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RESUMEN

Las infecciones en el tracto urinario (ITU) es un problema en el distrito de San
Miguel, donde existe alta resistencia a los antibacterianos por lo cual se realiz6 un
estudio en el laboratorio de microbiologia de la UNAP entre mayo y julio de 2023 para
evaluar la eficacia del Aloysia citrodora (cedron) frente a Staphylococcus aureus
causantes de ITU. Los objetivos fueron: identificar Staphylococcus aureus en muestras
de orina de pacientes del centro de salud “La Revolucién”, determinar la CMI y CMB
del extracto etandlico de Aloysia citrodora sobre Staphylococcus aureus aislados de
muestras de orina y evaluar la susceptibilidad antibacteriana en Staphylococcus aureus
procedentes de muestras de orina del centro de salud “La Revolucion”. Se identificaron
cepas de Staphylococcus aureus mediante pruebas bioquimicas estandar.
Posteriormente, se evaluo la actividad antibacteriana del extracto etanolico de cedron
frente a estas cepas, determinando la CMI y CMB, se analizaron los datos mediante
ANVA vy prueba de Tukey. Asimismo, se realiz6 antibiograma por el método Kirby-
Bauer utilizando cinco antibi6ticos de uso comun. De las 50 muestras analizadas, el 20%
resultdé positivo para Staphylococcus aureus, segun las pruebas bioquimicas y
enzimaticas de fermentacion de manitol, catalasa y coagulasa. Esta ultima prueba fue
clave para diferenciar Staphylococcus aureus de otras especies de Estafilococos.
Mediante ensayos de macrodilucion en caldo, utilizando nueve concentraciones que
abarcaban un rango del 0.37% al 100% del extracto etandlico. Como resultado se
encontré una concentracion minima inhibitoria (CMI) del 25% (p<0.05), mientras que
la concentracién minima bactericida (CMB) fue superior al 100%. De las cepas de
Staphylococcus aureus aisladas, el 38% presentd resistencia a los antibi6ticos de uso
comun, el 36% sensibilidad y el 26% una respuesta intermedia. Se concluye que
Staphylococcus aureus es un patdgeno significativo en las infecciones del tracto urinario
de los pacientes evaluados. La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto de
Aloysia citrodora fue del 25 % y la concentracion minima bactericida (CMB), fue mayor
al 100 %. La susceptibilidad antimicrobiana del Staphylococcus aureus muestra una alta

tasa de resistencia a oxacilina.

Palabras clave: Antibiético, Aislados, Coagulasa, Cmi, Cmb, Macrodiluciones
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ABSTRACT

Urinary tract infections (UTIs) are a problem in the district of San Miguel, where
there is high resistance to antibiotics. Therefore, a study was conducted in the
microbiology laboratory of UNAP between May and July 2023 to evaluate the efficacy
of Aloysia citrodora (lemon verbena) against Staphylococcus aureus, a causative agent
of UTIs. The objectives were: to identify Staphylococcus aureus in urine samples from
patients at the "La Revolucion" health center, to determine the MIC and MBC of the
ethanolic extract of Aloysia citrodora against Staphylococcus aureus isolated from urine
samples, and to evaluate the antibacterial susceptibility in Staphylococcus aureus from
urine samples from the "La Revolucién™ health center. Staphylococcus aureus strains
were identified using standard biochemical tests. Subsequently, the antibacterial activity
of the ethanolic extract of lemon verbena against these strains was evaluated,
determining the MIC and MBC. The data were analyzed using ANOVA and Tukey's
test. In addition, an antibiogram was performed using the Kirby-Bauer method with five
commonly used antibiotics. Of the 50 samples analyzed, 20% were positive for
Staphylococcus aureus, according to biochemical and enzymatic tests for mannitol
fermentation, catalase, and coagulase. The latter test was key to differentiating
Staphylococcus aureus from other Staphylococcus species. Through macrodilution
assays in broth, using nine concentrations ranging from 0.37% to 100% of the ethanolic
extract, a minimum inhibitory concentration (MIC) of 25% (p<0.05) was found, while
the minimum bactericidal concentration (MBC) was greater than 100%. Of the isolated
Staphylococcus aureus strains, 38% showed resistance to common antibiotics, 36%
sensitivity, and 26% an intermediate response. It is concluded that Staphylococcus
aureus is a significant pathogen in urinary tract infections of the evaluated patients. The
minimum inhibitory concentration (MIC) of the Aloysia citrodora extract was 25% and
the minimum bactericidal concentration (MBC) was greater than 100%. The
antimicrobial susceptibility of Staphylococcus aureus shows a high rate of resistance to

oxacillin.

Keywords: Antibiotic, Coagulase, Cmi, Cmb, Isolated, Macrodilutions,
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son frecuentes tanto en hombres como
en mujeres, y la region de Puno no es una excepcion. Un estudio realizado en el Centro
de Salud “La Revoluciéon” reveld una alta prevalencia de ITU en esta area,
caracterizadas por una inflamacion que puede afectar rifiones, uréteres, vejiga y uretra,
dando lugar a cistitis y uretritis (Ramirez et al., 2022). Si bien las ITU coexisten con
bacteriemia por Staphylococcus aureus en un porcentaje significativo de casos, estudios
sugieren que esta bacteria no es la principal causa de estas infecciones (Bermejo et al.,
2013). Un andlisis retrospectivo de muestras de orina confirm6 una presencia
considerable de Staphylococcus aureus en infecciones urinarias, aunque no como agente

causal principal (Togneri et al., 2017).

El uso indiscriminado de antibioticos ha desencadenado una crisis de salud
global debido a la creciente resistencia bacteriana. Ante este escenario, las plantas
medicinales, como el cedron (Aloysia citrodora), han captado la atencion de la
comunidad cientifica gracias a sus compuestos bioactivos, como los fenilpropanoides,
con potencial antibacteriano (Garcia & Angeles, 2022). Sin embargo, la extraccion con
etanol, un método comunmente utilizado, puede alterar la actividad quimica y biolégica
de estos compuestos (Valencia, 2024). A pesar de esta limitacion, los extractos vegetales
representan una alternativa prometedora, especialmente frente al aumento de bacterias
multirresistentes como Staphylococcus aureus. Un estudio reciente en 50 aislamientos
de Staphylococcus aureus reveld un perfil de resistencia alarmante, subrayando la

urgencia de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas (Sanmartin et al., 2021).
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Por tanto, resulta imperativo investigar y desarrollar nuevas sustancias
antibacterianas con el fin de combatir de manera eficaz las infecciones del tracto
urinario. Mediante el extracto etanolico de Aloysia citrodora (cedron) para ofrecer una
prometedora alternativa, ofreciendo un producto natural, econémico y accesible para
poblaciones de bajos recursos. Esta investigacion busca validar cientificamente el
potencial antibacteriano del cedron frente a Staphylococcus aureus causantes de 1TU,
contribuyendo a mejorar el conocimiento sobre los recursos naturales de la zona sur del
Per( y sentando las bases para futuros estudios. Los resultados obtenidos subrayan la
urgencia de desarrollar nuevas estrategias para enfrentar la creciente resistencia

bacteriana. Por esta razon se plantearon los siguientes objetivos.

1.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Aloysia
citrodora (cedrdn) sobre Staphylococcus aureus aislados de muestras de orina del centro

de salud “La Revolucion”.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar Staphylococcus aureus en muestras de orina de pacientes del centro

de salud “La Revolucion”.

- Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB) del extracto etandlico de Aloysia citrodora (cedron)
sobre cepas identificadas de Staphylococcus aureus aislados de muestras de

orina del centro de salud “La Revolucion”.

- Evaluar la susceptibilidad antibacteriana en Staphylococcus aureus aislados de

muestras de orina del centro de salud “La Revolucidon”.
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

Gil (2000), a través de estudios microbiologicos y moleculares realizados en
Chile, menciona tres mecanismos de resistencia de Staphylococcus aureus a los B-
lactdmicos. Uno de ellos es la resistencia intrinseca a meticilina, causada por una
hiperproduccion de penicilinasa estafilococica, lo cual, en altas cantidades, confiere
resistencia tanto a meticilina como a oxacilina. Esta resistencia se debe a la afiliacion
del gen mecA al ADN bacteriano. Este gen codifica una proteina ligadora de penicilina
transpeptidasa, la cual es capaz de mantener la integridad de la pared celular durante el
crecimiento y la division celular. En un estudio realizado en Peru, analizaron 217
pacientes con Staphylococcus aureus internados en el Hospital Nacional Hipdlito
Unanue entre enero y diciembre de 2003. Los resultados mostraron un patron de

resistencia del 32% a oxacilina y del 58% a ciprofloxacina (Mamani et al., 2006).

Laureano etal. (2007) en un estudio realizado en la Universidad Federal de
Vigosa, Brasil, analizaron 100 muestras hospitalarias. De estas, 50 cepas fueron
identificadas como Staphylococcus aureus, presentando resistencia a la eritromicina
(90.9%) y tetraciclina (100%). Por otro lado, Diaz etal. (2007), en un estudio
comparativo realizado en diferentes regiones de Colombia, reportaron que el citral es el
principal componente de los aceites esenciales examinados, representando un 32% y
41% de su composicion. Las plantas recolectadas presentaron un rendimiento maximo
de aceite esencial de 0.88%. Ademas, se observo una mayor acumulacion de metabolitos

deseables en plantas de dos meses de edad y antes de la floracion
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Casellas (2008), a partir de datos recolectados en 20 entidades clinicas de
Argentina, afirma que las infecciones urinarias (1U) causadas por el género Estafilococo
son la segunda causa mas comun en pacientes femeninas, después de la Escherichia
coli. Ademas, sefiala que las IU complicadas por Staphylococcus aureus son mas
frecuentes en pacientes con sonda uretrovesical (1-3%) y en adultos mayores (5-10%).
Por otro lado, Olaechea et al. (2010), en el Estudio Nacional de Vigilancia de Infeccion
Nosocomial en Unidades de Cuidados Intensivos de Espafia (2008), indicaron que las
bacterias Gram positivas causan el 19.5% de las infecciones urinarias. Asimismo,
indican que, en el periodo 2004-2008, se evidenciaron casos de Staphylococcus aureus

en un rango del 6.3% al 8.4%.

Cercenado & Canton (2010) establecieron que la catalasa, una enzima comin en
microorganismos con citocromos, descompone el peroxido de hidrogeno en agua y
oxigeno. Esta reaccidn, evidenciada por la formacion de burbujas, es una prueba clave
para diferenciar bacterias como las Micrococcaceae (catalasas positivas) de otras como
Estreptococos y Enterococos (catalasas negativas). Por otro lado, Rojas et al. (2010)
reportaron una potente actividad antimicrobiana del cedron contra patdgenos
urogenitales, especialmente Escherichia coli y Staphylococcus aureus, aungque no
mostré efecto sobre Pseudomonas aeruginosa. Palou etal. (2011) corroboraron la
prevalencia de Staphylococcus aureus en infecciones urinarias en mujeres, destacando

la susceptibilidad a ciprofloxacina y la resistencia a nitrofurantoina en algunas cepas.

Canton & Ruiz (2013), en un estudio comparativo realizado en el Hospital
Universitario Ramén y Cajal de Madrid, encontraron que la frecuencia de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) en diferentes tipos de
infecciones nosocomiales variaba. La bacteriemia primaria presentd una mayor

prevalencia de SARM (2.3%), seguida de la bacteriemia asociada a catéter (0.9%) y las
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infecciones urinarias (<0.1%). Estos datos, provenientes del estudio EPINE (1991-
2012), evidencian que la resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus es un
problema clinico relevante. La resistencia se debe a un cambio genético que se transmite
de manera hereditaria y se ha visto favorecida por el uso imperceptible de antibioticos.
Esta situacion ha llevado a un aumento considerable de microorganismos patdgenos
multirresistentes. Asi un estudio realizado en el Hospital Clinico de Viedma, indica que
el 40% de las cepas de Staphylococcus aureus eran resistentes a oxacilina, mientras que

el 60% eran sensibles (Lazo et al., 2013)

Sanchez etal. (2013) evaluaron 41 aislamientos de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (SARM) en tres grupos poblacionales de Medellin. EI 8% de estas
muestras provenian de orina. Se detectd la presencia del gen mecA en todos los
aislamientos mediante PCR, lo que confirm6 la correlacion entre los hallazgos
microbioldgicos, las pruebas de resistencia y la deteccion molecular. Respecto a la
tipificacion SCCmec, el 41.5% de los aislados correspondia al tipo I, el 2.5% al tipo Il
y el 51% al tipo IV. Por otro lado, Mensa et al. (2013), a partir de datos del Hospital
Clinico de Barcelona, confirmaron que la presencia del gen mecA en Staphylococcus
aureus confiere resistencia a antibioticos como oxacilina, penicilinas y cloxacilina,

definiendo a estas cepas como SARM.

