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RESUMEN

Esta investigacion fue de tipo experimental, transversal, de nivel explicativo y enfoque
cuantitativo, se realiz6 con el objetivo de evaluar el efecto antibacteriano in vitro del aceite
esencial de hojas de Chenopodium ambrosioides (L.) (paico) sobre Staphylococcus
aureus. Se trabajé con 20 placas divididas en 4 grupos las cuales contenian el cultivo de
la cepa, se colocd 4 discos por cada placa y sobre estos 25 pl del aceite esencial a las
concentraciones de 25% y 75%, grupo control positivo (tetraciclina 30ug/disco) y grupo
control negativo DMSO al 10%. El efecto antibacteriano se evalué mediante el método de
Kirby-Bauer. Los didmetros de los halos de inhibicidn para las concentraciones de 25%,
75%, control positivo y control negativo fue 19.6 + 1.79 mm; 25.2 £ 1.94 mm; 28.9 + 1.95
mm; y 6 mm respectivamente, difiriendo significativamente entre ellos a través de la
prueba ANOVA. Al comparar a través de la prueba T de Student se observd que la
concentracion al 75% tuvo un efecto antibacteriano significativamente mayor sobre S.
aureus en comparacion con el 25% (P<0,05), en tanto que el efecto antibacteriano a ambas
concentraciones fue menor en comparacion a tetraciclina (P<0,05). Se concluye que el
aceite esencial de hojas de Chenopodium ambrosioides (L.) (paico) presenta efecto

antibacteriano in vitro sobre Staphylococcus aureus.

Palabras clave: Aceite esencial, Chenopodium ambrosioides, efecto antibacteriano, halos

de inhibicion, Staphylococcus aureus,
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ABSTRACT

This research was of an experimental, transversal, explanatory level and quantitative
approach, was conducted with the aim of evaluating the in vitro antibacterial effect of the
essential oil of leaves of Chenopodium ambrosioides (L.) (paico) on Staphylococcus
aureus. We worked with 20 plates divided into 4 groups which contained the culture of
the strain, placed 4 discs per plate and on these 25 ul of the essential oil at concentrations
of 25% and 75%, positive control group (tetracycline 30ug / disc) and 10% DMSO
negative control group. The antibacterial effect was evaluated by the Kirby-Bauer method.
The diameters of the inhibition halos for the concentrations of 25%, 75%, positive control
and negative control was 19.6 + 1.79 mm; 25.2 + 1.94 mm; 28.9 + 1.95 mm; and 6 mm
respectively, differing significantly from each other through the ANOVA test. When
comparing through the Student's T test, it was observed that the 75% concentration had a
significantly higher antibacterial effect on S. aureus compared to 25% (P <0.05), while
the antibacterial effect on both concentrations were lower compared to tetracycline (P
<0.05). It is concluded that the essential oil of leaves of Chenopodium ambrosioides (L.)

(paico) presents antibacterial effect in vitro on Staphylococcus aureus.

Key words: Essential oil, Chenopodium ambrosioides, antibacterial effect, halos of

inhibition, Staphylococcus aureus.
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I.  INTRODUCCION

El empleo de las plantas en distintas culturas ha determinado y conformado principios de
nuestra identidad. Nos curan y lo mas importante, es que contribuye con el oxigeno para
la conservacion de nuestra especie y la vida en el mundo. Hay pruebas empiricas y
cientificas que respaldan los beneficios de la variedad de plantas medicinales en diversas
enfermedades cronicas o leves. La medicacion con plantas terapéuticas, son la forma méas

comun de la medicina tradicional, predominando a lo largo del tiempo (OMS, 2008)

Si hablamos de las plantas con uso medicinal, percibimos que tiene una riqueza muy
extensa y abarca mas de 4 400 especies utilizadas por las poblaciones rurales, de las cuales
la mayoria se presenta en la region andina. Se conoce que el vinculo entre medio ambiente
y salud es un asunto primordial, ya que implica la calidad de vida del ser humano como
de la planta. Por tal motivo, en estos ultimos afios ha acontecido una pérdida significativa
del conocimiento tradicional sobre la utilizacion de estas plantas y asimismo, su
disponibilidad se ha visto disminuida por la degradacion de estas mismas. Exponiéndose

la salud y calidad de vida del hombre @,

Los productos de naturaleza vegetal es materia muy empleada por la sociedad con
finalidad de tratamientos, realizando una explotacion para crear nuevos productos
tentadores y eficientes para su uso, estos métodos sin embargo se mantienen en la nocion
real y en lo experimental de los pueblos. La medicina tradicional se realiza notablemente

por comunidades de sectores rurales ®.

Las plantas medicinales poseen multiples aplicaciones terapéuticas en la medicina

tradicional. La piel representa casi 1/6 del peso corporal, realizando diversas funciones,



como la produccion de vitamina D, defensa frente a los ataques externos,
impermeabilizacion, absorcién de radiaciones ultravioleta, termorregulacion, proteccion
contra los microbios patogenos, la piel actia en defensa inmunoldgica del
microorganismo, localizacion de estimulos sensoriales, sostiene el balance hidrico del

organismo @,

El aceite esencial (AE) es un componente aromatico de base lipidica que se halla en
innumerables plantas, el cual se localiza en las diferentes partes de la planta como en
hojas, raices, frutos, flores y tallos. EI AE es una sustancia variada de ésteres, terpenos,
fenoles, acidos, lactonas, sesquiterpenos, que se obtiene por métodos de extraccion fisicos
0 quimicos, tales como centrifugacion, destilacion, entre otros. Los aceites esenciales
realizan una funcion principal sobre la defensa de las plantas, actuando como agentes

antifungicos, antibacterianos, insecticidas, antivirales ®.

El Staphylococcus aureus ocasiona infecciones graves, al principio se enfocaron asociadas
a enfermedades intrahospitalarias, pero se siguen produciendo desde el periodo de los 90,
cada vez mas casos en todo el planeta de afeccion invasiva por este microorganismo, y

estos casos son obtenidos en la comunidad, incrementando las alarmas a nivel mundial ©.

El individuo es portador de este microorganismo, un 30% es portadora permanente a nivel
de la piel y el tracto digestivo, y un 20-50% en cavidad nasal. La afeccion se desarrolla en
el momento que el Staphylococcus aureus invade los mecanismos de defensa del
hospedador llegando a los tejidos méas profundos, estas enfermedades pueden ser desde
leves en la dermis como forunculosis y foliculitis, inclusive infecciones graves invasivas

tales como neumonia necrosante, endocarditis, osteomielitis y bacteremias ©.



El Perd goza de una gran diversidad de plantas medicinales con investigacion
etnomedicinal para la cura de enfermedades. Como es el caso de Chenopodium
Ambrosioides L, conocido como paico, es una planta correspondiente a la familia

Chenopodiaceae @,

El Chenopodium ambrosioides (paico) es una planta medicinal muy aromatica, su habitat
es en las diferentes regiones del Perd, inclusive a 4 000 msnm, crece de forma rustica, en
las tierras hdimedas, en los campos, jardines, cementeras de alfalfa, alrededor de las
acequias, en los bordes de las chacras. EI Chenopodium ambrosioides (Paico) es cultivado
con sencillez en ambientes templados, subtropicales, tropicales, y en terrenos con bastante
materia organica. El paico es reconocido por el aceite de quenopodio que se extrae después
de realizar destilaciones, las partes mas empleadas son raiz, hojas, frutos y tallos que

poseen un aroma agradable ®).,

En los componentes que se extrae de las diferentes partes del Chenopodium ambrosioides
(paico) en sus principios activos tiene 1.5 % de quenopodio, 64.5% de ascaridol. El
ascaridol es el componente responsable de la esencia de la planta, ademas de sus

propiedades parasiticidas y también de su efecto toxico en dosis inadecuadas ©.

