos hallazgos
contrastan con los de Owolabia et al. (2009), quienes no encontraron actividad
contra Staphylococcus aureus. Por otro lado, Santiago et al. (2016) reportaron
propiedades antibacterianas del aceite esencial de Dysphania ambrosioides contra

esta bacteria, aunque con valores CIM mas elevados que los encontrados en
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nuestra investigacion. Entre los factores que influirian estas propiedades, segun
Santiago et al. (2016) se encuentran el isomerismo, las propiedades sinérgicas de

los constituyentes y la lipofilicidad de los compuestos.

Los valores obtenidos por Alitonou et al. (2012) para la CMI indicaron
que Staphylococcus aureus es inhibida a moderadas concentraciones, las cuales

estan a 1.56-1.71mg/ml.

Para Almeida et al. (Almeida Bezerra et al., 2019) el aceite esencial de
Dysphania ambrosioides demostr actividad antibacteriana contra cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 con un CMI de 256 pg/ml, mientras que en
cepas multidrogoresistentes, el aceite no mostro actividad a bajas concentraciones

tales como Staphylococcus aureus con una CMI > 1024 pg/ml.

Los resultados obtenidos por Cabrera (2017) al evaluar el efecto del aceite
esencial de Dysphania ambrosioides sobre Staphylococcus aureus no mostrd
actividad frente a ninguna de las concentraciones probadas, siendo mayores a 10

mg/dl.

Como menciona Santiago et al. (2016) la CMI del aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides inhibi6 el crecimiento de bacterias Gram positivas

como al Staphylococcus aureus a 62.5 pg /dl.

Y siendo que el careno, fue el principal metabolito encontrado, se ha
determinado que por ejemplo un compuesto similar como el 3-careno también

inhibiria fuertemente la formacion de biofilm en S. aureus (Peng et al., 2018).

Sobre esto, Montanari et al. (2012) informaron que el 3-careno podria

inhibir el crecimiento de bacterias patdégenas alimentarias como Staphylococcus
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aureus, Bacillus cereus y Escherichia coli como lo reportado para el aceite de M.
urundeuva que tiene un alto contenido de 3-careno (78.8 %) el cual podria inducir

la peroxidacion lipidica.

Asimismo, respecto a la evaluacion de seguridad para la salud humana que
representa el 3-careno, se considera seguro y no se espera que produzca
carcinogenicidad, genotoxicidad, sensibilizacion cutanea y fototoxicidad (Api et

al., 2018).

4.2.2 Susceptibilidad antimicrobiana in vitro a diferentes concentraciones
del aceite esencial de Dysphania ambrosioides frente a Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus multidrogoresistentes mediante el

método de Kirby-Bauer
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En la Figura 7, se aprecia que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes tratamientos de aceite esencial de hojas de
Dysphania ambrosioides frente a Pseudomonas aeruginosa a través del analisis
de varianza de Fisher (Fysne, =109.54; p=4.96 x 10"° n=30), en la que el 97% (&3
=0.97, 1Cgos 0.94-1.00) del efecto del tratamiento explica la inhibicion de
crecimiento bacteriano. Asimismo, a través de la prueba de especificidad de T
Student se hallé que existe efecto significativo a 200 pl/mI* de AE de hojas de
Dysphania ambrosioides en la inhibicion del crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa (14.24 mm) comparado con la clorhexidina® (15.02 mm), presentando
mejor efecto que el etanol de 70°%, siendo incluso mucho mejor que la

gentamicina de 10 pgeee.

Concerniente a esto Fatokun et al. (2019) en Nigeria, encontraron para
aceite esencial de Dysphania ambrosioides frente a Pseudomonas aeruginosa que
los diametros de inhibicién iban de 8 a 11mm en promedio por la técnica de discos

de difusion a concentraciones de 100 a 200 pl/ml, no teniendo actividad a 10 pl/ml.

Segun los resultados obtenidos por Alitonou et al. (2012) sobre el anélisis
del aceite esencial de Dysphania ambrosioides var. ambrosioides, originario de
Beni, Brasil, si revel6 un efecto inhibidor contra Pseudomonas aeruginosa, con

un didmetro promedio de zona de inhibicién de 7.17 + 0.44 mm.

