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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar la actividad antifingica y
antibacteriana in vitro del aceite esencial de Eugenia caryophyllata (clavo de olor)
frente a Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes. Los botones florales de Eugenia
caryophyllata fueron obtenidos en una especeria de la ciudad procedente de

Madagascar.

El aceite esencial se obtuvo por destilacion con arrastre de vapor de agua
(Hidrodestilacion), con un rendimiento promedio del 4%. El control de calidad para
el aceite esencial, se realizé en el laboratorio de control de calidad de la Universidad
Catolica de Santa Maria, en las cuales se determinaron las caracteristicas
organolépticas y fisicoquimicas obteniendo la densidad del aceite esencial de 1,0463
g/mL y el indice de refraccion 1,5285. Se determind los siguientes componentes:
eugenol 92.53 %; cariofileno 1,79 % y fenol 5,68 %; estos compuestos validan la
actividad antifungica y antibacteriana del aceite esencial de Eugenia caryophyllata.

La determinacion de la actividad antibacteriana y antifingica del aceite
esencial de Eugenia caryophyllata se determino por el metodo de dilucion en caldo
para determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y la Concentracion
Bactericida Minima (CBM).También se usaron los métodos de excavacion placa

cultivo y Kirby Bauer para determinar la sensibilidad antifungica y antibacteriana.

Segun los estudios realizados por el método de dilucién podemos decir que
la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM), para Escherichia coli y Staphylococcus
aureus de 5 wug/mL. La Concentracion Bactericida Minima (CBM) para
Staphylococcus aureus 20 ug/mL y 5ug/mL para Escherichia coli; pero en las
bacterias de Pseudomona aeruginosa y Streptococcus pyogenes no tuvo ningun
efecto. La Concentracion Fungicida Minima (CFM) para Candida albicans fue de 10

ug/mL.
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En la determinacion de la sensibilidad de aceite esencial de Eugenia
caryophyllata 40 ug fue: para Escherichia coli de 20 mm; Candida albicans de 13.5
mm y Staphylococcus aureus 11 mm, estos resultados fueron comparados con los
discos de sensibilidad con los diferentes tipos de antibidticos, el cual nos dio como
resultados: con Ceftazidima: Escherichia coli y Staphylococcus aureus fueron de
18mm y 19 mm respectivamente, con Amikacina: Staphylococcus aureus y
Escherichia coli fueron de 20mm y 22 mm respectivamente, y con Anfotericina B

para Candida albicans fue de 24.5 mm.

El aceite esencial de Eugenia caryophyllata (clavo de olor) presenta mayor
efecto antibacteriano y antifungico frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus
y Candida albicans, a diferencia de Pseudomona aeruginosa y Streptococcus
pyogenes no tuvo ningun efecto antibacteriano.
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SUMMARY

The objective of this study was determine the antifungal and antibacterial
activity in vitro of the essential oil of Eugenia caryophyllata (clove of odor) against
Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes. Flower buds of Eugenia caryophyllata were

obtained in a city from Madagascar.

The essential oil is obtained by distillation with dragging of water vapour
(hydrodistillation), with an average yield of 4% v/p. The quality control for the
essential oil, was carried out in the laboratory of quality control of the Catholic
University of Santa Maria, in which determined characteristics, organoleptic and
physicochemical obtaining density 1,0463 g/mL essential oil and the index of
refraction 1,5285. It was determined the following components: eugenol 92.53 %;
caryophyllene 1.79 % and 5.68 % phenol; these compounds validated antifungal and

antibacterial activity of the essential oil of Eugenia caryophyllata.

The determination of the antibacterial and antifungal activity of the essential
oil of Eugenia caryophyllata se determined by the broth dilution method for
determining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum
Bactericidal Concentration (MBC).Also used the methods of excavation plate
cultivation and Kirby Bauer to determine the sensitivity to antifungal and

antibacterial.

According to studies conducted by the dilution method we can say that the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) for Escherichia coli and Staphylococcus
aureus5 ug/mL. The Minimum Bactericidal Concentration (MBC) for
Staphylococcus aureus 20 ug/mL and 5 ug/mL for Escherichia coli; but in bacteria
Pseudomonas aeruginosa and Streptococcus pyogenes had no effect. The fungicide

minimum concentration (CFM) for Candida albicans was 5 ug/mL.
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In the determination of the sensitivity of essential oil of Eugenia
caryophyllata 40 ug was: for Escherichia coli of 20 mm; Candida albicans of 13.5
mm and Staphylococcus aureus 11 mm, these results were compared with discs of
sensitivity with different types of antibiotics, which gave us as results: with
Ceftazidime: Escherichia coli and Staphylococcus aureus were 18 mm 19 mm
respectively, with Amikacin: Staphylococcus aureus and Escherichia coli were 20
mm and 22 mm respectively and with Amphotericin B for Candida albicans was
24.5 mm.