Se utiliza como antihelmintica (debido al ascaridol), contra dolores de estémago,
insecticida, antipirética, tonica diurética, antitusigena, antiséptico, antidiabética,
astringente. En la region andina, sus hojas son utilizadas como aderezo y en la preparacion
de “caldo verde”. Esta contraindicado en lactantes y nifios menores de tres afios, mujeres

embarazadas, pacientes débiles con enfermedades hepaticas (.



Es evidente entonces que las infecciones nosocomiales (IN) o intrahospitalarias (I11H) son
una de las preocupaciones mas primordiales en la salud con mayor consecuencia social y
econdmica, por lo que se necesita saber el impacto que posee en el paciente y la
epidemiologia. Asimismo, es un enorme reto para los centros hospitalarios y personal
sanitario encargado de su vigilancia en las areas en el que pueden presentarse, son de
interés clinico y epidemioldgico porgue se presentan numerosas tasas de morbimortalidad,
también de tener gran aumento en los dias de hospitalizacion. Las IN son aquellas que se
manifiesta durante la estadia hospitalaria. Estas IN en algunos casos son causa de ingreso
en la unidad de cuidados intensivos (UCI) y en ocasiones son resultado de la estancia en

éstas 9,

En la actualidad se ha evidenciado un importante incremento de la resistencia a diversos
antibidticos, siendo el Staphylococcus aureus resistente a la meticilina beneficiado
primordialmente por el uso inadecuado de antibiéticos. Provocando la propagacién de
cepas de Staphylococcus aureus en los centros de salud de todo el mundo, lo que implica
uno de los mayores desafios terapéuticos en los ultimos afios para la medicina.
Staphylococcus aureus es un microorganismo que se aisla con gran constancia en las 11H
y comunitarias, asimismo es el género nosocomial mas virulento, causante de una gran
diversidad de infecciones en personas y animales, tal como meningitis, endocarditis,

bacteriemias, septicemias, neumonias, forunculitis o foliculitis ©.

A partir del descubrimiento de la penicilina, Staphylococcus aureus logré prontamente
resistencia a este antibiético debido a la elaboracion de betalactamasas, por tal motivo se

inventaron nuevas penicilinas (semisintéticas), predominando la meticilina a la cual



Staphylococcus aureus con el pasar del tiempo igualmente desarroll6 resistencia. Los
primeros aislamientos de este microorganismo resistente a meticilina se manifestaron en
la década de los 60, asociados a IN. En la actualidad se ha reflejado un aumento de
infecciones originadas por esta bacteria y adquiridas en la sociedad en pacientes con
diferentes manifestaciones clinicas primordialmente en piel y tejidos blandos, con riesgo
sistémico, durabilidad en la infeccion, gran patogenicidad e incrementada

morbimortalidad 19,

Después de las consideraciones anteriores se plantea el siguiente enunciado ¢EIl aceite
esencial de hojas de Chenopodium ambrosioides (L.) (paico) tendra efecto antibacteriano

in vitro sobre Staphylococcus aureus?

La presente investigacion se justifica, en que el empleo de medicamentos sintéticos y la
resistencia antimicrobiana que muestran determinados agentes patdgenos a éstos se ha
convertido en un gran problema de salud, que surge como consecuencia de cambios en su
genoma y también se da la resistencia a un antibiético por su uso inadecuado, esto esta
incitando que la medicina herbaria tenga mas importancia. Dentro de la alternativa de la
medicina herbaria se encuentran los AE, tal como se evidencia en las investigaciones que
los AE, tienen actividad antibacteriana, antitdxica, antiviral, antifingica e insecticida;
actualmente se sigue investigando acerca de las plantas medicinales y sus principales
principios activos; los cuales serian una alternativa para el tratamiento y la prevencion de

las enfermedades que perjudican al ser humano @9,

En estas investigaciones que se realizan para resolver las enfermedades infecciosas de la

manera mas natural, se basa en el empleo terapéutico de los productos herbarios como



sustitutas de los medicamentos, en las cuales ha percibido importancia la utilizacion de
las plantas aromaticas y en particular los AE, que hoy en dia se estan empleando en las
terapias designadas a los tratamientos o a afecciones, ademas su accesibilidad, su bajo
costo y por los escasos indices de toxicidad en comparacion con los medicamentos
sintéticos convierten a la medicina herbaria en la alternativa principal para la atencién

primaria de la salud 2,

La preferencia en la actualidad de regresar a lo natural para tener una vida mas saludable,
impulsa a los cientificos de la tecnologia farmacéutica a desarrollar e investigar
formulaciones innovadoras que permitan la utilizacion de productos de origen vegetal para
que puedan ser una alternativa complementaria o efectiva en el tratamiento de infecciones

bacterianas causadas por microorganismos patdgenos %),

Los microorganismos muestran resistencia a antibiéticos comerciales por lo tanto se
sugiere demostrar el efecto bactericida del AE de las plantas medicinales en la solucién a

la resistencia bacteriana a los medicamentos (%),

Por lo antes expuesto esta investigacion se presenta como una nueva alternativa para
solucionar los multiples problemas en el tratamiento de las afecciones provocadas por
agentes patdgenos bacterianos, y asi contribuir al uso del producto herbario como agente
antibacteriano, tal como el Chenopodium ambrosioides (paico) y saber si su AE es (til
para enfrentar a los Staphylococcus aureus reduciendo el costo beneficio de los
tratamientos, ser accesible a la comunidad de bajos recursos econémicos, de esta manera
poder contribuir a futuras investigaciones que se realicen con los principios activos de esta

planta medicinal.



Objetivo General:

e Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas de Chenopodium

ambrosioides (L.) (paico) sobre Staphylococcus aureus.
Objetivos Especificos:

e Determinar el efecto antibacteriano in vitro a las concentraciones de 25% y 75% del
aceite esencial de hojas de Chenopodium ambrosioides (L.) (paico), control negativo
y control positivo sobre Staphylococcus aureus.

e Comparar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas de Chenopodium
ambrosioides (L.) (paico) a las concentraciones de 25% y 75% con el control positivo

sobre Staphylococcus aureus.



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Antecedentes:

Sanchez S, Curitima E, en el afio (2015) en Iquitos, en su investigacion se plantearon como
objetivo determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcoholico de
hojas de Chenopodium ambrosioides (paico), por el método de macrodilucion. Ellos
reportan como resultados que para la concentracion minima inhibitoria del extracto
hidroalcoholico de hojas de Chenopodium ambrosioides fue 8 Mg/ml para Escherichia
coli y 4 Mg/ml para Staphylococcus aureus, llegando a la conclusion que consideran como

inactivo y poco activo con respecto a estas bacterias 4.

Rojas N, Del Castillo C, en el afio (2016) en Iquitos, en su estudio se plantearon como
objetivo determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto acuoso y etandlico de
las hojas de Chenopodium ambrosioides (paico), frente a Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, mediante los métodos de difusion en agar y
macrodilucién. Los resultados que ellos reportan obtenidos mediante el método de
difusion en agar a concentraciones de 12mg y 6mg; no evidenciaron actividad
antibacteriana en los extractos acuoso y etandlico de las hojas de Chenopodium

ambrosioides frente a dichas cepas bacterianas .

De los planteamientos anteriores por el método de macrodilucion demostrd concentracion
minima inhibitoria (CMI) tanto para el extracto acuoso y etandlico en 32mg/ml para
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, una CMI de 8mg/ml para Staphylococcus

aureus con el extracto etanélico, mientras que para Concentracion Minima Bactericida no



se obtuvieron evidencia alguna. Llegando a la conclusion que a través de estos resultados
mostraron ser inactivo y poco activo de accién antibacteriana de los extractos contra los

microorganismos empleados en el estudio @),

Aquino E, en el afio (2017) en Puno, en su estudio buscd 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. La metodologia utilizada de los aceites esenciales de las plantas a
concentraciones de 5ul, 10ul, 20ul y 1ml, fue el método de difusién en agar. Obteniendo
como resultados de los aceites esenciales de las plantas, Chenopodium ambrosioides L.
presento mayor actividad sobre Staphylococcus aureus a 20ul con un porcentaje de
inhibicion diferente del control positivo que presento 16mm donde (F = 28.96; GL = 4; P

= 0.0001) se determind que es alta mente significativo V.

