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RESUMEN

El estudio se realiz6 en la ciudad de Puno, en la Universidad Nacional del
Altiplano Puno, en el laboratorio de zoologia de la Facultad de Ciencia
Biologicas y Hospital Regional Manuel Nufiez Butron area CERITTS 2017, con
los objetivos: Determinar la actividad antimicrobiana de cuatro dosis del aceite
esencial de las plantas paico (Chenopodium ambrosioides), ajenjo (Artemisia
absinthium),  Ortiga (Caiophora cirsiifolia) en el crecimiento in vitro de las
bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. y Shigella
sp.,observar las reacciones de analisis preliminar de metabolitos secundarios
de las plantas en estudio con principios activos y evaluar la toxicidad del aceite
esencial mediante el ensayo de letalidad con Artemia salina. La metodologia
utilizada fue efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de las plantas a
concentraciones de 5ul, 10ul, 20ul y 1ml, utilizando el método de difusidén en
agar. Los resultados de la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de las plantas, Chenopodium ambrosioides L. presento mayor
actividad sobre Escherichia coli a 20ul con un porcentaje de inhibicion al doble
del control positivo que presento 10mm donde (F = 18.80; GL = 4; P = 0.0001)
se determin6 que es alta mente significativo y Artemisia absinthium L. mostro
mayor sensibilidad frente a Staphylococcus aureus a 1ml con 81.25 % de
inhibicion con respecto al control positivo, (F = 28.96; GL = 4; P =
0.0001)siendo altamente significativo, mientras que Caiophora cirsiifolia no
mostro actividad antimicrobiana para ninguna bacteria en estudio. Para las
reacciones de andlisis preliminar de los metabolitos secundarios se observaron
alcaloides, fenoles y carbohidratos en las tres plantas. Y la letalidad en Artemia
salina demostro toxicidad en los extractos de Chenopodium ambrosioides L,
Artemisia absinthium L. y Caiophora cirsifolia. Mostraron DLso de 30.08 pug/ml,
51.62 pg/mly 64.92 ug/ml respectivamente.

Palabras claves: Actividad antimicrobiana, toxicidad, aceite esencial, bacterias,

Artemia salina.
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ABSTRACT

The study was carried out in the city of Puno, in the National University of Puno
Altiplano, in the zoology laboratory of the Faculty of Biological Sciences and
Manuel Nufiez Butrén Regional Hospital CERITTS 2017 area, with the
objectives:To determine the antimicrobial activity of four doses of the essential
oil of the plants paico (Chenopodium ambrosioides), absinthe (Artemisia
absinthium), nettle (Caiophora cirsiifolia) in the in vitro growth of the bacteria
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. and Shigella sp.,
observe the reactions of preliminary analysis of secondary metabolites of the
plants under study with active ingredients and To evaluate the toxicity of the
essential oil by means of the lethality test with Artemia salina. The methodology
used was the antimicrobial effect of the essential oils of the plants at
concentrations of 5ul, 10ul, 20ul and 1ml, using the agar diffusion method.The
results of the antimicrobial activity of the essential oils of the plants,
Chenopodium ambrosioides L. showed greater activity on Escherichia coli at
20ul with a percentage of inhibition at twice the positive control that presented
10mm where (F = 18.80; GL = 4; P = 0.0001) was determined to be highly
significant and Artemisia absinthium L. showed greater sensitivity to
Staphylococcus aureus at 1ml with 81.25% inhibition with respect to the positive
control, (F = 28.96, GL = 4, P = 0.0001) being highly significant, while
Caiophora cirsiifolia showed no antimicrobial activity for any bacteria under
study. For the preliminary analysis reactions of the secondary metabolites,
alkaloids, phenols and carbohydrates were observed in the three plants. And
the lethality in Artemia salina demonstrated toxicity in the extracts of
Chenopodium ambrosioides L, Artemisia absinthium L. and Caiophora cirsifolia.
They showed LD50 of 30.08 pug / ml, 51.62 ug / ml and 64.92 ug / mi
respectively.

Key words: Antimicrobial activity, toxicity, essential oil, bacteria, Artemia salina.
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l. INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana de ciertas bacterias a los antibiéticos comerciales
aparece como consecuencia de cambios en su genoma o mutaciones y asi
mismo también se da la resistencia a un antibiotico por el uso indiscriminado de
estos farmacos. A consecuencia de esto la diseminacion de bacterias
resistentes a antibidticos se facilita por la poca limpieza e higiene en los
hospitales, gran frecuencia de viajes, el comercio y la trasmision de las

enfermedades (1).

Los aceites esenciales, los extractos alcohdlicos, entre otras formas de
obtencion de los metabolitos con actividad biolégica son utilizados por las
industrias farmacéuticas, industrias alimentarias e industrias de cosmética y
tabacalera, como perfumes y (2) asi mismo las investigaciones muestran que
los aceites esenciales, extractos hidroalcohdlicos, etc. posen actividad
antibacteriana, antifangica, antiviral (3), insecticida (4) y antitéxica (5).

Las bacterias de salud publica con resistencia a antibidticos comerciales. E. coli
presenta resistencia a antibioticos comerciales como ceftazidima y cefotaxime
(6), mientras que para S. aureus presenta resistencia a clindamicina y
trimetropim/sulfametoxazol (7). Por lo tanto se propuso demostrar el efecto
bactericida del aceite esencial de las plantas medicinales en la solucion a la

resistencia bacteriana a los medicamentos .

Entre los factores que aceleran la aparicion de la resistencia se da de forma
natural con el tiempo esto generalmente esta ligado a las modificaciones
genéticas de los microorganismos, pero este incremento se da por el mal uso y

abuso de los antimicrobianos (8).

La obtencion de los aceites esenciales de paico, ajenjo y ortiga fue para brindar
una nueva alternativa de solucibn a los problemas causados por los
organismos causantes de dafios, asi orientando su uso en el futuro como
agente antimicrobiano, de esa manera brindar el producto a bajos costos y
accesibles a la poblacion de bajos recursos econémicos y asi contrarrestar los

dafos producidos por estos organismos causante de infecciones. Por tal razén
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en esta investigacion nos propusimos los siguientes objetivos, general y
especificos:

Objetivo general
Determinar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de
Chenopodium ambrosioides L, Artemisia absinthium L y Caiophora
cirsiifolia y toxicidad en Artemia salina.
Objetivos especificos
Determinar la actividad antimicrobiana de cuatro dosis del aceite esencial de
las plantas paico (Chenopodium ambrosioides), ajenjo (Artemisia
absinthium), Ortiga (Caiophora cirsiifolia) en el crecimiento in vitro de las
bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. y Shigella
sp.
Observar las reacciones de andlisis preliminar de metabolitos secundarios de
las plantas en estudio con principios activos.
Evaluar la toxicidad del aceite esencial mediante el ensayo de letalidad con

Artemia salina.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Los estudios para el aceite esencial de Chenopodium ambrosioides L. poseen
actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli
en una concentracion 5 % que produjo 8.7mm y 9.2mm respectivamente (3),
asi mismo el aceite esencial de cedron frente a Escherichia coli y
Staphylococcus aureus con una sensibilidad entre 20mm para las dos bacterias
en estudio considerandose como sumamente sensible porque se encontré una
sensibilidad > a 20mm (9), mientras que los aceites esenciales Petroselinum
crispum "perejil" sobre Staphylococcus aureus mostré un promedio de halo de
inhibicibn de 28mm para una concentracion delO00 por ciento y para
Escherichia coli no mostro ninguna actividad (10).

El extracto seco hidroalcohdlico al 70% de las hojas de Chenopodium
ambrosioides L. “Paico” presenta una actividad antimicrobiana de 18.33 mm
para Staphylococcus aureus a 250 mg/ pozo (11), mientras que el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Polylepis australis mostro actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus con un halo de 8-11mm de
inhibicion (12), sin embargo el extracto hidroalcohdlico de Chenopodium
ambrosioides (paico), para concentracion inhibitoria minima fue 8 mg/ml para
Staphylococcus aureus y 16 mg/ml sobre Escherichia coli, a comparaciéon con
la gentamicina que fue de 4 pg/ml tanto para Staphylococcus aureus y
Escherichia coli (13).

En tanto la investigaciéon reportada sobre (Chenopudium incisum) Arg'a paiqo,
se encontrd la presencia en abundante cantidad de compuestos fendlicos y
flavonoides, a los que se atribuye su marcada accion bioldgica frente a
Micobacterium tuberculosis H37Rv es sensible a concentracion de 29
mg/ml(14), por otro lado los halos de inhibicidon encontrados para las bacterias
Salmonella typhi y Bacillus cereus en el tallo de Barkleyanthus salicifolius tuvo
2.4 ug, pero la raiz de Chenopodium sp. Presento una concentracion de
inhibicién de 4.4 pg equivalentes de cefalosporina ¢ contra Salmonella typhi
(15).
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El extracto hidroalcohdlico de Annona cherimola de las partes de las hojas
expresO actividad antimicrobiana para la concentracion de 75% sobre
Staphylococcus aureus con 40% de inhibicion y para Escherichia coli con 84%
de inhibicion. Ademas se observo flavonoides, fenoles, taninos y glicésidos que
estan relacionados con la actividad antimicrobiana (16), asi como también el
extracto acuoso de Solanum americanum Miller mostré6 actividad
antimicrobiana por la presencia de taninos, glicoalcaloides, saponinas y
proteinas sobre S. aureus a una concentracion minima inhibitoria de 30 mg
de materia seca/ml solucién y no se observé efecto para E. coli con el extracto

acuoso (17).

La actividad antimicrobiana sobre S. aureus mostré 60 % de inhibicion para el
aceite esencial de romero y 70 % de inhibicidn para los aceites esenciales de
curcuma y tomilllo, en su composicion poseen altos porcentajes de
monoterpenos no oxigenados (18). Mientras que, La actividad antimicrobiana
para Escherichia coli, Bacillus subtillis, Pseudomonas aeruginosa Yy
Staphylococcus aureus con Persea linge se observa una actividad leve para
todas las bacterianas estudiadas con halos de 10 a 14 mm (19), efectos
similares muestra el aceite esencial de Allium sativum donde se observo que
Helicobacter pylori mostré mayor halo de inhibicion con 16mm, seguida de

Salmonella enteritidis con 12.71mm, E. coli y S. aureus presentaron 9 mm (20).

En la extracciébn de 10 kg de tejido fresco se obtuvo 25 ml de aceite Tagetes
lacera con un rendimiento de 0.0025 ml/g y en su composicion quimica se
encontré E-tagetona (26.2%), crisantenona (24.8%), verbenona (22.1%) y a-
thujeno (20.5%), B-pineno (3.1%) y a-pineno (1.9%), y elementos traza (1.4%)
(21), mientras que el aceite esencial de Piper lanceaefolium, se encontraron
trans-B-cariofileno (11.6%) seguido de germacreno D (10.7%), aselineno
(7.8%) asi como también 3 -selineno (4.8%), a-cubebeno (4.3%) y B-pineno
(5.4%). El aceite presento actividad contra Staphylococcus aureus y Bacillus
subtilis (22).

La actividad antimicrobiana de los extractos acuosos Allium sativum, Peumus
boldus, Eucalyptus globulus, Mentha piperita y Salvia officinalis. Se observo

que no presento actividad contra E. coli a concentracién de1000 g/ml. Mientras
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que para S. aureus fueron los mas activos a 62.5 a 500 g/mL (23), mientras
que el aceite esencial Cymbopogon citratus y Eucalytus globulus ejerce efecto
sobre Shigella flexneri con 88,8% de inhibicion con respecto al sulfametoxazol
+ trimetropim (20 mm) (24).

La resistencia a antimicrobianos, en especial a quinolonas, en cepas de
Escherichia coli en 222 cepas de origen fecal presentaron resistencia a:
ampicilina (62.6%), cotrimoxazol (48.6%), tetraciclina (43.0%) y cloranfenicol
(15.8%). Es por el uso extendido y el consumo de este tipo de antimicrobianos
en la comunidad y produciéndose la pérdida de utilidad en el area (25), asi
como también E. coli que fue aislado de muestra de orina que presento
resistencia a ceftazidima con 9.5% y cefotaxime con 8.7 % (6) y para S. aureus
resistente a la meticilina también mostro resistencia a otros antibiéticos como
las quinolonas con 25.1% y la clindamicina con 24.9% y en menor grado para

trimetoprim/sulfametoxazol con11.8% (7).

El aceite esencial de Chenopodium ambrosioides L. esta compuesta por: a —
Felandreno (43.0 %), a - Pineno (14.5 %), Ascaridol (11.78 %), Cineol (7.2 %),
b - Pineno (5.2 %), Limoneno (4.2 %), a - Terpineno (3.8 %), p cimeno (2.6 %),
Cis -anetol (2.4 %), Carvona (1.82 %), Timol (1.80 %), Linalol (0.95 %),
Carvacrol (0.75 %) (26), mientras que el aceite esencial Croton malambo esta
compuesta por Z- metil-isoeugenol (53.6 %), seguido de a-bergamoteno
(7.4%), metil eugenol (3.0%), E-metil-isoeugenol (3.5%), entre otros. Y La
CL50 del aceite esencial a las 24 horas fue de 15.32 pg/ml (27) y para el
analisis fitoquimico de metabolitos secundarios de Caiophora carduifolia se
encontraron reacciones positivas para aminoacidos libres, saponinas y también

presento compuestos fendlicos y flavonoides (28).

La actividad antimicrobiana de los extractos vegetales de Alchornea triplinervia,
Averrhoa carambola, Brunfelsia grandiflora, Annona muricata, Cedrela odorata
y Caraipa grandifolia ) Ninguno mostr6 actividad sobre E. coli mientras Cedrela
odorata y Alchornea triplinervia presentaron mayor actividad sobre P.
aeruginosa a 15.62 y 62.5 mg/ml respectivamente, mientras que para S. aureus
fue sensible para C. odorata, A. triplinervia y Caraipa a 3.91 mg/ml (29), pero

los aceites de Psidium guajava L., Eugenia uniflora L. presentaron actividad

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
| Attiplano

N1

antimicrobiano  sobre  Escherichia coli, Salmonella typhimurium vy
Staphylococcus aureus a una concentracion de 8% y Psidium cattleyanum

Sabine no presento actividad sobre las tres bacterias (30).

2.2 MARCO TEORICO

2.2.1. Plantas medicinales

La etnobotanica es el estudio cientifico de la interaccién entre el hombre y su
entorno vegetal, esta ciencia proviene de la unién de dos campos de estudio
que son la etnologia (estudio cientifico de la cultura) y la botanica (estudio

cientifico de las plantas) (31).
La farmacognosia

La farmacognosia es una palabra que etimolégicamente tiene el siguiente
significado “conocimiento de los farmacos”. Farmacognosia proviene de las
raices griegas pharmakon cuyo significado es remedio y gnosis que significa
conocimiento (32), asi mismo también es considerado como la ciencia que se
encarga del estudio de las drogas y las sustancias medicamentosas de
origenes naturales como vegetal, animal y microbiano (hogos, bacterias) (33),
por otro lado la farmacognosia tiene como metas investigar nuevos meétodos
de produccién y extraccion de plantas de interés farmacolégico para su

obtencion de sus principios activos (34).