The essential oil of Eugenia caryophyllata (clove of odor) presents the
greatest antibacterial and antifungal effect against Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and Candida albicans, unlike Pseudomonas aeruginosa and Streptococcus

pyogenes had no antibacterial effect.
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INTRODUCCION

Debido a la aparicion de diferentes cepas resistente frente a diferentes
antibacterianos y antifangicos convencionales, sus efectos indeseados y el alto costo
del tratamiento justifican la investigacion de nuevas estrategias. El uso de plantas en
los tratamientos de diferentes enfermedades esta siendo demostrado a lo largo de la

historia humana.

Dentro de las diferentes clases de compuestos aislados de plantas con
propiedades antimicrobianas, los aceites esenciales son uno de los grupos de
compuestos naturales mas prometedores, reconocidos por presentar una actividad
contra un gran numero de microorganismos, incluyendo especies resistentes a los

antibioticos y antiflngicos .(47)

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2002) hizo un llamado para que
los paises incrementen sus esfuerzos para controlar la resistencia antimicrobiana;
promoviendo el uso racional de los medicamentos; desarrollando sistemas de
comunicacion para recabar y compartir datos sobre resistencia a patdgenos
especificos promoviendo la investigacion y desarrollo de nuevos agentes

antibacterianos. (44)
Los medicamentos que se utilizan actualmente derivan de plantas

medicinales. Numerosos principios activos fueron aislados a partir de extractos de

plantas medicinales, presentando la ventaja de ser puros y homogéneos en cuanto a
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su composicién quimica habiéndose eliminado los compuestos con actividad o no

que los acompafiaban, facilitandose el control de calidad.

Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles de intenso olor que
se extraen de plantas aromaticas, estos aceites son obtenidos generalmente por
destilacion con arrastre de vapor de agua o hidrodestilacion.

Dichas propiedades han motivado a conocer el efecto antifdngico y
antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Eugenia caryophyllata frente a
bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Gram
negativas Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, y también frente a levaduras
Gram positiva como Candida albicans; debido a la cantidad de sustancias que
encontramos en esta planta “Eugenia caryophyllata” conocida popularmente como
clavo de olor, el cual es un arbol tropical originario del archipiélago de las Molucas,
esta planta posee diversas propiedades terapéuticas como antibacteriano, antifungico,
estimulante estomacal, expectorante y sedante (1). Por tales atributos es que nos
hemos propuesto la realizacion del presente estudio de investigacion para revalidar el
uso de nuestro recurso natural y verlo como una alternativa de solucién para el
tratamiento y cura de diversas enfermedades.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v=== . |NIVERSIDAD
REPOSITORIO DE e exTolen

TESIS UCSM =—2  DE SANTA MARIA

HIPOTESIS

Debido a la composicion de Eugenia Caryophyllata (Clavo de olor) es probable que
su aceite esencial tenga un efecto antifungico sobre Candida albicans y ademaés de
un efecto antibacteriano sobre Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa,

Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes “in Vitro”.
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OBJETIVOS
GENERAL

Determinar la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Eugenia
Caryophyllata (Clavo de olor) frente a Candida albicans, Escherichia coli,

Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes.
ESPECIFICOS

1) Determinar el porcentaje de rendimiento del aceite esencial extraido de los

botones florales de Eugenia caryophyllata (clavo de olor).

2) Determinar los principales componentes, caracteristicas organolépticas y

fisicoquimicas del aceite esencial de Eugenia caryophyllata (clavo de olor).

3) Evaluar in vitro la actividad del aceite esencial de Eugenia Caryophyllata
(Clavo de olor) sobre Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomona
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes Yy determinar la
Concentracion Inhibitoria Minima, Concentracion Bactericida Minima y

Concentracion Fungicida Minima.