Con referencia a lo anterior concluyd que los aceites esenciales de Chenopodium
ambrosioides L., presento mejor actividad antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus
con 13.6mm siendo diferente a comparacién del antibiético control (16 mm) con respecto
al porcentaje de accién inhibitoria para la concentracion de 20ul donde F=28.96; GL=4;

P=0.0001 (Y,



Chambi D, Pacheco K, en el afio (2017) en Arequipa, en su investigacion se plantearon
como objetivo principal la evaluacion del efecto antimicrobiano in vitro del extracto y del
aceite esencial de las hojas de Chenopodium Ambrosioides L. “Paico” sobre cepas de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomona
aeruginosa y Candida albicans. La metodologia que aplicaron para la obtencion del
extracto etéreo se utilizd como método la extraccion con Soxhlet; Por su parte la obtencion
del aceite esencial de Chenopodium Ambrosioides L. “Paico” se realizé por el método de

destilacion por arrastre de vapor de agua (6,

De los anteriores planteamientos obtuvieron como resultados finales de la CMI y CBM
para el extracto etéreo de Chenopodium ambrosioides L. “Paico” fue de 150 mg/mL sobre
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis y de 75mg/mL para Candida
albicans. Los valores para el aceite esencial fueron de 25 uL/mL para Staphylococcus
aureus, 20 pL/mL para Staphylococcus epidermidis, 35 puL/mL para Escherichia coli y 30
uL/mL para Candida albicans ®© llegando a la conclusion que en el caso de las bacterias
Gram positivas como S.aureus y S. epidermidis, el aceite esencial si presento efecto

antimicrobiano 19,

10



2.2. Bases tedricas

Fitoterapia

Rama de la ciencia que estudia el tratamiento complementario que emplea al producto
vegetal o sus partes en que la experiencia de la medicina natural se transforma en

fundamento cientifico 7).
Plantas medicinales

Plantas que tienen en uno o mas de sus érganos principios activos, que, al ser utilizados
en una dosificacion adecuada, originan una accion farmacolodgica en las afecciones de la
humanidad. Se promedia que de las 260.000 variedades de plantas que se conocen en el
presente el 10 % se estima como medicinal, es decir, estan reunidas en tratados médicos

de fitoterapia, actuales y antiguos por tener algtn uso .
Droga vegetal

Parte de los productos de origen vegetal con propiedades medicinales de los cuales se

extraen los principios activos para ser utilizados como medicacion para las enfermedades

(18)

Principio activo

Principal componente de las plantas medicinales quimicamente puro responsable de la
actividad farmacoldgica que posee una droga, para ser empleados en la fabricacién de

diversos medicamentos (8).

11



Extracto vegetal

Componentes adquiridos de la obtencion de principios biologicamente activos localizados
en los tejidos de las plantas, por el empleo de un solvente (solvente selectivo, agua,
alcohol, mezcla de estos) y un procedimiento de extraccion apropiado. El extracto suele
tener una importante tolerancia, actividad y estabilidad, careciendo de efectos adversos o

de produccion de residuos 9,
Aceite esencial

Los AE son una combinacion de compuestos volatiles de base lipidica, olorosos
que se localizan en las diversas partes de la planta como son frutos, raices, flores,
hojas, tallos. Los AE son elementos heterogéneos de acidos, lactonas, terpenos,
fenoles, sesquiterpenos, ésteres; extraidos por procedimientos fisicos o quimicos
tales como centrifugacion, destilacion, entre otros. Los AE realizan una funcion
principal en las plantas, actian como agentes antifungicos, antibacterianos,

insecticidas, antivirales ©.
Chenopodium ambrosioides

El Chenopodium abrosioides es una planta anual perenne y aromaética, de un tamafio de
40 cm de altura, pero puede llegar a medir 1 m; tiene hojas pecioladas oblongo
lanceoladas, su influorescencia es verdosa ubicadas en un racimo piramidal. Su
composicion quimica de su AE esta compuesta por ascaridol el cual es el elemento que le

da el olor caracteristico a la planta, asimismo posee felandreno, o y B-pineno, mirceno, p-

12



cimeno, aritasona, a-terpineno, a-terpineol, safrole, alcanfor, dimetilsulfoxido, limoneno

),

Habitat

Crece espontaneamente en las cercanias de chacras, potreros, terrenos de cultivo,
bordes de los jardines, parques, acequias, orillas de caminos, cementeras de alfalfa.
El género Chenopodium consta de unas 250 variedades extensa distribucion en

todo el planeta (9,

Se desarrolla de manera silvestre y cultivada en las tres regiones naturales del Peru,
hasta los 4 000 msnm, es sembrado con gran facilidad en climas, templados,
tropicales, subtropicales y en suelos de distintos tipos con bastante materia

orgénica. Se extiende por semillas, esquejes ©.
Descripcion botanica

Planta herbacea perenne y anual, erguida o ascendente, con un fuerte olor, de 40
cm que puede llegar a medir hasta 1 m. Tiene el tallo simple o ramificado. Hojas
pecioladas, oblongo lanceoladas, de 3 a 10 cm de largo por 1 a 5 cm de ancho.
Inflorescencia en forma de espigas con numerosas flores ubicadas en paniculo
piramidal, con o sin hojas interpuestas. Semilla vertical u horizontal, de color

negro brillante lisa de 0.7 mm de diametro 4.
Composicion quimica

La planta en su composicidn es rica en AE, el mayor contenido del aceite se ubica

en las semillas, en sus componentes se encuentran ascaridol el cual es el
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responsable de producir el efecto antiparasitario, antihelmintico y antibacteriano
de esta especie vegetal, ademas contiene alcanfor, aritasona, N-hentriacontano, N-
octacosano, N-docosano, N-heptacosano, pineno, mirceno, p-cimeno, limoneno,
safrole, methadieno, geraniol, dimetilsulfoxido, methadieno, metilsalicilato,
acidos como terpinilo, tartarico, vainillico, butirico, salicilato de metilo, y ferulico.
Cuenta con una cantidad de ascaridol (41,8%), isoascaridol (18,1%), p-cimeno

(16,2%), a-terpineno (9,7%) y limoneno (3,8%) .
Propiedades terapéuticas

El Chenopodium ambrosioides tiene propiedades para calmar el dolor de
estdbmago, curar empacho en los nifios, agilizar la memoria, utilizado en caso de
calambres al estomago, nerviosidades, contra la gastritis, artritis, hinchazén,
resfriado, curar enfermedades de la piel, abscesos dentales, antitusigeno,

antidiarréico, antihelmintico, purgante, pediatrico 4.

Las investigaciones farmacolégicas reportan su uso como cardiaco depresor,
hipotensor, antiulceroso, antifingico, antipaludico, relajante muscular y

antibacteriano ©.
Clasificacion taxonémica @4

e Reino: Plantae
e Divisién: Trachebionta
e Clase: Magnoliopsida

e Orden: Caryophyllales
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e Familia: Chenopodiaceae

e Sub familia: Chenopodioideae
e Género: Chenopodium

e Especie: Ambrosioides

Toxicidad

Su AE en dosis elevadas ha evidenciado tener gran toxicidad por acumulacion,
manifestandose como sintomas méas comunes depresion del SNC, nauseas,
lesiones hepéticas y renales, vomitos, trastornos visuales, sordera, convulsiones e

insuficiencia cardiorrespiratorio 4.
Staphylococcus aureus

Es un microorganismo Gram positivo esférico (cocos) de 1 a 1,3 micras de diametro, se
manifiesta en forma de racimos o cadenas cortas, inmovil, no forman esporas, anaerobios
facultativos. Se hallan en seres humanos y animales. Los dafios que ocasiona la bacteria
en su hospedador proviene de su propia caracteristica estructural ésta le proporciona la
elaboracion de una isoenzima y toxina especifica, dandole la capacidad de reproducirse
en las diversas partes del organismo provocando asi dafio celular localizado en el sitio de

infeccion 4.