La farmacognosia se divide en: farmacoergasia, farmacoetnologia,
farmacogeografia, farmacoetimologia, farmacoemporia y farmacodiascomia.
(34)

Obtencién y tratamiento de las drogas vegetales

La obtencién de las drogas vegetales pueden ser de plantas medicinales
silvestres (crecen espontaneamente) o cultivadas (controlado todo el proceso
de su produccién) (34). También estas plantas pueden ser clasificadas segun
su origen como: especies autéctonas y especies aléctonas dentro de las
plantas aloctonas también podemos diferenciar como: plantas exéticas y

plantas aclimatadas (33).
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Métodos generales de obtencion de los principios activos

La obtencion de los principios activos puede realizarse por gran variedad de
métodos como: Métodos extractivos a partir de la droga, Métodos

Hemisintéticos o Semisintéticos y Métodos Biotecnolégicos (33).
Métodos extractivos a partir de la droga:

El proceso de extraccién de los principios activos es directamente a partir de la
droga. Utilizando técnicas como_ extraccion mecanica (utilizando por
expresion, con calor y con incisiones), destilacion, extraccibn con gases y
extraccion con disolventes esta ultima técnica puede ser aplicada de forma
discontinua (utilizando la maceracion, digestion, infusiébn y decoccion) y de
forma continua (utilizando percolaciéon y soxhlet) (33), asi mismo la técnica mas

recomendada es la extraccion con gases (26).
Destilacion por arrastre de vapor

Es el método mas utilizado que consiste el producir vapor normalmente en un
hervidor e inyectado al destilador donde se encuentra el material botanico. El
principio basico de la destilacién de dos liquidos heterogéneos, como el aceite
esencial y agua, mientras que cada uno ejerce su propia presion de vapor
como si el otro componente estuviera ausente. Finalmente el vapor de agua y

el aceite esencial son condensados y separados (35).
Métodos Hemisintéticos o Semisintéticos

Se toma sustancias o componentes de origen natural, activas o inactivas desde
un punto de vista farmacoldgico para ser modificado mediante el uso de las

reacciones quimicas o transformaciones biologicas (33).
Métodos Biotecnholégicos

Son técnicas que consisten en la obtencidn de los principios activos mediante
el uso de ciertos microrganismos o por cultivo en células y tejidos vegetales o

animales (33).
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Aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias liquidas volatiles, la obtencion de estos
componentes pueden ser por arrastre con vapor de agua y la composicion de
estos componentes de las plantas son responsables del aroma de las plantas
y que son importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de
alimentos (condimentos y saborizantes) e industrias farmaceéutica (36), asi
mismo también los aceites esenciales son considerados como mezclas
complejas de compuestos que proporcionan olor y sabor a gran niumero de
alimentos, asi mismo también son utilizados en la industria cosmética. Entre los
aceites esenciales mas utilizados se encuentra el del limén, donde Argentina es

uno de los mayores productores en el mundo (35).
Mecanismo de accion del aceite esencial sobre los microorganismos

Los mecanismos de accion sobre los microorganismos es muy complejo y por
ahora no ha sido explicado y entendido del todo. EI modo accién que muestra
los aceites esenciales dependera del tipo de microorganismo, donde
principalmente esta relacionado con la membrana externa y la estructura de la
pared celular (37), asi mismo se establecieron “in vitro” la actividad
antimicética, antimicrobiana y antiparasitaria para el aceite esencial de Aglaia
odoratissima. Se plantea que para la interferencia del metabolismo del

microorganismo en la fase intermedia inactivan las enzimas de reaccion. (38)
Componentes de las plantas
Alcaloides

Los alcaloides son metabolitos secundarios, en su composicidon contienen
nitrdgeno en sus moléculas. Generalmente son de origen vegetal, pero también
existen algunas especies animales que lo producen. En su gran mayoria son
basicos porgue son aminas y también hay alcaloides neutros. Los alcaloides
producen alguna respuesta fisioldgica, aunque no siempre sobre un organismo
animal superior. Gran numero de alcaloides poseen en sus moléculas dos
atomos de nitrogeno (39), por otro lado también los alcaloides se encuentran
en un grupo de productos naturales de mucho interés por la intensidad de los

efectos que puede llegar a producir y porque forma la principal fuente de la
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materia prima de buen numero de principios activos que son utilizados

actualmente en la accion terapéutica (34).
Taninos

Son metabolitos secundarios importantes de los vegetales. Son glicosidos de
polifenoles, solubles en solventes polares como el agua y tienen la propiedad
de unirse a proteinas, asi formando agregados moleculares que son insolubles
en agua. Estan divididos en dos clases como taninos condensados e
hidrolizables (39), asi mismo los taninos hidrolizables cumplen la funcién de
defender al vegetal contra insectos masticadores o animales fitéfagos, mientras
que los taninos condensados aparentemente actian sobre la accion microbiana
(39).Tiene la estructura polifendlica, donde su peso molecular esta entre 500 y
3000; son solubles en agua, en acetona, en alcohol y en forma de soluciones
coloidales, Mientras que para la farmacologia presentan acciones

Antimicrobianos y antifingicos (40).

Los carbohidratos son  considerados como  polihidroxialdehidos,
polihidroxicetonas 0 compuestos que por hidrdlisis se convierten en aquellos;
esta compuesto de carbono, hidrégeno y oxigeno de formula general Cx(H20)
y también son considerados como glicidos o sacéridos, elementos energéticos,
sustancias de reserva, constituyen los mas abundantes compuestos de las

plantas y son a consecuencia de la fotosintesis (41).
Fenoles

Los compuestos fendlicos estan compuesto por un amplio conjunto de
sustancias de dificil definicion. El elemento estructural fundamental es por la
presencia de por lo menos un nucleo bencénico que contiene por lo menos un
grupo hidroxilico libre o constituyendo por una parte de otra funcién como éter,
éster, heterdsido. Donde a partir del acetato se forma el poli-B-cetoésteres y
produce por ciclacion compuestos normalmente policiclicos como: depsidonas,
xantonas, quinonas, cromonas, orcinoles, dépsidos, isocumarinas, etc.
(42).0tros componentes fitoquimicos que también las plantas poseen: quinonas
lactonas, flavonoides, saponinas, esteroides, terpenos, triterpenos, entre otros

componentes. (14)
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Estudios de toxicidad también ofrecen informacidén sobre la dosis que a partir
de que concentraciones comienzan a aparecer los efectos toxicos. Asi mismo
la determinacion de la DL50 es el estudio de la administracion de dosis

crecientes hasta obtener la dosis letal media (34).
2.2.2. Materiales y Muestras bioldgicas
Chenopodium ambrosioides L.

El paico Chenopodium ambrosioides (Figura 15) es considerado como una
Hierba anual perenne y aromatica, caracterizada por poseer medidas de 40 cm
hasta un metro; tiene las hojas pecioladas oblongo-lanceoladas, cuyas flores
son verdosas dispuestas en panicula piramidal (43). La composicion quimica
del aceite esencial esta connstituido por monoterpeno, ascaridol (1,4-peroxido
de p-menta-2-eno), compuesto mayoritario de la esencia (26), asi mismo
también presenta mirceno, a-terpineno, a-terpineol, felandreno, p-cimeno,
alcanfor, limoneno, safrole, aritasona, ©-3-careno, N-hentriacontano, N-
docosano, N-octacosano, N-heptacosano, a y B-pineno, methadieno,

metilsalicilato, dimetilsulfoxido y delta-terpineol (43).
Artemisia absinthium

Artemisia absinthium L pertenece a la familia Asteraceae y genero Artemisia
con un promedio de 474 especies (45). El aceite de Artemisia absinthium L.
"Ajenjo” (Figura 16) es considerado como planta herbacea y sus tallos miden
de 80 a 120 cm de color verde plateada. Mientras que Las hojas estan
dispuestas de forma espiralada de coloracién verde grisaceo por el anverso y
blancas en el reverso, esta cubierta con pelillos blanco plateados. El aceite esta
compuesta principalmente de (a + B) tuyona o cis-crisanteno (44), también se
encontraron en los aceites sabinene, mirceno, 1.8 cineol, cetona (0-14.9%),
linalool y a-tujona, bthujone, trans-epoxyocimene, trans verbenol, carvona, (E) -
sabinyl acetate, curcumene, butirato de nerilo, 2-metilbutanoato de nerilo, 3-
metilbutanoato de nerilo y chamazuleno (45).

Caiophora cirsiifolia

La familia Loasaceae en el Peru esta compuesta por ocho géneros con un

promedio de 112 especies la mayoria de estas plantas son herbaceas (46),

23
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mientras que el género Caiophora esta compuesta alrededor de 60 especies
cuya distribucién esta en los andes de Argentina Chile Ecuador y Perd. Son
hierbas perennes en forma de cojines, también son considerados como hiervas
trepadoras o hiervas rosuladas acaules (47). Caiophora cirsiifolia C. Presl
(Figura 17) conocidos por los nombres comunes como ortiga macho, ortiga
colorada, pucashinua y se pueden encontrar desde los 2100 — 4000 msnm
(46).

Resistencia Antibacteriana

La resistencia antimicrobiana de ciertas bacterias a los antibioticos comerciales
aparece como consecuencia de cambios en su genoma o mutaciones y asi
mismo también se da la resistencia a un antibiotico por el uso indiscriminado de
estos farmacos (1).mientras que entre los factores que aceleran la aparicion de
la resistencia se da de forma natural con el tiempo esto generalmente esta
ligado a las modificaciones genéticas de los microorganismos, pero este

incremento se da por el mal uso y abuso de los antimicrobianos (8).
Staphylococcus aureus

La bacteria Staphylococcus aureus, denominado asi por su desarrollo de sus
colonias amarillas. Y esta coloraciéon de pigmento amarillo probablemente le
confiera cierta proteccion a los efectos antimicrobianos de la radiacién solar.
También otra de sus caracteristicas es aerobio y anaerobio facultativo (48),
Este microorganismo coco Gram positivo inmaovil, no formador de espora y que
llega a medir entre 0.5 a 2 um. Se agrupa en forma de racimos de uva y para
su metabolismo llega a producir catalasa y degrada los azucares por el proceso

de fermentacion (49).

La gastroenteritis infecciosa es una inflamacion intestinal o en la mucosa
gastrica (49), produciendo un cuadro de diarrea aguda, puede ser acompafiado
0 no de nauseas, vomitos, dolor abdominal y fiebre. Entre los enteropatdégenos
bacterianos causante de la gastroenteritis infecciosa mas frecuentes se

encuentran Escherichia.coli Salmonella spp., Shigella spp. entre otros. (50)

Escherichia coli
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Es un bacilo corto gramnegativo, anaerobio facultativo, que pertenece a la
familia Enterobacteriaceae y coloniza el intestino del ser humano a horas
después de su nacimiento, asi mismo se considera también parte de la
microbiota normal, pero también existen cepas patdgenas que pueden causar
problemas intestinal, extraintestinal o ambos, produciendo diferentes sindromes
el mas caracteristico es el sindrome diarreico (51), la cepa de E. coli son
resistentes a uno o mas antibiéticos por la presencia de ciertos genes como
pic, sat y pap, este ultimo gene esta relacionado con la expresion de fimbrias
en cepas uropatdégenas. Por las caracteristicas y condiciones del nosocomio,
por lo tanto la presencia de ciertas cepas virulentas en los pacientes pudiera
ser uno de los factores importantes en la alta incidencia de enfermedades

diarreicas e infecciones de las vias urinarias (52).
Shigella

Es un bacilo gramnegativo, anaerobio facultativo, inmovil, jamas produce gas,
tiene la caracteristica de fermenta lactosa de forma tardia (mas de24 h) es un
parasito invasivo, puede o no poseer capsula y su clasificacion seroldgica se
realiza a través del antigeno somatico ElI género Shigella agrupa cuatro
especies: Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii y Shigella
sonnei (51), por lo tanto la shigelosis es la enfermedad diarreica mas
contagiosa de los seres humanos. La transmision de la enfermedad es por la
via fecal - oral y se requieren tan sélo 200 microorganismos viables para

causar la enfermedad (53).

La patogénesis de Shigella empieza con la capacidad de la bacteria en cruzar
la mucosa del colon utilizando la via de las células M. Por lo tanto la mayoria
de los determinantes de virulencia responsables de la invasiébn a células
epiteliales estan expresados por los cédigos de un plasmido, llamado plasmido
de virulencia. Este plasmido estda compuesta por genes que codifican:
moléculas de invasividad codificadas en el gen ipa, sintesis de componentes de
secrecion tipo I, induccién de la captacién endocitica de la bacteria y la rotura
de la vacuola endocitica, diseminacion intercelular y regulacién de los genes
de virulencia codificados en el plasmido (51), mientras que la resistencia del

genero Shigella sp. a antibioticos como la ampicilina muestra un promedio de
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74.4% durante los 6 afos; mientras que para cloramfenicol con 65.9 %, y

cotrimoxazol con 7.,2 %. (54)

Salmonella

Las bacterias del género Salmonella, cuyas caracteristicas son bacterias
gramnegativas, tienen forma de bastén, la longitud puede ser variable segun la
especie, la gran mayoria son moviles, poseen flagelos peritricos, pero con
excepcion Salmonella pollorum-gallinarum. Estos microorganismos crecen con
gran facilidad, casi nunca fermentan lactosa o sacarosa, y suelen producir
acido sulfhidrico (H2S) (51), mientras que la resistencia del genero Salmonella
spp. a antibiéticos se observa que un promedio de 3.46 % a ampicilina; 2.83
% a cloranfenicol; mientras que para gentamicina 3.9 % y cotrimoxazol 1.1%.
(54).

La resistencia a antibiéticos es de menor tendencia en estudios realizados en
Brasil en comparaciéon con México y otros paises, los antibidticos que fueron
utilizados en el estudio son gentamicina, ciprofloxacina y ampicilina. No se
llegaron a observar diferencias substanciales para la resistencia a los
antibiéticos respecto a estudios analizados de comparacion entre los afio de

publicacion (55).
Artemia salina

Artemia salina conocido también como El "camaron de salmuera” o "brine
shrimp”, Actualmente se encuentra en la familia Artemiidae GROCHOWSKI,
1896 esta esta agrupa a 9 especies distribuidas a nivel mundial (5). Artemia
salina lagos salados, estanques y mares. Las fases de desarrollo estan
constituido por quiste, Nauplio en estado |, Nauplio en estado Il y adulto.
Pueden llegar a medir hasta 10 mm de longitud para las poblaciones
bisexuales y 20 mm para poblaciones partenogenéticas. Los adultos tienen un
cuerpo alargado, ojos complejos pedunculados, aparato digestivo lineal, 11

pares de toracépodos funcionales y anténulas sensoriales (4).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

e Areade estudio

La recoleccién de las muestras de plantas paico (Chenopodium ambrosioides),
ajenjo (Artemisia absinthium), Ortiga (Caiophora cirsiifolia) se recolectaron a
3900 msnm en el distrito de Asillo - Puno ubicado en las coordenadas UTM -
14.70826, -70.321271. La obtencién del aceite esencial de las plantas” paico”,
“ajenjo” y “Ortiga”, se realizé en el Laboratorio de Operaciones y Procesos
Unitarios de la Escuela Profesional de Ingenieria Quimica de la Universidad
Nacional del Altiplano — Puno. La obtencion de extracto etandlico se realizé en
la Facultad de Ciencias Biologicas, Laboratorio de zoologia. Las pruebas de
susceptibilidad del aceite esencial frente a Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Salmonella spp. y Shigella sp. se realizd en el del Hospital Regional
Manuel Nafiez Butron Puno del area de CERITTS.

El trabajo de investigacion que se realiz6 fue de tipo experimental. Mientras

que Poblacion y tamafio de muestra fue la siguiente:

Las muestras de las plantas utilizadas en la investigacion constituyen una
poblacién abundante en el sitio de muestreo Asillo - Puno ubicado en las
coordenadas UTM -14.70826, -70.321271.

Por otro lado, las bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella spp. y Shigella sp. fueron de procedencia clinica de la coleccion de

cepas del Hospital Regional Manuel Nufiez Butrén Puno del &rea de CERITTS.
e Disefio de investigacion

La distribucién de las unidades experimentales para el estudio del efecto del
aceite esencial de las plantas” paico”, “ajenjo” y “Ortiga” sobre Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. y Shigella sp. correspondié a un
disefio completamente al azar (D.C.A.), la disposicibn de unidades

experimentales fue de la siguiente manera:
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Tabla 1. Disefio experimental para la actividad antimicrobiana de Aceites
esenciales de Chenopodium ambrosioides L., Artemisia absinthium L. y

Caiophora cirsiifolia sobre S. aureus, E. coli, Salmonella spp. y Shigella sp.