Diferentes estudios han evidenciado que los monoterpenos presentes en
los aceites esenciales afectan la integridad celular bacteriana, lo que conlleva a la
inhibicidn de la respiracién y cambios en la permeabilidad (Okoh et al., 2010). La
accion antibacteriana del aceite esencial de Dysphania ambrosioides se atribuiria

a sus compuestos monoterpénicos, como el p-cimeno, el a-terpineno y el 2-careno,
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los cuales han demostrado tener poderosas propiedades antimicrobianas en

investigaciones previas (Okoh et al., 2010).

El aceite esencial de Dysphania ambrosioides procedente de Nigeria, que
contiene principalmente o-terpineno, no exhibio efecto antibacteriano ante la
bacteria Gram-negativa como Escherichia coli (Owolabia et al., 2009). Sin
embargo, el aceite esencial de Dysphania ambrosioides de Egipto, caracterizado
por su contenido de o-cimeno y o-terpineno, si mostrd una marcada actividad

antibacteriana frente Escherichia coli (Santiago et al., 2016).

De otro lado, el estudio sobre bacterias Gram negativas como Escherichia
coli realizado por Cabrera (2017) demuestra que la concentracién de 20 pl/ml, de
aceite esencial exhibié una gran capacidad inhibitoria, con un diametro de zona
de inhibicion de 20 mm y la concentracion de 1000 pl /ml, también demostro un
efecto notable, con un didmetro de zona de inhibicion de 18.6 mm y ademés a una
concentracion de 10 ul/ ml, se registr un didmetro de zona de inhibicién de 13.5
mm, e incluso la concentracion mas baja 5 pl/ul, generd un didmetro de zona de

inhibicién de 9.3 mm.
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En la Figura 8, se observa que hay diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes tratamientos de aceite esencial de hojas y partes
aereas de Dysphania ambrosioides sobre Staphylococcus aureus mediante la
prueba de Kruskal Wallis (x%,,skat wauis =27-51; p=1.15 x 10®), en la que el
95% (é%ordina =0.95, 1Cgs5 0.95-1.00) del efecto del tratamiento explica la
inhibicion del crecimiento bacteriano. Asimismo, a través de la prueba de
especificidad de Dunn se encontro que existe efecto significativo de 200% y 1002
ul/ml del AE de Dysphania ambrosioides en la inhibicion del crecimiento de
Staphylococcus aureus comparado con el control positivo de la clorhexidina?,
teniendo un mejor efecto sobre el etanol de 70°%™" y siendo levemente mejor que

la Gentamicina de 10 pg®.

Una correlacion entre la actividad antibacteriana de los aceites de
Dysphania ambrosioides en este trabajo y su valor p sugiere que la actividad de
los aceites podria atribuirse a la presencia de sus componentes principales del
aceite esencial (careno, cimeno y terpineno). En cuanto a las propiedades
antibacterianas de los aceites de Dysphania ambrosioides, Kandsi et al. (2022)
encontraron para Staphylococcus aureus que los didmetros de inhibicion del aceite
de partes aéreas van de 15 a 20 mm en promedio por la técnica de difusion por
pozo a excepcion del aceite proveniente de las flores que mostrdé una accion

moderadamente sensible (10 mm).

En relacion con las propiedades antibacterianas de los aceites de
Dysphania ambrosioides, en el estudio de Fatokun et al. (2019) hallaron que para
Staphylococcus aureus, los diametros de inhibicidn oscilaban entre 9 y 30 mm en

promedio mediante la técnica de difusién, dependiendo de las concentraciones
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utilizadas, que van desde 100 hasta 200 pl/ml. Sin embargo, no se observo

actividad a una concentracion de 10 pl/ml.

Segun los resultados obtenidos por Alitonou et al. (2012) sobre el analisis
del aceite esencial de Dysphania ambrosioides var. ambrosioides, originario de
Beni, Brasil, revelo un efecto inhibidor contra Staphylococcus aureus, con un

diametro promedio de zona de inhibicién de 21.50£2.60 mm.