La infeccion se presenta como endogena 0 exogena, la infeccion exdgena se da por medio
de la contaminacion de tejido traumatizado, material contaminado y la ingestion de
alimentos o leche. La infeccion endogena se da por el ingreso de la bacteria, a través de

heridas, fracturas, o cuerpos extrafios ),
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Genoma del Staphylococcus aureus

Es circular, una particularidad del genoma de Staphylococcus aureus es la
existencia de elementos maviles, que tienen factores de virulencia y resistencia a
diferentes antimicrobianos. La investigacion de estos elementos permite la
explicacion de los mecanismos de transduccidn, conjugacion y transformacion del
material genético por medio de plasmidos moviles. Los transposones transportan

uno o varios marcadores de resistencia antibidtica .

Etiopatogenia

Aproximadamente el 20 y 50 % de la poblacion a nivel mundial es portadora de
Staphylococcus aureus en fosas nasales y 30% de manera continua en piel y tracto
gastrointestinal. En el momento que se rompen las barreras mecanicas, la bacteria
es capaz de llegar hasta los tejidos mas internos y causar infeccion. Las personas
infectadas por esta bacteria generalmente se contagian con la misma cepa de sus
fosas nasales, la invasion permite el contagio entre personas del centro de salud y

comunidad @,

Para una apropiada resistencia y colonizacion del huésped este conjunto de
factores de virulencia debe permanecer dentro de un sistema de comunicacién
célula-célula denominado quorum sensing (QS). EI QS estd determinado por
pequefias proteinas elaboradas por los S. aureus denominadas autoinductoras,
segun los factores ambientales, pueden activarse un nimero de genes que incluye

factores de virulencia @,
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Mecanismo de virulencia

S. aureus elabora gran cantidad de enzimas extracelulares, varias de las cuales
participan probablemente en la patogenicidad del microorganismo. Entre dichas
enzimas se halla la coagulasa, que produce la coagulacion del plasma y puede
encontrarse libre o unida a la bacteria. Actla sobre el factor liberador de coagulasa
(CRF), lo que produce la formacion de trombina coagulasa, que convierte el
fibrindgeno en fibrina. La coagulasa ligada a la bacteria beneficia la formacion de

grumos o racimos, lo que ayudaria a la fagocitosis 9.

La hialuronidasa o factor de difusion, es capaz de romper el acido hialurénico del
tejido conectivo y cooperar asi en la propagacién del microorganismo. Sin
embargo, la funcion de la hialuronidasa en la infeccién no esta bien definida ya
que es elaborada tanto por las cepas patdgenas como las que no lo son, también

porque los anticuerpos antihialuronidasa no previenen ni dificultan la infeccion

(20)

El Kkilling intracelular consta en mecanismos oxigeno-dependientes y oxigeno-
independientes. Los primeros se realizan a través de la produccion de peroxido de
hidrdgeno y de radicales de oxigeno e hidroxilo. Seguramente la produccion de
catalasa, enzima que tiene la capacidad de desdoblar el perdxido de hidrégeno,

puede interferir con el Killing intracelular ¢,

Por otro lado S. aureus elabora toxinas potentes cuyas propiedades bioldgicas

resultan a veces confusas debido a las dificultades para su purificacion. De acuerdo
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a su espectro de actividad, las toxinas podrian agruparse en dos categorias. Las
toxinas alfa, delta y gamma presentan un espectro amplio sobre hematies y varias
células, las cuales son capaces de lisar ejerciendo su accién a nivel de la membrana.
La leucocidina, las enterotoxinas y la toxina exfoliativa tienen células diana mas

especificas 9,

Por ultimo, el shock toxico, fue descrito primero en nifios, pero hoy en dia es mas
comun en mujeres en el periodo de menstruacion. El shock tdxico se manifiesta
con colapso vascular repentino, shock y erupcion eritematosa, lengua descamada,
nauseas, vomitos, mialgias, disfuncion renal y hepéatica y alteraciones
neuroldgicas. Epidemioldgicamente se ha asociado a la presencia de estafilococos

en la nariz y vagina @9,
Inmunidad contra Staphylococcus aureus

Bajo condiciones normales, S. aureus no produce infecciones. Los sintomas por la
infeccion de S. aureus es causa de las toxinas pir6genas consideradas como
superantigenos, que se vinculan a regiones invariables del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clase Il, particulas presentadoras del antigeno y
receptores de las células de linfocitos T. esto conlleva a liberar citosinas de ambas
células ocasionando dafio en tejidos y liberacion de la toxina del sindrome de

choque tdxico, causando hipotension y liberacion de gran cantidad de citosinas .

S. aureus contiene en su superficie proteinas que inhiben la fagocitosis y la

opsonizacién por el sistema del complemento humano. La identificacion del
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complemento y las inmunoglobulinas por los receptores son bloqueados por la
proteina A de la pared celular que se une a la porcion Fc de la inmunoglobulina
IgG. S. aureus elabora particulas que inhiben el reclutamiento de neutrofilos, el

reconocimiento de ésta bacteria y la fagocitosis .

En el desarrollo de las infecciones por S. aureus, los neutréfilos reclutan leucocitos
donde esté situada la infeccion, el complemento tiene un papel importante en el
sistema inmune innato, involucrado en la destruccion de la membrana celular de

los patdgenos, opsonizacion y quimiotaxis ©.

El sistema de complemento se activa por tres vias: la alterna, la de la lectina y la
clasica. S. aureus activa estas tres vias, pero, se ha observado que el sistema del
complemento no es tan eficiente contra la bacteria, por lo que se requiere de otras
células, como los neutrofilos que reconocen a los patégenos a través de los
receptores tipo Toll. Los neutrofilos expresan receptores tipo Toll-2, estos
reconocen los &cidos tipo teicoicos y el peptidoglicano de las bacterias Gram

positivas ),

Infeccion bacteriana de Staphylococcus aureus

El ataque directo a través de la piel y mucosas alteradas es caracteristica de la infeccion

estafilocdcica, cuyas manifestaciones mas comunes se localizan en los tejidos blandos

como piomisitis, linfadenitis y linfangitis. Sin embargo, la mas comdn de la infeccién

estafilocdcica es la bacteriemia, que puede producirse sin foco primario definido o con un

foco definido. El foco suele ser un furdinculo o herida infectada. Durante el curso de la
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bacteriemia el microorganismo se sitda en otros 6rganos, en los cuales pueden aparecer

abscesos hepaticos, esplénicos o renales ¢,

Otra consecuencia grave de la infeccion es la endocarditis, el microorganismo llega desde
un foco periférico asintomatico al torrente circulatorio, asentandose en una valvula,

generalmente izquierda y previamente lesionada 9.