Antibiético Aceites esenciales de ” paico”, “ajenjo” y
oxaciclina/ “Ortiga”
ampicilina sulbactan
Repet. 25ug S5ul 10ul 20ul Iml Total
1 1 1 1 1 1 5
2 1 1 1 1 1 5
3 1 1 1 1 1 5
4 1 1 1 1 1 5
5 1 1 1 1 1 5
6 1 1 1 1 1 5
Total 6 6 6 6 6 30

Para determinar la actividad antimicrobiana se trabajé con 30 unidades
experimentales conformado por 6 repeticiones por cada dosis utilizada, ademas
se utilizé un control positivo el antibiotico comercial oxaciclina/ ampicilina
sulbactan para S. aureus, E. coli, Salmonella spp. y Shigella sp.
respectivamente, que sirvieron para comparar el efecto inhibitorio, ya que se

conoce que dichos microorganismos son sensibles a estos antibidticos.

e Metodologia
- Determinar la actividad antimicrobiana de cuatro dosis del aceite esencial de
las plantas paico (Chenopodium ambrosioides), ajenjo (Artemisia
absinthium), Ortiga (Caiophora cirsiifolia) en el crecimiento in vitro de las
bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. vy
Shigella sp.
a. Recoleccion de la planta.
Procedimiento
Los plantas paico (Chenopodium ambrosioides), ajenjo (Artemisia absinthium),
Ortiga (Caiophora cirsiifolia) se recolectaron en el distrito de Asillo - Puno
ubicado en las coordenadas UTM -14.70826, -70.321271. Luego de ubicar los
plantones de la planta se colectaron en bolsas de polietileno debidamente

rotulados para el traslado al laboratorio (56).

b. Preparacién del material vegetal

Las partes aéreas de paico (Chenopodium ambrosioides), ajenjo (Artemisia
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absinthium), Ortiga (Caiophora cirsiifolia) fue lavado con agua destilada para
eliminar el exceso de polvo y particulas extrafias y preparar las plantas frescas
para colocar en el hidrodestilador.

c. Obtencion del aceite esencial
Procedimiento
La obtencion del aceite esencial fue a partir de muestras de 3 kg de material
vegetal fresco de las partes aéreas de paico, ajenjo y ortiga mediante
destilacion por arrastre de vapor de agua con un equipo Clavenger
(hidrodestilacion), se utilizé 50 L de agua destilada y un tiempo de 2.5 h (57) y
para el rendimiento de aceite esencial (%RAE): Fue determinado mediante el
uso de la técnica gravimetria-volumétrico. Esta valoracion se efectué por simple
lectura del volumen de Aceite Esencial acumulado en una probeta-florentino
graduada (58). EIl rendimiento fue calculado mediante la expresién: R =
(V/IM)*100; donde: R: rendimiento (%), V: volumen del aceite esencial (ml) y M:
masa del material vegetal (g) (59).

d. Preparacion del medio de cultivo agar Mueller Hinton.
Procedimiento
Segun sus especificaciones para la respectiva hidratacion, se prepar6 la
cantidad de 64 gramos de agar con 1000 ml de agua destinada para 28 placas,
se verifico el pH (7.2 — 7.4) empleando tiras reactivas. Luego el medio fue
llevado a esterilizacion en autoclave a 120°C por 30 minutos. Antes de que el
medio de culivo se enfrie, se realiz6 el plagueo, vertiendo
aproximadamente 35 ml de medio de Mueller Hinton en cada placa estéril
vacia, luego se espero su solidificacion (60).

e. Preparacion del estandar Mc Farland
Para estandarizar la densidad Optica del inoculo fue utilizado una suspension
de sulfato de bario como estandar de turbidez (0.5 de la escala de Mc Farland).
Para prepararlo se procedio de la siguiente manera: se agregé 0,5 ml de BaCL:2
a 99.5 ml de H2SOa. Luego se verifico la densidad correcta del estdndar usando
un espectrofotdmetro; la absorbancia a 625 nm debe ser 0.03 — 0.10 para el
estandar de Mc Farland. Fue distribuido de 2 — 4 ml de solucion en tubos
similares a los que se usan para preparar inoculos y fue guardado a
temperatura ambiente al abrigo de la luz. Antes de su uso y para lograr una

turbidez homogénea, se agitara vigorosamente cada estandar (61).
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f. Obtencién y preparacion de cepas

Se utilizaron cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella
spp. Y Shigella sp. Procedentes de la coleccién de cepas clinicas del Hospital
Regional Manuel Nufiez Butron Puno del area de CERITTS.

e Preparacién del inoculo de Escherichia coli.
La obtencion de las cepas  Escherichia coli fue procedente de la coleccion
de cepas clinicas del Hospital Regional Manuel Nufiez Butrén Puno del area de
CERITTS. La cual fue aislada en agar Mac Conkey sorbitol. Las placas una
vez sembradas fueron incubadas durante 24 horas a 37° C. Una vez cumplido
el tiempo de incubacion, se seleccionaran las colonias que no fermentan el
sorbitol, cuyas caracteristicas de crecimiento presentan un aspecto grisaceo
transparente (62).

e Preparacién del inoculo de Salmonella spp. y Shigella sp.
La obtencién de las cepas de Salmonella spp. y Shigella sp. Fueron
Procedentes de la coleccion de cepas clinicas del Hospital Regional Manuel
Nufez Butron Puno del area de CERITTS. Estas cepas fueron inoculadas en
el medio de cultivo selectivo agar Salmonella Shigella. Seguidamente se
incubaron durante 24 horas.

e Preparacién del inoculo de Staphylococcus aureus.
Las cepas Staphylococcus aureus fue procedente de la coleccién de cepas
clinicas del Hospital Regional Manuel Nufiez Butron Puno del area de
CERITTS, la cual fue inoculado en el medio de cultivo manitol salado para
evitar el desarrollo de microrganismos del ambiente. Se incubaron por un
periodo de 24 a 48 horas. El crecimiento de Staphylococcus coagulasa positiva
fermentan el manitol y se visualizard como colonias rodeadas de una zona del
mismo color.

g. Preparaciéon de los discos de papel filtro contenido con aceite
esencial por arrastre de vapor.

Los discos de papel Whatman N° 4 de 6 mm de didmetro fue impregnado, el
mismo dia de la prueba, con 1 ml, 2ul, 10ul y 5ul de aceite esencial (10).
Utilizando el aceite esencial de “paico”, “ajenjo” y “ortiga” se ensayaron las
siguientes concentraciones, todas ellas por sextuplicado.
* Tratamiento 1 (T1): 5ul de aceite esencial

* Tratamiento 2 (T2): 10ul de aceite esencial
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* Tratamiento 3 (T3): 20yl de aceite esencial
* Tratamiento 4 (T4): 1ml de aceite esencial

* Tratamiento control positivo (TC): Oxaciclina (10 pg) ampicilina sulbactan(10
HQ)

Con la ayuda de micropipetas se empaparon las perforaciones de papel filtro
Whatman No. 4 exento de cenizas a manera de discos de antibiograma, cada
uno con las cantidades correspondientes y con seis repeticiones, para
posteriormente ser utilizadas como inhibidores de Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Salmonella spp. y Shigella sp

La actividad se consider6 en funcion al diametro del HICM: nula (-) si sera
inferior o igual a 8 mm; sensibilidad limite (sensible = +) de 9 a 14 mm; media
(muy sensible = ++) de 15 a 19 mm y sumamente sensible (S.S. = +++) si sera
igual o superior a 20 mm (63).
Controle positivo: Los antibiogramas fueron realizados en las mismas
condiciones que los aromatogramas. Se empleé discos de antibiéticos
comerciales: oxaciclina y ampicilina sulbactan.

h. Antibiograma
Se inocularon las bacterias en caldo Peptonado y fueron estandarizados por
turbidimetria comparado con el tubo estandar de la escala de Mc Farland (1.5 x
108 UFC/ml. seguidamente el inoculo fue sembrado en agar Muller Hinton por
estrias en tres direcciones expandiéndose por toda la superficie utilizando un
hisopo seguidamente fue rotulado el sembrado de la placa. Luego con la
ayuda de una pinza estéril se agregaron los discos impregnados con aceites
esenciales de las plantas en cuatro concentraciones de 1 ml, 2ul, 10ul y 5ul. y
asi mismo se colocaron los discos de control positivo para bacteria Gram
positivo oxaciclina y para las bacterias Gram negativa ampicilina sulbactan.
Finalmente se incubaron en una incubadora por 24 horas, pasado el tiempo de
incubacion se procedid a medir con una regla milimetrada, los diametros de los
halos de inhibicién alrededor de cada disco (61).
El calculo del porcentaje del efecto inhibitorio se aplicé la siguiente formula.
(64).

% efecto inhibitorio = Media didmetro halo de inhibicién = X 100

Diametro halo de inhibicion control positivo
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Andlisis estadistico
Se empled un disefio experimental factorial, los resultados seran tabulados y
representados graficamente. Seguidamente para determinar si existieron 0 no
diferencia significativa, se aplicara la prueba de analisis de varianza
(ANOVA) de un disefio completamente al azar (DCA Para determinar la
existencia de diferencias entre las concentraciones y las plantas respecto a la
inhibicion producida en Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella
spp. y Shigella sp., por el efecto del aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides, Artemisia absinthium, Caiophora cirsiifolia).seguidamente
se realizaran pruebas de rango mdultiple de Tukey para realizar la prueba de
comparacion de medias entre los tratamientos, Para este analisis se utilizo el
software estadistico Infostat (2017) version libre. El analisis de varianza se

realiz6 utilizando el siguiente modelo lineal aditivo:

Yij=u+rti+eij
Donde:
Yij= Variable de respuesta (halo de inhibicion en mm).
u= % de Promedio general.
ti=Efecto de la i-ésima concentracion de aceite de “paico”, “ajenjo” y “ortiga”
eij= Efecto del error experimental.
Las pruebas estadisticas se evaluaron:
Si el resultado es p < a 0.05 las pruebas son significativas
Si el resultado es p > a 0.05 las pruebas no son significativas

Prueba de rango multiple de Tukey

PROCEDIMIENTO.

1. Encontrar el error estandar de la media; S

2CMEE
S= |
r
r = numero de repeticiones

CMee = CUADRADO MEDIO
2. Encontrar la amplitud estandarizada significativa de Tukey: AES (D)

AES (D)= D (-1, GLEE); a
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3. Determinar la amplitud limite de significacién
Amplitud limite de significacion de Tukey: ALS (D)
4. Ordenar los promedios de los tratamientos en serie por su magnitud en
forma decreciente y realizar las diferencias de medias entre los mismos.
- Observar las reacciones de analisis preliminar de metabolitos
secundarios de las plantas en estudio con principios activos.
1. Recoleccién de la planta.
Procedimiento
Los plantas paico (Chenopodium ambrosioides), ajenjo (Artemisia absinthium),
Ortiga (Caiophora cirsiifolia) se recolectaron en el distrito de Asillo - Puno
ubicado en las coordenadas UTM -14.70826, -70.321271. Luego de ubicar los
plantones de la planta se colectaron en bolsas de polietileno debidamente

rotulados para el traslado al laboratorio (56).

2. Acondicionamiento de las plantas.
Las partes aéreas de paico (Chenopodium ambrosioides), ajenjo (Artemisia
absinthium), Ortiga (Caiophora cirsiifolia) se lavaron con agua potable, primero
mediante circulacién continua, seguidamente se sumergieron en agua destilada
para eliminar el exceso de polvo y particulas extrafias. Después estas muestras
se secaron al ambiente en sombra y sin exponerlas a los rayos ultravioleta.
Una vez secas fueron molidas para extraer el extracto hidroalcohdlico (65).

3. Obtencion del extracto hidroalcoholico
Por otro lado indica que existen alternativas para obtener los compuestos
fitoquimicos mediante el uso de distintos disolventes (66).

Procedimiento

Se pesaron 10 g de pulverizado de las partes aéreas de paico, ajenjo, y ortiga
en una balanza analitica de precision, sobre un papel de aluminio.
Seguidamente se maceraron en 80 ml de etanol al 70 % durante una semana a
temperatura ambiente. Después de haber transcurrido el tiempo de maceracién
el extracto hidroalcohdlico se filtr6 con papel Whatman No. 4, exento de ceniza
luego se evaporo el solvente hasta obtener el complejo activo seco.

4. Reaccion de los analisis preliminar
Para probar la reaccion de andlisis preliminar de metabolitos fue utilizando el
método de colorimetria para identificar: alcaloides, fenoles, ftaleinas, taninos y
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carbohidratos.

I. Identificacion de alcaloides.
Para la identificacion de alcaloides de aplicard el uso de los reactivos
Dragendorff, Wagner y Mayer (67).

a. Reactivo de Dragendorftf:

- En un tubo de ensayo se colocaron 5 mg del extracto a investigar y Se
agregaron 2 ml de reactivo de Dragendorff luego fue homogenizado
durante un minuto y finalmente se procedera a la lectura visual tomando
en cuenta el rango de intensidad de la valoracion.

- Los tubos positivos formaran un precipitado café rojizo (68), este reactivo
se utilizo para determinar la presencia de morfina y papaverina (69).

b. Reactivo de Mayer:

- En un tubo de ensayo se colocaron 5 mg del extracto a investigar y
luego se le agrego 2 ml del reactivo de Mayer finalmente se
homogenizo y se procedio a la lectura visual, tomando en cuenta el
rango de intensidad de coloracion.

- Los tubos positivos formaron un precipitado amarillo palido (68), este
reactivo fue utilizado para determinar morfina, cocaina, heroina entre
otros metabolitos (70).

c. Reactivo de Wagner.

- En el tubo de ensayo se colocaron 5 mg de extracto a investigar y
luego se le agrego 2 ml de reactivo Wagner seguidamente se
homogenizo y se procediéo a la lectura visual, tomado en cuenta el
rango de intensidad de la coloracion.

- Los tubos positivos formaran un precipitado naranja oscuro (67).

Il. Identificacion de fenoles
Reaccion con cloruro férrico:

- En un tubo de ensayo se adiciono 2ml de cloruro férrico al 5% y se
agregod 5 mg del extracto a investigar seguidamente se homogenizo y se
procedio a la lectura visual, tomando en cuenta para ello el precipitado
verde oscuro (68).

[ll. Identificacion de taninos
Reaccion con NaCl: Al extracto obtenido se le agrego una solucién de NacCl al

5% luego fue homogenizado y se realizo la lectura visual. Para una prueba
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positiva se debera formar un precipitado color crema (68).

IV. Identificacion de carbohidratos:

Método colorimétrico
Fundamento: el reactivo de Fehling es una solucion que se caracteriza
fundamentalmente por su utilizacion como reactivo para la determinacion de
azucares reductores es decir demostrar la presencia de glucosa o0 sus
derivados como la sacarosa o la fructuosa (68).
Reactivo de Fehling: al extremo obtenido en un tubo de ensayo fue agregado
unas gotas del reactivo de Fehling y 5 mg de extracto, posteriormente fue
llevado a bafio Maria por 5 minutos y se observo la formacion de un precipitado
rojo, el cual indicaba la prueba positiva (68).