Es importante destacar que los aceites esenciales se caracterizan por su
naturaleza hidrofébica, lo que les permite penetrar en las membranas celulares
bacterianas y mitocondriales, alterando su estructura y aumentando su
permeabilidad a moléculas criticas, lo que finalmente conduce a la muerte de las
células bacterianas (Fadli et al., 2012). Por otro lado, el p-cimeno y el a-terpineno
han sido identificados como agentes responsables de la ruptura de las membranas

bacterianas en diversas investigaciones (Langeveld et al., 2014).

de Morais et al. (2018) evaluaron el efecto del aceite esencial de
Dysphania ambrosioides en cepas de Staphylococcus aureus que tenian la bomba
de eflujo NorA. Su estudio revel6 que el aceite solo no pudo detener el crecimiento
bacteriano, este resultado sugiere que la actividad de la bomba de eflujo podria
haber eliminado del interior celular los compuestos fitoquimicos que lograron

penetrar la pared y la membrana celular.

El aceite esencial de Dysphania ambrosioides procedente de Nigeria, que
contiene principalmente o-terpineno, no exhibié efecto antibacteriano contra
cepas Gram-positivas como el Staphylococcus aureus (Owolabia et al., 2009) .

Por otro lado, el aceite esencial de Dysphania ambrosioides de Egipto,
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caracterizado por tener o-cimeno y a-terpineno, mostré una marcada actividad

antibacteriana frente a Bacillus subtilis (Harraz et al., 2014).

El analisis de los aceites esenciales realizado por Aquino (2017) en Puno
quien revelo que la concentracion de 20 pl produjo una zona de inhibiciéon de 13.6
mm, con un porcentaje de inhibicion del 85.42%, asimismo la concentracion de 1
ml mostro un efecto intermedio, con una zona de inhibicion de 12.8 mm y un
porcentaje de inhibicion del 80.21%. Por otro lado, las concentraciones de 10 pl
(10.8 mm) y 5 pl (8.6 mm) resultaron en zonas de inhibiciéon mas pequeiias, con

porcentajes de inhibicion de 67.71% y 54.17%, respectivamente.

En general, lo encontrado aqui para el aceite esencial de paico tiene una
composicion similar a la encontrada por Kandsi et al. (2022) por lo cual podria
tener afinidad por la ADN girasa topoisomerasa Il la cual regula el estado
topologico del ADN bacteriano, asi también actuaria sobre la proteina
transportadora de enoil-acilo reductasa (Fabl), una enzima critica en el proceso de
sintesis de acidos grasos, concretamente en la sintasa de acidos grasos tipo Il, en
la que Fabl cataliza el paso final necesario para completar el ciclo, especialmente
durante la fase de elongacién de la sintesis de acidos grasos; y también tendria
efecto sobre la via biosintética de la hexosamina (HBP), al inhibir a la
glucosamina-6-fosfato sintasa, conocida como glmsS la cual convierte la fructosa-
6-fosfato (Fru-6-P) y la glutamina a glucosamina-6-fosfato (GIcN-6-P) siendo una
enzima clave en la produccion de UDP-N-acetilglucosamina, un componente

importante del peptidoglucano de la pared celular bacteriana.
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V. CONCLUSIONES

- El aceite esencial de Dysphania ambrosioides tiene 30 compuestos volatiles de los
cuales 20 son los principales representando ~95%, con predominio de (+)-2-careno
(44%), (+)-4-careno (26%) y m-cimeno (20%), correspondiendo al grupo de los

monoterpenos que representan el 65% de los metabolitos secundarios.

- El aceite esencial de hojas de Dysphania ambrosioides tuvo efecto inhibitorio en el
crecimiento de Pseudomonas aeruginosa con un halo de inhibicion de 14.24 mm a
200? pl/ml (p<0.05), ademéas se observd un efecto similar en la inhibicion del
crecimiento de Staphylococcus aureus a 200%° y 1002 ul/ml (10.96 mm y10.01 mm
de halos de inhibicién respectivamente) (p<0.05), siendo estadisticamente superior
al control positivo de la clorhexidina®. La concentracion minima inhibitoria (CMI) y
concentracion minima bactericida (CMB) frente a Pseudomonas aeruginosa fueron
de 154 y 155 pl/ml (r=-0.77), respectivamente, mientras que para Staphylococcus

aureus fue de 160 y 162 pl/ml (r=-0.81), respectivamente.