La infeccion sistémica es causada por microorganismos en donde el agente causal se
adentra a su hospedero y se disemina a 6rganos de diferentes aparatos y sistemas. En el
caso de los humanos, la diseminacion parte de piel a mucosas donde pasa a circulacion y

de ahi a 6rganos de diferentes aparatos y sistemas Y,

El primer paso que las bacterias interaccionen con el hospedero se realiza a través de
ligandos denominados patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPSs) como son
peptidoglucanos, lipoproteinas, lipolisacarido, éstos son reconocidos por moléculas
presentes en el suero y por receptores celulares denominados patron de receptores de
reconocimiento (PRRs) la interaccion de PAMPs con PRRs, permite que los

microorganismos ingresen y colonicen tejidos del hospedero @,

Al inicio las bacterias ingresan al hospedero, interaccionan con receptores de células de
piel 0 mucosas, luego pasan a traves de células M, células dendriticas u otro tipo de células
a las capas subyacentes, de ahi a circulacion linfatica, sanguinea o ambas; en caso de pasar
a la circulacion linfatica ésta drena en el conducto toracico y su contenido pasa a
circulacion sanguinea, de donde las bacterias se distribuyen por todo el organismo y

dependiendo de su tropismo afectaran 6rganos de diferentes aparatos o sistemas @,
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Etapas de la infeccion por Staphylococcus aureus

La enfermedad infectocontagiosa comienza cuando un microorganismo
patogénico invade al huésped. Las reacciones patoldgicas se pueden dividir en

cinco fases generales 2,
Periodo de incubacion

Este periodo abarca el tiempo transcurrido entre el comienzo de la infeccion y la
primera aparicion de sintomas. El agente infeccioso esta ya en el organismo del
huésped, pero aun no le ocasiona signos ni sintomas de enfermedad. Estos periodos

varian segun sea la enfermedad/patogeno que adquiera el huésped @2,
Periodo prodromal

Consiste del tiempo que abarca cuando el cuerpo comienza a reaccionar al
patdgeno. Este periodo es caracteristicamente corto e incluye sintomas, tales como
fiebre, secreciones nasales, indisposicion/malestar, irritabilidad y molestias. En el
periodo prodromal alin no se manifiestan los sintomas que caracterizan la

enfermedad. Durante este periodo, la enfermedad es altamente contagiosa 2.
Periodo clinico

El periodo clinico incluye el tiempo en el cual aparecen los signos clinicos que

caracterizan a la enfermedad; esto es, la reaccion del organismo ante el patégeno

(22),
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Periodo de convalecencia

Incluye el periodo de tiempo en el cual los sintomas de la enfermedad comienzan
a desaparecer. En este periodo el organismo elimina los patdgenos y se reparan los

deterioros sufridos 2.
Periodo de recuperacion

Este periodo consiste de aquel tiempo donde la evidencia de la enfermedad
desaparece y el paciente regresa al funcionamiento normal. Sin embargo, aun la

enfermedad puede ser contagiosa 2.

I11. HIPOTESIS
H1: El aceite esencial de hojas de Chenopodium ambrosioides (L.) (PAICO) tiene efecto

antibacteriano in vitro sobre Staphylococcus aureus.

HO: El aceite esencial de hojas de Chenopodium ambrosioides (L.) (PAICO) no tiene

efecto antibacteriano in vitro sobre Staphylococcus aureus.
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IV. METODOLOGIA

4.1.Disefio de la investigacion

Esta investigacion fue de tipo experimental, transversal, de nivel explicativo y enfoque
cuantitativo. La técnica utilizada fue la prueba de sensibilidad antimicrobiana aplicando

el método de disco difusion o Kirby-Bauer.
Grupo Control negativo

Este grupo estuvo formado por 5 placas petri conteniendo Agar Miieller Hinton 25 ml, se
dejo solidificar, seguidamente se sembro la suspension de S. aureus ATCC 25923 de
1X10® unidades formadoras de colonias (UFC) por ml el cual se realizé utilizando como
patrén el tubo 0.5 de la turbidez de Mc Farland (ver anexo N°4), luego se colocaron por
cada placa 4 discos de papel Whattman N° 41 con un didmetro de 6 mm, sobre estos discos

se coloco un solvente de dilucion DMSO (Dimetil sulfoxido al 10%).
Grupo control positivo

Este grupo estuvo formado por 5 placas petri conteniendo Agar Miieller Hinton 25 ml, se
dejo solidificar, seguidamente se sembro la suspension de S. aureus ATCC 25923 1X108
UFC por ml el cual se realiz6 utilizando como patrén el tubo 0.5 de la turbidez de Mc
Farland, en ellas se colocaron 3 discos de Tetraciclina 30 ug. La eleccion de los discos de
sensibilidad antibidtica que se utilizan en los antibiogramas de rutina, se realiza segin el tipo de

bacterias o grupos bacterianos 2,
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Grupo experimental 1 al (25%) (v/v) del AE de hojas de Chenopodium ambrosioides
(L)

Este grupo estuvo formado por 5 placas petri conteniendo Agar Miieller Hinton 25 ml, se
dejo solidificar, seguidamente se sembro la suspension de S. aureus ATCC 25923 1X108
UFC por ml, el cual se realizo utilizando como patrén el tubo 0.5 de la turbidez de Mc
Farland, en ellas se colocaron 4 discos hechos con papel Whattman N° 41 con un didmetro

de 6 mm, sobre estos discos se coloco 25 pul del AE de hojas de Chenopodium

ambrosioides (L.) (paico) diluido al 25% en DMSO al 10 %.

Grupo experimental 2 al (75%) (v/v) del AE de hojas de Chenopodium ambrosioides
(L)

Este grupo estuvo formado por 5 placas petri conteniendo Agar Miieller Hinton 25 ml, se
dejo solidificar, seguidamente se sembro la suspension de S. aureus ATCC 25923 1X10®
UFC por ml, el cual se realiz6 utilizando como patrén el tubo 0.5 de la turbidez de Mc
Farland, en ellas se colocaron 4 discos hechos con papel Whattman N° 41 con un didmetro
de 6 mm, sobre estos discos se colocé 25 pul del AE de hojas de Chenopodium

ambrosioides (L.) (paico) al 75% diluido en DMSO al 10 %.

4.2.Poblacién y muestra

Poblacion vegetal

Se trabajé con Chenopodium ambrosioides (L.) (paico), procedentes del Distrito de

Santiago de Chuco, Provincia de Santiago de Chuco, Departamento de La Libertad,
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ubicado a 3120 msnm, con lo cual se realizo la extraccion del AE para realizar el presente

trabajo (ver anexo N°2).

Muestra vegetal:

Se utiliz6 500.00 g de hojas de Chenopodium ambrosioides (L.) (paico).

Criterios de inclusion:

Se prefirié hojas mas frescas de las plantas de Chenopodium ambrosioides (L.) (Paico),
con buen aspecto y color, sanas y completas, se prefirié hojas de la parte superior de la

planta ya que no estan expuestas a algun animal carrofiero, aptas para el consumo humano.

Criterios de exclusion:

Se rechazaron hojas de las plantas de Chenopodium ambrosioides (L.) (Paico) que
presentaron bacterias u hongos, estaban marchitadas, expuestas a algun factor que pueda

alterar su composicién quimica reduciendo asi su actividad antibacteriana.

Poblacion microbiologica:

El material biol6gico estuvo conformado por cepas de la bacteria de Staphylococcus
aureus ATCC 25923, adquirida del laboratorio Microbiologics (ver anexo N° 6), la cual
estuvo expuesta a diferentes concentraciones del aceite esencial obtenido de

Chenopodium ambrosioides (L.) (Paico).

Muestra microbiologica

Se trabajo con cepas jovenes de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Criterios de inclusion:

Se utilizo cepas puras.

Criterios de exclusion:

No se utilizaran cepas contaminadas.
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4.3.Definicion y operacionalizacion de las variables

de Chenopodium
ambrosioides (L.)
(Paico)

Aceite esencial de hojas

base lipidica, olorosos que
se localizan en las diversas
partes de la planta como
son frutos, raices, flores,

hojas, tallos.

del

esencial.

aceite

Grupo experimental 1 aceite

esencial de hojas de
Chenopodium ambrosioides (L.)
(paico) 25%

Grupo experimental 2 aceite

esencial de las hojas de
Chenopodium ambrosioides (L.)

(paico) 75%

Variables Definicion conceptual Definicion Indicadores Escala de
operacional medicion
Variable Combinacion de | Se  utilizo 2 | Grupo control negativo DMSO | Cualitativa
Independiente compuestos volatiles de | concentraciones Grupo farmacoldgico tetraciclina | Nominal

Efecto

ambrosioides
(Paico)

Variable Dependiente
antibacteriano
del aceite esencial de

hojas de Chenopodium

(L)

Capacidad de una sustancia
qguimica que actua contra
los microorganismos
destruyéndolos 0

inhibiendo su crecimiento.

Se determind
mediante la
medicion de halos

de inhibicion.

Se midieron el diametro de los
halos de inhibicién de
crecimiento de todos los grupos

en milimetros (mm).