Aliaga (2013), en un estudio realizado en la ciudad de Tacna, determiné que la
concentracion minima inhibitoria (CMI) para Escherichia coli ATCC 25922 fue de
3.701 mg/ml y para Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue de 15.167 mg/ml.
Asimismo, la concentracion minima bactericida (CMB) fue de 4.186 mg/ml para
Escherichia coli ATCC 25922 y de 16.259 mg/ml para Staphylococcus aureus ATCC
25923, evidenciando una diferencia de 0.485 mg/ml a 1.092 mg/ml entre la CMl y la

CMB. Por otro lado, Cervantes etal. (2014), en un estudio realizado en Meéxico,
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reportaron que las infecciones urinarias por Staphylococcus aureus suelen tener un
origen hematdgeno, lo que indica que esta bacteria actia como un patégeno oportunista.
Estas infecciones son més frecuentes en pacientes con comorbilidades como diabetes,
VIH, hemodidlisis, lesiones cutaneas o adiccion a drogas. Ademas, se ha observado un
aumento en la resistencia de Staphylococcus aureus a multiples antibi6ticos, lo que ha

generado brotes epidémicos tanto en entornos hospitalarios como en la comunidad.

Medina et al. (2015) analizaron las propiedades demogréaficas y los factores de
riesgo de 341 pacientes en el servicio de Urologia en Espafia con infecciones del tracto
urinario (ITU) adquiridas en el hospital. Los resultados mostraron que Escherichia coli
fue el patégeno mas prevalente (60.4%), seguido de Staphylococcus aureus (18%). Por
otro lado, Mamani (2015), en un estudio realizado en la ciudad de Lima, evaluo la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de cedrdn a diferentes concentraciones (5%,
10%, 15% y 20%), encontré un aumento progresivo del halo de inhibicion al
incrementar la concentracion del aceite, siendo la concentracion del 20% la que presento

mayor actividad antimicrobiana.

Hamdan et al. (2015) evaluaron 196 aislados, identificados preliminarmente
como Staphylococcus aureus mediante pruebas de coagulasa y catalasa en tubo, asi
como observacién de morfologia colonial en agar sal manitol. Sin embargo, diez de
estas cepas resultaron ser coagulasas negativas. Por su parte, Gémez et al. (2016)
descubrieron una alta prevalencia de resistencia a oxacilina (59%) y eritromicina (66%)
en Staphylococcus aureus aislados de pacientes internados con infecciones del tracto
urinario. Estos hallazgos contrastan con la tendencia global, que muestra un incremento
en aislamientos sensibles a oxacilina entre 2010 y 2014, especialmente en cepas
comunitarias. Aunque ambos estudios evidencian la importancia de realizar pruebas

confirmatorias para la identificacion de Staphylococcus aureus, los resultados sugieren
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una variabilidad significativa en los patrones de susceptibilidad antibidtica,

especialmente en el &mbito hospitalario.

Azuero et al. (2016) evaluaron el efecto antimicrobiano de extracto de hojas y
tallos de cedrén obtenidos en Ecuador, determinando ademas el porcentaje de
rendimiento de estos extractos. Los resultados mostraron un bajo rendimiento del
7.18%. Los extractos de cedron presentaron actividad antimicrobiana contra
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, pero no inhibieron el crecimiento de
Staphylococcus aureus, a pesar de utilizar concentraciones similares en todos los
ensayos. Por otro lado, Rudas (2017) demostro que el cedron posee actividad inhibitoria
a concentraciones del 1.6%. Los resultados de su investigacion sugieren que la actividad
inhibitoria del cedron se debe principalmente a la combinacion de a-citral y p-citral, los

componentes mayoritarios de esta planta.

Martinez et al. (2017), en un estudio realizado en Lima, Perd, durante el afio
2014, analizaron 272 muestras positivas para Staphylococcus aureus. El 45% de estas
muestras provenian de pacientes de consulta externa. En cuanto al tipo de muestra, se
encontr6 que el 0.7% correspondia a muestras de orina. La tenacidad antimicrobiana de
las cepas de Staphylococcus aureus aisladas fue elevada, especialmente a eritromicina
(98.4%), ciprofloxacina (85.9%) y tetraciclina (4.7%). Por otro lado, Rudas (2017),
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, identificd los
principales compuestos del cedron. Los compuestos mayoritarios encontrados fueron a-
citral (22.13%), 9,10-dehidro-isolongifoleno (15.46%), B-citral (14.06%) y limoneno
(10.28%). Estos compuestos han demostrado poseer actividad antimicrobiana contra

diversas bacterias, incluyendo Staphylococcus aureus.
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Fiterre et al. (2017) documentaron una prevalencia significativamente mayor de
infecciones asociadas a la asistencia sanitaria (IAAS) en unidades de hemodidlisis y
urologia durante el periodo estudiado. De manera alarmante, el 60% de estas infecciones
fueron causadas por cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (SARM),
lo que subraya la importancia de implementar medidas de control de infecciones méas
rigurosas en estos entornos. Por otro lado, la coagulasa, una enzima producida por la
mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus, juega un papel fundamental en su
patogénesis al facilitar la formacion de codgulos de fibrina alrededor de las células
bacterianas, lo que dificulta la fagocitosis y la accién de los antibioticos. Esta
caracteristica ha sido tradicionalmente utilizada para diferenciar Staphylococcus aureus
de otras especies de estafilococos como Staphylococcus epidermidis, como lo

demuestran los estudios de Ramirez et al. (2018).

Portillo & del Pozo (2018) reportaron una prevalencia significativa de
colonizacién por Staphylococcus aureus en la poblacion adulta, con tasas que pueden
alcanzar hasta el 50% en grupos de riesgo como pacientes hospitalizados, diabéticos o
aquellos sometidos a hemodialisis. En un estudio mas especifico, Suarez (2019) evalud
80 aislamientos de Staphylococcus spp. y logré identificar 37 como Staphylococcus
aureus. Al evaluar la actividad antimicrobiana de un extracto de cedron frente a estas
cepas, se observo una potente accién inhibitoria en el 85% de los casos, lo que sugiere
un potencial terapéutico de esta planta medicinal en el tratamiento de infecciones

causadas por este patdgeno

Guerrero (2019), en un estudio realizado en Chiclayo, determiné que el extracto
de Aloysia citrodora (cedron) al 100% y 75% exhibe actividad antibacteriana contra
Staphylococcus aureus. Por otro lado, Molleapaza & Quispe (2019) encontraron que el

extracto de Aloysia citrodora Palau (cedron) muestra una susceptibilidad del 100%
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frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, con una concentracion minima inhibitoria
(CMI) a partir de 0.31% y una concentracion minima bactericida (CMB) de 0.63%.
Asimismo, Nufiez et al. (2020) evaluaron la actividad antimicrobiana de la curcumina a
diferentes concentraciones (100% a 0.39%) y determinaron que presenta propiedades
antimicrobianas contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli a partir de una CMI

de 3.12 %.

Huerta et al. (2020), en un estudio realizado en el departamento de Ancash,
analizaron la composicion quimica del aceite esencial de cedrén e identificaron 23
compuestos. Los componentes mayoritarios fueron a-citral (25.13%), B-citral (18.15%)
y limoneno (15.62%). Dada la reconocida actividad antibacteriana de estos compuestos,
se sugiere que el aceite esencial de cedron podria utilizarse para el tratamiento de la
halitosis, una condicion asociada al metabolismo bacteriano en la cavidad oral. Por otro
lado, Panchi & Shulca (2020), en un estudio realizado en Ecuador, determinaron que el
contenido de humedad en la Aloysia citrodora (cedron) seca es de 10.48%, lo cual
estaria directamente relacionado con el tiempo y las condiciones de secado. Los autores
concluyen que el cedrén, debido a sus propiedades antimicrobianas, puede encontrar

diversas aplicaciones.

Suaréz et al. (2020), en un estudio elaborado en la Universidad Pedro Ruiz Gallo
de Perl, evaluaron la resistencia a oxacilina y ciprofloxacina en 39 cepas de
Staphylococcus aureus evaluadas mediante la técnica de difusién en disco. Los
resultados mostraron que el 90% de las cepas eran resistentes a oxacilina, lo cual se
atribuye a la adquisicion del gen mecA, que confiere resistencia a todos los
betalactamicos. Por el contrario, el 100% de las cepas fueron sensibles a ciprofloxacina.
Por su parte, Requejo (2020), en un estudio realizado en la ciudad de Trujillo, comparo

la eficacia antimicrobiana del cedrén con la de la clorhexidina al 0.12%. Los resultados
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indicaron que el extracto de Aloysia citrodora (cedrén) a concentraciones del 25%, 75%
y 100% present6 una mayor actividad antimicrobiana. Ademas, se observo una relacion

dosis-respuesta, es decir, a menores concentraciones, menor efecto antimicrobiano

Raraz et al. (2021), analizaron 106 casos médicos en el Hospital Municipal de
los Olivos, Lima-Perd, en una poblacién entre 19 y 88 afios. Los agentes microbianos
mas frecuentemente aislados fueron Escherichia coli (85.3%), seguido de
Staphylococcus spp (4.2%) y Klebsiella spp (3.1%). En cuanto a la sensibilidad a los
antibidticos en pacientes con infeccion urinaria por estafilococos, se observo una alta
resistencia a la tobramicina (100%), ceftriaxona (75%) y ciprofloxacina (50%). Las
complicaciones mas comunes asociadas a estas infecciones fueron pielonefritis (45.3%),

cistitis (28.6%) y diabetes (26.2%).

Vallejo etal. (2022) reportaron una prevalencia del 3% de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM) en 200 muestras de hisopos nasales obtenidas de
pacientes hospitalizados en Ecuador. La deteccién del gen mecA mediante PCR
confirmd la resistencia a la oxacilina en todas las cepas aisladas. Por otro lado, Yerba
(2022) encontr6 una prevalencia significativamente mayor de SARM (30%) en muestras
de orina de pacientes peruanos con prostatitis aguda. Estos resultados sugieren que la
prevalencia de SARM puede variar considerablemente segun la poblacion estudiada y
el tipo de muestra analizada. La alta prevalencia de SARM en muestras de orina,
asociada a infecciones del tracto urinario, es particularmente preocupante debido a la
gravedad de estas infecciones y a las limitaciones terapéuticas impuestas por la

resistencia a los antibioticos.

Garcia & Angeles (2022) confirmaron que el extracto etandlico de Aloysia

citrodora (cedrdn), recolectado en el departamento de Amazonas, posee actividad
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bactericida contra Staphylococcus aureus. En su estudio, observaron ausencia de
crecimiento bacteriano en el grupo tratado con el extracto, mientras que en el grupo
control se registro un recuento de 96.9 x 10* UFC/mI de bacterias aerobias viables. Por
su parte, Huanca et al. (2022), en un estudio realizado en Abancay, departamento de
Apurimac, reportaron un rendimiento del extracto de cedrén de al menos 0.38% vy
demostraron su accion antimicrobiana contra Staphylococcus aureus con una
efectividad de hasta 73%, comparable a la de la gentamicina. Estos resultados sugieren
que el cedron podria utilizarse como base para el desarrollo de nuevas formulaciones

farmacéuticas.