- Los monoterpenos como él (+)-2-careno siendo el componente principal presente en
el aceite esencial de Dysphania ambrosioides exhibiria actividad antibacteriana
frente a Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus multidrogoresistente
aislados de secrecidn bronquial y esputo respectivamente, en relacion a patologias

comunes.
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VI. RECOMENDACIONES

- Investigar los mecanismos de accion de los compuestos predominantes, como el (+)-
2-careno, (+)-4-careno y m-cimeno, para comprender su actividad antibacteriana,
antifingica y otras propiedades farmacoldgicas relevantes del aceite esencial de

Dysphania ambrosioides.

- Realizar estudios de formulacion de productos farmacéuticos o cosméticos basados
en el aceite esencial de Dysphania ambrosioides, aprovechando su potencial

terapéutico y sus propiedades antimicrobianas.

- Evaluar la actividad del aceite esencial de Dysphania ambrosioides en modelos
animales o ensayos clinicos para confirmar su eficacia y seguridad en el tratamiento

de infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

- Explorar otras aplicaciones potenciales del aceite esencial de Dysphania
ambrosioides en areas como la agricultura (como biopesticida), la alimentacién

(como conservante natural) o la aromaterapia (para el bienestar emocional y mental).

- Investigar la posibilidad de optimizar los métodos de extraccion y purificacion del
aceite esencial de Dysphania ambrosioides para mejorar su rendimiento y calidad,

asi como reducir los costos de produccion.
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ANEXOS

ANEXO 1. Lugar de estudio y secado de la especie Dysphania ambrosioides

A. Lugar de recoleccion del espécimen Dysphania ambrosioides correspondiente al

distrito de Pusi, Provincia de Huancané, B. Plantas de Dysphania ambrosioides (paico)
en etapa fenoldgica de inflorescencia, C. Especimenes frescos, incluyendo hojas, tallos e
inflorescencias de Dysphania ambroisoides, D. Secado natural de especimenes de

Dysphania ambrosioides en ambiente oscuro, ventilado y seco.
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ANEXO 2. Extraccidn y andlisis fisico del aceite esencial Dysphania ambrosioides

A. Colocacién del material vegetal seco de hojas, tallos e inflorescencias de Dysphania
ambrosioides en la cdmara de extraccion del hidrodestilador (Inox 340), B. Equipo de
hidrodestilacion C. Separacion del agua y aceite en la pera de decantacion, D. El analisis
fitoquimico del aceite esencial de Dysphania ambrosioides se llevo a cabo en el
Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de la Universidad de San Antonio de
Abad del Cusco, E. La muestra del aceite esencial fue transferida a un frasco vial
transparente para el anélisis, F. Se coloco la muestra del aceite esencial para la corrida en
el equipo CG-EM, G. Inicio del proceso de corrida del aceite esencial en el equipo CG-

EM.
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ANEXO 3. Elaboracion de los medios de cultivo, macrodilucion en caldo, y la técnica

de difusion en agar Kirby-Bauer.

A. Caldo de cultivo de Miieller-Hinton, B. Agar Mueller-Hinton, C. Agar nutritivo, D.
Pesado de los medios de cultivo, E. Preparacion con agua destilada para los medios de
cultivo, F. Preparacion de medios de cultivo para el autoclavado, G. Plaqueado de los
medios de cultivo, H. Lectura de estandar de la suspension de microorganismos al
estandar 0.5 de la Escala de Mc Farland, con las cepas de microorganismo MDR
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus obtenidos mediante el sistema Vitek
2.0.
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ANEXO 4. Desarrollo experimental para el analisis de la actividad antimicrobiana del

aceite esencial de Dysphania ambrosioides.

A. Preparacion de la primera dilucion en tubos mediante la técnica de macrodilucion
doble en caldo para analizar el CMI, B. Elaboracion de la segunda dilucion en tubos
mediante la técnica de macrodilucién doble en caldo para analizar el CMI, C-D. Siembra
en Agar Nutritivo para la evaluacion del CMI, CMB, E. Espectrofotometro de la Marca
Spectronic 20D de Milton Roy Company a 620nm, F. Medicion de absorbancias a 620nm
en el espectrofotdmetro para el crecimiento microbiano en el Laboratorio de Bioquimica
de FCCBB-UNA Puno, G. Conteo de las colonias para CMI, CMB, H. Medicion de los
halos de inhibicion del crecimiento antimicrobiano.
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ANEXO 5. Concentracion minima inhibitoria frente a Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus multidrogoresistentes para el aceite esencial de

Dysphania ambrosioides.