Cuantitativa de

razon
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4.4 Técnicas e instrumentos

Procedimiento
Obtencidn del AE de hojas de Chenopodium ambrosioides (L.) (paico):

Extraccion: para la extraccion se utilizo el método de destilacion por arrastre de vapor de
agua en el cual se colocd en el balon Clevenger (Marca: Innovadora) los 250.00 g en una
balanza analitica (Marca: Practum5101-1s. serie: 0031504204) de hojas cortadas de
Chenopodium ambrosioides (L.) (Paico) y se agregd 750 ml de agua destilada, se conecto
el equipo para su funcionamiento y finalmente se calent6 hasta punto de ebullicion durante
2 h. Obteniendo un rendimiento de 0.5 ml realizdndose este procedimiento por 2 veces,
al finalizar se obtuvo un total de 1 ml de AE vy se guard6 en un frasco &mbar a una

temperatura de 2°-8 °C @,
Activacion de la cepa de Staphylococcus aureus

Para la activacién de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), se procedi6o a la
esterilizacion del ambiente, se empez6 abriendo los liéfilos que se encontraban dentro de
un vial de pléastico que le servia como proteccidn, el cual contenia a la cepa Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), se sembrd en Agar sangre con el asa bacterioldgica. Luego se llevd

a incubar a 37° por 24 h,
Ejecucion del ensayo

Todos los equipos utilizados en el procesamiento de las muestras clinicas deben estar en
condiciones oOptimas. El correcto funcionamiento de los instrumentos y equipos nos

asegura la garantia de la calidad @2,
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Se utilizo la técnica de esterilizacion por calor seco para todos los materiales que se han
usado en la investigacion y para la eliminacion de residuos bioldgicos se uso el autoclave

(esterilizacion por calor himedo) @,
Preparacion del Agar Mueller Hinton

Se utiliz6 5 frascos de 100 ml cada uno de Agar Muller Hinton (Biolabtest) preparado
solido, luego se procedio a disolver los 100 ml de Agar Mueller Hinton a bafio maria hasta
obtener al agar liquido, se agreg6 25 ml del medio de cultivo en las 20 placas Petri, de

manera que el grosor del agar en la placa fue de 4 mm @3

Dilucion del DMSO al 10%

Preparacién para 5 ml: Se utilizé 500 ul de DMSO mas 4500 ul de agua destilada.
Preparacioén del inoculo

Se selecciono entre cuatro a cinco colonias bien aisladas, con ayuda del asa bacterioldgica
se introdujo en un tubo de ensayo estéril (13x100mm) que contenia 0.5 ml de suero
fisiologico y de esa manera de realizo la suspension del indculo logrando alcanzar la
turbidez equivalente al tubo 0.5 de la escala de McFarland que se usa como referencia en
suspensiones bacterioldgicas por comparacion visual con el estandar y con ayuda de una

luz apropiada se compar6 los tubos contra un fondo negro como contraste .

Sembrado de las placas

Se sumergid un hisopo estéril en la suspension preparada, se roto el hisopo varias veces

presionando firmemente sobre la pared interior del tubo por encima del nivel del liquido
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para remover el exceso de indculo. Se procedi6 con el sembrado en forma de estrias con
el hisopo en tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del indculo, se deja
secar las placas a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos para que cualquier exceso

de humedad superficial sea absorbido ).

Procedimiento para las diluciones de las concentraciones del AE

Las 2 diluciones se igualaron a 1 ml: para la concentracion de 25% (750 ul de DMSO al
10% + 250 ul de AE de hojas de Chenopodium ambrosioides (L.) (paico)). Para la
concentracion del 75% (250 ul DMSO al 10% + 750 ul de AE de hojas de Chenopodium

ambrosioides (L.) (paico)).
Aplicacion de los discos

Se colocd los discos a los 4 grupos del trabajo de investigacion: Control positivo, control
negativo 25ul de DMSO al 10% y de las dos concentraciones ya explicadas sus diluciones
sobre la superficie del agar con la ayuda de una pinza presionando suavemente sobre cada

disco para asegurar un contacto completo con la superficie del agar ).
Incubacion

Se llevo a incubar en la estufa de cultivo (Marca Memmert), las 20 placas en posicion

invertida a 37° C por 24 horas para luego proceder a su lectura ?%.
Lectura de los 4 grupos de investigacion

Para la lectura de los halos de inhibicion de los grupos control negativo, control positivo

y de las 2 concentraciones se utilizd una regla milimetrada para medir los diametros de
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las zonas de inhibicion completa (incluyendo el didametro del disco), se procedio a

recolectar los datos en una tabla los cuales posteriormente se procesd estadisticamente ),

4.5.Plan de analisis

Para el analisis y tabulacion de datos recolectados se utilizo el programa Excel 2013 los
cuales fueron procesados a través del paquete estadistico IBM-SPSS-version 22.0
Microsoft Excel. Se realizo el analisis de varianza ANOVA para la comparacion de varios
grupos (grado de confianza 95% - o< 0.5) y la prueba de T-Student para comparar grupos
estadisticamente significativos. Los resultados que se obtuvieron de los grupos de estudios

estan presentados en 2 tablas estadisticas.
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4.6.Matriz de consistencia

Titulo de la Formulacién Objetivos Hipotesis Tipo de Variables Definicion Indicadores y Plan de
investigacion del problema investigacion y operacional escala de analisis
disefio medicion
Objetivo General: Hipétesis Aceite esencial | Aceite esencial
Alternativa . de hojas de | de hojas de
Evaluar el efecto | (1) E| aceite Variable Chenopodium | Chenopodium
antibacteriano in vitro del | gsencial de hojas independiente | amprosioides ambrosioides
aceite esencial de hojas de | ge Chenopodium (L) (paico) se | (L.) (paico) al
Efecto ¢El aceite | Chenopodium ~ ambrosioides | amprosioides utilizaron 2 | 25%y 75% viv
antibacteriano in | esencial de | (L) (paico) sobre | (L) (paico) tiene concentraciones .
vitro del aceite | Chenopodium | Staphylococcus aureus efecto Variable
esencial de hojas | ambrosioides Objetivos Especificos: antibacteriano in Tipo: ?lg?r?itr?glva
de (L) (paico) vitro sobre | o perimental
Chenopodium tendra  efecto | e« Determinar el efecto | Staphylococcus | oo e Prueba
ambrosioides antibacteriano in antibacteriano in vitro a | aureus. nivel explicativo estadistica
(L) (paico) | vitro sobre las concentraciones de . ANOVAY
sobre Staphylococcus 25% vy 75% del aceite mg;)_'cesgl a’;‘;'; Zuantitatisgfoque aEr]:'ZT)taocteriano milimetro (mm)
aureus? : T-Student

staphylococcus
aureus

esencial de
Chenopodium
ambrosioides (L.) (paico),
control negativo y control
positivo sobre
Staphylococcus aureus.
Comparar el efecto
antibacteriano in vitro del
aceite esencial de hojas de
Chenopodium
ambrosioides (L.) (paico)
a las concentraciones de
25% y 75% con el control
positivo sobre
Staphylococcus aureus.

hojas de

esencial de hojas
de Chenopodium
ambrosioides

(L) (paico) no

tiene efecto
antibacteriano in
vitro sobre

Staphylococcus
aureus.

Variable
dependiente

Se  determino

mediante la
medicion de
halos de
inhibicién.

Variable
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4.7.Principios éticos
Para la ejecucidn de este trabajo de investigacion, se considero los principios éticos
que rigen la actividad investigadora de la Universidad Catélica Los Angeles Chimbote,

son los siguientes @4):

Proteccién a las personas: la persona en toda investigacion es el fin y no el medio,
por ello necesitan cierto grado de proteccion, el cual se determinara de acuerdo al

riesgo en que incurran y la probabilidad de que obtengan un beneficio 4.