Condori et al. (2022), en una investigacion realizado en la ciudad de Puno,
evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto de cedron a diferentes
concentraciones (100%, 75%, 50% y 25%) contra Prevotella intermedia, durante 24 y
48 horas. Los resultados mostraron que, a las 24 horas, se obtuvieron los mayores halos
de inhibicién, con un promedio de 11.48 mm para la concentracion al 100%, 9.96 mm
para el 75%, 8.62 mm para el 50% y 7.73 mm para el 25%. Por otro lado, Bardales &
Farfan (2018) identificaron mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS) los principales compuestos volatiles del cedrén, entre los que
destacan el D-limoneno (26.41%), geranial (20.70%) y 2,6-octadienal, 3,7-dimetil (Z)

(neral) 18.53%, lo que represento un total de 39.23% para el citral y el neral combinados.

Samudio et al. (2023) analizaron 244 cepas bacterianas aisladas de muestras de
orina de pacientes ambulatorios y hospitalizados, identificando a Staphylococcus aureus
en el 3.5% de los casos. Es preocupante observar que un alto porcentaje de estas cepas
de Staphylococcus aureus mostraron resistencia a eritromicina, tetraciclina y
ciprofloxacina, lo que limita las opciones terapéuticas disponibles. Por otro lado, Caldas

& Puglla (2023) reportaron una prevalencia ain mayor de Staphylococcus aureus en
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muestras de orina de pacientes hospitalizados con infecciones del tracto urinario, lo que
sugiere que este patdgeno es un importante causante de infecciones nosocomiales en
Ecuador. Estos hallazgos subrayan la necesidad de implementar programas de vigilancia
epidemioldgica de Staphylococcus aureus resistentes a mdaltiples antibiéticos y de

desarrollar nuevas estrategias para prevenir y tratar estas infecciones.

2.2.  MARCO TEORICO

2.2.1. Agentes microbianos causantes de ITU

La infeccion del tracto urinario (ITU) es cualquier infeccion que afecta
al sistema urinario y es una de las causas mas comunes de consulta médica, tanto
en urgencias como en consultas externas (Guzman & Garcia, 2019). Se identifica
por sefiales como dolor al orinar, frecuencia urinaria y fiebre, y se debe a la
presencia de bacterias en la orina. Las ITU pueden afectar a diferentes partes del
sistema urinario, incluyendo la vejiga (cistitis) y los rifiones. Las mujeres,
especialmente en edad fértil, tienen un mayor riesgo de desarrollar ITU (Ramirez
et al., 2022). Ademas, estas infecciones representan un importante problema de
salud publica debido a su alta frecuencia y al aumento de la resistencia bacteriana
a los antibioticos. Por lo tanto, es fundamental un diagnéstico y tratamiento
oportunos, especialmente en casos de ITU y urosepsis complicadas, para
prevenir complicaciones y mejorar los resultados para los pacientes (Guzman &

Garcia, 2019).

Segun Guaraca et al. (2022), los principales agentes causales de las
infecciones del tracto urinario (ITU) son la Escherichia coli, seguida de
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Staphylococcus saprophyticus,
Streptococcus spp del grupo B, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
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Staphylococcus aureus y Candida spp. En general, las ITU son causadas por un
solo tipo de bacteria (monomicrobianas). La Escherichia coli es el patbgeno mas
comun, representando entre el 70% y el 85% de los casos. Otros
microorganismos como Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis y
Staphylococcus saprophyticus también son frecuentes. En pacientes con factores
de riesgo como sondaje urinario, procedimientos urologicos recientes,
tratamientos antibidticos previos o inmunosupresion, se pueden aislar otros
patdgenos como Serratia, Enterococcus, Pseudomonas spp, Enterobacter spp y
bacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Las
infecciones por virus y hongos son menos comunes y suelen ocurrir en pacientes
inmunocomprometidos (Doménech & Diez, 2018). En pacientes hospitalizados,
los cocos Gram positivos como Enterococcus spp. (12.5%) y Staphylococcus

spp. son menos frecuentes como causa de ITU (Cornistein et al., 2018).

2.2.2. Staphylococcus aureus

Dominio : Bacteria
Reyno : Procariotae
Phylum : Firmicutes
Clase : Bacili
Orden : Baciliales
Familia : Micrococcaceae
Género : Staphylococcus

Especie: Staphylococcus aureus (Chura, 2017)

Los estafilococos son un género de bacterias Gram positivas, con forma

de cocos, que se agrupan en racimos. Se han identificado méas de 35 especies y

28

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

17 subespecies de estafilococos, siendo el Staphylococcus aureus la especie mas
conocida y estudiada. Los estafilococos son organismos muy adaptables y
pueden transmitirse facilmente entre diferentes especies. Debido a su capacidad
de adaptacion, la incidencia de bacteriemia por estafilococos, especialmente por
Staphylococcus aureus, ha aumentado significativamente en los Ultimos afios
(Zendejas et al., 2014). El Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo,
catalasa positiva, B-hemolitico y coagulasa positiva. Forma parte de la flora
estandar de la piel y mucosas de los humanos, colonizando zonas como la

nasofaringe, axilas y pliegues inguinales (Pasachova et al., 2019).

En las infecciones del tracto urinario no complicadas (ITU), los
principales agentes causales son: Enterococcus faecalis, Staphylococcus
saprophyticus,  Klebsiella  pneumoniae, Streptococcus, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Proteus mirabilis. En las ITU
complicadas, Escherichia coli es el patdgeno mas comdn, seguido de Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus spp., Staphylococcus aureus y Candida spp.
(Delgado & Ortega, 2022). El tratamiento tradicional de las infecciones por
Staphylococcus aureus ha sido con antibidticos beta-lactdmicos, como la
penicilina. Sin embargo, se ha observado un aumento significativo en la
resistencia de Staphylococcus aureus a la penicilina. De hecho, en 2005, més del
90% de las cepas de Staphylococcus aureus aisladas en hospitales eran
resistentes a este antibidtico, convirtiendo a esta bacteria en una causa

importante de infecciones nosocomiales graves (Pareja, 2019).
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2.2.3. Actividad antibacteriana

La determinacion de la sensibilidad de los microorganismos a los
antibidticos es un aspecto fundamental en los laboratorios de microbiologia. Este
proceso, conocido como antibiograma, evalia la respuesta de un
microorganismo a uno o0 varios antibioticos. El objetivo principal del
antibiograma es determinar la eficacia de un antibidtico especifico contra una
bacteria determinada, es decir, si es capaz de inhibir su crecimiento (Picazo,
1993). Los resultados de los antibiogramas son de gran utilidad clinica, ya que
guian al médico en la seleccion del tratamiento antibiotico mas adecuado para
cada paciente. Ademas, permiten realizar un seguimiento de la resistencia
bacteriana y evaluar la eficacia de los antibidticos a lo largo del tiempo. El
antibiograma calcula la sensibilidad de una bacteria a diferentes antibidticos y
determina la concentracién minima inhibitoria (CMI), que es la concentracién
mas baja de un antibidtico capaz de inhibir el crecimiento bacteriano. De esta
manera, se puede establecer si una bacteria es sensible, intermedia o resistente a

un determinado antibiotico (Cercenado & Saavedra, 2009).

2.2.4. Pruebas de actividad antibacteriana

El estudio de la sensibilidad de las bacterias frente a los antimicrobianos
que se efectia mediante métodos como técnicas de difusion, dilucion,
bioquimicos y genéticos. Los antibiogramas son los mas manipulados. Consisten
en afrontar un indculo bacteriano generalizado a una o a diferentes
concentraciones de antibidtico. La interpretacion de los resultados permite
clasificar a las bacterias en categorias clinicas: resistentes, intermedios o

sensibles. tener en cuenta que no permanentemente un valor de CMI bajo indica
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mayor actividad, ya que las CMlIs que concretan la sensibilidad o resistencia son
disimiles para cada antimicrobiano y cada microorganismo (Cercenado &

Saavedra, 2009).

A. Método de macrodilucion

Para cada combinacion de antibacteriano y microorganismo, se prepara
una bateria de tubos con 1 ml de medio de cultivo estéril. Se inicia una serie de
diluciones seriadas del antibidtico en estos tubos, comenzando por la
concentracion méas alta a evaluar. Para ello, se transfiere 1 ml de la solucién
madre del antibidtico al primer tubo y se combina. Luego, se traslada 1 ml de
esta mezcla al siguiente tubo, y asi sucesivamente, hasta alcanzar el nimero
deseado de diluciones. Es fundamental utilizar una pipeta diferente para cada
transferencia a fin de evitar contaminaciones cruzadas. Al tltimo tubo se le retira
1 ml para mantener un volumen constante. Como control, se incluye un tubo con

solo medio de cultivo (Picazo, 1993).

2.2.5. Resistencia bacteriana de Staphylococcus aureus

La resistencia microbiana es un mecanismo de supervivencia que
disminuye la efectividad de los farmacos. Esta capacidad, cada vez mas
frecuente en bacterias, virus, hongos y parasitos, ha generado un aumento en el
fracaso terapéutico, la morbilidad y la mortalidad, a pesar del desarrollo de
nuevos farmacos y estrategias preventivas (Bisso, 2018). La situacion se agrava
cuando un microorganismo presenta mdltiples mecanismos de resistencia,
transmitiéndolos no solo a su progenie, sino también a otras bacterias. Ademas,

su gran capacidad adaptabilidad les permite desarrollar nuevas resistencias
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frente a los antibidticos. Cabe destacar que algunas bacterias presentan una

resistencia natural o intrinseca (Gastelo & Maguifa, 2018).

La resistencia a los antimicrobianos es una de las mayores amenazas para
la salud global. Si no se toman medidas urgentes, podriamos entrar en una "era
post-antibidtica”, donde las infecciones comunes se volverian mortales debido a
la ineficacia de los antibidticos. La movilidad humana, tanto nacional como
internacional, agrava ain mas este problema al facilitar la propagacion de
microorganismos resistentes. Aunqgue la resistencia es un fenomeno natural, el
uso desproporcionado de antimicrobianos en animales, humanos y agricultura
estd acelerando este proceso (Angles, 2018). La répida propagacion de la
resistencia a los antimicrobianos (RAM) en las Ultimas décadas esta
directamente relacionada con el abuso y el mal uso de estos medicamentos. Se
estima que hasta un 50% de los antimicrobianos prescritos son innecesarios o se
utilizan de manera incorrecta, a menudo debido a indicaciones inapropiadas
(Lazovski etal., 2017). Los mecanismos de resistencia mas comunes en
bacterias Gram positivas y negativas incluyen sistemas enzimaticos de
degradacion y modificaciones en la estructura de la pared celular, el citoplasma,

el ADN o el ARN (Fica, 2014).

A. Resistencia natural

La resistencia intrinseca es una peculiaridad congeénita de algunas
bacterias que las protege de ciertos antibioticos. Esta resistencia preexistia al uso
de antibioticos, como lo demuestran bacterias resistentes encontradas en
glaciares antarticos con una antigliedad estimada de 2000 afios (Monreal et al.,

2013). Es una propiedad inherente a cada familia, especie o grupo bacteriano y
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se trasfiere de generacion en generacion de manera vertical (Trevifio & Molina,
2022). La resistencia a los bactericidas suele ser una caracteristica natural,
fisiologica o genética, propia de diferentes especies bacterianas, tanto Gram
positivas como Gram negativas. Uno de los mecanismos mas comunes de
resistencia intrinseca es la alteracion de la permeabilidad de la envoltura
bacteriana, lo que limita la entrada de los biocidas a la célula y reduce su

concentracion interna (Patifio et al., 2018).

B. Resistencia adquirida

La resistencia adquirida es una capacidad que una cepa bacteriana puede
desarrollar, lo que puede llevar al fracaso de los tratamientos antibidticos. Esta
resistencia surge a través de dos mecanismos principales: mutaciones en el
material genético de la bacteria o adquisicion de genes de resistencia
provenientes de otras bacterias mediante transferencia horizontal. Esta Gltima se
lleva a cabo a través de plasmidos u otros componentes genéticos mdviles

(Trevifio & Molina, 2022). Puede ser de origen genético o bioquimico.