A. Bateria de diluciones por triplicado del aceite esencial de Dysphania ambrosioides
frente a Pseudomonas aeruginosa. B. Bateria de diluciones por triplicado del aceite

esencial de Dysphania ambrosioides frente a Staphylococcus aureus.
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8

ANEXO 6. Concentracion minima bactericida frente a Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus multidrogoresistentes para el aceite esencial de

Dysphania ambrosioides

A-D. Recuento bacteriano para las macrodiluciones en caldo frente a Pseudomonas
aeruginosa por triplicado, E-H. Recuento bacteriano para las macrodiluciones en caldo

frente a Staphylococcus aureus por triplicado.
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ANEXO 7. Susceptibilidad antibiotica en Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus multidrogoresistentes para el aceite esencial de Dysphania

ambrosioides.

A-E. Halos de susceptibilidad antibidtica por triplicado realizados para distintas
concentraciones del aceite esencial de Dysphania ambrosioides frente a sus controles en
Pseudomonas aeruginosa, F-J. Halos de susceptibilidad antibidtica por triplicado
realizados para distintas concentraciones del aceite esencial de Dysphania ambrosioides

frente a sus controles en Staphylococcus aureus.
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ANEXO 8. Ficha de informe clinico de Pseudomonas aeruginosa conforme con el

sistema Vitek 2.0.
Hospital Regional Honorio Delgado
Cliente de bioMérieux: Informe clinico septiembre de 2022 18:37:22
coT
Nombre del paciente: N° paciente:
Localizacion: UCI
N° de examen: 12306T070922 Meédico:

N° de aislamiento: 1

Cantidad de organismo:

Origen: SECRECION BRONQUIAL Recogida:
Comentarios:
Informacion de identificacion Tiempo de analisis: 7,80 horas Estado: Final
o . leccionad Pseudomonas aeruginosa

"Ranisiio seleccionaco Bioniimero: 0003041103500352
Mensajes de analisis de ID

.. o Tiempo de 12,20 horas Estado: Final

Informacion de sensibilidad anilisis:

Antibiético CMI Interpretacion Antibiético CMI Interpretacion
Ceftazidima >= 64 R Imipenem >=16 R
Ceftazidima/Avibactam >=16 R Meropenem >=16 R
Ceftolozano/Tazobactam >=32 R Amicacina >= 64 R
Cefepima >=32 R Ciprofloxacino =4 R
Conclusiones de AES |
Nivel de confianza: lCUheren[e
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ANEXO 9. Fichade informe clinico de Staphylococcus aureus conforme con el sistema

Vitek 2.0.
Hospital Regional Honorio Delgado
Cliente de bioMérieux: Informe clinico junio de 2022 19:12:02 COT
Nombre del paciente: N° paciente:
Localizacion: Meédico:
N° de examen: 8939230622 N° de aislamiento: |

Cantidad de organismo:
Organismo seleccionado: Stanhvlococcus aureus

Origen: ESPUTO Recogida:
Comentarios:
Informacién de identificacion Tiempo de anilisis: 4,40 horas Estado: Final
o . leccionad 99% Probabilidad Staphylococcus aureus
reanismo seleccionaco Biondimero: 010402062763231
Mensajes de anilisis de 1D
. - i 18,08 horas Estado: Final
Informacion de sensibilidad Tle,n?p.o.de e horas
anilisis:

Antibidtico CMI Interpretacion Antibiético CMI Interpretacion
Deteccion de cefoxitina NEG - Eritromicina >=8 R
Bencilpenicilina >=(),5 R Clindamicina >=4 R
Oxacilina <=0,25 S Linezolid 1 S
Ceftarolina 0,25 S Vancomicina 1 S
Ciprofloxacino <=1(,5 S Tetraciclina >= 16 R
Levofloxacino <=10,12 S Rifampicina <=1(,03 S
Resistencia inducible a NEG - Trimetoprima/Sulfametoxazol <=10 S
clindamicina
Conclusiones de AES |
Nivel de confianza: |C0herente
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ANEXO 10. Constancia de la determinacion taxondémica de paico realizado en el

Herbarium Arequipense de la Universidad Nacional de San Agustin.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN "U““