Justicia: el investigador debe tomar las precauciones necesarias para asegurarse de
que sus capacidades y conocimientos, no den lugar o toleren practicas injustas. El
investigador esta también obligado a tratar equitativamente a quienes participan en los

procesos, procedimientos y servicios asociados a la investigacion @4,

Integridad cientifica: deben regir no solo la actividad cientifica, sino que debe
extenderse a sus actividades de ensefianza; y mantenerse la integridad cientifica al
declarar los conflictos de interés que pudieran afectar el curso de un estudio o la

comunicacion de sus resultados @4,
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V. RESULTADOS

5.1.Resultados

Tabla 1: Efecto antibacteriano in vitro a las concentraciones de 25% y 75% del aceite

esencial de hojas de Chenopodium ambrosioides (L.) (paico), control negativo y

control positivo sobre Staphylococcus aureus, expresados en mm de didmetro de

inhibicion.
Promedio del
Grupos de Numero didmetro de los Desviacion Estadistica Significancia
Investigacion de placa halos de estdndar  de prueba ()
inhibicion (mm) F
Control Negativo
5 6.0 0.00
DMSO
Control positivo
o 5 28.9 1.95
(tetraciclina) 116.840 0.0000
AE Chenopodium
o 5 19.6 1.79
ambrosioides al 25%
AE Chenopodium
5 25.2 1.94

ambrosioides al 75%

*P (<0.05); PRUEBA ANOVA

AE: Aceite esencial
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Tabla 2: Efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas de Chenopodium

ambrosioides (L.) (paico) a las concentraciones de 25% y 75% con el control positivo

sobre Staphylococcus aureus

Promedio del

Grupos de Numero de diametro de Desviacion Significancia

o los halos de , T-student
Investigacion placa S, estandar P)*

inhibicion
(mm)

Control positivo

. 5 28.9 1.95
(tetraciclina) 7.86 0.00005
AE Che_nc.)podlum 5 19.6 1.79
ambrosioides al 25%
Control positivo

. 5 28.9 1.95
(tetraciclina) 3.01 0.01687
AE Che_nc.)podlum 5 25.2 1.94
ambrosioides al 75%
AE Chenopodium 5 19.6 1.79
ambrosioides al 25% -4.74 0.00146
AE Chenopodium 25 2 104

ambrosioides al 75%

*P (<0.05); PRUEBA T-Student

AE: Aceite esencial
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5.2.Analisis de resultados

En el presente trabajo se busco determinar si el aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides (L.) (paico) ejercia efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
Staphylococcus aureus lo cual quedé demostrado, al apreciarse un efecto de inhibicion
del desarrollo bacteriano con el aceite estudiado, segun los resultados obtenidos;
ademas se encontro que existe diferencias muy altamente significativas con respecto

al efecto inhibitorio en las diferentes concentraciones utilizadas.

La TABLA 1, muestra el efecto antibacteriano in vitro a las concentraciones de 25%
y 75%del aceite esencial de hojas de Chenopodium ambrosioides (L.) (paico), Grupo
control negativo y control positivo, sobre Staphylococcus aureus, evaluado en el
diametro promedio de halo de inhibicion. La prueba de ANOVA nos da un valor de
P<0.000, lo que indica que existe muy alta diferencia significativa entre los grupos de

investigacion.

También se puede observar que a la concentracion del 75% del aceite esencial de hojas
de Chenopodium ambrosioides (L.) (paico) tiene mayor efecto inhibitorio sobre
Staphylococcus aureus, tal como se comprueba con la prueba estadistica de ANOVA,
en la cual se observa que existe muy alta diferencia significativa. Lo cual tiene relacion
con los resultados obtenidos por Aquino % quién informo diferencias significativas
en el tamafo de los halos expuestos a diferentes concentraciones del aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides (L.) (paico) sobre Staphylococcus aureus con una

P<0.000.
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En la TABLA 2, muestra la prueba de T-Student que permite comparar diferencias
estadisticamente significativas del efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de
hojas de Chenopodium ambrosioides (L.) (paico) a las concentraciones de 25% y 75%
frente al control positivo (tetraciclina) sobre Staphylococcus aureus, donde se puede
observar que la prueba muestra que los grupos de investigacion son diferentes entre si.
La prueba T-Student nos muestra que entre el grupo control positivo vs experimental
1 al 25%, y entre el experimental 1 al 25% vs el experimental 2 al 75% nos da un valor
de P<0.001, lo que indica que existe muy alta diferencia significativa, y entre el grupo
control positivo vs experimental 2 al 75% nos da un valor de P<0.01, lo que indica que

existe alta diferencia significativa.

Para la concentracion al 25% corresponde a los halos de inhibicion de 19.9 £ 1.79, con
la concentracion del 75% a los halos de inhibicion de 25.2 + 1.94, con el control
positivo halos de inhibicion de 28.9+1.95. Sin embargo, no hay estudios que se hayan
hecho con este aceite esencial por lo tanto este trabajo contribuira para realizar futuros
trabajos de investigacion. Los resultados si bien es cierto no existen referentes con
datos similares, pero sin embargo segtn Chambi “® reporta que el aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides si presentd efecto antimicrobiano sobre cepas de
Staphylococcus aureus. Por lo tanto, se acepta la hipdtesis alternativa y se rechaza la

hipétesis nula.

Como posible mecanismo este efecto se debe a que la especie vegetal de Chenopodium
ambrosioides, presenta un alto contenido de metabolitos secundarios capaces de
inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus, esto se debe a los terpenos como lo
es su componente principal de su aceite esencial el ascaridol un peréxido terpénico;

estos compuestos tienen propiedades antimicrobianas debido a que dafian o inhiben la
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pared celular o inhiben la sintesis de ADN o ARN, ya que la estructura que tienen éstos
compuestos es similar a la de las bases pdricas y pirimidicas y se pueden intercalar

formando puentes de hidrégeno, alternando asi la estructura tridimensional de los

acidos nucleicos 4,

38



VI. CONCLUSIONES

v Se determind que el aceite esencial de hojas de Chenopodium ambrosioides (L.)
(paico) a concentraciones de 25% y 75% presento efecto antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus con halos de inhibicion de 19.6 + 1.79 y 25.2 + 1.94
respectivamente.

v Se compard6 que el aceite esencial de hojas de Chenopodium ambrosioides al 75%
tuvo un efecto antibacteriano significativamente mayor sobre S. aureus en
comparacion con el aceite esencial al 25% (P<0,05), en tanto que el efecto
antibacteriano a ambas concentraciones fue menor en comparacion a tetraciclina

(P<0,05).
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

v Realizar futuros trabajos de investigacién in vivo en animales con los cuales se
pueda reafirmar los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion.

v’ Elaborar investigaciones en animales de experimentacién para posteriormente
realizarlo en personas y asi demostrar la seguridad, eficacia y tolerancia para
emplearlo en la humanidad.

v Realizar otras investigaciones para determinar la concentracién minima inhibitoria
y maxima inhibitoria del aceite esencial de hojas de Chenopodium ambrosioides

(L.) (paico) que produzca el efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus.
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ANEXOS
ANEXO N° 1

Mapa de Santiago de Chuco, de donde se recolecté la planta

; MOLLEPAT A

S

EANT & CIEPUE Dol CHUC A

La Libertad
SANTIAGDO DE CHUCO

ANEXO N°2

Certificacion de Chenopodium ambrosioides (L.) (paico)
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ANEXO N° 3
Preparacion del Agar Mueller Hinton

Preparar el medio a partir de la base deshidratada de acuerdo a las indicaciones

del fabricante.

. Autoclavar y dejar enfriar en bafio de agua hasta que alcance los 45°C - 50°C.

Una vez esterilizado y solidificado, medir el pH del agar. El valor del mismo

debe encontrarse entre 7,2 'y 7,4 a temperatura ambiente. Esta medicion puede

realizarse:

a) Utilizando un electrodo de superficie

b) Macerando el medio en agua destilada y utilizando un electrodo de
inmersion

c) Solidificando el agar con el electrodo del potenciémetro.