5. Lectura de resultados
La lectura fue realizada con los siguientes rangos: Color intenso (+++) = muy
abundante, Color regular (++) = abundante y Color débil (+) = leve Fuente (68).
- Evaluacion de la toxicidad del aceite esencial mediante el ensayo de

letalidad con Artemia salina

1. letalidad con Artemia salina

En un recipiente de material acrilico obscuro con 300 ml de agua de mar
artificial, se incubaron 0.1 g de huevecillos de Artemia salina durante 48 h. Una
vez eclosionados se tomaron 10 nauplios en un volumen de 100 uL de agua de
mar y se colocaron en una microplaca de 96 pozos, posteriormente se
adicionara 100 pl de las concentraciones del extracto: 1,000, 500, 100 y 10
Mg/ml.  Se utiliz6 como control positivo dicromato de potasio a una
concentracion de 400 ppm, y como control negativo agua de mar. Los nauplios
de A. salina fueron expuestos a las soluciones de extracto durante 24 h bajo las
mismas condiciones. Después de este tiempo se contaron los nauplios vivos y
muertos por concentracion; primeramente se contara los nauplios muertos con
ayuda de un estereoscopio (Iroscope® WB2, EUA), posteriormente se colocara
50 pl de etanol (CTR®, Scientific) para inmovilizar al resto de nauplios vivos en
cada pozo. Se realizd 4 repeticiones de esta prueba de letalidad. Para el
andlisis se utilizé6 el método estadistico Probit para determinar la DL50. El
criterio de toxicidad fue el siguiente: valores de DL50 > 1000 ug/ml (no toxico),
= 500 <1000 pg/ml (toxicidad débil) y <500 pg/ml (téxico) (71)
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Actividad antimicrobiana de cuatro dosis del aceite esencial de las
plantas paico (Chenopodium ambrosioides), ajenjo (Artemisia
absinthium), Ortiga (Caiophora cirsiifolia) en el crecimiento in vitro
de las bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella
spp. Yy Shigella sp.

- Actividad antimicrobiana en cuatro dosis del aceite esencial de

Chenopodium ambrosioides L. frente a Staphylococcus aureus.

En tanto que Staphylococcus aureus (Figura 22) fue sensible para el aceite
esencial de Chenopodium ambrosioides L para concentraciones
experimentales de 5 pl, 10 pl, 20 ply 1 ml. En el resultado se observa que el
mayor halo de inhibiciébn est4 ocupado por el tratamiento control (oxaciclina)
con el mayor halo inhibicion 16 mm el cual representa el 100% de inhibicion
siendo estadisticamente mayor al resto de tratamientos (p > 0.05); seguido por
la concentracibn de aceite esencial de paico a 20 pl con 13.6 mm vy
generando un porcentaje de inhibicion de 85.42 %; asi mismo también la
concentracion de aceite esencial de paico de 1 ml con 12.8 mm y generando
un porcentaje de inhibicién de 80.21 % con un efecto intermedio; seguido por
la concentracion de aceites esenciales de paico de 10 pl con 10.8 mm y
generando un porcentaje de inhibicion de 67.71 %; mientras que el menor
efecto inhibitorio se determind para 5 pul de aceites esenciales de paico con
8.6 mm generando un porcentaje de inhibicion de 54.17 % de inhibicion.(Tabla
2)
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Tabla 2. Diametro de halos de inhibicion (mm) y porcentajes de inhibicion a
concentraciones de (5 pl, 10 pl, 20 pl y 1 ml) aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides L. comparado con el control positivo (oxaciclina) frente a

Staphylococcus aureus 2017.

Concentraciones Halos de inhibicion (mm) promedios % de

experimentales frente a S. aureus. de halo inhibicién
(mm)
R1 R2 R3 R4 R5 R6

5ul 7 10 10 9 9 7 8.6 54.17 %

10 pl 9 13 12 10 12 9 10.8 67.71 %

20 ul 14 16 15 12 13 12 13.6 85.42 %

1ml 13 12 12 14 13 13 12.8 80.21 %
CONTROL 16 16 16 16 16 16 16 100.00 %

Luego de realizar el analisis de varianza y prueba de Tukey, los porcentajes de
inhibicion de los aceites esenciales variaron estadisticamente, siendo mayores
para la concentracion de 20ul, seguidos por las concentraciones de 1mly 10ul
y el menor porcentajes de inhibicion fue para 5 ul (Figura 1), sin embargo entre
las concentraciones y el grupo control hubo variacion estadistica, siendo mayor
el grupo control (F = 28.96; GL = 4; P = 0.0001) (Tabla 12).

105.69
92.20

78.70

% Inhibicion

65.21

51.71-
5ul 10ul ml 20ul (!

Concentraciones

Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Figura 1. Porcentaje de halos de inhibicion del aceite esencial de paico
(Chenopodium ambrosioides L.) Segun las concentraciones frente a

Staphylococcus aureus 2017.

Estos resultados coinciden con los reportes obtenidos que a partir del extracto
seco hidroalcohdlico al 70% de las hojas de Chenopodium ambrosioides L.
“Paico” presentaron halos de 18.33 mm de inhibiciébn para Staphylococcus
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aureus a una concentracion de 250 mg/ pozo (11), Asi mismo los estudios
realizados para el aceite esencial de paico Chenopodium ambrosioides L.
poseen actividad antimicrobiana frente a  Staphylococcus aureus en una

concentracion 5 % que produjo 8.7mm (3).

En tanto la investigacion reportada sobre (Chenopudium incisum) Arg'a paiqgo,
se encontré la presencia en abundante cantidad de compuestos fendlicos y
flavonoides, a los que se atribuye su marcada accién biolégica frente a
Micobacterium tuberculosis H37Rv es sensible a concentracion de 29
mg/mi(14).

Mientras que en la investigacion realizada para la evaluacién de la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales de las tres plantas evaluadas
mostraron altos porcentajes de inhibicibn sobre S. aureus donde se puede
observar que 60 % de inhibicién producido por el aceite esencial de romero y
70 % de inhibicion para los aceites esenciales de curcuma y tomilllo. Resulta
gue estos dos Ultimos aceites en su composicion poseen altos porcentajes de

monoterpenos no oxigenados (18).
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Chenopodium ambrosioides L. frente a Escherichia coli.

En tanto que Escherichia coli (Figura 23) fue sensible para el aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides L para concentraciones experimentales de 5 pl, 10
pl, 20 ul'y 1 ml. En el resultado se observa que el mayor halo de inhibicién esta
ocupado por la concentracidon de aceite esencial de 20 pl con 20 mm y
generando un porcentaje de inhibiciéon de 200.00% seguido por 1 ml con 18.6
mm y generando un porcentaje de inhibicibn de 186.67%. Siendo
estadisticamente mayor al resto de las concentraciones (p > 0.05); seguida de
la concentracion de 10 pl con 13.5 mm y generando un porcentaje de inhibicion
de 135 %, mientras que el control positivo (ampicilina sulbactan) con 10 mm el
cual representa el 100 % inhibicion bacteriana y la menor concentracion fue
para 5 pl con 9.3 mm generando un porcentaje de inhibicibn de 93 %. Las
concentraciones de 20 pl, 1 ml y 10 uyl de los aceites esenciales fueron

notoriamente superiores al grupo control (Tabla 3).

Tabla 3. Diametro de halos de inhibicion (mm) y porcentajes de inhibicién a
concentraciones de (5 pl, 10 ul, 20 pl y 1 ml) aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides L. comparado con el control positivo (ampicilina sulbactan) frente
a Escherichia coli 2017.

Concentraciones Halos de inhibiciéon (mm) Promedios % de

experimentales frente a E. coli de halo inhibicion
(mm)
R1 R2 R3 R4 R5 R6

5 pl 8 10 11 7 10 10 9.3 93.33%

10 ul 9 14 15 12 15 16 135 135.00%

20 pl 15 17 29 19 20 20 20 200.00%

1ml 17 15 22 20 19 19 18.6 186.67%
CONTROL 10 10 10 10 10 10 10 100.00%

Luego de realizar el andlisis de varianza y prueba de Tukey, los porcentajes de
inhibicién de los aceites esenciales variaron estadisticamente, siendo mayores
para la concentracién de 20ul y 1 ml, seguidos por las concentraciones de 10pl
y 5ul (Figura 2), sin embargo entre las concentraciones y el grupo control hubo
variacion estadistica altamente significativo, siendo mayores para las
concentraciones de aceites (F = 18.80; GL = 4; P = 0.0001) (Tabla 13).
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Figura 2. Porcentaje de halos de inhibicion del aceite esencial de paico
(Chenopodium ambrosioides L.) Segun las concentraciones frente a las cepa
de Escherichia coli 2017.

Los resultados obtenidos de las concentraciones de los aceites esenciales
sobre Escherichia coli se asemeja a los resultados obtenidos en la
investigacion del efecto del aceite esencial de Matricaria chamomilla sobre
Escherichia coli formando zonas de inhibicién a concentracion de 100% con un
didametro de 10 mm de halos de inhibicion (72), asi mismo el extracto acuoso
de Croton alnifolius L. a concentracion de 600 pug y 800 pg presentaron
actividad antimicrobiana sobre E. coli con halos de 9.8 mm hasta 10 mm y para
P. mirabilis con halos de 7.8 mm hasta 11 mm de didmetro con mediano efecto

antimicrobiano (73).

Mientras que los estudios realizados se obtuvieron que el aceite esencial de
paico Chenopodium ambrosioides L. poseen actividad antimicrobiana frente a
Escherichia coli en una concentracion 5 % con un halo de inhibicion de 9.2
mm (3) y para el método de difusidbn en agar a concentraciones de 12mg y
6mg; no presentaron actividad antibacteriana en los extractos etandlico y
acuoso de las hojas de Chenopodium ambrosioides frente a Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli y Staphylococcus aureus (74).

El extracto hidroalcohdlico de Chenopodium ambrosioides (paico), para
concentracion inhibitoria minima fue 8 mg/ml para Staphylococcus aureus
clasificAandolo como poco activo y 16 mg/ml para Escherichia coli, que se
clasific6 como inactivo, a comparacion con la gentamicina que fue de 4 pg/ml

tanto para Staphylococcus aureus y Escherichia coli (13), por lo tanto la

40

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO & Nacional del
Altiplano

actividad antimicrobiana se deberia a la presencia de compuestos fendélicos
gue actuan como antimicrobianos. Esto concuerda con lo publicado sobre la
funcién biolégica de los compuestos fendlicos de los vegetales son muchas,
dentro de las funciones estan los agentes antimicrobianos y antifingicos (75).

La inhibicion del aceite esencial de romero es por los mecanismos de dafio a
la membrana celular bacteriana por la afectacion de la estructura y el
incremento de la permeabilidad (76), asi mismo el aceite de arbol de té sus
concentraciones inhiben o disminuyen el desarrollo de Escherichia coli, también
pueden estimular la fuga de K + intracelular e inhibir la respiracion dependiente
de glucosa. Las células que se encuentran en fase estacionaria son mas
tolerantes a estos efectos de aceite de arbol de té que las células de fase

exponencial (77).
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En tanto que Salmonella spp. (Figura 24) fue sensible para el aceite esencial
de Chenopodium ambrosioides L para concentraciones experimentales de 5 pl,
10 pl, 20 ply 1 ml. En el resultado se observa que el mayor halo de inhibicién
estd ocupado por el tratamiento control(ampicilina sulbactan), es
estadisticamente mayor al resto de las concentraciones; seguida por las
concentraciones de aceite esencial de paico a 20 pl con 13.33 mm
generando un porcentaje de inhibiciébn de 66.67 %, la concentracion de 1 ml
con 13 mm generando un porcentaje de inhibicion de 65 % y la concentracion
de 10 pl con 10.83 mm generando un porcentaje de inhibicién de 54.17 % . Y
el menor halo de inhibicion presento para 5 pl con 8.5 mm generando un
porcentaje de inhibicion de 42.50%(Tabla 4).
Tabla 4. Diametro de halos de inhibicion (mm) y porcentajes de inhibicion a
concentraciones de (5 pl, 10 ul, 20 pl y 1 ml) aceite esencial de Chenopodium

ambrosioides L. comparado con el control positivo (ampicilina sulbactan) frente
a Salmonella spp. 2017.

Concentraciones Halos de inhibicion (mm) Promedios % de

experimentales frente a Salmonella spp. de halo  inhibicion
(mm)
R1 R2 R3 R4 R5 R6

5ul 7 8 8 6 10 12 8.5 42.50%

10 pl 10 11 10 12 12 10 10.83 54.17%

20 ul 13 10 12 20 14 11 13.33 66.67%

1ml 13 13 11 15 13 13 13 65.00%
CONTROL 20 20 20 20 20 20 20 100.00%

Luego de realizar el analisis de varianza y prueba de Tukey, los porcentajes de
inhibicion de los aceites esenciales variaron estadisticamente, siendo mayor
para la concentracion de 1ml, seguidos por las concentraciones de 20ul, 10pl y
5ul (Figura 3), sin embargo entre las concentraciones y el grupo control hubo
variacion estadistica significativo, siendo mayor el grupo control (F = 508.85;
GL = 4; P =0.0001) (Tabla 14).
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Figura 3. Porcentaje de halos de inhibicién del aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides L. Segun las concentraciones frente a las cepa de

Salmonella sp. 2017.

La accion antimicrobiana de Croton alnifolius (tunga) sobre Salmonella tiphy y
Escherichia coli a concentraciones de 32 ug/ 40 ul presentan metabolitos como:
alcaloides, saponinas, flavonoides, esteroides y terpenos que tienen actividad
antimicrobiana. Estos compuestos causan mecanismos de dafio a la
membrana celular de las bacterias en estudio esto a consecuencia del

incremento de su permeabilidad y la afectacion de su estructura (78).

El aceite esencial de Clinopodium weberbaueri al 50 % y puro tiene efecto
antibacteriano sobre Salmonella typhi y Escherichia coli con un halo de
inhibicibn de 86.96 %, esto fue comparando con Sulfametoxazol mas
Trimetoprim a una concentracion de 30 ug como control (79), asi mismo los
aceites esenciales de Lippia origanoides para Salmonella tiphymurium dieron
halos de inhibicion mayor de 40% comparado con el antibidtico (Ampicilina 25
pg/uL), el aceite presento mayor porcentaje de carvacrol (2).Mientras que
Chenopodium sp. Presento una concentracion de inhibicion de 4.4 pug

equivalentes de cefalosporina c contra Salmonella typhi (15).
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Chenopodium ambrosioides L. frente a Shigella sp.

En tanto que Shigella sp. (Figura 25) fue sensible para el aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides L para concentraciones experimentales de 5 pl, 10
pl, 20 puly 1 ml. En el resultado se observa que el mayor inhibicion porcentual
esta ocupado por el tratamiento control ampicilina sulbactan con 18mm el cual
representa el 100 % de inhibicidn, seguido por 20 ul de aceite esencial de
paico con 17.17mm mm generando un porcentaje de inhibicion de 95.33 % y 1
ml de aceite esencial de paico mostro un halo de inhibiciéon de 15.83mm mm
generando un porcentaje de inhibicion de 87.93 % y son estadisticamente
mayor al resto de las concentraciones (p > 0.05); esta seguido por la
concentracion de aceite esencial de paico a 10 ul con 13.33mm generando
un porcentaje de inhibicion de 74.02 %; mientras que el menor efecto
inhibitorio se determin6 para 5 pl de aceites esenciales de paico con 8.5mm

generando un porcentaje de 47.18 % de inhibicion (Tabla 5).

Tabla 5. Diametro de halos de inhibicion (mm) y porcentajes de inhibicion a
concentraciones de (5 pl, 10 ul, 20 pl y 1 ml) aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides L. comparado con el control positivo (ampicilina sulbactan) frente
a Shigella sp. 2017.

Concentraciones Halos de inhibicion (mm) Promedios % de

experimentales frente a Shigella sp. de halo inhibiciéon
(mm)
R1 R2 R3 R4 R5 R6

5ul 6 9 12 8 8 8 8.5 47.18%

10 ul 12 10 16 16 13 13 13.33 74.02%

20 pl 15 15 20 20 17 16 17.17 95.33%

1 ml 18 13 13 17 17 17 15.83 87.93%
CONTROL 18 18 18 18 18 18 18 100.00%

Luego de realizar el andlisis de varianza y prueba de Tukey, los porcentajes de
inhibicion de los aceites esenciales variaron estadisticamente, siendo mayores
para la concentracion de 20ul y 1 ml, seguidos por las concentraciones de 10l
y el menor porcentaje de inhibicion presento 5ul (Figura 4), sin embargo entre
las concentraciones y el grupo control no hubo variacién estadistica (F = 22.30;
GL = 4; P =0.0001) (Tabla 15).
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Figura 4. Porcentaje de halos de inhibicion del aceite esencial de paico
(Chenopodium ambrosioides L.) Segun las concentraciones frente a la cepa de
Shigella sp. 2017.