Los mecanismos genéticos incluyen mutaciones que confieren
resistencia y la adquisicion de genes de resistencia a través de elementos
genéticos maviles como transposones y plasmidos. Estos elementos permiten
una rapida dispersion de genes de resistencia entre las bacterias. Los plasmidos
son particularmente importantes en la diseminacion de la resistencia. Estos
elementos genéticos extracromosomicos pueden adquirir genes de resistencia a
maultiples antibidticos, metales pesados y desinfectantes. Ademas, los plasmidos

conjugativos poseen sistemas que garantizan su mantenimiento a largo plazo en
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las células bacterianas, favoreciendo asi la persistencia de la resistencia en las

poblaciones bacterianas (Patifio et al., 2018).

2.2.6. Medicina tradicional en el tratamiento de infecciones

La OMS sostiene que la medicina tradicional y natural podria ser eficaz
como prevencion y tratamiento, para afecciones diarreicas, resfriados, dolores
de estdbmago donde se incluye tratamientos con plantas medicinales,
consideradas como ser mas accesible y poseer un costo racional aprobada por la
poblacion (Soria, 2018). En comunidades de Pifional, La Matamba, El Yagual y
La Zapilla de la ciudad de México ain se mantiene viva la medicina tradicional,
siendo también empleadas como parte de los alimentos (Escamilla & Moreno,
2015). La medicina tradicional ha ganado popularidad debido a la creciente
busqueda de alternativas naturales para el tratamiento de enfermedades, lo que

ha llevado a explorar remedios no sintéticos (Chavez et al., 2017).

En Ecuador, las plantas medicinales han sido utilizadas de manera
tradicional para tratar diversas enfermedades, especialmente en las zonas rurales
como el cantén Babahoyo (Gallegos & Gallegos, 2017). Su uso ancestral se basa
en la manipulacion de diversos fragmentos de la planta, como hojas, flores, tallos
y raices, siguiendo conocimientos empiricos. Tradicionalmente, se asociaba la
forma del 6rgano vegetal no solo con su morfologia, sino también con sus
sabores y olores (Soria, 2018). Esta practica combina elementos de la herbolaria
europea y precolombina, dando lugar a una amplia variedad de plantas
medicinales utilizadas cotidianamente. Estas plantas son recomendadas para
tratar diversos malestares y enfermedades comunes, como diabetes, quemaduras

y problemas estomacales, entre otros (Guzman et al., 2017).
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En Per(, diversos pueblos han utilizado tradicionalmente plantas
medicinales, asignandoles nombres que varian segun la region, idioma o dialecto
local. Sin embargo, para una identificacion precisa, es fundamental emplear el
nombre cientifico de cada especie (Santivafiez & Cabrera, 2013). Los pobladores
con profundo conocimiento de las cualidades medicinales de la flora local son
conocidos como "naturistas"”. Tello et al (2019) en la Region de Junin registraron
un total de 62 especies utilizadas con fines medicinales. La biodiversidad
peruana es inmensa, con aproximadamente 5000 especies de plantas con
diversos usos, de las cuales 1400 son medicinales. De este total, 4000 son nativas
y solo 600 introducidas (Bussmann & Sharon, 2015). Es comun encontrar
mercados populares donde se comercializan plantas beneficiosas en su estado
natural o en preparaciones simples cuya dindmica comercial ain no ha sido
ampliamente investigada (Silva etal., 2019). Segin Tello etal. (2019), los
padecimientos mas frecuentes tratados con plantas medicinales son los
relacionados con el sistema genitourinario, respiratorio, digestivo y

traumatismos.

2.2.7. Aloysia citrodora (cedron)

Reino : Plantae
Clase : Magnoliopsida
Superorden . Asteranas
Orden : Lamiales
Familia : Verbenaceae
Género . Aloysia

Especies : Aloysia citrodora Palau
Nombre comun: cedron (ITIS, 2011)
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El cedron (Aloysia citrodora) es un arbusto aromatico que puede alcanzar
los 3 metros de altura. Sus tallos son lefiosos y sus hojas, simples y opuestas,
tienen forma lanceolada con margenes ligeramente dentados. Estas hojas,
agrupadas en verticilos de tres, presentan un caracteristico color verde palido y
una textura rugosa al tacto. Su intenso aroma a limon se debe a la presencia de
aceites esenciales concentrados en glandulas ubicadas en la superficie foliar
(Panchi & Shulca, 2020). Aloysia citrodora, comunmente distinguida como
cedron, es un arbusto fragante de amplia distribucion en América Latina,
encontrandose en paises como Paraguay, Colombia, Venezuela, Perd, Brasil,
Bolivia, Uruguay, México, Chile y Argentina (Di leo, 2016). En Peru, esta
planta, junto a otras especies medicinales como Ambrosia arborescens y Bidens
pilosa, se encuentra en diversas regiones, incluyendo Chachapoyas. A pesar de
su variada nomenclatura y distribucién geogréfica, el cedrdn sigue siendo objeto
de estudio, especialmente en relacién a sus metabolitos secundarios con

potencial antibacteriano (Garcia & Angeles, 2022)

Las hojas de la Aloysia citrodora (cedrén) contienen principalmente
limoneno (7-11%) vy citral (38-40%), compuestos con propiedades
antibacterianas, antiespasmodicas, fungicidas y expectorantes (Huerta et al.,
2020). El aceite esencial del cedron, rico en citral, limoneno, linalol, cineol,
terpineol y cariofileno, presenta actividad eupéptica y espasmolitica. Ademas,
hay estudios que han demostrado su eficacia contra bacterias como
Staphylococcus aureus (Garcia & Angeles, 2022) y otros patdgenos, incluyendo
cepas genitourinarias. La Aloysia spp. ha mostrado actividad antibacteriana en
ensayos in vitro, con zonas de inhibicién variables y concentraciones minimas
inhibitorias (CIM) entre 10 y 60 pg/ml. Sin embargo, no fue efectiva contra
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Pseudomonas aeruginosa. En general, el aceite esencial de cedron exhibe un
amplio espectro de actividad antibacteriana, con una CIM promedio de 20 pg/ml

para la mayoria de los microorganismos evaluados (Rojas et al., 2010).

Los estudios han demostrado que el cedron (Aloysia citrodora) y sus
compuestos poseen una notable actividad antimicrobiana. Por ejemplo, Huerta
et al (2020) encontraron que una concentracion del 1% de extracto de cedrén fue
mas efectiva contra Streptococcus spp. en comparacion con concentraciones
menores. Ademas, Del Aguila & Cadenillas (2019) observaron una correlacion
directa entre la concentracion del extracto etanolico y su efecto inhibitorio sobre
microorganismos. Rojas et al (2010) fueron los primeros en reportar la accién

antibacteriana del aceite esencial de cedrdn contra patégenos genito-urinarios.

La familia Verbenaceae, a la que pertenece el cedron, es reconocida por
sus propiedades medicinales, especialmente en el tratamiento de trastornos
gastrointestinales, musculoesqueléticos y ginecoldgicos. Estas propiedades se
atribuyen en gran medida a su contenido de compuestos fendlicos, como los
presentes en Aloysia citrodora (Huanca et al., 2022). Las hojas de cedrédn son la
parte de la planta més utilizada, ya que contienen la mayor concentracion de
compuestos antioxidantes. La infusién a 60°C es una forma eficaz de extraer
estos compuestos, ya que a temperaturas mas altas pueden degradarlos (Ramirez
etal., 2016). En resumen, el cedron y sus compuestos tienen potencial como
agentes antimicrobianos y antioxidantes, lo que justifica su amplio uso en la

medicina tradicional y su interés para futuras investigaciones.

Los estudios fitoquimicos han identificado una variedad de compuestos

en Aloysia spp. Huanca et al (2022) reportaron la presencia de 6-metil-5-hepten-
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2-ona (7.4%), geranial (9.9%) y 1,8-cineol (12.4%) como los principales
componentes identificados mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. Otros estudios han revelado la presencia de terpenos,
como guaiol, limoneno y trans-3-pinanona. En cuanto a la toxicidad, Lobato &
Aguilar (2022) no encontraron evidencia de toxicidad hepética, oral aguda o
carcinogenicidad en los compuestos estudiados de la Aloysia spp., a excepcion
del 1-heptaconasol, que podria potencialmente bloquear los canales hERG.
Rudas (2017) demostro la actividad inhibitoria de la Aloysia citrodora a una
concentracion minima inhibitoria del 1.6% contra diversos microorganismos.
Ademas, se observd una correlacion entre la concentracion del extracto y su
actividad antimicrobiana. Sin embargo, el rendimiento en la obtencién de citral

fue relativamente bajo (0.18 %).

2.2.8. Extracto etanodlico del cedrén

Un extracto es una sustancia derivada a partir de una materia prima
vegetal o animal, mediante la extraccion de sus componentes activos utilizando
un solvente como el etanol o el agua. Estos componentes activos pueden estar
presentes en una matriz y pueden o no tener actividad terapéutica. Los extractos
se utilizan ampliamente en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética.
Entre los extractos mas comunes se encuentran los obtenidos de almendras,
canela, clavo, jengibre, limén, naranja, menta, pistacho, rosa, hierba buena y té

de Canadé (Mango, 2019).

Los extractos vegetales son productos obtenidos a partir de tejidos
vegetales mediante la extraccion con solventes como agua, alcohol o mezclas de

ambos. La composicion de estos extractos puede variar significativamente
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dependiendo de la parte de la planta utilizada, la técnica de extraccion y el
solvente empleado (Santamaria et al., 2015). La extraccion se prefiere a largo
plazo debido a que el agua puede favorecer la proliferacién de microorganismos,
los extractos vegetales se obtienen mediante la maceracion de material vegetal
en solventes organicos. El etanol es un solvente ampliamente utilizado debido a
su capacidad para disolver una amplia gama de compuestos bioactivos. La
extraccion se realiza a temperatura ambiente, sumergiendo el material vegetal,

en el solvente seleccionado (Gonzalez, 2004).

Una técnica de extraccién ampliamente utilizada es la maceracion. Este
método consiste en poner en contacto el material vegetal, previamente seco y
pulverizado, con un solvente organico, como el etanol, a temperatura ambiente
durante un periodo determinado (generalmente entre 2 y 14 dias). Tras este
tiempo, la mezcla se filtra para separar el extracto liquido del material vegetal
residual. La maceracidn permite obtener extractos con un aroma caracteristico
de la planta original (Gonzalez, 2004). Ademas, se emplean hojas, tallos y flores
de Aloysia citrodora, las cuales son lavadas, secadas, trituradas y sometidas a un
proceso de maceracion en una solucion hidroalcohodlica, con agitacion diaria,
para lo cual se recomienda el uso de recipientes herméticos y resistentes al

solvente (Vélez et al., 2019).

Segun Panchi & Shulca (2020), el extracto etandlico de Aloysia citrodora
(cedrdn) presenta una compleja matriz de compuestos bioactivos, entre los que
se destacan alcaloides, triterpenos, catequinas, esteroides, saponinas, quinonas y
compuestos fenolicos. Esta diversidad quimica subyace en el potencial
antimicrobiano atribuido a esta especie. Aloysia citrodora, cultivada en la region

Amazonas, es rica en compuestos volatiles, siendo el citral su componente
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principal. Otros compuestos identificados incluyen limoneno, linalol, cineol,
terpineol y cariofileno, este Gltimo asociado a propiedades eupépticas y
espasmoliticas. Ademas, se ha reportado actividad antibacteriana contra

Staphylococcus aureus (Aliaga, 2013)

Garcia & Angeles (2022) corroboraron la actividad antimicrobiana del
extracto etanolico de Aloysia citrodora, especialmente contra Staphylococcus
aureus. En su investigacion, emplearon diferentes solventes (etanol, acetato de
etilo y hexano) a una concentracion del 2%, observando una inhibicién
significativa del crecimiento bacteriano. Los extractos de cedron,
particularmente aquellos obtenidos a partir de hojas pulverizadas, presentan un
alto contenido de flavonoides y compuestos fendlicos, lo que justifica su uso en
la medicina tradicional. Los hallazgos de Alvarez et al (2019) aportaron nuevos
conocimientos sobre la composicion bioguimica del cedrén y su potencial para

el desarrollo de productos naturales con actividad antimicrobiana.
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1. ZONADE ESTUDIO

El estudio se llevo a cabo en el distrito de San Miguel, provincia de San Roman
(Puno), ubicado a una altitud de 3842 msnm (15° 28" 43" S, 70° 07’ 27" O), con una
poblacion aproximada de 73839 habitantes. Durante los meses de mayo a julio de 2023,
se recolectaron muestras de Aloysia citrodora (cedrén) en diferentes puntos del distrito.
Posteriormente, en el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Nacional del Altiplano, se emplearon técnicas estandar de extraccion
para obtener los compuestos bioactivos de las hojas. La actividad antimicrobiana
también se evaluo en las instalaciones de Facultad de Ciencias Bioldgicas mediante el
procedimiento de difusién en agar, manipulando varias cepas de Staphylococcus aureus

asociadas a infecciones.