4) Comparar el efecto antifungico y antibacteriano del aceite esencial de Eugenia
caryophyllata (clavo de olor) con discos de sensibilidad de antibi6ticos y
antifangicos.
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1.1. Eugenia caryophyllata (Clavo de olor)
1.1.1. Caracteristicas de Eugenia caryophyllata
1.1.1.1. Descripcion botanica

El clavero pertenece a la clase de las dicotiledoneas. Es un arbol
tropical, de 10 a 20 m. de altura, muy aromatico. Las hojas son opuestas,
decusadas y perennes e inflorescencias racimosas. Las yemas florales
inicialmente presentan un color palido que gradualmente cambia al verde,
después de lo cual comienzan a adquirir un color rojizo brillante, indicador de

que estan listos para ser recolectados (1)

Usualmente se cosechan cuando alcanzan una longitud de 1,5 a 2 cm,

y contienen una o dos semillas (2)
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Figura N° 1: Eugenia caryophyllata (clavo de olor)

1.1.1.2. Distribucion

El clavero se considera originario del Archipiélago de las Molucas
(Isla de las especies) (1), ahora se cultiva en Africa, especialmente en

Madagascar y Tanzania (2)

1.1.1.3. Ubicacion Taxondmica

Eugenia caryophyllata (clavo de olor) presenta la siguiente

clasificacion taxonémica:

Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase : Rosidae
Subclase ; Rosidae

Orden : Myrtales
Familia X Myrtaceae
Subfamilia Myrtoideae
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Tribu : Syzygieae
Género : Syzygium
Especie : S. aromaticum

Nombre binomial: Eugenia caryophyllata

1.1.1.4. Propiedades medicinales

El peculiar aroma del clavo de olor se debe a que posee una sustancia
Ilamada eugenol que se puede utilizar en perfumes, en la cocina, para crear
incienso en las culturas china y japonesa, en otras culturas como la indonesia

se usa en un popular cigarrillo llamado kretek.(45)

Para el ser humano, el clavo de olor es una especie muy conocida por
sus propiedades estimulantes, estomacales, expectorantes y sedantes. El aceite
esencial de los clavos y de las raices tiene una potente accion estomacal,
carminativa y antiespasmaédica sobre el conjunto del aparato digestivo,
igualmente es tonico, ligeramente excitante y afrodisiaco. Ademas su gran
contenido de eugenol le proporciona virtudes antisépticas (odontologia),

bactericidas, cicatrizante y ligeramente anestésica. (1)

El Clavo de olor también puede ser usado como remedio casero para
el mal aliento, se puede masticar un clavo de olor para mejorar el aliento ya
que su aroma es muy fuerte, solo hay que tener en cuenta que el sabor
también es intenso. Tambien puede ser util para alejar a algunos insectos
como los mosquitos y las moscas, ya sea en las personas o en plantas

decorativas acuéticas. (45)

1.1.2. Composicion quimica del aceite esencial de Eugenia caryophyllata

El aceite esencial extraido de las hojas y de los tallos tiene un sabor
mas a madera que el de los botones florales. Los compuestos mas abundantes

son eugenol (70 a 85%), B — cariofileno (4 a 15%), acetato de eugenilo (5 a
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10%) y o — humuleno. Los frutos encierran de un 2% a un 3% de esencia que
contiene alrededor de un 50% de eugenol.

Los botones florales estdn provistos de un 15 a 20% de esencia
compuesta de un 75 a 98% de eugenol (1) y acetato de eugenilo (10 a 15%).
El eugenol es inmiscible y méas denso que el agua. (3)

OH
fvgﬂf OCH:s

Eugenol Acetato de eugenol

Figura N° 2: Principales componentes quimicos del aceite esencial de
Eugenia caryophyllata (clavo de olor).

1.2. Aceites esenciales
1.2.1. Definicidn

Los aceites esenciales también llamados compuestos voléatiles, son
liquidos de consistencia aceitosa, aromaticos, obtenidos de los materiales
vegetales (flores, los brotes, semillas, hojas, corteza, hierbas, madera, frutas y
raices). (4) Su aroma atrae a los animales que al oler las flores se impregnan y

hacen posible la polinizacién. (5)

Oficialmente, se denominan aceites esenciales los productos que se
pueden obtener por arrastre con corriente de vapor de agua 0 por expresion
del pericarpio de ciertos frutos (3). De los millones de plantas existentes en

nuestro planeta, se conocen alrededor de 4000 aceites esenciales distintos. (6)

Los aceites esenciales han demostrado poseer caracteristicas

insecticidas, antioxidantes, antibacteriano, antifngico y antiviral (4), son
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diuréticos, antiespasmadicos, tonificantes del estdémago, intestino, higado y
bilis. (5)

Los aceites esenciales generalmente son mezclas complejas de hasta
mas de 100 componentes que pueden ser compuestos alifaticos de bajo peso
molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y &cidos),
monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos. (7,8)

1.2.2. Clasificacion

Los aceites se clasifican con base en diferentes criterios: consistencia,

origen y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios.