Repartir el medio en placas petri (60 ml — 70 ml o 25 ml — 30 ml, para placas

de 150 mm o 100 mm de didmetro interno respectivamente), de manera que el

grosor del agar en la placa sea de 4 mm.

Realizar las pruebas de esterilidad para cada lote de Mueller Hinton, incubando

una o dos placas de cada lote a 30°C — 35°C durante 24 horas 0 mas. Estas

placas utilizadas deben ser, luego, descartadas.
ANEXO N° 4
Preparacion del estandar (0,5 Mc. Farland) para el in6culo

Para estandarizar la densidad del indculo se usa una suspension de sulfato de
bario (0,5 de la escala de Mac Farland) como estandar.

. Preparacion del estandar de turbidez.

a) Agregar 0,5 ml de una solucion de BaCl2 0,048 M (BaCI22H20 al 1,175%
P/V) a 99,5 mL de una solucion de H2SO4 0,18 M (0,36 N) (1% V/V) en
constante movimiento para mantener la suspension.

b) Verificar la densidad correcta del estandar usando un fotocolorimetro 6
espectrofotometro, cuya absorbancia a 625 nm es 0,08 a 0,10 para el
estandar 0,5 de Mc. Farland.

c) Distribuir de 4 ml a 6 ml en tubos con tapa de rosca o tapon de jebe,

similares a los que se usaran para preparar el inoculo.
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d) Ajustar bien las tapas o tapones y conservarlos en la oscuridad a
temperatura ambiente y anotar la fecha de preparacion.

e) Antes de ser usado agitar vigorosamente dicho estandar de preferencia, en
un agitador mecanico.

f) Verificar mensualmente la densidad de los estandares de sulfato de bario,

y reemplazarlo cuando sea necesario.

ANEXO N° 5
Antibidticos y didmetros criticos para Staphylococcus spp.

ANTIMICROBIANO CONTENIDO DEL DIAMETRO EN mm

DISCO R | E
PENICILINAS
Peniclina 10unidades £ 28 - 29
Oxacilin (5. Aureus) Tg £10 112 13
(Estafilococos coaquiasa negativos) 1 £17 - ‘18
GLICOPEPTIDOS
Wancomicing 30 g - - 15
Teicoplanin 0pg £10 1113 14
AMINOGLUCOSIDOS
Genlamicha [ m | s12 | wu | a8
FLUOROQUINOLONAS
Norfloxacina 10 g £12 131 17
Ciprofloxacina 5 £15 16-20 21
TETRACICLINA
Telracidina | 30 g [ e | Bw [ 19
MACROLIDOS
Eriromicina 15 g £13 142 23
LINCOSAMIDAS
Clindamicina 2un £14 1520 N
OTROS
Cloramlenicol 30pg £12 131 ‘18
Rifampicing 5 g £16 1719 20
Milrcfurantoing 300 g £14 1514 17
Trimeloprim/sulfameloxazol 1.2523.750 £10 115 ‘16
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ANEXO N° 6

Certificacion de la cepa de Staphylococcus aureus

%«n»h/'-u/»pw

Amanda Kuperus
Quatity Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE
L the 1ok nimier sppearing on ihs product b and pocking 6l ere marsly 3 packaging evert mumber The 1l rmbar dapRyed on 18

PSSR SR g e dhe Unlaue environmant of the card, combined with the ehort incubatian period. may

trcsable to & recognized culturs collection.

R R IS B A B 2 e RIS

 high consistency are not m
el is (1) a high-
e Ites}:‘n:!t‘e‘l‘: or (Qi;(n n)xsll]:flmi?{'ng:lvml.

cy: The i for high or low cousistency are not met.

Staphylococcus aureus subsp, aureus

0360

360374

2017-03-05T15:02:23.906 MS/MB

BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria

Sample ID Organism (best match)

260-374 ‘Staphylococcus aureus
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ANEXO N°7
Lectura de las placas e interpretacion de los resultados

Medir los diametros de las zonas de inhibicion completa (incluyendo el
diametro del disco), usando unaregla o calibrador. Se debe mantener iluminada
la parte posterior de la placa petri con una luz reflejada localizada a unos
cuantos centimetros sobre un fondo negro. Tener la precaucion de observar la
placa siguiendo una vertical directa para evitar una lectura erronea de las
marcas de la regla por efecto de paralelismo. En los medios suplementados con
sangre, las zonas son medidas en la parte superior de la superficie del agar y
retirando la tapa. Tener cuidado de no medir la zona de la hemdlisis sino la de
inhibicion del crecimiento.

Para Staphylococcus spp o Enterococcus spp, usar luz transmitida,
manteniendo la placa arriba de la luz para examinar un posible ligero
crecimiento de cepas resistentes a Oxacilina/Meticilina 0 Vancomicina dentro
de los halos aparentes de inhibicion. Cualquier desarrollo dentro de la zona de
inhibicion es indicativo de resistencia a Meticilina (Oxacilina) o Vancomicina.
El punto final debe tomarse como el &rea que no muestra un crecimiento obvio,
visible, que puede ser detectado mediante observacion visual, no incluyendo
velo de crecimiento o colonias muy pequefias que puedan ser detectadas solo
con mucha dificultad en el borde de la zona. Sin embargo, las colonias mayores
creciendo dentro de la zona clara deberan ser subcultivadas, reidentificadas y
reensayadas. Algunos Proteus spp, debido a su gran movilidad, pueden
presentar un velo de invasion o “swarming” dentro de las zonas de inhibicion
de algunos antibioticos. En estos casos el velo del swarming debe ser ignorado
al momento de medir los halos de inhibicion

Cuando se prueban discos de Cotrimoxazol puede arrastrarse sustancias
antagoénicas que producen un crecimiento con aspecto de niebla dentro de la
zona del halo de inhibicion, en estos casos no considerar en la lectura un
crecimiento del 20% o menos del desarrollo total.

Los diametros de inhibicidn son interpretados basandose en las Tablas N° 1 al
9. La sensibilidad de la cepa bacteriana sera reportada como sensible (S),

intermedio (1), o resistente (R).
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ANEXO N° 8

Ejecucion de la investigacion: Extraccion del aceite esencial de hojas de

Chenopodium ambrosioides (L.) (paico)

ANEXO N° 9

Ejecucion de la investigacion: Hidrodestilacion por arrastre de vapor de agua
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ANEXO N° 10

Ejecucion de la investigacion: Aceite esencial de hojas de Chenopodium

ambrosioides (L.) (paico)

;,-,’_“
ANEXO N° 11

Ejecucidn de la investigacion: Preparacion del in6culo
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ANEXO N° 12

Ejecucion de la investigacion: Llenado de las placas petri con Agar Muller

Hinton

ANEXO N° 13

Ejecucion de la investigacion: Dilucion de la cepa de Staphylococcus aureus
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ANEXO N° 14

Ejecucion de la investigacion: Colocacion de los discos a las placas petri

ANEXO N° 15

Ejecucion de la investigacion: Sembrado de la Cepa de Staphylococcus aureus
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ANEXO N° 16

Ejecucion de la investigacion: Diluciones de los grupos de experimentacion

ANEXO N° 17

Ejecucion de la investigacion: 4 de Grupos de experimentacion
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ANEXO N° 18
Ejecucion de la investigacion: Incubacién de las placas petri
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Anexo N° 19
Ejecucion de la investigacion: Lectura de los halos de inhibicién
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ANEXO N° 20

Ejecucion de la investigacion: Didmetro de los halos de inhibicion de los

4 grupos de experimentacion

ANEXO N° 21

Anélisis de varianza prueba de ANOVA

Suma de Cuadrados Estadistica N

Fuente de Grados de ) Probabilidad
L cuadrados medios de prueba
Variacion (FV) libertad (gl) P)
(SC) (CM) (Fo)

Tratamientos 1,094.280 3 364.760 116.840 0.000
Error 46.828 15 3.122
Total 1,141.108 18
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ANEXO N°22

Graéfico de grupos de experimentacion de acuerdo al promedio de halos de

inhibicién
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