Figural

Ubicacion del punto de recoleccién

\, LAY
\ @a &’Armas QanlM@uétP ¢ e
{ 3 /

Fuente: Elaboracion propia e Instituto Nacional de Estadistica e Informatica
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3.2. DISENO Y TIPO DE INVESTIGACION

Se empled un disefio cuasi-experimental longitudinal y cuantitativo, el cual
permiti6 manipular la variable independiente para evaluar su impacto en la variable
dependiente. Esta eleccion metodologica se fundamenta en las recomendaciones de

Tamayo (2007) con el objetivo de fortalecer la validez interna del estudio.

3.3. POBLACIONY MUESTRA

3.3.1. Recoleccion de muestras de ITU positivas a Staphylococcus aureus

Se recolectaron 50 muestras de orinas diagnosticadas con ITU (mediante
tira reactiva) en el centro de salud “La Revolucion” las cuales fueron sometidas
a diferentes pruebas como urocultivos con medio selectivo siendo el Agar
Manitol Salado y pruebas bioquimicas como la catalasa para la caracterizacion
del estafilococo, seguido de la coagulasa para la tipificacion de Staphylococcus

aureus

Figura 2

Pasos que se siguio para la correcta identificacion del Staphylococcus aureus

Nota: 1) Pruebas y lectura de tiras reactivas, 2) Resultados de 24 horas del Agar Manitol Salado,

3) Prueba de catalasa, 4) Prueba de Coagulasa (positivo)
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3.3.2. Recoleccion de muestras de Aloysia citrodora (cedron)

Con el fin de garantizar la tipificacion taxondmica de las muestras, se
llevd a cabo un muestreo intencional en el distrito de San Miguel. Utilizando
claves dicotomicas especializadas para la familia Verbenaceae, se identifico de
manera mas detallada la especie Aloysia citrodora. Para asegurar la
representatividad de la muestra, se adquirio un kilogramo de material vegetal de

cinco vendedores diferentes.

Figura 3

Clave dicotomica para la identificacion de la Aloysia citrodora (Cedrén)

Por mucho tiempo ha existido cierta confusion sobre la nomenclatura de esta especie.
Asi, en la edicién de 1999 de The Plant Finder se la cita como Aloysia triphylla
(L’Herit.) Britton. Sin embargo, en el libro World Economic Plants se la designa con
el nombre Aloysia citrodora Palau, un descriptor diferente al generalmente citado,
nombre considerado correcto y prioritario

1 Arbustode2 a3 metrosdealtura.............cooiiiiiiiiiiiiii i 3

3 caliz gamosépalo con 4 dientes; corona con 4 16bulos...........ccoveiiinnnn.... 5
5hojasen verticilos de 3 a4d. ..o, 7

7 hojas con forma lanceolada................oooviiiiiiiiiiiii 10

10 hojas con fuerte olor a limén al estrujarlas, glabras por el envés............... Aloysia
citrodora

Fuente: Instituto de Botanica Darwinion Argentina (De Romero et al., 2002) coincidiendo con

Sanchez de Lorenzo (2016)
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3.4.

Una vez recolectadas las hojas y tallos que mostraron un aspecto
saludable y sin signos de dafio. Las hojas se mezclaron exhaustivamente y se
tomaron muestras aleatorias para la posterior obtencion de los extractos

etanolicos.

IDENTIFICACION DE Staphylococcus aureus EN MUESTRAS DE
ORINA DE PACIENTES DEL CENTRO DE SALUD “LA

REVOLUCION”

3.4.1. ldentificacion de Staphylococcus aureus

e Meétodo: Cultivo en agar Manitol Salado (MS)

e Fundamento: El agar manitol salado con rojo fenol es un medio de
cultivo especializado para el aislamiento y diferenciacion de
estafilococos. La combinacién de manitol, cloruro de sodio y rojo fenol
confiere a este medio propiedades Unicas: el manitol sirve como sustrato
fermentable, el cloruro de sodio crea un ambiente selectivo y el rojo fenol
actia como indicador de pH. La fermentacion del manitol por bacterias
como Staphylococcus aureus acidifica el medio, provocando el viraje del

indicador a amarillo y permitiendo su identificacion. (Britania, 2021b).

e Procedimiento

Se cultivaron muestras de orina positivas a infeccion del tracto urinario
(ITU), procedentes del Centro de Salud "La Revolucion”, en Agar Manitol
Salado. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24-48 horas. Las colonias
gue mostraron un viraje de color en este medio, indicando la fermentacion del

manitol, se identificaron preliminarmente como pertenecientes al género
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Estafilococos. Posteriormente, se realizaron pruebas bioquimicas (catalasa y
coagulasa) y tincion de Gram para confirmar la especie de Staphylococcus

aureus.

e Método: Prueba de Catalasa

e Fundamento: conocida como hidroperoxidasa, es una enzima que
contiene un grupo hemo, su funciédn principal es la descomposicion del
peréxido de hidrogeno, en agua y oxigeno. Esta enzima tetramérica,
salvaguarda a las células del dafio oxidativo, se utiliza como marcador
bioquimico para identificar microorganismos aerobios y anaerobios
facultativos. EI mecanismo de accion de la catalasa implica la
transferencia de electrones del perdxido de hidrégeno al grupo hemo, lo
que conduce a la formacion de agua y oxigeno molecular (Ramirez et al.,

2018)

e Procedimiento

Se procedio a seleccionar colonias que presentaban un color amarillo en
el medio de cultivo, lo cual sugiere la capacidad de fermentar manitol. Utilizando
un palillo de madera esterilizado, se tomaron muestras de estas colonias y se
inocularon en dos gotas depositadas sobre un portaobjetos: una gota contenia
solucion salina y la otra, perdxido de hidrégeno. Al inocular las muestras en el
peroxido de hidrégeno, se observo un burbujeo, lo que indica una reaccién
positiva para la catalasa. Por el contrario, en la solucion salina no se produjo

ninguna reaccion.

e Método: Prueba de Coagulasa
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3.5.

e Fundamento: La coagulasa, una enzima producida por Staphylococcus
aureus, cataliza la conversion de fibrindgeno en fibrina, lo que resulta en
la formacion de un coagulo. Esta propiedad bioquimica se explota en la
prueba de coagulasa, un método de diagnostico utilizado para diferenciar
Staphylococcus aureus (coagulasa positiva) de otros géneros de
Estafilococos (Ramirez et al., 2018). La prueba en tubo se considera
positiva si se observa coagulacion después de 4 horas de incubacién,
aunque puede requerir hasta 24 horas para detectar cepas con menor

produccion de enzima. (Cercenado & Cantdn, 2010)
e Procedimiento

Se seleccionaron colonias color amarillo, lo cual posee la capacidad de
descomponer manitol. Utilizando un palillo de madera esterilizado, se realizo6
una extraccion de cada colonia. De manera simultanea, se extrajeron muestras
de sangre venosa y se depositaron en tubos con anticoagulante (citrato de sodio).
Posteriormente, las muestras se centrifugaron para separar el plasma. A cada
tubo de ensayo se adicionaron 500 ul de plasma y se inocularon con las muestras
bacterianas obtenidas previamente. Después de un periodo de incubacion de 24
horas, se procedio a la observacion de la formacion de un coagulo, lo cual es

indicativo a coagulasa positiva (Staphylococcus aureus)

DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO
DE Aloysia citrodora (CEDRON) SOBRE LAS CEPAS IDENTIFICADAS

DE Staphylococcus aureus AISLADOS DE MUESTRAS DE ORINA

3.5.1. Obtencion de extractos etanolicos de Aloysia citrodora (cedrén)
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Se empled el método de maceracion. Inicialmente, se trituraron 15
gramos de hojas de cedron en un mortero. Posteriormente, el material vegetal
triturado se macero en un frasco de vidrio &mbar con 135 mililitros de etanol al
96% durante 20 dias a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad.
Transcurrido este periodo, la mezcla se filtro utilizando papel de filtro Whatman
namero 4. A partir del filtrado obtenido, se prepararon soluciones con diferentes
concentraciones de extracto de cedrén, aplicando la formula de dilucion C1V1 =
C.V2. Las concentraciones finales de las soluciones variaron entre 0.37% y
100% (v/v), siguiendo el disefio experimental propuesto por Condori et al.

(2022)

3.5.2. Proceso de determinacion de la concentracion minima inhibitoria 'y

concentracién minima bactericida para Staphylococcus aureus

e Meétodo: Infusion Cerebro Corazon (BHI)

e Fundamento: Es un medio de cultivo muy abundante en nutrientes, que
favorece un apropiado desarrollo microbiano. La infusién de cerebro de
ternera, la infusion de corazén vacuno y la peptona aportan nitrégeno,
carbono y vitaminas esenciales. La glucosa, como hidrato de carbono
fermentable, suministra energia. El cloruro de sodio conserva el
equilibrio osmético, mientras que el fosfato disddico actia como tampon.
El agar cerebro corazdn mantiene los mismos principios que el caldo para
el cultivo de estreptococos y otras bacterias exigentes. Puede ser
suplementado con sangre ovina desfibrinada estéril o con sangre equina
estéril, permitiendo asi el desarrollo de hongos de dificil crecimiento.

(Britania, 2021)
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e Procedimiento

Se seleccionaron 10 aislados de Staphylococcus aureus que resultaron
positivos en las pruebas de catalasa y coagulasa. Paralelamente, se prepar6 caldo
BHI disolviendo 37 g de polvo en 1000 ml de agua destilada, aplicando una regla
de tres simple se determind 5 ml para cada tubo. La solucion se calenté con
agitacion constante hasta ebullicion y completa disolucion. Posteriormente, se
distribuy6 en 10 tubos y se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Utilizando un palillo de madera esterilizado, se inocul6 cada uno de los aislados

en los tubos con BHI para su enriquecimiento y crecimiento.

e Meétodo: Cultivo en Agar Nutritivo

e Fundamento: Se compone principalmente de pluripeptonay extracto de
carne, los cuales suministran los elementos de nitrégeno y carbono
esenciales para el incremento bacteriano. Ademas, el cloruro de sodio
presente en el medio ayuda a mantener un equilibrio osmético adecuado,
permitiendo el crecimiento éptimo de las bacterias. Por Gltimo, el agar,
un polisacérido extraido de algas, se afiade para solidificar el medio y

facilitar su manipulacion.

e Procedimiento

En cada placa Petri se sembraron 10 puL de muestra provenientes de las
diferentes concentraciones establecidas en los tubos de concentracion minima
inhibitoria (CMI). A continuacién, se afiadio un volumen aproximado de 21 ml
de medio de cultivo liquido, ain en estado liquido, a cada placa. Posteriormente,

las placas se incubaron a una temperatura de 37°C durante un periodo de 24
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horas. Al finalizar este tiempo, se procedi6 a realizar las lecturas
correspondientes con el fin de determinar la concentracion minima bactericida

(CMB).

e Método: Macrodilucién en caldo

e Fundamento: La técnica de macrodilucion en caldo se emplea para
determinar la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y, en algunos
casos, la Concentracion Minima Bactericida (CMB) de un
antimicrobiano frente a un microorganismo especifico (Taroco et al.,
2006). Para ello, se preparan una serie de tubos que contienen un medio
de cultivo liquido caldo BHI y concentraciones decrecientes del
antimicrobiano a evaluar. Luego, se inocula cada tubo con una
suspension bacteriana estandarizada. Tras un periodo de incubacion, se
registra la concentracion mas baja de antimicrobiano que inhibe
visiblemente el crecimiento bacteriano, correspondiente a la CMI. Si se
desea determinar la CMB, se realiza un recuento de las colonias viables
en los tubos donde no se observo desarrollo, y se calcula la concentracion

que reduce la viabilidad bacteriana en un 99.9 % (Garcia et al., 2000)

e Procedimiento: Para evaluar la actividad antimicrobiana del extracto, se
determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) siguiendo el
método de dilucién en caldo descrito por Ali et al. (2009). Se prepararon
diluciones seriadas dobles de la solucién madre del extracto en caldo
BHI, obteniendo un rango de concentraciones que iban desde el 100 %
hasta el 0.37 %. A cada tubo se inoculd una suspension bacteriana

ajustada a 0.5 de McFarland. Tras 24 horas de incubacion a 37°C, se
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registrd la CMI como la concentracion més baja del extracto que inhibio
visiblemente el crecimiento bacteriano. Para determinar la Concentracion
Minima Bactericida (CMB), se sembraron muestras de 10 puL de cada
tubo en placas de agar nutritivo y se incubaron a 37°C durante 24 horas.
La CMB se definié como la concentracion mas baja del extracto que
elimino el 99.9% de la poblacion bacteriana, determinada por la ausencia

de crecimiento en las placas (Taroco et al., 2006).