De acuerdo a su consistencia los aceites esenciales se clasifican en
esencias fluidas, balsamos y oleorresinas. Las esencias fluidas son liquidos
volatiles a temperatura ambiente. Los balsamos son de consistencia mas
espesa, son poco Volatiles y propensos a sufrir reacciones de polimerizacion.
Las oleorresinas tienen el aroma de las plantas en forma concentrada y son

tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias semisoélidas.

De acuerdo a su origen los aceites esenciales se clasifican como
naturales, artificiales y sintéticos. Los naturales se obtienen directamente de
la planta y no sufren modificaciones fisicas ni quimicas. Los artificiales se
obtienen a través de procesos de enriquecimiento de la misma esencia. Los
sintéticos como su nombre lo indica son los producidos por la combinacion
de sus componentes de los cuales la mayoria son producidos por procesos de

sintesis quimica.

Desde el punto de vista quimico y a pesar de su composicion
compleja con diferentes tipos de sustancias, los aceites esenciales se pueden
clasificar de acuerdo con el tipo de sustancias que son los componentes
mayoritarios. Segun esto, los aceites ricos en monoterpenos se denominan
aceites monoterpenoides; los ricos en fenilpropanoides son aceites esenciales

fenilpropanoides (clavo, canela, anis, etc.). (8)
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1.2.3. Distribucion de los aceites esenciales en la planta

A veces los aceites esenciales estan distribuidos en distintas partes del
mismo vegetal; en las raices, tallo, hojas, flores y frutos. Es importante
sefialar que cuando un vegetal tiene aceite esencial en diferentes partes del
mismo, difieren en su constitucion, expresandose en el olor y composicion

quimica. (9)

Los aceites esenciales se encuentran ampliamente distribuidos en unas
60 familias de plantas que incluyen las compuestas, labiadas, lauraceas,
mirtaceas, pinaceas, rosaceas, ruticeas, umbeliferas, etc. Se las puede
encontrar en diferentes partes de las plantas; en la hoja (ajenjo, albahaca,
buchd, cedron, eucalipto, hierbabuena, etc.), en las raices (azafran, calamo,
jengibre, sandalo, etc.), en el pericarpio del fruto (limén, mandarina, naranja,
etc.), en las semillas (anis, hinojo, comino, etc.), en el tallo (canela, caparrapi,
etc.), en las flores (lavanda, manzanilla, tomillo, clavo de olor, rosa, etc.), en

los frutos (cilantro, laurel, perejil, etc.). (10,11)

1.2.4. Composicion quimica de los aceites esenciales

Los aceites esenciales estan constituidos por muchas clases de
compuestos quimicos, algunos por un solo componente de un alto porcentaje

y otros por mezclas complejas, dividiéndose en dos grupos:

a. Serie terpénica

Los aceites esenciales que se encuentran en la naturaleza son mezcla
de varios hidrocarburos monoterpenos de formula general Cio His, Yy de
hidrocarburos Cis H2s que sirven ambos de portadores primarios para las
clases mas importantes de compuestos oxigenados, aunque presentes en
cantidades mucho menores que suelen ser los productores del caracteristico
olor del aceite. Todos los mono y sesquiterpenos son volatiles ya que su peso
molecular no es muy elevado y pueden destilarse con vapor de agua. Los que
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poseen oxigeno son terpenoides funcionalizados con funcion alcohol, fenol,

aldehido, cetona, éter, ester o perdxido. (3, 12)

b. No terpenoides

Suslancias G,-C, Cumannas
CHO OCHy
Gy 0 i "n" o
OH
Valnilina Bargaplano
Sustancias C-C,
CHO
L =0 o ]
O-CHy oM \—n
Anelal Eugenol Safrol Aldehido

cindmico

Mo terpencides: Sustancias voldtiles arométicas

Figura N° 3: Principales estructuras de algunos componentes méas usuales de

los aceites esenciales.