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales Chenopodium
ambrosioides L. sobre Shigella sp. Se debe a las presencia de metabolitos
secundarios con funciones antimicrobianos como los compuestos fendlicos.
Esto concuerda con los estudios realizados sobre la actividad funguicida de la
fraccion de cloroformo de Citrus aurantifolia swingle frente a Monilia fructicula
puede estar dada principalmente por la presencia de los compuestos fendlicos,
especificamente por las flavononas; ademas de los otros metabolitos como las
lactonas, que también son compuestos con actividad bioldgica. (80)Mientras
gue en la actividad antibacteriana por el método de excavacion placa cultivo
mostrando sensibilidad, para S. dysenteriae 21.41 mm de diametro de
inhibicion (81).

En tanto la actividad antimicrobiana para Escherichia coli, Bacillus subtillis,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus con Persea linge se
observa una actividad leve con halo de inhibicion de 10 a 14 mm y para
Laurelia sempervirens solo se observa actividad para Pseudomonas
aeruginosa halo de 6 a 9 mm (19), efectos similares muestra el aceite esencial
de Allium sativum donde se observé que Helicobacter pylori mostré6 mayor halo
de inhibicién con 16 mm, seguida de Salmonella enteritidis con 12.71 mm,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus presentaron un halo de inhibicion de
igual tamafio con 9 mm; por otro lado Pseudomonas aeruginosa es la que

menos resistencia mostro frente a este compuesto organico con 6 mm. (20)
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- Actividad antimicrobiana de aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides L. frente a las bacterias Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Salmonella spp. y Shigella sp.

Luego de haber realizado el analisis de varianza y prueba de Tukey los halos
de inhibicion variaron estadisticamente, siendo mayores para E. coli con un
promedio de halo de 15.38 mm y Shigella sp. con un promedio de halo de
13.71 mm seguido por S. aureus con promedio de halo de 11.50mm vy
Salmonella sp. con 11.42mm. Las concentraciones de aceites aplicadas a E.
coli y Shigella sp (Figura 5) fueron notoriamente superiores a las otras
bacterias en estudio luego de realizar el analisis de varianza y prueba de Tukey

donde hubo diferencia estadistica (F = 6.15; GL = 3; P = 0.0007) (Tabla 16).

16.38+

15.08+4

13.78 AB

Halos de inhibicién

12.48+4

A A

11.18-
Salmonella sp.S. aureus Shigellasp.  E coli

bacteria

Figura 5. Halos inhibicion del aceite esencial de Chenopodium ambrosioides L.
frente a las bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp.
y Shigella sp. 2017.

Los resultados para la actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohélico de
Rubus urticaefolius mostro inhibicion de forma significativa para E. coli con un
halo de 10 mm, S. aureus con 13 mm y mientras Salmonella sp. hizo
resistencia(82).Mientras que la actividad para el extracto hidroalcohdlico del
rizoma de Curcuma longa fue 8 mg/ml para S. aureus y 16 mg/ml E. coli (83).

La actividad antimicrobiana de Chenopodium ambrosioides L. es responsable
por los fenoles que actian como antimicrobianos. Estos coincide con lo
publicado sobre los aceites esenciales, esta compuesta por el grupo quimico
funcional de fenoles con componentes Carvacrol, Eugenol y Timol (84), asi
mismo el reporte realizado sobre el aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides L. contiene Timol (1.80 %) y Carvacrol (0.75 %) (26).
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Artemisia absinthium L. frente a Staphylococcus aureus

En tanto que Staphylococcus aureus fue sensible para el aceite esencial de
Artemisia absinthium L. para concentraciones experimentales de 5 pl, 10 pl, 20
uly 1 ml. En el resultado se observa que el mayor halo de inhibicibn esta
ocupado por el tratamiento control (oxaciclina) con el mayor halo inhibicion 16
mm el cual representa el 100% de inhibicion siendo estadisticamente mayor al
resto de tratamientos (p > 0.05); seguido por la concentracibn de aceite
esencial de ajenjo a 1 ml con 13 mm y generando un porcentaje de inhibicién
de 81.25 %; asi mismo también la concentracion de aceites esenciales de
ajenjo de 20 pl con 9.67 mm y generando un porcentaje de inhibicion de 60.42
% y 10 pl con 8.17 mm y generando un porcentaje de 50.34 % expresando
un efecto intermedio; mientras que el menor efecto inhibitorio se determiné
para 5 ul de aceites esenciales de ajenjo con 7.17 mm generando un
porcentaje de 44.09 % de inhibicién (Tabla 6).

Tabla 6. Diametro de halos de inhibicion (mm) y porcentajes de inhibicion a
concentraciones de (5 ul, 10 pl, 20 pl y 1 ml) aceite esencial de Artemisia
absinthium L. comparado con el control positivo (oxaciclina) frente a
Staphylococcus aureus 2017

Concentraciones Halos de inhibicion (mm) frente a S. Promedios % de

experimentales aureus. dehalo  inhibicidn
(mm)
R1 R2 R3 R4 R5 R6
5 pl 6 8 7 7 8 7 7.17 44.09%
10wl 6 10 8 9 8 8 8.17 50.34%
20 pl 7 10 10 10 10 11 9.67 60.41%
1 ml 13 12 12 15 13 13 13 81.25%
CONTROL 16 16 16 16 16 16 16 100%

Luego de realizar el analisis de varianza y prueba de Tukey, los porcentajes de
inhibicién de los aceites esenciales variaron estadisticamente, siendo mayor
para la concentracién de 1ml, seguidos por las concentraciones de 20ul y 10,
mientras que el menor porcentaje de inhibicion presento 5ul (Figura 6), sin

embargo entre las concentraciones y el grupo control hubo variacién estadistica
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significativo, siendo mayor el grupo control (F = 63.66; GL = 4; P = 0.0001)
(Tabla 17).
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Figura 6. Porcentaje de halos de inhibicion del aceite esencial de ajenjo
(Artemisia absinthium L.) Segun las concentraciones frente a las cepa de

Staphylococcus aureus 2017.

Los resultados obtenidos se asemejan a la investigacion realizada para el
extracto crudo de Weinmannia pubescens Kunth tuvo un halo de inhibicién para
S. aureus al 100% y en el 70% para E. coli. El promedio del halo fue de 14.7
mm para S. aureus, siendo mayor que el promedio de los halos de Ampicilina
(14.1mm) y Oxacilina (10.3mm). Mientras que el promedio del halo de
inhibicion del extracto crudo fue 6.4 mm para E. coli., siendo menor que el halo
de inhibicién de todos los antibiéticos del estudio (85). Por otro lado estos
resultados concuerdan con las concentraciones experimentadas de 20, 40, 60,
80 y 100% del extracto de Senecio spp, presentaron diferencia estadistica en
los diametros de halos de inhibicién sobre S. aureus (Fc = 9.65; GL = 4; P =
0.0001), en donde los mayores efectos obtenidos fue para 80 y 100% con

didmetros de halos de 15y 22.67 mm respectivamente (86).

Asi mismo los resultados obtenidos para la mejor actividad antibacteriana se
obtuvo para el crecimiento de Staphylococcus aureus, a una concentracion de
900mg/ml del extracto acuoso liofilizado de Geranium ayavacense, el cual
produjo un halo de inhibicion de 19 mm. Seguido por Enterococcus faecalis con
un halo de inhibicion de 15 mm, finalmente para Escherichia coli produjo

13,3mm de didmetro de inhibicién (87).
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Por otro lado los resultados obtenidos para el analisis fitoquimico del extracto
etandlico de tallos y hojas de Clibadium surinamense L. (huaca) evidencio
abundante presencia de alcaloides, triterpenos, esteroides, flavonoides y
saponinas, reportdndose también pequefias proporciones de principios
amargos — glicosidos y astringentes. La mejor inhibiciobn obtenida para el
extracto etanolico fue a concentracion de 64 mg/ml con un promedio de halo de
10.72 = 1.05 mm sobre Staphylococus aureus; sin embargo comparando con
los controles positivos no fue estadisticamente significativo (88), mientras que
el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Polylepis australis mostro actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus con un halo de 8 -11 mm de
inhibicion (12).
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Artemisia absinthium L. frente a Escherichia coli

En tanto que Escherichia coli fue sensible para el aceite esencial de Artemisia
absinthium L. para concentraciones experimentales de 5 pl, 10 ul, 20 puly 1 ml.
En el resultado se observa que el mayor halo de inhibicién esta ocupado por el
tratamiento control ampicilina sulbactan con 10mm el cual representa el 100 %
de inhibicion seguido por 1 ml de aceite esencial de ajenjo con 9mm vy
generando un porcentaje de inhibicion de 90.00 % inhibicién por lo tanto son
estadisticamente mayor al resto de tratamientos (p > 0.05); esta seguido por la
concentracion de aceite esencial de paico a 20 ul con 8.5mm y generando un
porcentaje de inhibicién de 85.00 % expresando un efecto intermedio; mientras
que los menores efectos inhibitorios se determiné para 10 pl con 7.17 mm
asi generando un porcentaje de inhibicion de 71.67 % y 5 ul de aceites
esenciales de ajenjo con 6.17 mm generando un porcentaje de inhibicién de
61.67 % de inhibicién (Tabla 7).

Tabla 7. Diametro de halos de inhibicion (mm) y porcentajes de inhibicion a
concentraciones de (5 ul, 10 pl, 20 pl y 1 ml) aceite esencial de Artemisia
absinthium L. comparado con el control positivo (ampicilina sulbactan) frente a
Escherichia coli 2017.

Concentraciones Halos de inhibicion (mm) Promedios % de

experimentales frente a E. coli de halo inhibicion
(mm)
R1 R2 R3 R4 R5 R6

5 pl 6 6 6 6 6 7 6.17 61.67%

10 ul 7 6 8 6 8 8 7.17 71.67%

20 8 8 9 8 9 9 8.5 85.00%

1ml 10 8 9 9 9 9 9 90.00%
CONTROL 10 10 10 10 10 10 10 100.00%

Al realizar el andlisis de varianza y prueba de Tukey, los porcentajes de
inhibicién de los aceites esenciales variaron estadisticamente, siendo mayores
para la concentraciones de 1ml y 20ul, seguidos por las concentraciones de
10ul, mientras que el menor porcentaje de inhibicion presento 5ul (Figura 7),
sin embargo entre las concentraciones y el grupo control no hubo variacion
estadistica (F =37.50; GL = 4; P = 0.0001) (Tabla 18).
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Figura 7. Porcentaje de halos de inhibicion del aceite esencial de ajenjo
(Artemisia absinthium L.) segun las concentraciones frente a las cepa de
Escherichia coli 2017.

Los resultados obtenidos para Smallanthus sonchifolius “Yacon” a 900 mg/mL
frente a Escherichia coli el mayor porcentaje de inhibicion fue 75% y sobre

Enterococcus faecalis el mayor porcentaje de inhibicion fue 64.52% (89).

La actividad antimicrobiana de los extractos acuosos Allium sativum, Peumus
boldus, Eucalyptus globulus, Mentha piperita y Salvia officinalis. Se observo
gue ninguno de ellos presenté actividad contra E. coli con la maxima
concentracion analizada (1000 g/mL). Mientras que para S. aureus fueron los
mas activos con MIC de 500 a 62.5 g/mL y solamente cuatro productos con P.
boldus, S. officinalis y E. globulus presentaron actividad contra C. albicans (500
a 62.5 g/mL) (23), mientras que el aceite esencial Cymbopogon citratus y
Eucalytus globulus ejerce efecto sobre Shigella flexneri con con porcentaje de

inhibicién de 88.8% con respecto al sulfametoxazol + trimetropim (20 mm) (24).
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Artemisia absinthium L. frente a Salmonella spp.

En tanto que Salmonella spp. fue sensible para el aceite esencial de Artemisia
absinthium L. para concentraciones experimentales de 5 pl, 10 ul, 20 ply 1 ml.
En el resultado se observa que el mayor inhibiciéon porcentual estd ocupado
por el tratamiento control ampicilina sulbactan con 20 mm el cual representa el
100 % de inhibicion estadisticamente mayor al resto de tratamientos (p > 0.05);
esta seguido por la concentracion de 1 ml de aceite esencial de ajenjo con
8.17mm y generando un porcentaje de inhibicion de 40.83 % expresando un
efecto intermedio; mientras que los menores efectos inhibitorios se
determind para 20 pl con 6.83mm generando un porcentaje de inhibicion de
34.17 %, seguido por 10 pl con 6.17 mm generando un porcentaje de inhibicion
de 30.83 % y finalmente 5 pl de aceites esenciales de ajenjo no presento

actividad antimicrobiana (Tabla 8).

Tabla 8. Diametro de halos de inhibicion (mm) y porcentajes de inhibicion a
concentraciones de (5 ul, 10 pl, 20 pyl y 1 ml) aceite esencial de Artemisia
absinthium L. comparado con el control positivo (ampicilina sulbactan) frente a
Salmonella spp. 2017.

Concentraciones Halos de inhibicion (mm) Promedios % de
experimentales frente a Salmonella spp. de halo  inhibicion
(mm)
R1 R2 R3 R4 R5 R6
5l 6 6 6 6 6 6 6 30.00%
10ul 6 7 6 6 6 6 6.17 30.83%
20 pl 8 6 7 6 8 6 6.83 34.17%
1ml 10 7 8 8 8 8 8.17 40.83%
CONTROL 20 20 20 20 20 20 20 100.00%

Luego de realizar el analisis de varianza y prueba de Tukey, los porcentajes de
inhibicion de los aceites esenciales variaron estadisticamente, siendo mayor
para la concentracién de 1ml, seguidos por las concentraciones de 20ul, 10ul y
5ul (Figura 8), sin embargo entre las concentraciones y el grupo control hubo
variacion estadistica significativo, siendo mayor el grupo control (F = 508.85;
GL =4; P =0.0001) (Tabla 19).
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Figura 8. Porcentaje de halos de inhibicion del aceite esencial de ajenjo
(Artemisia absinthium L.) segun las concentraciones frente a las cepa de

Salmonella sp. 2017.

La accion antimicrobiana de Crotén alnifolius (tunga) sobre Salmonella tiphy y
Escherichia coli a concentraciones de 32 g/ 40 pl presentaron metabolitos
como: alcaloides, saponinas, flavonoides, esteroides y terpenos que tienen
actividad antimicrobiana. Estos compuestos causan mecanismos de dafo a la
membrana celular de las bacterias en estudio esto a consecuencia del
incremento de su permeabilidad y la afectacion de su estructura (78). El aceite
esencial de Clinopodium weberbaueri al 50 % y puro tiene efecto antibacteriano
sobre Salmonella typhi y Escherichia coli con un halo de inhibicién de 86.96 %,
esto fue comparando con Sulfametoxazol méas Trimetoprim a una
concentracion de 30 ug como control positivo. (79). Los aceites de Lippia
origanoides dieron halos de inhibicion mayor de 40% comparado con
(Ampicilina 25 pg/uL) frente a este microorganismo en estudio, Lippia

origanoides presentan mayores porcentajes de carvacrol (2).
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- Actividad antimicrobiana en cuatro dosis del aceite esencial de

Artemisia absinthium L. frente a Shigella sp.

En tanto que Shigella sp. fue sensible para el aceite esencial de Artemisia
absinthium L. para concentraciones experimentales de 5 pl, 10 ul, 20 ply 1 ml.
En el resultado se observé que el mayor inhibicion porcentual estd ocupado
por el tratamiento control ampicilina sulbactan con 18 mm el cual representa el
100 % de inhibicion estadisticamente mayor al resto de tratamientos (p > 0.05);
esta seguido por la concentraciones de 1ml, 20 pl, 10 ply 5 pl de aceites
esenciales de ajenjo mostraron menores efectos inhibitorios con (7.67, 7.33,
6.33, 6.33 mm) generando porcentajes de inhibicion de (42.53 %, 40.68 %,
35.15 % y 35.15 %) respectivamente (Tabla 9).