Figura 4
Macro dilucion para determinacién de concentracion minima inhibitoria (CMI)

y concentracion minima bactericida (CMB)

1mi imi Im 1ml iml iml iml

B YaYaYaYaYa' e

1T Er

100 vl om 1ml

1ml
BHI 1ml

| | iml
BH| B im im

BHI BHI BHI

500 250 125 62,5 31.25mg/ 15.62 781
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

10u|!/ 10ul 10u1 §/ 10ul
Dilucion Diludién
Puro

Fuente: (Pimentel et al., 2015)
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3.6.

solucié

vez enf

EVALUACION DE LA SUCEPTIBILIDAD ANTIBACTERIANA EN
Staphylococcus aureus AISLADOS DE MUESTRAS DE ORINA DEL

CENTRO DE SALUD “LA REVOLUCION”

Meétodo: Cultivo en Agar Miller-Hinton

Fundamento: EIl medio de cultivo en cuestion es un medio no selectivo, lo que
significa que permite el crecimiento de una amplia gama de microorganismos.
Su composicién nutricional lo hace especialmente adecuado para realizar
pruebas de sensibilidad antimicrobiana de manera rutinaria. Debido a su baja
concentracion de sustancias que interfieren con la accion de ciertos antibidticos
(como tetraciclina, trimetoprima y sulfonamidas), este medio facilita la
obtencion de resultados confiables. Ademas, al agregar sangre de carnero, se
enriquecen las propiedades del medio, permitiendo el cultivo de
microorganismos mas exigentes nutricionalmente, como los estreptococos

(Britania, 2023)

Procedimiento

Se prepararon 50 placas de agar Mueller-Hinton. Para ello, se esteriliz6 una
n de 21 g de agar en 600 ml de agua destilada a 121°C durante 15 minutos. Una

riada a temperatura ambiente sin solidificar, se dispensaron 20 ml de este medio

en cada placa estéril. Posteriormente, se inocularon las suspensiones bacterianas de

Staphylococcus aureus con discos de antibacterianos sobre la superficie del agar. Las

placas se incubaron a 37°C durante 18-24 horas. Por ultimo, se midieron los halos de

inhibicion para determinar la sensibilidad de estas.

Metodo: Kirby-Bauer
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e Fundamento: El antibiograma disco-placa consiste en colocar discos de papel
secante impregnados con diferentes antibidticos sobre la superficie de una placa
Petri con agar previamente inoculado con el microorganismo. Al entrar en
contacto con el agar himedo, el disco absorbe agua y el antibidtico se difunde
radialmente a través del medio, formando un gradiente de concentracion. Tras
18-24 horas de incubacidn, se observaron halos de inhibicion alrededor de los
discos. Se midié el didmetro de estos halos y se comparé con valores estandar
para cada antibidtico. La interpretacion de estos resultados permitio clasificar al
microorganismo como sensible (S), intermedio (I) o resistente (R) a cada

antibidtico. (Picazo, 1993)

e Procedimiento

Se inocularon placas de agar Miller-Hinton con una suspensién de
Staphylococcus. Se colocaron discos de nitrofurantoina, ciprofloxacina, eritromicina,
oxacilinay tetraciclina y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Los halos de inhibicion
obtenidos permitieron determinar si la bacteria era sensible, intermedia o resistente a

cada antibiético.

3.6.1. Variables analizadas en la investigacion
- Variable independiente: Concentracion del extracto etandlico de

Aloysia citrodora (cedron)

- Variable dependiente: Susceptibilidad antibacteriana de Staphylococcus

aureus al extracto etanélico de Aloysia citrodora (cedron)

3.6.2. Analisis estadistico
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Se utilizd un disefio experimental completamente aleatorizado para
evaluar el efecto de diversas concentraciones del extracto etanolico de Aloysia
citrodora sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus. Se determinaron la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima
Bactericida (CMB) mediante la técnica de macrodilucion en caldo. Los datos
obtenidos fueron analizados estadisticamente utilizando un Anélisis de Varianza
(ANOVA) de un factor, seguido de la prueba de Tukey para comparar las medias
de los diferentes tratamientos. El andlisis estadistico se realizé utilizando el
software InfoStat, asumiendo un modelo lineal aditivo. El objetivo de este
analisis fue determinar si existian diferencias significativas en la actividad

antibacteriana del extracto a las diferentes concentraciones evaluadas.

Yij=u+Tit+ej
Donde:

Yij = Variable de respuesta

4 =Promedio general

7 = Efecto de la i-ésima concentracion del extracto
&j = Efecto del error experimental

Interpretacion:

Si el resultado es p < a 0.05 existe diferencias significativas

Si el resultado es p > a 0.05 No existe diferencias significativas

e Prueba de rango multiple de Tukey
¢ Procedimiento:

Encontrar el error estandar de la media: S
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\)

20M,,

r : NUmero de repeticiones

CMEE : Cuadrado Medio del Error Experimental
Encontrar la Amplitud Estudiada Significativas de Tukey: AES(D)

AES(D)=D

=10 Lgp Ter
Determinar la Amplitud Limite de Significacion Tukey: ALS (D)

ALS(D) = AES(D)S
X

Se procedera a jerarquizar los promedios de los tratamientos en orden
descendente, calculando posteriormente las diferencias entre las medias

resultantes.
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ﬂ. UNIVERSIDAD

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.  Staphylococcus aureus EN MUESTRAS DE ORINA DEL CENTRO DE

SALUD “LA REVOLUCION”

Tabla 1
Determinacion de Staphylococcus aureus aislados de ITU mediante reacciones de

diferenciacion bioquimica

MUESTRAS DE ITU
Pruebas bioquimicas de Staphylococcus aureus
Fermentacién Catalasa Coagulasa* %

de manitol
Positivo 14 14 10 20
Negativo 36 36 40 80
TOTAL 50 50 50 100

Donde: (*) = prueba clave para la identificacion de Staphylococcus aureus; % = frecuencia

Los resultados presentados en la Tabla 1 sugieren que este patdgeno es un
causante significativo de infecciones del tracto urinario (ITU). Para su identificacién, se
emplearon pruebas bioquimicas, entre ellas la fermentacién de manitol. Estos hallazgos
corroboran los reportes de Britania (2021), quien sefiala que la fermentacion del manitol
es una caracteristica comun en los estafilococos, manifestandose en la formacion de
colonias amarillas. Sin embargo, es importante destacar que algunos enterococos
también pueden fermentar este azUcar, por lo cual resulta fundamental complementar el
analisis con pruebas de catalasa y coagulasa. Por su parte, Murray etal. (2022)
enfatizaron la utilidad del agar salado manitol para el aislamiento selectivo de
Staphylococcus aureus. Gracias a su elevada concentracion de cloruro de sodio y

manitol, inhabilita el crecimiento de numerosos microorganismos y permite identificar
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a S. aureus por su capacidad de fermentar el manitol, la que lo distingue de las demas

especies de estafilococos

Los resultados obtenidos concuerdan con Cercenado & Cantdén (2010), quienes
establecieron que la catalasa, descompone el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno.
Esta reaccion, es una prueba fundamental para diferenciar familias bacterianas como las
Micrococcaceae (catalasa positiva) de otras como Streptococcaceae y Enterococcaceae
(catalasa negativa). Por otro lado, los estudios de Ramirez et al. (2018), indicaron que
la coagulasa, es una enzima producida por las cepas de Staphylococcus aureus. Esta
enzima induce la formacién de coagulos de fibrina alrededor de las células bacterianas,
dificultando asi la fagocitosis y la accion de los antibioticos. Historicamente, la
produccion de coagulasa se ha utilizado como una caracteristica distintiva para
diferenciar Staphylococcus aureus de otras especies de estafilococos, como

Staphylococcus epidermidis.

Los resultados obtenidos evidencian que las muestras de orina de pacientes con
infecciones del tracto urinario (ITU) presentan una frecuencia significativa del 20 % de
Staphylococcus aureus, aunque en menor proporcion que los uropatdégenos mas
comunes. Estos hallazgos concuerdan con los datos reportados por Casellas (2008),
quien, a partir de un estudio en 20 instituciones de salud argentinas, sefial6 que las
infecciones urinarias causadas por el género Estafilococos constituyen la segunda causa
mas frecuente en mujeres, después de Escherichia coli. Sin embargo, Caldas & Puglla
(2023) reportaron una prevalencia aun mayor de Staphylococcus aureus en muestras de
orina de pacientes hospitalizados con ITU. Estos estudios sugieren que Staphylococcus
aureus es un patogeno relevante en las infecciones urinarias, tanto en la comunidad

como en el ambito hospitalario.
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4.2. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA  (CMI) Y
CONCENTRACION  MINIMA BACTERICIDA (CMB) DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Aloysia citrodora (CEDRON) SOBRE LAS
CEPAS DE Staphylococcus aureus AISLADOS DE MUESTRAS DE

ORINA DEL CENTRO DE SALUD “LA REVOLUCION”

Tabla 2
Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etanolico de Aloysia citrodora

(cedrdn) sobre Staphylococcus aureus uropatdgenas

Crecimiento de Staphylococcus aureus
Concentraciones Positivo Negativo CMI
del extracto %

N° % N° %
0.37 10 100 0 0
0.75 10 100 0 0
1.5 10 100 0 0
3.1 10 100 0 0
6.2 7 70 3 30
12.5 5 50 5 50
25 2 20 8 80 25%
50 0 0 10 100
100 0 0 10 100
Control (-) 0 0 10 100
Promedio 5.4 54 4.6 46

Donde: N° = nimero de muestras; % = frecuencia de incidencia

La Tabla 2 presenta los resultados de la Concentracion minima inhibitoria (CMI)
del extracto etandlico de Aloysia citrodora (cedron) para los 10 aislados de
Staphylococcus aureus, determinada por el método de macrodilucion. Se observd
crecimiento bacteriano completo a concentraciones de extracto del 0.37 % al 3.1 %. A
partir del 6.2%, se evidencié una disminucion progresiva en el crecimiento,
alcanzandose una inhibicion completa del microorganismo al 50% de extracto etandlico

de Aloysia citrodora
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Los resultados obtenidos permitieron determinar la CMI del extracto etandlico
de Aloysia citrodora (cedrén) en un 25 %, segun la escala de McFarland 0.5. Se observé
una relacion dosis-respuesta, con una disminucién progresiva de la turbidez a medida
que aumentaba la concentracion del extracto, siendo méximas a concentraciones del

50% y 100%, como se muestra en la Figura 5.