b.1.  Sustancias volatiles alifaticos: suelen ser hidrocarburos (C, H) o

sustancias con funcion oxigenada (C,Hy O)
b.2.  Sustancias volatiles arométicas: con diferentes estructuras.
- Sustancias con estructura Ce — Cy
- Sustancias con estructura Ce — C3 (derivados del fenilpropano)

- Derivados cumarinicos
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Las sustancias Cs — C1 y Ce — C3 son sustancias volatiles de bajo peso
molecular generalmente oxigenados, con funciones alcohol, fenol,

acido y éter.

b.3.  Sustancias nitrogenadas: poco frecuente, hay aminas alifaticas

voléatiles.

b.4.  Sustancias con azufre: ain menos frecuentes. (3)

1.2.5. Extraccion y aislamiento
Los aceites esenciales se obtienen por los siguientes métodos: (13, 14 6)
- Destilacion
- Extraccion por prensado / raspado
- Enfleurage (enflorado) en frio
- Extraccion con disolventes volatiles

- Extraccion con fluidos supercriticos

a. Extraccion por prensado / raspado

El material vegetal es exprimido para liberar el aceite y éste es
recolectado y filtrado. Este método es utilizado para el caso de las esencias de
citricos. (8)

b. Extraccion con disolventes volatiles

Se utiliza para drogas de peso molecular mas elevado que son, por lo
tanto, menos volatiles. Se emplean disolventes orgéanicos apolares de bajo
punto de ebullicion y de bajo coste como el diclorometano, éter de petroleo o
el hexano, precisa una purificacion del extracto obtenido. (3, 8)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

c. Enfleurage (enflorado)

Se aplica para la extraccion de esencias, el material vegetal
(generalmente flores) es puesto en contacto con un aceite vegetal. La esencia

es solubilizada en el aceite vegetal que actia como vehiculo extractor. (8,3)

d. Extraccién con fluidos supercriticos

El material vegetal cortado en trozos pequefios, licuado o molido, se
empaca en una camara de acero inoxidable y se hace circular a través de la
muestra un fluido supercritico (bidxido de carbono liquido), las esencias son
asi solubilizadas, arrastradas y el fluido supercritico que actla como solvente
extractor se elimina por descompresion progresiva hasta alcanzar la presion y

temperatura ambiente y finalmente se obtiene una esencia pura. (8)

e. Destilacion
e Arrastre con vapor de agua

Para la realizacion de la destilacion por arrastre con vapor se
usan alambiques de caracteristicas variables y adaptadas a cada tipo de
caso especifico. Aplicable tanto en flores, raices, hojas o plantas
enteras, la destilacion es el método mas antiguo y el mas usado para

obtener aceites esenciales naturales.

El calor y el vapor humedo hinchan las paredes celulares y
facilitan el paso de los aceites esenciales al exterior por 6smosis. (15,
16)

La destilacion por arrastre con vapor puede realizarse de tres

formas distintas segun las caracteristicas de la droga:

o Método de inyeccién de vapor de agua: En este método, la
droga y el agua no estan inicialmente en contacto. La droga se

coloca sobre unas rejillas a través de las cuales se hace pasar
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una corriente de vapor de agua que arrastra los aceites
esenciales. A continuacion, se condensa el vapor de agua y se
recoge en un recipiente. Posteriormente, se puede separar los
aceites esenciales del agua ya que presentan diferente densidad

y forman dos fases. (3)

o Destilacion mixta: Consiste en poner el agua en el mismo
recipiente de la droga, pero sin que entren en contacto, ya que
la droga esta sobre una rejilla y el agua esta en el fondo del
recipiente. Se hace hervir el agua y el vapor atraviesa la rejilla
con la droga arrastrando consigo los aceites esenciales.
Después se condensa, se recoge y se separan los aceites

esenciales del agua.

o Hidrodestilacion: Se denomina hidrodestilacion a la
destilacion de las flores u otras partes de la planta por medio

del vapor de agua.

El vapor de agua “arrastra” el aceite esencial que
contienen las flores. En realidad, los aceites esenciales tienen
un punto de ebullicion superior al del agua; pero la mezcla de
aceite esencial mas agua presenta un punto de ebullicion
inferior y por eso puede ser destilada. Al pasar por el
condensador, los vapores se enfrian, condensan y se
transforman en un liquido formado por dos fases inmiscibles:
fase organica (aceite esencial) y fase acuosa, que para algunos

aceites esenciales contiene cierta cantidad de esencia.