A
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS " \
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA r\\
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA e '\(

CONSTANCIA N°27-2022-HUSA

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

HACE CONSTAR:

Que la muestra biologica presentada por Yeny Angelica Yanqui Calsin, egresada
del Programa Académico de Microbiologia y Laboratorio Clinico, Escuela
Profesional de Biologia, Universidad Nacional del Altiplano-Puno, para la
realizacion del Proyecto de investigacion: “CONSTITUYENTES VOLATILES Y
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE
Dysphania ambrosioides frente a Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus MULTIDROGORESISTENTES". La muestra fue enviada al laboratorio de
Botanica al estado fenoldgico fresco, para su determinacion enel Herbarium
Areqvipense (HUSA) y corresponde a la siguiente especie.

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsidae
Subclase Caryophyllidae

Orden Caryophyllales

Familia Amaranthaceae
Genero Dysphania

Especie Dysphania ambrosioides (L) Mosyakin &
Clemants

Se le expide la presente a solicitud del interesado

b & Arequipa, 12 de setiembre del 2022

e

Mg. Leoncio “M:;riﬁo Herrera
DIRECTOR

Herbarium Aregvipense (HUSA)
Avenida Daniel Alcides Carrion s/n cercado-Teléfono: [054) 237755/ 993659045
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ANEXO 11. Constancia de ejecucion del proyecto de tesis en el Laboratorio de

Microbiologia y Parasitologia de la Escuela Profesional de Medicina

Humana de la UNA PUNO

‘J FACULTAD DE MEDICINA HUMANA

LAEORATORIO DE MICROBIOLOGIA'YY PARASITOLOGIA

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE, ENCARGADO DEL LABORATORIO DE HISTOLOGIA
DE LA FACULTAD DE MEDICINA HUMANA - UNA PUNO

HACE CONSTAR:

Que, la bachiller YENY ANGELICA YANQUI CALSIN, identificado con DNI N°
74725384, codigo de matricula 150708, egresada de la escuela profesional de
Biologia de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno, ha ejecutado su
proyecto de tesis titulado “CONSTITUYENTES VOLATILES Y ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE Dysphania
ambrosioides FRENTE A Pseudomonas aeruginosa Y Staphylococcus
aureus MULTIDROGORESISTENTES”, en el laboratorio de microbiologia y
parasitologia de la escuela profesional de Medicina Humana, en los meses de

abril, mayo y junio del afio 2023.

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

considere conveniente.

Puno, miércoles 05 de julio del 2023.
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ANEXO 12. Ficha de coleccion de un espécimen de Dysphania ambrosioides (Paico)

/ FICHA DE COLECCION

Colector: Yeny Angelica Yanqui Calsin
Muestra N°: 01
Nombre vulgar: Paico

Nombre Ci Dysph

Familia: Amaranthaceae
Localidad: Distrito de Pusi
Departamento: Puno
Altitud: 3822 m.s.n.m.
Latitud: 15°26°22"S
Longitud: 69°55'19"W £
Hoja: Hojas alternas, lanceoladas, dentadas en los bordes
Flores: Si. flores de color verdoso.

Semillas:  Si i

/

Fecha de recoleccion: 14- 08 - 2022

Usos: remedio contra infecciones gastrointestinales,
antiparasitario
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ANEXO 13. Matriz de tabulacién de datos

Tratamiento Concentracion Minima Inhibitoria Suceptibilidad antimicrobiana
Abssonm Pa RC Pa Abss2onm_Sa RC Sa S Pa S Sa
200 pl/ml - 0 - 0 14.607 11.330
200 pl/ml - 0 - 0 13.864 10.407
200 pl/ml - 0 - 0 14.257 10.960
100 pl/ml - 0 0 13.533 10.010
100 pl/ml - 0 - 0 12.560 10.066
100 pl/ml - 0 - 0 13.897 9.932
50 pl/ml + 12 + 24 9.588 8.946
50 pl/ml + 35 + 50 9.959 8.577
50 pl/ml + 37 + 48 9.797 8.983
25 pl/ml + 47 + 148 9.480 8.675
25 pl/ml + 228 + 140 8.897 8.258
25 pl/ml + 8 + 163 9.593 8.133
12,5 ul/ml + 51 + 45 8.928 8.181
12,5 pl/ml + 202 + 98 8.822 8.364
12,5 pl/ml + 199 + 168 8.322 7.990
6,25 pl/ml + 206 + 86 8.941 8.029
6,25 pl/ml + 224 + 182 8.404 7.935
6,25 pl/ml + 210 + 190 8.438 8.058
CcpP + 214 + 178 12.623 9.918
CcpP + 212 + 198 11.581 9.399
CcpP + 205 + 208 13.905 9.507
CN - 0 - 0 5.000 5.000
CN - 0 - 0 5.000 5.000
CN - 0 - 0 5.000 5.000
Etanol 70 % 13.091 7.629
Etanol 70 % 12.843 8.505
Etanol 70 % 12.225 7.721
Clorhexidina 15.278 12.475
Clorhexidina 14.531 12.283
Clorhexidina 15.251 12.076