Figura 5
Relacion entre la concentracion de extracto etanolico de Aloysia citrodora (cedrén) y

el crecimiento de Staphylococcus aureus, mediante la escala de turbidez de McFarland.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)
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-

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que los aislamientos de
Staphylococcus aureus resultaron sensibles a concentraciones del 25%, 50% y 100%
del extracto etandlico de Aloysia citrodora (cedrén), corroborando los hallazgos de
Guerrero (2019). Estos resultados, junto con los de Requejo (2020), sugieren una
relacion dosis-respuesta, donde concentraciones mas altas del extracto (75% y 100%)

mostraron mayor actividad inhibitoria. Observé un aumento gradual de Aloysia
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citrodora en el diametro de los halos de inhibicion a partir del 20%, lo que corrobora la

mayor efectividad a concentraciones més elevadas.

Los resultados presentados en la Tabla 2 indican que la concentraciéon minima
inhibitoria (CMI) se alcanza a partir del 25 %. Estos hallazgos concuerdan con los de
Nufiez etal. (2020), quienes reportaron actividad antibacteriana a partir de
concentraciones superiores al 20%. Asimismo, Aliaga (2013) observé una correlacion
positiva entre la concentracion del extracto y el diametro de los halos de inhibicion, con
resultados favorables a partir del 40%. Sin embargo, Suarez (2019) sugiere una CMI
superior al 70%. Nuestras observaciones, junto con los estudios previos, sugieren una
relacién dosis-respuesta, donde concentraciones mas altas del extracto se asocian a una

mayor actividad antibacteriana.

Condori et al. (2022) reportaron una actividad inhibitoria del extracto etanélico
de cedrdn contra Prevotella intermedia a concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100%,
siendo maés efectiva a las 24 horas. Nuestros resultados corroboran estos hallazgos y
demuestran que la Aloysia citrodora (cedrén) posee un amplio espectro de accion
antibacteriana. Asimismo, Requejo (2020) encontré una actividad inhibitoria similar
contra Streptococcus mutans a partir del 25%. Estos estudios, en conjunto, sugieren una
relacion dosis-respuesta, donde concentraciones mas altas del extracto se asocian a una

mayor actividad antibacteriana.
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Tabla 3
Concentracién minima bactericida (CMB) del extracto etandlico de Aloysia citrodora

(cedron) frente a Staphylococcus aureus uropatégenas

Crecimiento de Staphylococcus aureus
Concentracion Positivo Negativo CMB
del extracto %

N° % N° %
0.37 10 100 0 0
0.75 10 100 0 0
15 10 100 0 0
3.1 10 100 0 0
6.2 10 100 0 0
12.5 9 90 1 10
25 7 70 3 30
50 3 30 7 70
100 1 10 9 90 >100%
Control (-) 0 0 10 100
Promedio 7 70 3 30

Donde: N° = nimero de muestras; % = frecuencia de incidencia; > = mayor

La Tabla 3 presenta los resultados de la Concentracion Minima Bactericida
(CMB) del extracto etandlico de Aloysia citrodora frente a aislamientos de
Staphylococcus aureus. Los datos muestran que a concentraciones del 6.2% al 0.37%
se observa crecimiento completo de Staphylococcus aureus. A concentraciones mayores
(12.5 % a 100 %), se registré una inhibicion progresiva del crecimiento bacteriano,
siendo la concentracion del 100% la més efectiva con un 90% de inhibicion. Estos
resultados sugieren que la CMB del extracto etanolico de Aloysia citrodora frente a las

cepas de Staphylococcus aureus evaluadas es superior al 100 %.

Estos resultados conseguidos indican que la Concentracién Minima Bactericida
(CMB) del extracto etandlico de cedrdn es superior al 100%. Se observé que la mayor
actividad bactericida se alcanzo al 100% de concentracion del extracto, con una

inhibicién del 90% del crecimiento de Staphylococcus aureus. A concentraciones
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menores (50%), se registro una inhibicion del 70%, mientras que el 30% restante de las

cepas mostraron crecimiento, como se aprecia en la Figura 6.

Figura 6

Presencia de Staphylococcus aureus frente a diferentes concentraciones del extracto

etandlico de Aloysia citrodora (cedrén)
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De acuerdo con la Figura 6, concentraciones superiores al 100% del extracto de
cedrdn resultan adecuadas para determinar la concentracién minima bactericida del
extracto etanolico de Aloysia citrodora (cedrén) frente a Staphylococcus aureus. Estos
resultados concuerdan con la investigacion de Suarez (2019), quien, tras identificar 37
cepas de Staphylococcus aureus entre 80 muestras, observo una inhibicion del 85 % al
utilizar cedron. Asimismo, el estudio de Aliaga (2013) determind una concentracion
minima bactericida (CMB) de 16,259 mg/ml para Staphylococcus aureus ATCC 25923,
mostrando una diferencia de 0,485 a 1,092 mg/ml respecto a la concentracion minima

inhibitoria (CMI).
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ﬂ. UNIVERSIDAD

Asimismo, Huerta et al. (2020) identificaron 23 sustancias en el aceite esencial
de cedron, destacando el a-citral (25.13%), el B-citral (18.15%) y el limoneno (15.62%)
como los principales componentes volatiles. Dada la reconocida actividad
antibacteriana de estos compuestos, se sugiere que el aceite esencial de cedrén podria
utilizarse como tratamiento para la halitosis, causada por el metabolismo bacteriano en
la cavidad oral. Por su parte, Rudas (2017), empleando cromatografia de gases ajustada
a espectrometria de masas, encontré una composicion similar, con a-citral (22.13%),
9,10-dehidro-isolongifoleno (15.46%), B-citral (14.06%) y limoneno (10.28%) como los
compuestos mayoritarios. Estos resultados corroboran la actividad antibacteriana del

cedron, incluyendo su eficacia contra Staphylococcus aureus.

Bardales & Farfan (2018), mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS), identificaron en el aceite esencial de cedron los
siguientes compuestos mayoritarios: D-limoneno (26.41%), geranial (20.70%) y neral
(18.53%), siendo el citral (la suma de geranial y neral) el componente méas abundante
(39.23%). De manera similar, Diaz etal. (2007) reportaron que el citral es el
componente principal en los aceites esenciales de cedrdn, representando entre el 32% y
el 41% de su composicién. Estos autores también observaron un rendimiento maximo
de aceite esencial de 0.88% en plantas de dos meses de edad, antes de la floracion. Estos
resultados sugieren que el citral y los limonenos, al ser los compuestos mayoritarios,
son los principales responsables de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de

cedrén.

Los resultados obtenidos confirman la hipétesis planteada: Aloysia citrodora
(cedron) presenta actividad antibacteriana, evidenciada por los valores de concentracion
minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB) obtenidos frente

a cepas de Staphylococcus aureus aisladas de muestras uropatdgenas del centro de salud
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"La Revolucion”. Los resultados de este estudio sugieren que el extracto de cedrdn
podria ser una alternativa para el control de infecciones por Staphylococcus aureus. Sin
embargo, es importante destacar que el uso excesivo o inadecuado de cualquier
antibacteriana, incluyendo aquellos de origen natural, puede favorecer el desarrollo de
resistencia bacteriana. Estudios previos y la evidencia cientifica disponible sugieren que
los compuestos bioactivos presentes en los aceites esenciales de las plantas, como el

cedron, son los principales responsables de su actividad antibacteriana.

4.3. SUSCEPTIBILIDAD ANTIBACTERIANA EN Staphylococcus aureus DE

MUESTRAS DE ORINA

Tabla 4
Susceptibilidad antibacteriana de Staphylococcus aureus en aislados de muestras de

orina del centro de salud “La Revolucion”

Antibidticos  Sensible Intermedio Resistente Total
N° % N° % N° % N %
NIT 4 40 3 30 3 30 10 100
CIP 6 60 3 30 1 10 10 100
E 3 30 6 60 1 10 10 100
OX 0 0 0 0 10 100 10 100
TE 5 50 1 10 4 40 10 100

Promedio 3.6 36 2.6 26 3.8 38 10 100
Donde: NIT = nitrofurantoina; CIP = ciprofloxacina; E = eritromicina; OX = oxacilina; TE =

tetraciclina; % = frecuencia de incidencia; N° = nimero de muestras; (X?= 284.64; GL=8; P<0.0001)

El anélisis de susceptibilidad antibacteriana de los 10 aislados identificados
como Staphylococcus aureus revel6 una variabilidad en la respuesta a los antibidticos
evaluados, segun el andlisis estadistico de Chi-cuadrado, resultd con diferencia
estadistica significativa teniendo en cuenta la significancia de la prueba (p<0.05). Los
resultados, presentados en la Tabla 4, muestran que el 36 % de los aislados fueron

sensibles a todos los antibidticos ensayados (nitrofurantoina, ciprofloxacina,
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eritromicina, oxacilina y tetraciclina), mientras que el 38 % mostraron resistencia a
todos ellos. Se observo una resistencia del 100 % a la oxacilina, lo que sugiere una alta
prevalencia de cepas resistentes a meticilina (MRSA). La ciprofloxacinay la tetraciclina
presentaron tasas de sensibilidad moderadas (60% y 50%, respectivamente), mientras
que la eritromicina mostr6 un 60% de respuestas intermedias. Estos resultados se

encuentran graficados en la Figura 7.

Figura 7

Porcentajes de susceptibilidad antibacteriana a Staphylococcus aureus uropatégenas
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Donde: NIT = nitrofurantoina; CIP = ciprofloxacina; E = eritromicina; OX = oxacilina; TE =

tetraciclina

El andlisis de susceptibilidad antibacteriana de los aislados de Staphylococcus
aureus revel6 una mayor prevalencia de resistencia a la oxacilina, con un 100% de las
cepas mostrando resistencia a este antibiotico. Este hallazgo es coherente con los
estudios previos de Vallejo et al. (2022) y Suaréz et al. (2020), quienes reportaron tasas
similares de resistencia a oxacilina en Staphylococcus aureus. El andlisis estadistico
mediante la prueba de chi-cuadrado confirmé que existian diferencias significativas en

la susceptibilidad a los diferentes antibidticos evaluados (p<0.05). La adquisicion del
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gen mecA, que codifica una proteina alterada de unién a penicilina, es el principal
mecanismo de resistencia a oxacilina en Staphylococcus aureus y confiere resistencia a

todos los betalactamicos.

Los resultados obtenidos en este estudio difieren significativamente de los
reportados por Lazo etal. (2013), quienes encontraron una menor prevalencia de
resistencia a oxacilina en Staphylococcus aureus. En contraste, el 100% de los aislados
de nuestro estudio mostraron resistencia a este antibiotico, un hallazgo que coincide con
los estudios previos de Vallejo et al. (2022) y Suaréz et al. (2020). Ademas, se observo
una resistencia del 30% a la nitrofurantoina, ligeramente superior a la reportada por
Palou etal. (2011) en un estudio similar. Estos resultados sugieren una creciente
prevalencia de resistencia a maltiples antibidticos en Staphylococcus aureus aislado de

muestras de orina.

Los resultados de este estudio son firmes con los hallazgos de investigaciones
previas. Martinez etal. (2017) reportaron una alta prevalencia de resistencia a
tetraciclina (47%), similar a la observada en el 40% de los aislados de nuestro estudio.
Asimismo, Samudio et al. (2023) identificaron una resistencia del 8.7% a eritromicina
y del 4.3% a ciprofloxacina en aislados de Staphylococcus aureus, valores cercanos al
10% encontrado en el aislamiento 2 de nuestro estudio. Por otra parte, Gomez et al.
(2016) reportaron una resistencia a eritromicina del 66%, mientras que en nuestro
estudio se observd un mayor porcentaje de respuestas intermedias (60%) a este

antibiotico, lo que sugiere un potencial desarrollo de resistencia a largo plazo.

A diferencia de lo encontrado, Suaréz et al. (2020) reportaron una sensibilidad
del 100% a ciprofloxacina en las 39 cepas evaluadas, ademas de una sensibilidad del

60% a este antibidtico y del 50% a tetraciclina. De manera similar, Palou et al. (2011)
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encontraron una susceptibilidad del 100% a ciprofloxacina en un estudio con 784
muestras de orina. Segin Mensa et al. (2013), la resistencia a multiples antibidticos en
Staphylococcus aureus, como meticilina, tetraciclina, oxacilina y nitrofurantoina, esta
asociada con la presencia del gen mecA, lo que confiere a estas cepas la caracteristica
de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM). Estos hallazgos subrayan la
importancia del gen mecA en la resistencia a maltiples fa&rmacos en Staphylococcus

aureus.