La fase organica, formada por el aceite esencial, se
separa facilmente de la acuosa al tener distinta densidad y ser
inmiscibles. Normalmente la fase orgéanica formada por el
aceite esencial es la fase menos densa y flota sobre la fase

acuosa, aunque hay excepciones.
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Figura N° 4: Hidrodestilacion con trampa de Clevenger

1.2.6. Anadlisis del aceite esencial
1.2.6.1. Cromatografia de gases

En cromatografia de gases (GC), la muestra se volatiliza y se
inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La elucion se
produce por el flujo de una fase movil de un gas inerte, y a diferencia de
la mayoria de los tipos de cromatografia, la fase moévil no interacciona
con las moléculas del analito; su Unica funcion es la de transportar el
analito a través de la columna. Existen dos tipos de cromatografia de
gases: la cromatografia gas - sélido (GSC) y la cromatografia gas-liquido
(GLC).

La cromatografia gas - liquido tiene gran aplicacion en todos los
campos de la ciencia y su denominacion se abrevia normalmente como
cromatografia de gases (GC). (39)

La cromatografia gas - solido se basa en una fase estacionaria
solida en la cual se produce la retencién de los analitos como
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consecuencia de la adsorcion fisica. La cromatografia gas - solido ha
tenido una aplicacion limitada debido a la retencion semipermanente de
las moléculas activas o polares y a la obtencion de picos de elucion con
colas (una consecuencia del caracter no lineal del proceso de adsorcion),
de modo que esta técnica no ha encontrado una gran aplicacion excepto
para la separacion de ciertas especies gaseosas de bajo peso molecular.
La cromatografia gas - liquido se basa en la distribucion del analito entre
una fase movil gaseosa y una fase liquida inmovilizada sobre la

superficie de un solido inerte.
Los componentes fundamentales de un cromatografo de gases, son: (40)
o Fuente de gas
o  Sistema de inyeccion
o Horno y columna cromatogréfica
o  Sistema de deteccion

o  Sistema de registro

a. Aplicaciones de la cromatografia gas-liquido

Para evaluar la importancia de la GLC, es necesario distinguir
entre los dos papeles que desempefia la técnica. Es el primero como
herramienta para realizar separaciones; en este sentido, resulta
inmejorable cuando se aplica a muestras organicas complejas y a
sistemas bioguimicos. El segundo, una funcion claramente distinta, es el
de proporcionar un medio para llevar a cabo un analisis. En este caso se
emplean los tiempos o volimenes de retencidn para la identificacion
cualitativa, mientras que las alturas de los picos o sus areas dan
informacion cuantitativa. Con fines cualitativos, la GLC es una técnica

mucho mas limitada que otros métodos.

En consecuencia, una tendencia importante en este campo ha

consistido en la combinacién de las notables cualidades para el
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fraccionamiento que tiene la GLC con las mejores propiedades para la
identificacion que tienen algunos instrumentos como los espectrometros

de masas e infrarrojo.

b. Cromatografia gas-sélido

La cromatografia gas-solido se basa en la adsorcién de sustancias
gaseosas sobre superficies solidas. Los coeficientes de distribucion son
generalmente mucho mayores que en el caso de la cromatografia gas-
liquido. En consecuencia, la cromatografia gas-sélido es util para la
separacion de especies que no se retienen en columnas de gas-liquido,
tales como los componentes del aire, sulfuro de hidrogeno, disulfuro de
carbono, oxidos de nitrégeno, monoxido de carbono, diéxido de carbono

y los gases nobles. (41)

La cromatografia gas-solido se lleva a cabo tanto en columnas de
relleno como en capilares. En estas Ultimas, se fija en las paredes del
capilar una delgada capa de adsorbente; estas columnas a veces se
denominan columnas tubulares abiertas de capa porosa, o columnas
PLOT. Se encuentran dos tipos de adsorbentes: los tamices moleculares y

los polimeros porosos. (39)

1.2.7. Empleo de los aceites esenciales

Para utilizar los aceites esenciales en cualquiera de sus mdltiples
aplicaciones es necesario tener presente que estamos manipulando sustancias
quimicas con propiedades y caracteristicas concretas. Toda sustancia
independientemente de su caracter natural o artificial, puede ser toxica
dependiendo de las caracteristicas quimicas de la sustancia en cuestion y de la
dosis de que se trate. (6)
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a. En farmacia:

La aromaterapia es una de las nuevas técnicas utilizadas para la
cura de algunas enfermedades, esta técnica se basa principalmente en
el uso de aceites esenciales asignandole un interés medicamentoso
como por ejemplo para activar la circulacion y aliviar la osteoartritis y
los dolores musculares dar friegas en las zonas afectadas, y en otros
casos también se utiliza como saborizante y deodorizante de farmacos.
(17)

b. En alimentacion:

Los aceites esenciales han sido utilizados para dar sabor y

aroma al té, vinos y bebidas alcohdlicas. (17)

C. En perfumeria:

Son los ingredientes basicos en la industria de perfumes y se

utilizan en jabones, desinfectantes y productos similares. (17)

1.2.8. Ensayos de calidad de aceites esenciales

Para controlar la calidad de los aceites esenciales se clasifican en seis
tipos, que van desde las caracteristicas organolépticas hasta las caracteristicas
espectroscopicas, pasando por la determinacion de constantes fisicas e indices
quimicos y el estudio del perfil cromotografico, que incluira la determinacion

cuantitativa de los principales componentes. (3,18)
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Cuadro N°1: Pardmetros analiticos empleados en el control de calidad de aceites
esenciales (18)

Descripcion Parametros

1. Caracteristicas organolépticas e Olor
e Color

e Apariencia

2. Determinaciones fisicas e Densidad

e Poder rotatorio

e Indice de refraccion

e Miscibilidad en etanol
e Punto de congelacion

e Punto de inflamacion.

3. Indices Quimicos o indice de éster
e indice de acetilo

e Indice de fenoles

4. Caracteristicas cromotogréaficas e Perfil cromotogréfico por CG
e Cuantificacion de los principales
componentes
5. Caracteristicas espectroscopicas e Ultravioleta — visible

e Infrarrojo

6. Otras determinaciones e Pesticidas

e Metales presados

1.3. Enfermedades infecciosas

La enfermedad infecciosa es un estado patoldgico, que surge como
consecuencia de una agresion de patégenos al organismo humano y la respuesta
inmune del mismo, fundamentalmente relacionada con las caracteristicas

genéticas, propias del sujeto y del agente.
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Las bacterias, son células con vida independiente y con capacidad de
reproducirse, que se caracterizan por presentar en su estructura los dos acidos
nucleicos. Poseen enzimas y proteinas complejas, estructuras especializadas, asi
como una membrana celular que los separa del mundo circundante. Provocan
cuando infectan al hombre lesiones localizadas o generalizadas de tipo
inflamatorio acompafadas de destruccion parenquimatosa.

Los hongos son seres unicelulares, levaduras o pluricelulares, cuyos
tejidos se agrupan en filamentos, formados por conjuntos de hifas Ilamados
micelos. Tienen paredes celulares rigidas y absorben los nutrientes del
hospedador, transmiten su material genético en reproduccion sexuada y pueden

dividirse en compartimientos especiales.

Tienen gran capacidad de adaptarse a los cambios, como saproéfitos
colonizan al hombre y actian como patdgenos oportunistas. En los inmuno
competentes las lesiones se autolimitan. El uso indiscriminado de antibioticos

de amplio espectro y corticoides los favorece. (19)

La resistencia a multiples sustancias es un problema de salud publica que
se viene observando al nivel mundial después de la aparicion de los antibidticos.
(20)

Segun estudios epidemiol6gicos, América Latina se encuentra entre las
regiones con mas alta incidencia de brotes nosocomiales producidos por que
presentan resistencia a multiples antibioticos. También en los ultimos afios se ha
visto un interés marcado por evidenciar la presencia de mecanismos de
resistencia cruzada tanto para antisépticos y desinfectantes como para
antibioticos, junto a la aparicion de algunas enfermedades ligadas a infecciones
bacterianas, ha puesto de relieve el potencial de extractos de vegetales y en

especial de algunos de sus aceites esenciales como agentes antibiéticos. (21)
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1.3.1. Candida albicans
1.3.1.1. Generalidades

Son miembros de la flora normal de la piel, las mucosas y del aparato
gastrointestinal. Las especies de candida colonizan las superficies mucosas de
todos los humanos durante o poco después del nacimiento, y el riesgo de
infeccion enddgena siempre esta presente. La candidiasis es la infeccion
sistémica mas comun, donde los agentes mas comunes son: Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida
guilliermondii. (22, 28).