Nota: Absszonm_Pa=Presencia de turbidez a una Abssz nm para crecimiento de P. aeruginosa, AbSszonm_Sa=
Presencia de turbidez a una Absszo nm para crecimiento de S. aureus, Absszonm_Sa= Presencia de turbidez a
una Absso nm para crecimiento de S. aureus, RC_Pa= Recuento de colonias de P. aeruginosa (UFC x
100/ml), RC_Sa= Recuento de colonias de S. aureus (UFC x 100/ml), RC_Sa= Recuento de colonias de S.
aureus (UFC x 100/ml), S_Pa= Halo de susceptibilidad en mm frente a P. aeruginosa 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 D. ambrosioides, CP=Control positivo (Gentamicina 10pg), CN=Control negativo (Tween 80), -
= Sin turbidez, += Con turbidez

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO 14. Autorizacion para el deposito de tesis o trabajo de investigacion en el

Repositorio Institucional

Vicerrectorado é Repositorio
de Investigacion W | Institucional

mr Universidad Nacional m
i H del Altiplano Puno
AUTORIZACION PARA EL DEPOSITO DE TESIS O TRABAJO DE

INVESTIGACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL

Por el presente documento, Yo__YENY ANGELICA YANQUI CALSIN
identificado con DNI 74725384 en mi condici6n de egresado de:

X Escuela Profesional, ] Programa de Segunda Especialidad, O] Programa de Maestria o Doctorado

de Biologia

informo que he elaborado el/la B Tesis o O Trabajo de Investigacién denominada:
“CONSTITUYENTES VOLATILES Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL
ACEITE ESENCIAL DE Dysphania ambrosioides FRENTE A Pseudomonas aeruginosa Y
Staphylococcus aureus MULTIDROGORESISTENTES”

para la obtencién de OGrado, X Titulo Profesional o (] S daE ialidad

5

Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, tinico 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 contrasefia,
restriccién 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 limitacién 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 relacién con sus Repositorios Institucionales. Autorizo expresamente toda consulta y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por el tiempo de duracién de los derechos patrimoniales de autor
y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consecuencia, la Universidad tendra la posibilidad de divulgar y difundir los Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacion alguna y sin derecho a pago de contraprestacion, r acion ni regalia alguna a
favor mio; en los medios, canales y plataformas que la Universidad y/o el Estado de la Repiiblica del Peri
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 disposicién del piiblico 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/

En sefial de conformidad, suscribo el presente documento.
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Vicerrectorado
de Investigacion

Repositorio
Institucional

PR | Universidad Nacional
H : | del Altiplano Puno

DECLARACION JURADA DE AUTENTICIDAD DE TESIS

Por el presente documento, Yo___ YENY ANGELICA YANQUI CALSIN
identificado con DNI__74725384 _en mi condici6n de egresado de:

X Escuela Profesional, 0 Programa de Segunda Especialidad, O Programa de Maestria o Doctorado

de Biologia

informo que he elaborado el/la & Tesis o O Trabajo de Investigacién denominada:

“CONSTITUYENTES VOLATILES Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL
ACEITE ESENCIAL DE Dysphania ambrosioides FRENTE A Pseudomonas aeruginosa Y
Staphylococcus aureus MULTIDROGORESISTENTES”

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
investigacién, 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 omisién en el documento, asi como de las connotaciones éticas y legales
involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracién, 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 Cédigo Civil y Normas Legales conexas por el
incumplimiento del presente compromiso
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