Tabla 9. Didmetro de halos de inhibicién (mm) y porcentajes de inhibicién a
concentraciones de (5 ul, 10 pl, 20 pl y 1 ml) aceite esencial de Artemisia
absinthium L. comparado con el control positivo (ampicilina sulbactan) frente a
Shigella sp. 2017.

Concentraciones Halos de inhibicion (mm) Promedios % de
experimentales frente a Shigella sp. de halo inhibicion
(mm)

R1 R2 R3 R4 R5 RG6

5ul 8 6 6 6 6 6 6.33 35.15%
0ul 8 6 6 6 6 6 6.33 35.15%
20 8 7 6 8 7 8 7.33 40.68%
1ml 9 7 7 9 7 7 7.67 42.53%
CONTROL 18 18 18 18 18 18 18 100.00%

Al realizar el analisis de varianza y prueba de Tukey, los porcentajes de
inhibicion de los aceites esenciales no presentaron diferencia estadistica entre
las cuatro concentraciones (Figura 9), sin embargo entre las concentraciones y
el grupo control hubo variacién estadistica significativo, siendo mayor el grupo
control (F =242.91; GL = 4; P =0.0001) (Tabla 20).
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Figura 9. Porcentaje de halos de inhibicion del aceite esencial de ajenjo
(Artemisia absinthium L.) segun las concentraciones frente a las cepa de
Shigella sp. 2017.

La concentracion minima inhibitoria se determiné por el método de dilucidn en
caldo se utilizaron 6 concentraciones donde los resultados mostraron que el
aceite esencial de mandarina variedad Dancy presento actividad antibacteriana
del tipo bactericida contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus 9 % vy
Listeria monocitogenes 7% casi a todas las concentraciones experimentales
solo no presento para 1 % (90).En las pruebas realizadas obtuvo que el aceite
esencial de Tagetes elliptica presento actividad antibacteriana a una
concentracion de 100 % sobre S. aureus con 65 mm de inhibicién y E. coli con
25 mm de inhibicion- (91).
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- Actividad antimicrobiana de aceite esencial de Artemisia absinthium L.
frente a las bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Salmonella spp. y Shigella sp.

Al realizar el andlisis de varianza y prueba de Tukey, los halos de inhibicién
variaron estadisticamente, siendo mayores para S. aureus con un promedio de
halo de 9.50 mm; seguido por E. coli con promedio de halo de 7.71 mm;
mientras las concentraciones de aceites aplicadas a Shigella sp y Salmonella
sp fueron notoriamente inferiores a las otras bacterias en estudio (Figura 10).
En tanto el aceite esencial de A. absinthium L. presento diferencia estadistica
altamente significativo con respecto a S. aureus y las otras bacterias utilizadas
en la investigacion. (F = 14.66; GL = 3; P = 0.0001)(Tabla 21).

9.984
9.14+4

8.314

Halo de inhibicion

7.474

6.64

Salmonella Shigella E coli S. aureus
Bacterias

Figura 10. Halos inhibiciéon del aceite esencial de Artemisia absinthium L.
frente a las bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp.
y Shigella sp. 2017.

Los aceites dependen de tres caracteristicas para mostrar actividad
antimicrobiana como caracter hidréfobo o hidréfilo y el tipo de microorganismo
al que debe atacar (92), mientras que la forma de accién de los aceites
esenciales respecto a su caracter hidrofobo o hidréfilo se debe por la capacidad
de alterar su estructura lipidica de la pared celular y penetrar para provocar que
las estructuras celulares sufran rupturas, lisis celular, fugas citoplasmaticas y
de esa manera inducir a la muerte del microorganismo (93).Mientras que el
extracto acuoso de Solanum americanum Miller mostro actividad
antimicrobiana por la presencia de taninos, glicoalcaloides, saponinas y
proteinas sobre S. aureus a 30 mg de materia seca/ml solucién y no se

observo efecto para E. coli (17).
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- Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de Chenopodium
ambrosioides L., Artemisia absinthium L y Caiophora cirsifolia frente
a Staphylococcus aureus.
Al realizar el andlisis de varianza y prueba de Tukey se determiné que los
aceites esenciales Chenopodium ambrosioides L., Artemisia absinthium L y
Caiophora cirsifolia tuvo accion positiva frente a Staphylococcus aureus. Los
aceites esenciales no presentaron variacion estadistica entre los tres aceites
(Figura 11), sin embargo si hubo variacion estadistica significativa con respecto
al aceite de C. cirsifolia siendo mayores para los aceites de Ch. ambrosioides
L., A. absinthium L. (F = 12.08; GL = 2; P = 0.0001) (Tabla 22).
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48.43
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Figura 11. Halos de inhibicién de los aceites esenciales de Chenopodium
ambrosioides L., Artemisia absinthium L y Caiophora cirsifolia frente a

Staphylococcus aureus 2017.

Los resultados obtenidos en este estudio fueron similares a lo que obtuvieron
para los extractos que mostraron actividad antimicrobiana frente a S. aureus
donde la mejor actividad antimicrobiana mostro Bidens pilosa y Lantana
camara, mientras que Schinus molle y Silybum marianum mostraron una
capacidad moderada para inhibir el desarrollo de S. aureus (64), asi mismo
estos resultados coinciden con los reportes para la actividad antimicrobiana
sobre SARM producida por las plantas Gaultheria reticulata, Gaultheria sp. y
Gunnera sp. se debe a la presencia de taninos y quinonas mientras que
Capsicum sp. no presento en su composicién este metabolitos. Mostrando los

siguientes resultados para Capsicum sp. (14.9 mm), Gaultheria reticulata (21.6
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mm), Gaultheria sp. (22.8 mm) y Gunnera sp. (26.4 mm) diametro promedio de
halos de inhibicién, a 20mg/ml de concentracion (94).

Por otro lado, Se obtuvo actividad para los extractos de A. triphylla con halos
de 15.11 mm, R. officinalis con 19.11 mm de diametro y M. spicata con halos
de inhibiciébn de 12 mm. Presentando solo para Staphylococcus aureus y no
sobre Escherichia coli y Salmonella enteritidis para 10 mg/ml. Asi mismo no
presentaron actividad antimicrobiana P. oleracea y T. officinale para 10 mg/mi
sobre ningun microorganismo en estudio (95), mientras que los aceites
esenciales Petroselinum crispum "perejil" sobre S. aureus mostro un halo de
inhibicibn de 28mm para una concentracion delO0 por ciento y para
Escherichia coli no mostro ninguna actividad (10).

- Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de Chenopodium
ambrosioides L., Artemisia absinthium L y Caiophora cirsifolia frente a

Escherichia coli.

Los resultados obtenidos en el andlisis de varianza y prueba de Tukey
realizado a los aceites esenciales Chenopodium ambrosioides L., Artemisia
absinthium L y Caiophora cirsifolia frente a Staphylococcus aureus. Los aceites
esenciales no presentaron variacion estadistica entre los tres aceites (Figura
12), sin embargo si hubo variacion estadistica significativa con respecto a los
aceites de A. absinthium L. y C. cirsifolia siendo mayores para los aceites de
Ch. ambrosioides L. (F = 46.10; GL = 2; P = 0.0001) (Tabla 23)
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Figura 12. Halos de inhibicion de los aceites esenciales de Chenopodium
ambrosioides L., Artemisia absinthium L y Caiophora cirsifolia frente a
Escherichia coli 2017.
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El extracto acuoso de hojas de Vismia angusta a concentraciones
experimentales de 400 mg/mL demostré ser poco activo frente a Escherichia
coli (45.45%) y frente a Staphylococcus aureus (43.47 %).También se realiz
el analisis fitoquimico, mostro la presencia de taninos, flavonoides, saponinas y
guinonas que fueron encontrados en la corteza de la planta (96), sin embargo
el extracto de las hojas de Psidium guajava a una concentracion de 200mg/ml
utiizando el método hoyo-placa muestran actividad antibacteriana sobre

Staphylococcus aureus con 20 mm de diametro de inhibicion (97).

La sensibilidad del aceite esencial de Eugenia caryophyllata 40 pg para
Escherichia coli fue 20 mm y Staphylococcus aureus un diametro de 11 mm,
estos resultados se compararon con los discos de sensibilidad con Ceftazidima:
E. coliy S. aureus mostro 18 mm y 19 mm respectivamente, para Amikacina: E.

coliy S. aureus mostraron 22 mm y 20 mm respectivamente(98).

El aceite esencial méas activo fue para Minthostachys mollis sobre A. fumigatus
a las concentraciones de 250 y 375 pg/mL. Los componentes principales para
el aceite de M. mollis se encontraron epoxido de cis-piperitona y 1.8-cineol (99),
asi mismo el aceite esencial de cedron frente a Escherichia coli y
Staphylococcus aureus con una sensibilidad entre 20mm para las dos bacterias
en estudio considerandose como sumamente sensible porque se encontré una

sensibilidad > a 20mm (9).

La actividad antimicrobiana de los extractos vegetales de Alchornea triplinervia,
Averrhoa carambola, Brunfelsia grandiflora, Annona muricata, Cedrela odorata
y Caraipa grandifolia ) Ninguno mostro actividad sobre E. coli mientras Cedrela
odorata y Alchornea triplinervia presentaron mayor actividad sobre P.
aeruginosa con la concentracion minima inhibitoria de 15.62 y 62.5 mg/ml
respectivamente mientras que para S. aureus fue sensible para C. odorata, A.
triplinervia y Caraipa con la concentracion minima inhibitoria de 3.91 mg/ml

para cada uno (29).
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- Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de Chenopodium
ambrosioides L., Artemisia absinthium L y Caiophora cirsifolia frente a

Salmonella spp.

Luego de haber realizado el analisis de varianza y prueba de Tukey realizado a
los aceites esenciales Chenopodium ambrosioides L., Artemisia absinthium L y
Caiophora cirsifolia frente a Staphylococcus aureus. Los aceites esenciales no
presentaron variacion estadistica entre los tres aceites (Figura 13), sin embargo
si hubo variacion estadistica significativa con respecto a los aceites de A.
absinthium L. y C. cirsifolia siendo mayores para los aceites de Ch.
ambrosioides L. (F = 6.09; GL = 2; P = 0.0034) (Tabla 24).
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Figura 13. Halos de inhibicién de los aceites esenciales de Chenopodium
ambrosioides L., Artemisia absinthium L y Caiophora cirsifolia frente a
Salmonella sp. 2017.

El resultado de la investigacion confirma que el aceite esencial del orégano,
muestra efecto antimicrobiano sobre bacterias Gram negativas como
Salmonella tiphymurium (16mm), Salmonella cholerae suis ATCC 14028 (18
mm), Vibrio cholerae ATCC 14033 (15 mm) y E. coli ATCC 25922 (16mm).
Mientras que para la bacteria Pseudomona auriginosa no mostré sensibilidad
frente al aceite esencial. Por otro lado también mostro efecto antimicrobiano
para bacterias gram positivas como Bacillus cereus (16 mm) y Staphylococcus
aureus (29 mm) (100).

El efecto bactericida de los extractos acuosos de canela, clavo, laurel y tomillo,
sobre cepas de E. coli, Salmonella spp., Ps. aeruginosa, S. aureus y B. cereus

donde el extracto de canela mostré un amplio espectro de accion al detener el

60
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crecimiento de todas las bacterias ensayadas mientras que el extracto de
tomillo presenté inhibicion frente a Salmonella spp. en la dilucién 105,
evidenciando halos de inhibicién de 15 mm y para el extracto de clavo mostro
actividad contra S. aureus, mientras que ocurrié lo contrario frente a Salmonella
spp. no se observo inhibicion alguna. El extracto de laurel presenté mayor
actividad contra S. aureus en las dos diluciones ensayadas (10% y 10%);

adicionalmente se observo halos de 5 mm contra E. coli (101).

El aceite de Lippia origanoides a 473.75 mg I inhibi6 el crecimiento de
Fusarium sp., y Colletotrichum sp., in vitro y en condiciones de invernadero.
(102), mientras que los aceites de las plantas Achyrocline alata y Baccharis
latifolia fueron activos contra A. fumigatus (la media geométrica de la
concentracion minima inhibitoria fue 78.7 y 157.4mg/ml, respectivamente).

Mientras que no se evidencio actividad de los aceites sobre Candida (103).

- Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de Chenopodium
ambrosioides L., Artemisia absinthium L y Caiophora cirsifolia frente a
Shigella sp.

Luego de haber realizado el andlisis de varianza y prueba de Tukey realizado a
los aceites esenciales Chenopodium ambrosioides L., Artemisia absinthium L y
Caiophora cirsifolia frente a Shigella sp. Los aceites esenciales no presentaron
variacion estadistica entre los tres aceites (Figura 14), sin embargo si hubo
variacion estadistica significativa con respecto a los aceites de A. absinthium
L. y C. cirsifolia siendo mayores para los aceites de Ch. ambrosioides L. (F =
16.87; GL = 2; P = 0.0001) (Tabla 25).
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Figura 14. Halos de inhibicién de los aceites esenciales de Chenopodium
ambrosioides L., Artemisia absinthium L y Caiophora cirsifolia frente a Shigella
sp. 2017.

Los compuestos fendlicos de las plantas pueden actuar como antibiéticos que
forman parte de los mecanismos quimicos de defensa de las plantas frente a
microorganismos patdgenos y ciertos herbivoros (75). También se sabe que la
mayor seguridad y calidad de los alimentos esta en los compuestos fendlicos
provenientes de (flores, hojas y tallos), acidos organicos presentes en frutos y
fitoalexinas, son antimicrobianos naturales (104), mientras que los aceites de
Psidium guajava L., Eugenia uniflora L. presentaron actividad antimicrobiano
sobre E. coli, S. typhimurium y S. aureus a una concentracion de 8% y Psidium
cattleyanum Sabine no presento actividad. La actividad antimicrobiana esta
relacionado por los compuestos en comun entre los aceites que fueron a-
copaeno y a-humuleno (30).

La actividad antibacteriana frente a Clostridium perfringens usando aceites
esenciales o0 extractos vegetales deO. wvulgare y T. vulgarisno
mostraron inhibicion sobre C. perfringens mientras que A. sativum, R.
officinalis, Coriandrum sativum y E. caryophyllata si presentaron, asi
obteniéndose concentraciones bacteriostaticas minimas entre 16 y 63
ul/mi(105).
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- Actividad antimicrobiana de cuatro dosis del aceite esencial de

Caiophora cirsiifolia sobre Staphylococcus aureus

Los resultados obtenidos con respecto al aceite esencial de Caiophora
cirsiifolia sobre Staphylococcus aureus no se representan en tabla porque esta
bacteria realiza resistencia a las concentraciones experimentales (5 pl, 10 pl,
20 ul'y 1 ml) de las partes aéreas de Caiophora cirsiifolia esta resistencia se
debe a que en a nivel mundial Staphylococcus aureus esta adquiriendo cierta
resistencia a los antibidticos porque se esta realizando un mal uso de los
farmacos. Asi mismo en esta investigacion realizada reportamos la resistencia
de Staphylococcus aureus a los aceites esenciales de Caiophora cirsiifolia.

Pero si presento sensibilidad al antibiético oxaciclina.

Por otro lado, fueron diferentes a los resultados obtenidos para los extractos
polares y aceite esencial obtenidos de Caiophora rahmeri presenté actividad
antimicrobiana para S. aureus y B. subtilis. Asi mismo el aceite esencial
presentd actividad antimicrobiana sobre E. coli. Todos a 200 pg/ml (106),
Mientras que por otro lado los resultados obtenidos sobre la variada
composicion quimica del aceite de la mufia, depende no sdlo de la especie sino
también del lugar de recoleccién, la época de recoleccién, la altura sobre el
nivel del mar, la naturaleza del terreno o pequefios cambios genéticos y la

diferencia entre las hojas y tallos (107).