Suaréz et al. (2020) demostraron que la adquisicion del gen mecA por parte de
Staphylococcus aureus confiere resistencia a oxacilina y a todos los betalactamicos. Este
hallazgo se explica por la capacidad de la proteina recopilada por el gen mecA de formar
una nueva proteina de unién a penicilina, lo que reduce la efectividad de estos
antibidticos. Lazo etal. (2013) atribuyeron el aumento de la resistencia a un uso
indiscriminado de antibidticos, que selecciona cepas bacterianas con mutaciones
genéticas que les confieren resistencia. Sanchez et al. (2013) confirmaron la presencia
del gen mecA en el 8% de los aislamientos de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (SARM) obtenidos de muestras de orina. Gil (2000) describi6 tres
mecanismos de resistencia en Staphylococcus aureus, incluyendo la hiperproduccion de
penicilinasa, que inactiva los betalactamicos, y la adquisicion del gen mecA, que
codifica una proteina alterada que permite a las bacterias mantener la integridad de la

pared celular a pesar de la presencia de estos antibioticos.

El Staphylococcus aureus es un patdgeno comun en infecciones cutaneas, pero
su presencia en infecciones del tracto urinario (ITU) es menos frecuente. En nuestro
estudio, solo el 20% de las muestras de orina positivas para ITU correspondieron a
Staphylococcus aureus. Estos hallazgos concuerdan con los reportados por Cervantes

et al. (2014), quienes sugieren que la presencia de Staphylococcus aureus en orina suele
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ser de origen hematdgeno y que esta bacteria, a pesar de ser parte de la microbiota
humana, es méas comin en pacientes hospitalizados con factores de riesgo como
diabetes, infecciéon por VIH, hemodidlisis, lesiones cutidneas o adiccion a drogas. La
colonizacion por Staphylococcus aureus resistente a mdaltiples antibidticos ha
aumentado en los Ultimos afios, tanto en el &mbito hospitalario como en la comunidad,

lo que representa un importante problema de salud publica.

En un estudio realizado por Raraz etal. (2021) demostraron que, en 106
pacientes con infecciones urinarias, se identifico a Escherichia coli como el agente
etioldgico mas habitual (85.3 %), seguido de Staphylococcus spp. (4.2%) y Klebsiella
spp. (3.1%). Estos resultados son consistentes con los hallazgos de estudios previos.
Canton & Ruiz (2013) reportaron una baja prevalencia de Staphylococcus aureus en
infecciones urinarias, especialmente en la comunidad, y una mayor frecuencia en
infecciones nosocomiales, como bacteriemia. Portillo & del Pozo (2018) también
asociaron la colonizacion por Staphylococcus aureus con factores de riesgo como la

diabetes y la hemodialisis.

Los datos obtenidos respaldan la hipétesis planteada, indicando que las cepas de
Staphylococcus aureus evaluadas muestran resistencia a oxacilina. El hallazgo de una
resistencia del 100% a este antibidtico es preocupante y refleja una tendencia creciente
hacia la resistencia a maltiples farmacos. Este fendmeno podria atribuirse, en parte, al
uso inadecuado de antibioticos, como la automedicacion, lo cual favorece la seleccion

de cepas bacterianas resistentes.
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V. CONCLUSIONES

- Se aisl6 e identificd a Staphylococcus aureus en el 20% de las muestras de orina
provenientes de los pacientes con infeccion del tracto urinario (ITU) del centro

de salud 'La Revolucién'.

- La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto de Aloysia citrodora fue
del 25 %. Asimismo, la concentracion minima bactericida (CMB), fue mayor al

100 %

- Al evaluar la susceptibilidad bacteriana de Staphylococcus aureus aislados de
infecciones del tracto urinario (ITU) frente a los antibidticos nitrofurantoina,
ciprofloxacina, eritromicina, oxacilina y tetraciclina, se observo una tasa de
resistencia del 38 % principalmente oxacilina y una de sensibilidad del 36 %
especialmente a nitrofurantoina. Estos resultados indican que la resistencia

bacteriana a los antibidticos evaluados es ligeramente mayor que la sensibilidad.
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V1. RECOMENDACIONES

- Efectuar estudios de la composicion genética y molecular de los factores de

resistencia del Staphylococcus aureus

- Realizar ensayo in vitro de comparacion de extracto etandlico gquimicamente
puro y aceite esencial del cedrén para conocer la susceptibilidad que posee frente

a Staphylococcus aureus uropatogenas

- Realizar estudios de comparacion y antibiograma de Staphylococcus aureus
ATCC y Staphylococcus aureus uropatogenas frente a antibioticos actuales de

mayor uso en la poblacion

- Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima
bactericida (CMB) con macrodiluciones en una planta nativa de la Regién de

Puno
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ANEXOS

Tabla 5
Anélisis de varianza y prueba de Tukey de las comparaciones de las concentraciones
para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto

etanolico del cedrén

Analisis de la wvarianza

Variakble H R= B= &3 W
presencia de 5 aunreus S0 0.71 0.68 46.11

Cuoadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl M F p—valor
Modelo 15.40 g 1.93 25.15 <0.0001
CHMI 15.40 2 1.83 25.15 <0.0001
Error 6.20 E1 0.08

Total Z21.60 B9

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS—=0.39435
Errer: 0.0765 gl: &1f

CHMT Medias n E.E.

50.00 Q.00 10 0.0% &

100 .00 Q.00 10 0.0% &

25.00 0.20 10 0.0% & B

12.50 Q.50 10 0.0% B c
&.20 0.70 10 0.09 c D
.37 1.00 10 0.0%9 D
.75 1.00 10 0.0%9 D
1.50 1.00 10 0.0%9 D
3.10 1.00 10 Q.09 D
Msedias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.0E5)
Figura 8

Muestra y seleccion de hojas en buen estado

A) Planta Aloysia citrodora (cedrén), B) Seleccién de las hojas en buen estado para el

proceso

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 9

Preparacion y procesamiento del cedron mediante la maceracién en etanol

A) Muestras y frascos para la preparacion del extracto etanolico, B) Filtrado del

extracto etanolico a recipientes acaramelados con papel filtro marca Whatman

Fuente: Elaboracion propia

Figura 10
Muestras de orina brindadas por el centro de salud “La Revolucion”, confirmadas con

infeccion del tracto urinario (ITU) mediante tiras reactivas

A) Centro de Salud la Revolucién, B) Lectura de tiras reactivas de orina, C) Muestras

de orinas procesadas

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 11
Cuaderno de registros de pacientes con diagndsticos uroldgicos, proporcionado con

fines académicos por el jefe de departamento del centro de salud “La Revolucion”

A) Registro de muestras de orina, B) Registros de resultados de exdmenes de orina
Fuente: Registro del centro de salud “La Revolucion”

Figura 12

Preparacion de medios de Cultivo

A) calcular la cantidad de agar Manitol salado, B) preparacién del agar manitol, C)

envolver con papel kraft para llevar a la auto clave para su esterilizacion

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 13

Siembra y resultado en Agar Manitol Salado

A) siembra de muestra en agar manitol, B) resultados de 24 horas de la siembra, se

observa viraje de color

Fuente: Elaboracion propia

Figura 14

Tipificacion para Staphylococcus aureus

I’——/
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A) Fermentacion de manitol, B) Prueba de catalsa, C) Prueba de coagulasa, D) Tinsién

Gram
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Figura 15
Preparacion de las diluciones del extracto etanolico de Aloysia citrodora (cedron) para

la concentracion minima inhibitoria (CMI)

A) Extraccion en ul del cedrén; B) inoculacion de la muestra en os tubos para la CMI;

C) cantidad por muestra para la CMI
Fuente: Elaboracion propia

Figura 16

Preparacion y comparacion del inoculo de acuerdo a la escala de McFarland

A) Preparacion del inoculo; B) turbides para la escala de McFarland; C) medicion y

comparacion segun la escala de McFarland

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 17
Determinacion de la concetracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etanolico

frente a Staphylococcus aureus

Fuente: Elaboracion propia

Figura 18

Sensibilidad y antibiograma mediante el metodo de kirby-bauer

A) Preparacion de medicamentos para emplear el metodo de kirby-bauer, B) halos de

inhibicion; C) medicion de los halos de los medicamentos

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 19

Determinacion de la concnentracion minima bactericida (CMB) empleando agar

nutritivo y un control negativo

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 20
Parametros del Manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad
antimicrobiana por el metodo de disco difusion para determinar la sensibilidad,

resistencia y respuesta inetermedia del S. aureus uropatogenos frente a los antibioticos

ANTIMICROBIANO CONTENIDO DIAMETRO ENmm
DEL DISCO R ‘ I | S
PENICILINAS
Penicilina 10unidades <28 %9
11-12
Oxacilina(S.Aureus? ) 1ug <10 - >
(Estafilococoscoagulasa negativos) 1ug 1
3
>
1
8
GLICOPEPTIDOS
30pHg - - >
Vancomicina 15
] ] 309 <10 11-13 >
Teicoplanina 14
AMINOGLUCOSIDOS
— TOHg Vi 13-14 >
Gentamicina 15
FLUOROQUINOLON
10pug <12 13-16 >
Norfloxacina 17
_ _ 51g <15 16-20 >
Ciprofloxacina 21
TETRACICLINA
30 g <14 15-18 >
Tetraciclina 19
MACROLIDOS
. .. I5ug <13 14-27 >
Eritromicina 23
LINCOSAMIDAS
2 1g <14 15-20 >
Clindamicina 21
OTROS
30 pg <12 13-17 >
Cloramfenicol 18
5Hg <16 17-19 >
Rifampicina 20
_ 30000 <14 15-16 >
Nitrofurantoina 17
1.25/23.75ug <10 11-15 >
Trimetoprim/sulfametoxazol 16
Fuente: Instituto Nacional de Salud (INS, 2002)
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CONSTANCIA N® 74-2023-D-FCCBB-UNA

EL QUE SUSCRIBE, DECANO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNA-PUNC.

HACE CONSTAR -

Que, & Bachfier JESUS MICHAEL LLAHUILLA QUISPE, egresado de la Escuela Profesional de
Biokgia de la Facultad de Ciencias Blokigicas de la Unwersidad Nacional det Altiplano - Puno, ha realzaco
su trabajo de investigacion (tesis), tiulado “EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO DE EXTRACTO
ETANOLICO DEL CEDRON (ALOYSIA CITRODORA) FRENTE A CEPAS DE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS", en & Laboratorio de Microbioiogia Clinica, de la Escuela Profesiond de Siclogia, Facultad o
Ciencias Bioldgicas, los mes de mayo, julio del 2023

Se expide fa presente constancia a sclictud del interesady, para K8 fines que estime por

convenents
Puno, 19 de setiembre del 2023
X R \
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CONSTANCIA

El que suscribe jefe del servicio de laboratorio clinico del Centro de Salud La
Revolucion

HACE CONSTAR

Que, el Bach. Jesus Michael Llahuilla Quispe identificado con DNI N°
75148071, solicito muestras urolégicas del Centro de Salud La Revolucién del
distrito de San Miguel para el desarrollo de su proyecto de tesis titulado
“EFECTO ANTIMICROBIANO in vitro DE EXTRACTO ETANOLICO DE
Aloysia citriodora (CEDRON) FRENTE A CEPAS DE Staphylococcus
aureus” en los meses mayo, junio y julio del 2023

Se expide la presente CONSTANCIA, a solicitud del interesado para los afines
que viera conveniente.

San Miguel, 12 de junio del 2024

Atentamente.
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Institucional y, en consecuencia, en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de
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y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consceuencia, la Universidad tendrd la posibilidad de divulgar y difundir los Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacién alguna y sin derccho a pago de contraprestacion, remuneracion ni regalia alguna a
favor mio; en los medios, canales y plataformas que la Universidad y/o el Estado de la Repiblica del Pert
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extraer los metadatos sobre los Contenidos, ¢ incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
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Autorizo que los Contenidos sean puestos a disposicion del pablico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiento-NoComerciat-Compartirigual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
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