Por otro lado el extracto hidroalcohdlico de Annona cherimola de las partes de
las hojas mostro actividad antimicrobiana para la concentracion de 75% para
S. aureus con porcentaje de inhibicion de 40% y para E. coli con porcentaje de
inhibicion de 84% considerado como una buena actividad. Ademas el analisis
fitoquimico preliminar mostro flavonoides, fenoles, taninos y glicésidos entre

otros compuestos que estan relacionados con la actividad antimicrobiana (16).

Por otro lado la bacteria S. aureus resistente a la meticilina también mostro
resistencia a otros antibiéticos como las quinolonas con 25.1% vy la clindamicina

con 24.9% y en menor grado para trimetoprim/sulfametoxazol conl11.8% (7).
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- Actividad antimicrobiana de cuatro dosis del aceite esencial de

Caiophora cirsiifolia sobre Escherichia coli

En la investigacion reportamos que Escherichia coli mostro resistencia a las
concentraciones experimentales de los aceites esenciales de (5 pl, 10 pl, 20 pl

y 1 ml) las partes aéreas de Caiophora cirsiifolia

Estos resultados concuerdan con los obtenidos para los extractos alcoholicos
de Senecio spp en Escherichia coli mostro resistencia a las concentraciones
experimentales de 20, 40, 60, 80 y 100% de tallos y hojas de Senecio spp. Esta
resistencia se debe por la automedicacion de las personas en la ciudad de
Puno y en el Perl (86). Estos resultados obtenidos en este estudio fueron
similares también a las concentraciones del extracto hidroalcohdlico de los
organos vegetales (flores, hojas y raices) de la cantuta no presentaron efecto

antibacteriano sobre Escherichia coli (108).

Mientras que la resistencia a antimicrobianos, en especial a quinolonas, en
cepas de Escherichia coli de nifios de la zona periurbana de lima, Perd” donde
de 222 cepas de origen fecal las que presentaron frecuencias de resistencia
frente a: ampicilina (62.6%), cotrimoxazol (48.6%), tetraciclina (43.0%) y
cloranfenicol (15.8%). muestran los elevados niveles de resistencia a las
quinolonas donde el 32% al &cido nalidixico (NAL) y 12% a ciprofloxacino
(CIP). Estos elevados niveles sobre las quinolonas en cepas comensales de
Escherichia coli se da por el uso extendido y el consumo de este tipo de
antimicrobianos en la comunidad y produciéndose la pérdida de utilidad en el
area (25), asi como también E. coli que fue aislado de muestra de orina que

presento resistencia a ceftazidima con 9.5% y cefotaxime con 8.7 % (6).

Asimismo los reportes realizados sobre el extracto etilico de las partes aéreas
de Cassia reticulata mostro resistencia frente a Escherichia coli en una
concentracion de 25 mg/ml (109), Mientras que para las cepas Escherichia coli,
Haemophilus influenzae y Pseudomona aeruginosa presentaron resistencia a
las concentraciones ensayadas de los extractos etandlico de hojas y tallo de

Clibadium surinamense L. (huaca) (88).
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- Actividad antimicrobiana de cuatro dosis del aceite esencial de

Caiophora cirsiifolia sobre Salmonella spp.

De la misma manera la bacteria Salmonella spp. mostro resistencia a los
aceites esenciales de (5 ul, 10 ul, 20 pl y 1 ml) las partes aéreas de Caiophora
cirsiifolia esto se deberia por que las partes aéreas no poseen taninos que

actuan como antimicrobianos sobre Salmonella spp.

Los resultados son similares para la actividad antimicrobiana del extracto
hidroalcoholico de Rubus urticaefolius hizo resistencia sobre Salmonella sp.
(82), en tanto la investigacion para la actividad biol6gica inhibitoria in vitro de
los extractos de flores, tallos y hojas de Caiophora andina se obtuvo que la
mejor actividad fue para el extracto hidroetandlico de flores, a una
concentracion de 1 mg/mL sobre los tres hongos patdégenos. Mientras que los
tres extractos juntos mostraron una inhibicion méaxima entre 32 % y 38 % para
Moniliophthora spp., 37 % y 27 % para Colletotrichum spp. y 29 % y 24 % para
Phytophthora spp, (110).

- Actividad antimicrobiana de cuatro dosis del aceite esencial de
Caiophora cirsiifolia sobre Shigella sp.

De similar forma la bacteria Shigella sp. fue resistente a los aceites esenciales
de (5 ul, 10 pl, 20 yl y 1 ml) de Caiophora cirsiifolia por lo tanto esta resistencia
se debe por que la bacteria realiza resistencia a los antibiéticos como principal
causa es la automedicacion pero fue sensible al tratamiento control el disco
utilizado fue ampicilina sulbactan asi mismo estos resultados concuerdan con
los estudios realizados donde no se encontraron inhibicion significativa de la
actividad antimicrobiana del extracto metandlico de Cuphea aequipetala sobre
cultivos de bacilos y cocos (111), asi mismo los resultados obtenidos son
similares para el extracto etandlico de Carica pubescens L no presento
actividad antimicrobiana frente a Shigella sp (112).En tanto la investigacion
sobre la actividad antibacteriana para el aceite de las semillas de Cucurbita
maxima Dutch var. Macre y var. Zambo obtuvo resultados negativos para las
bacterias Shigella flexneri y Escherichia coli (113).
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4.2. Observaciéon de las reacciones de andlisis preliminar de metabolitos

secundarios de las plantas en estudio con principios activos.

Los resultados obtenidos luego de realizar el analisis preliminar de los
metabolitos secundarios de las partes aéreas de Chenopodium ambrosioides
L., Artemisia absinthium L y Caiophora cirsifolia. Cuyos resultados con
respecto alcaloides fue (+++) muy abundante para los reactivos de
Dragendorff, mientras que para el reactivo Mayer presento una reaccion
leve (+) y asi mismo para el reactivo de Wagner presento también una
reaccion leve (+) para los extractos de Chenopodium ambrosioides L,
Artemisia absinthium L. mientras que para Caiophora cirsifolia mostro una
reaccion abundante(++)(Figuras 18,19,20), Sin embargo los resultados para
fenoles mostro (+++) reaccion muy abundante para las tres plantas en
estudio, por otro lado no se encontraron reaccion para taninos en
Chenopodium ambrosioides L, Artemisia absinthium L. y Caiophora cirsifolia.
Finalmente para carbohidratos se observaron reaccion para Ch. ambrosioides L
(+) leve, A. absinthium L. no se observé presencia de carbohidratos y para
Caiophora cirsifolia se obtuvo una reaccién (+++) muy abundante (Tabla 10).

Tabla 10. Observacion de las reacciones del analisis fitoquimico de las

fracciones hidrosolubles de los extractos hidroalcohdlico de Chenopodium
ambrosioides L, Artemisia absinthium L. y Caiophora cirsifolia 2017.

Planta Alcaloides
Dragendorff Mayer Wagner Fenoles Taninos Carbohidratos

Chenopodium

ambrosioides it + + et ) +
L.

Artemisia

absinthium +++ + + +++ - -
L.

Caiophora

cirsifolia +++ + ++ +++ - +++

En la Tabla 10 se presentan los resultados obtenidos luego de realizar el
andlisis preliminar de los metabolitos secundarios de las partes aéreas de
Chenopodium ambrosioides L., Artemisia absinthium L y Caiophora cirsifolia.
Cuyos resultados con respecto alcaloides fue la mas abundante encontrado

en las tres plantas en estudio, esto puede ser porque las hojas, tallos y semillas
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son o6rganos donde acumulan estos metabolitos secundarios, porque las
plantas estan al contacto con el ambiente y esto hace que la planta produzca
ciertos metabolitos que le sirvan de proteccion, adaptacion y entre otras cosas.
Asi mismo concuerda nuestros resultados con un estudio realizado sobre la
presencia de metabolitos secundarios para Strychnos schultesiana KRUKOFF
asociados con actividad biolégica donde encontrd la presencia de: alcaloides,
taninos, flavonoides, saponinas, cumarinas, esteroides y/o triterpenoides,

glicésidos cardiotonicos, derivados antracénicos y lactonas terpénicas (114).

En tanto la investigacion realizada sobre Artemisia absinthium L. se muestra
que en las partes aéreas de la planta presentan alcaloides terciarios. Por otro
lado también se realizaron la determinaciéon de la presencia cualitativa y
cuantitativa de alcaloides, aplicando ensayos cualitativos presentando (+) y una
valoracion cuantitativa 0.3 % (115). Y estos resultados obtenidos concuerdan
con lo publicado sobre la fitoquimica para Artemisia absinthium L en ecuador
que la presencia cualitativa muestra una considerable variedad de alcaloides
(+), aceites esenciales, leucoantocianinas (++), flavonoides (+), compuestos
fendlicos (+), triterpenos y/o esteroides (++), Taninos (-), quinonas (-) y

principios amargos (116).

En tanto nuestros resultados concuerdan con lo publicado sobre el analisis
fitoquimico e identificacion de la presencia de metabolitos secundarios en
Caiophora carduifolia donde presentaron compuestos fendlicos, saponinas,
alcaloides; ademas presentaron aminoacidos libres y flavonoides (28), mientras
gue para Clidemia hirta L. Don “Mullaca morada” mostro en el estudio que las
hojas se evidenci6o la presencia de Fenoles, agrupamientos lactonicos,
triterpenosesteroides, aceites esenciales, compuestos reductores, flavonoides
en forma abundante, mientras que carotenos, saponinas en menor cantidad
(117). Los taninos condensados aparentemente actian sobre la accion
microbiana (36).

Por otro lado, en la investigacién para el extracto alcohdlico de Mimosa pudica
presento flavonoides, compuestos fendlicos y taninos en mayor cantidad,
también se encontraron alcaloides, esteroides y triterpenoides en regular

cantidad (118), asi mismo en la composicidbn quimica de las partes aéreas
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frescas de Phania matricarioides se encontraron compuestos fendlicos, taninos,
flavonoides, compuestos lactonicos, triterpenos o esteroides, terpenos y acidos

organicos (119).

Rendimiento de planta fresca de Chenopodium ambrosioides L para la
obtencién de aceite esencial se obtuvo un volumen de 5 ml de 4000 gramos
de partes aéreas de la planta donde se obtuvo un rendimiento de 0.125 % v/p,
para Artemisia absinthium L. el aceite esencial se obtuvo un volumen de 4 ml
de 3500 gramos de partes aéreas de la planta se obtuvo un rendimiento de
0.114 % v/p y para Caiophora cirsifolia se obtuvo un volumen de 3 ml de
aceite esencial para 4000 gramos de partes aéreas de la planta donde se

obtuvo un rendimiento de. 0.075 % v/p.

Por otro lado, en el estudio realizado para aceite esencial de las hojas frescas
de Mentha spicata L. Se obtuvo un rendimiento de 0.128 % v/p, que estaria
sujeto a factores como variedad de la especie, medio ecolégico y zonas
geograficas (120), asi mismo la determinacién del aceite esencial de Phania
matricarioides resulté 0.4 %. (119), mientras que para las 3 variedades de
Ocimum basilicum L. el rendimiento hubo diferencias significativas entre las 3
variedades (P<0.0001), porque el rendimiento de la var. cinammom fue 0.324
%, var. thyrsiflorum con 0.145 % de rendimiento de aceite y para la var. album
con 0.158 % de rendimiento de aceite. (121). Por otro lado, al realizar por el
método hidrodestilacion obtuvo un aceite blanco translicido de la cascara de
naranja dulce Citrus sinensis var. Valenciana, con un rendimiento promedio del
0.2 % (122).

En la investigacion para la extraccion de 10 kg de tejido fresco mostro 25 ml
de aceite Tagetes lacera con un rendimiento de 0.0025 ml/g y en su
composicién quimica se encontr6 E-tagetona (26.2%), crisantenona (24.8%),
verbenona (22.1%) y a-thujeno (20.5%), en menor proporcién [-pineno (3.1%)
y a-pineno (1.9%), y elementos traza (1.4%) (21), mientras que el aceite
esencial de Piper lanceaefolium, se encontraron trans-g-cariofileno (11.6%)
seguido de germacreno D (10.7%), aselineno (7.8%) asi como también B -
selineno (4.8%), a-cubebeno (4.3%) y B-pineno (5.4%). (22).
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4.3. Evaluacion de la toxicidad del aceites esenciales mediante el ensayo
de Letalidad con Artemia salina

El bioensayo de letalidad de Artemia salina (Figura 21) demostré0 que para
toxicidad de los extractos de las partes aéreas de Chenopodium ambrosioides
L, Artemisia absinthium L. y Caiophora cirsifolia. Mostro los siguientes
resultados para Ch. ambrosioides L se encontr6 una DLso de 30.0843. pg/ml,
asi mismo para A. absinthium L se encontré una DLso de 51.6228 pug/ml y para
C. cirsifolia se encontré una DLso de 64.9206. ug/ml (Tabla 11) las tres plantas
son toxicas segun la escala reportada (123). En su estudio realizado se obtuvo
que en un periodo de 24 h, aplicando la regresion Probit obtuvo que el aceite
esencial Acmella ciliata del érgano de las hojas presenté una DLso de 176,156
ppm y el aceite esencial de las flores una DL50 de 100,104 ppm (124), del
mismo modo los aceites obtenidos fueron utilizados para determinar el efecto
toxicologico frente a Artemia salina obteniendo como resultado una CL50 de
15,32 y 3,20 pug/mL después de haber sido expuestas por un periodo de 24y
48 horas respectivamente (27).

Tabla 11. Evaluacion de la toxicidad del aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides L, Artemisia absinthium L. y Caiophora cirsifolia mediante

el ensayo de Letalidad con Artemia salina 2017.

Planta Concentracién Respuesta Total DL 50
pg/ml

Chenopodium 10 0.3 30 DLso de 30.0843.
ambrosioides 20 0.4 30 pg/ml
L 40 1 30

100 1 30

200 1 30
Artemisia 10 0.4 30 DLso de 51.6228
absinthium L. 20 0.7 30 pg/ml

40 0. 30

100 1 30

200 1 30
Caiophora 10 0.2 30 DLso de 64.9206.
cirsifolia 20 0.2 30 ug/mi

40 0 30

100 1 30

200 1 30

En tanto la investigacion realizada para la evaluacion de la actividad de los
aceites esenciales sobre Artemia salina mostro que un 100% de mortalidad

para las Artemias, a una exposicion de 24 horas, con las concentraciones de
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250, 500 y 1000 pug/mL vy esta considerado dentro del efecto téxico agudo
estas reacciones de los aceites se observd a las seis horas de exposicién
(125), asi mismo cabe indicar que el bioensayo con A. salina mostro una CLso
menores de 50 pg/mL para el extracto de Pinus caribaea Morelet var. caribaea.
(5) Y también en su estudio para el efecto fumigante se reporta que la
mortalidad aumenté al incrementar la dosis del aceite esencial de Ch.
ambrosioides, llegando a 100% de mortandad de insectos, para la
concentracion de 20% causo tan solo una mortalidad superior al 50% en un
volumen de 6 y 14 L de aire, pero para el 8% disminuy6 la mortalidad de los
insectos en un volumen de 28 L de aire (4).

Mientras que para el bioensayo para la determinacion de la DL50 mediante el
uso de Artemia salina obtuvo que Artemisia absinthium L presenta una DL50 de

4641.59ppm; correspondiendo a una toxicidad nula (116).

La hipotesis planteada fue lograr que por lo menos una dosis del aceite
esencial de las plantas paico (Chenopodium ambrosioides), ajenjo (Artemisia
absinthium), Ortiga (Caiophora cirsiifolia) muestre actividad antimicrobiana en
el crecimiento in vitro de las bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella spp. y Shigella sp., en la investigacion realizada se logro que las
concentraciones de 20ul mostro resultados altamente significativos,
aceptandose positivo con respecto a lo planteado.

Se planted encontrar en la hipoétesis reaccion positiva para alcaloides, fenoles,
taninos y carbohidratos que poseen actividad biolégica, en la investigacion
realizada no se cumpli6 a lo planteado.

La hipotesis planteada fue obtener 40% de mortalidad, en la investigacion
realizada se logré6 60% de mortalidad, aceptandose positivo con respecto a lo

planteado.
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V. CONCLUSIONES

- Los aceites esenciales extraidas de las partes aéreas de las plantas de
Chenopodium ambrosioides L., presento mejor actividad antimicrobiana
sobre Escherichia coli con 20mm siendo el doble a comparacion del
antibiotico control (10 mm) con respecto al porcentaje de accion inhibitoria
para la concentracion de 20ul donde F=18.80; GL=4; P=0.0001 y Artemisia
absinthium L presento sobre Staphylococcus aureus (81.25% de accién
inhibitoria para 1 ml donde F = 63.66; GL = 4; P = 0.0001) y Escherichia coli
(90% de accion inhibitoria para 1 ml donde F= 37.50; GL = 4; P = 0.0001),
mientras tanto Caiophora cirsifolia no presento actividad antimicrobiana para
ninguna bacteria utilizada en la investigacion.

- El analisis preliminar de los metabolitos secundarios efectuados sobre las
partes aéreas de las plantas Chenopodium ambrosioides L., Artemisia
absinthium L y Caiophora cirsifolia  evidencian la  presencia de
alcaloides(+++), fenoles (+++) y carbohidratos(++), asi mismo en partes
aéreas de las plantas no se detecto la presencia de taninos(-).

- Los resultados del estudio para Chenopodium ambrosioides L mostré una
DL50 de 30.0843 pg/ml, asi mismo para A. absinthium L expresé una
DL50 de 51.6228 ug/ml y para C. cirsifolia se encontré una DL50 de

64.9206. pg/ml por lo tanto se consideran como plantas toxicas.
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VI. RECOMENDACIONES

- Se sugiere realizar actividad antimicrobiana en gérmenes patégenos
mas frecuentes de la region de Puno.

- Se sugiere realizar la concentracion minima inhibitoria en las plantas
Chenopodium ambrosioides L. y Artemisia absinthium L. frente a las
bacterias estudiadas.

- Se recomienda realizar ensayos in vivo de Staphylococcus aureus
utilizando las dosis letales determinados en el presente estudio.

- Realizar estudios “in vitro” de hemoaglutinacion en Staphylococcus

aureus.
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ANEXOS
Anexos A

wanuel y,
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()

Ministerio de Salud  HOSPITAL REGIONAL MANUEL NUNEZ BUTRON PUNO

Personas que atendemos Personas

AREA CENTRO DE REFERENCIA DE INFECCIONES DE TRANSMISION SEXUAL

CONSTANCIA

LA JEFA DEL LABORATORIO DEL AREA DEL CENTRO DE REFERENCIA
DE INFECCIONES DE TRANSMISION SEXUAL DEL HOSPITAL REGIONAL
MANUEL NUNEZ BUTRON PUNO

Hacer constar

Que el Sr. EDWIN AQUINO APAZA, identificado con cédigo N° 111641
egresado de la Escuela Profesional de Biologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas, ha realizado la ejecucién de su tesis “Actividad Antimicrobiana de
Aceites Esenciales de Chenopodium ambrosioides, Artemisia absinthium,
Caiophora cirsiifolia sobre bacterias Gram negativas, Staphylococcus aureus y
su toxicidad en Artemia salina”, asi mismo utilizo los equipos del laboratorio
CERITTS

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado, para los fines que
estime por conveniente.

Puno 26 de diciembre de 2017.

AN

AL

Z
<

/771311 4T Valdez Gallegos
B10LOGD
C.B.P. 2882
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Anexos B

Figura 15. Ubicacion de los plantones de Chenopodium ambrosioides L. en el
distrito de Asillo - Puno ubicado en las coordenadas UTM -14.70826, -70.321271 abril
a junio 2017.

Figura 16. Ubicacion de los plantones de Chenopodium ambrosioides L. en el
distrito de Asillo - Puno ubicado en las coordenadas UTM -14.70826, -70.321271 abril
a junio 2017.

Figura 17. Ubicacion de los plantones de Caiophora circifolia. en el distrito de
Asillo - Puno ubicado en las coordenadas UTM -14.70826, -70.321271 abril a junio
2017.
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Figura 18. Reacciones del andlisis preliminar de metabolitos

secundarios del extracto hidroalcohdlico de Chenopodium ambrosioides

L. 2017.
; 5 I Artemisia Arterivisia Artemisia
70 : ﬁmmj ab?inthiwnL abs:n}hlumL
SSTRIaAl: , Cdrbo‘mr;r%as
‘ emcoaISq .
Figura 19. Reacciones del analisis preliminar de metabolitos

secundarios del extracto hidroalcohélico de Artemisia absinthium L. 2017.

Figura 20. Reacciones del andlisis preliminar de metabolitos
secundarios del extracto hidroalcohdlico de Caiophora circifolia 2017.
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Figura 21. Concentraciones de extractos de Chenopodium ambrosioides,
Artemisia absinthium y Caiophora cirsiifolia para la prueba de letalidad

con Artemia salina 2017.

Figura 22. Staphylococcus aureus sensible a concentraciones de aceite

esencial de Chenopodium ambrosioides L (paico) 2017.

Figura 23. Escherichia coli sensible a concentraciones de aceite
esencial de Chenopodium ambrosioides L (paico) 2017.
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ANEXO F

Figura 24. Salmonella spp. sensible a concentraciones de aceite

esencial de Chenopodium ambrosioides L (paico) 2017.

Figura 25. Shigella sp. sensible a concentraciones de aceite esencial de

Chenopodium ambrosioides L (paico) 2017.
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ANEXO G

Tabla 12. . Andlisis de varianzay prueba de Tukey para inhibicién (%) antibacteriana de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de paico (Chenopodium ambrosioides L.) frente a Staphylococcus aureus.
Andlisis de la varianza

Variable N R?2 R2 Aj Cv
% Inhibicidén 30 0.82 0.79 10.24
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 7299.48 4 1824.87 28.96 <0.0001
Concentraciones 7299.48 4 1824.87 28.96 <0.0001
Error 1575.52 25 63.02
Total 8875.00 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=13.46066
Error: 63.0208 gl: 25

Concentraciones Medias n E.E.

5ul 54.17 6 3.24 A

10ul 67.71 6 3.24 B

Iml 80.21 6 3.24 B C

20ul 85.42 6 3.24 C

C 100.00 6 3.24 D

Tabla 13. Andlisis de varianzay prueba de Tukey para inhibicién (%) antibacteriana de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de paico (Chenopodium ambrosioides L.) frente a Escherichia coli.
Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CVv
% Inhibicién 30 0.75 0.71 19.29
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 57213.33 4 14303.33 18.80 <0.0001
Concentraciones 57213.33 4 14303.33 18.80 <0.0001**
Error 19016.67 25 760.67
Total 76230.00 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=46.76506
Error: 760.6667 gl: 25

Concentraciones Medias n E.E.
5ul 93.33 6 11.26 A
C 100.00 6 11.26 A
10ul 135.00 6 11.26 A
Iml 186.67 6 11.26 B
20ul 200.00 6 11.26 B

Tabla 14. Andlisis de varianza y prueba de Tukey para inhibicién (%) antibacteriana de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de paico (Chenopodium ambrosioides L.) frente a Salmonella sp.
Anadlisis de la varianza

Variable N R? R? Aj Cv
% Inhibicidén 30 0.82 0.79 15.20
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 11095.00 4 2773.75 27.83 <0.0001
Concentraciones 11095.00 4 2773.75 27.83 <0.0001~*~*
Error 2491.67 25 99.67
Total 13586.67 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=16.92775
Error: 99.6667 gl: 25

Concentraciones Medias n E.E.

5ul 42.50 6 4.08 A

10ul 54.17 6 4.08 A B

Iml 65.00 6 4.08 B

20ul 66.67 6 4.08 B

C 100.00 6 4.08 C

Tabla 15. Andlisis de varianza y prueba de Tukey para inhibicion (%) antibacteriana de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de paico (Chenopodium ambrosioides L.) frente a Shigella sp.
Analisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj Cv
% inhibicidén 30 0.78 0.75 13.63
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 10840.76 4 2710.19 22.30 <0.0001
Concentraciones 10840.76 4 2710.19 22.30 <0.0001
Error 3038.96 25 121.56
Total 13879.72 29
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=18.69464

Error: 121.5585 gl: 25

Concentraciones Medias n E.E.

5ul 47.18 6 4.50 A

10ul 74.02 6 4.50 B

Iml 87.93 6 4.50 B C
20ul 95.33 6 4.50 C
C 100.00 6 4.50 C

Tabla 16. . Andlisis de varianzay prueba de Tukey para halos inhibicion del aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides L. frente a las bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. y Shigella sp.
Analisis de la varianza
Variable N R?2
de inhibicién 96 0.17

R? Aj
0.14

Ccv
28.96

Halos

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 261.58 3 87.19 6.15 0.0007
bacteria 261.58 3 87.19 6.15 0.0007
Error 1304.42 92 14.18
Total 1566.00 95
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.84422
Error: 14.1784 gl: 92

bacteria Medias n E.E.
Salmonella sp. 11.42 24 0.77 A
S. aureus 11.50 24 0.77 A
Shigella sp. 13.71 24 0.77 A B
E. coli 15.38 24 0.77 B

Tabla 17. Andlisis de varianzay prueba de Tukey para inhibicion (%) antibacteriana de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de ajenjo (Artemisia absinthium L.) Frente a Staphylococcus aureus.
Analisis de la varianza

R? R2 Aj

Cv

Variable N
% dinhibicidén 30

0.91

0.90

10.56

Cuadro de Analisis de la Varianza

(sC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 12824.72 4 3206.18 63.66 <0.0001
Concentraciones 12824.72 4 3206.18 63.66 <0.0001**
Error 1259.09 25 50.36
Total 14083.80 29
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=12.03323
Error: 50.3635 gl: 25
Concentraciones Medias n E.E.
5ul 44.09 6 2.90 A
10ul 50.34 o6 2.90 A B
20ul 60.42 6 2.90 B
Iml 81.25 6 2.90 C
C 100.00 &6 2.90 D

Tabla 18. Anélisis de varianzay prueba de Tukey para inhibicion (%) antibacteriana de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de ajenjo (Artemisia absinthium L.) Frente a Escherichia coli.

Anadlisis de la varianza

Variable N R? R? Aj Cv
% dinhibicidén 30 0.86 0.83 7.41
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 5500.00 4 1375.00 37.50 <0.0001
Concentraciones 5500.00 4 1375.00 37.50 <0.0001
Error 916.67 25 36.67
Total 6416.67 29
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=10.26739
Error: 36.6667 gl: 25
Concentraciones Medias n E.E.
5ul 61.67 6 2.47 A
10ul 71.67 6 2.47 A
20ul 85.00 6 2.47 B
Iml 90.00 6 2.47 B C
C 100.00 o6 2.47 C
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Tabla 19. Analisis de varianza y prueba de Tukey para inhibicidn (%) antibacteriana de las diferentes

concentraciones del aceite esencial de ajenjo Artemisia absinthium L.) Frente a Salmonella sp.
Andlisis de la varianza

R2 R2 Aj

C

\

Variable N
% dinhibicidén 30

0.99 0.99

6.

87

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 21371.67 4 5342.92 508.85 <0.0001
Concentraciones 21371.67 4 5342.92 508.85 <0.0001
Error 262.50 25 10.50
Total 21634.17 29
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=5.49438
Error: 10.5000 gl: 25
Concentraciones Medias n E.E.
5ul 30.00 6 1.32 A
10ul 30.83 6 1.32 A
20ul 34.17 6 1.32 A
Iml 40.83 6 1.32 B
C 100.00 o6 1.32 C

Tabla 20. Anélisis de varianzay prueba de Tukey para inhibicion (%) antibacteriana de las diferentes

concentraciones del aceite esencial de ajenjo (Artemisia absinthium L.) Frente a Shigella sp.
Analisis de la varianza

Variable N
o

R? R2 Aj

Cv

% inhibicidén 30

0.97 0.97

8.

60

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 18486.74 4 4621.68 242 .91 <0.0001
Concentraciones 18486.74 4 4621.68 242 .91 <0.0001
Error 475.65 25 19.03
Total 18962.39 29
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=7.39603
Error: 19.0261 gl: 25
Concentraciones Medias n E.E.
10ul 35.15 6 1.78 A
5ul 35.15 6 1.78 A
20ul 40.68 6 1.78 A
Iml 42.53 6 1.78 A
C 100.00 o6 1.78 B

Tabla 21. Anélisis de varianzay prueba de Tukey para halos inhibicion del aceite esencial de Artemisia
absinthium L. frente a las bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. y Shigella sp.

Anadlisis de la varianza
Variable N R?
Halo de inhibicién 96 0.32

Ccv
20.67

RZ Aj
0.30

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo. 112.21 3 37.40 14.66 <0.0001
Bacterias 112.21 3 37.40 14.66 <0.0001
Error 234.75 92 2.55
Total 346.96 95
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.20659
Error: 2.5516 gl: 92
Bacterias Medias n E.E.

Salmonella 6.79 24 0.33 A
Shigella 6.92 24 0.33 A
E. coli 7.71 24 0.33 A
S. aureus 9.50 24 0.33 B

Tabla 22. Andlisis de varianza y prueba de Tukey para inhibicion antibacteriana de aceite esencial de Chenopodium

ambrosioides L., Artemisia absinthium L y Caiophora cirsifolia frente a Staphylococcus aureus.

Analisis de la varianza
Variable N R2

% inhibicién 90 0.22

RZ Aj CV
0.20 33.73
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 11584.57 2 5792.28 12.08 <0.0001
Planta 11584.57 2 5792.28 12.08 <0.0001
Error 41708.80 87 479.41
Total 53293.37 89

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=13.48038
Error: 479.4115 gl: 87

Planta Medias n E.E.
Caiophora 50.00 30 4.00 A
Artemisia 67.22 30 4.00 B
Chenopodium 77.50 30 4.00 B

Tabla 23. Anélisis de varianza y prueba de Tukey para inhibicion antibacteriana de aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides L., Artemisia absinthium L y Caiophora cirsifolia frente a Escherichia coli.

Anidlisis de la varianza

Variable N R? R?2 Aj Cv
% inhibicién 90 0.51 0.50 33.03
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 95735.56 2 47867.78 46.10 <0.0001
Planta 95735.56 2 47867.78 46.10 <0.0001
Error 90326.67 87 1038.24
Total 186062.22 89

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=19.83793
Error: 1038.2375 gl: 87

Planta Medias n E.E.
Caiophora 68.00 30 5.88 A
Artemisia 81.67 30 5.88 A
Chenopodium 143.00 30 5.88 B

Tabla 24. Andlisis de varianza y prueba de Tukey para inhibicién antibacteriana de aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides L., Artemisia absinthium L y Caiophora cirsifolia frente a Salmonella sp.
Analisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj Cv
% inhibicidén 90 0.12 0.10 49.70
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo. 8217.22 2 4108.0601 6.09 0.0034
Planta 8217.22 2 4108.61 6.09 0.0034
Error 58740.83 87 675.18
Total 66958.06 89

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=15.99773
Error: 675.1820 gl: 87

Planta Medias n E.E.
Caiophora 44.00 30 4.74 A
Artemisia 47.17 30 4.74 A
Chenopodium 65.67 30 4.74 B

Tabla 25. Andlisis de varianzay prueba de Tukey para inhibicion antibacteriana de aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides L., Artemisia absinthium L y Caiophora cirsifolia frente a Shigella sp.
Andlisis de la varianza

Variable N R? R? Aj Cv
% inhibicién 90 0.28 0.26 42.01
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 21012.38 2 10506.19 16.87 <0.0001
Planta 21012.38 2 10506.19 16.87 <0.0001
Error 54196.78 87 622.95
Total 75209.16 89

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=15.36650
Error: 622.9515 gl: 87

Planta Medias n E.E.
Caiophora 46.64 30 4.56 A
Artemisia 50.70 30 4.56 A
Chenopodium 80.89 30 4.56 B
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