1.3.1.2. Morfologia e Identificacion

Es el principal miembro patdgeno del género candida, es una levadura
Gram positiva alargada que forma hifas (pseudohifas). Son organismos
aerobios, levaduriformes, capaces de desarrollar pseudofilamentos y producir
clamidosporas (tipo de espora asexual). Las pseudohifas son formados con
brotes que se elongan y contintan conectadas, siendo éstas mas anchas que las
hifas verdaderas, teniendo constricciones en los sitios de unién. Su diametro

varia entre 3 — 6 L de forma oval y paredes delgadas. (23 — 24)
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Figura N° 5: Morfogénesis de Candida albicans (25)
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Las hifas tan solo se producen en el momento de la invasion de los
tejidos, un estimulo indiscutible es el ser humano ya que en 90 minutos a 37°C,
ésta comienza a formar hifas; ésta reaccion se manifiesta por la aparicion de un
tubo germinal, un apéndice alongado que crece hacia fuera y que tiene
aproximadamente la mitad del ancho y el doble de largo de la célula de la
levadura. (25) (Figura N° 5)

La Candida albicans fermenta glucosa y maltosa, produciendo tanto
acido como gas y no degrada la lactosa. Estas fermentaciones de
carbohidratos junto con sus caracteristicas morfologicas coloniales
diferencian a Candida albicans de otras especies de candida. (22)

1.3.1.3. Cultivo

Todas las muestras se cultivan en medio para hongos (Agar Sabouraud)
a temperatura ambiente o a 37°C. Se desarrollan colonias blandas, color
cremoso. El desarrollo superficial consiste de células ovales en gemacion. El
desarrollo sumergido consiste en pseudomicelos. Este esta compuesto de
pseudohifas que forman blastoconidias en los nédulos y, algunas veces,
clamiconidias en sus terminales. (22)

El medio Sabouraud o agar peptona — glucosa, es el mas ampliamente
utilizado en la micologia médica para el aislamiento y conservacion de los
dermatofitos que germina produciendo colonias. Otro tipo de cultivo es el de
harina de maiz con tween — 80 y en el agua de papas favorecen el desarrollo.
(26).

La mayor parte de los hongos crecen rapidamente pero las formas
patdgenas suelen hacerlo de una forma relativamente lenta. Pueden ser

necesarias hasta semanas de incubacion. (27)

1.3.1.4. Manifestaciones clinicas

Las especies de Candida pueden producir gran variedad de formas
clinicas que pueden agruparse en dos grupos: formas infecciosas o alérgicas.
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Las primeras son mucho mas frecuentes y pueden localizarse a nivel superficial

en mucosas Y piel, o bien en tejidos u 6rganos profundos. (29)

Cuadro N° 2: Manifestaciones clinicas de Candidiasis (30)

Forma clinica Organo Clinica Caracteristicas
Afectado

Cavidad bucal Placas blancas | Afecta recien nacidos,
(muguet) ancianos e inmunodeprimidos.

Vagina Vulvovaginitis | Mujeres en edad fértil, mas

frecuentes en diabéticas y uso
de antibioticos.

Eso6fago Esofagitis Inmunodeprimidos,

principalmente SIDA.
Candidiasis | Intestino Enteritis Inmunodeprimidos,
Superficial | delgado principalmente SIDA, uso de
antibidticos.

Piel y uiias Queilitis, Frecuencia  en lactantes,
candidiasis favorecida por uso de
inguinal, antibicticos.
intértrigo,
candidiasis del
parial.

Pulmén Neumonia Inmunodeprimidos

Rifion Pielonefritis Generalmente asociado a uso

de sonda vesical
Candidiasis Huesos — | Osteoartritis Post — trauma o procedimiento
profunda Avrticulaciones quirdrgico

Diseminada Generalizada, | A partir de absorcion desde
predomina intestino, o por uso de
corazon catéteres vasculares.
(endocarditis)

y rifiones

1.3.1.5. Tratamiento

Se dispone de un amplio abanico de opciones terapéuticas frente a la

candidiasis. Las infecciones mucosas y cutaneas se tratan por medio de

diversas cremas topicas, lociones, pomadas que contienen distintos farmacos

antifungicos del grupo de los azoles. El tratamiento tOpico con agentes

antifungicos como la nistatina o el mas reciente terconazol, suelen ser

efectivos. (32)
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El tratamiento sistémico por via oral se basa en la administracion de
fluconazol o itraconazol, en pacientes resistentes a fluconazol necesitan un
tratamiento con anfotericina B o caspofungina. (31) La anfotericina B por via
intravenosa es el tratamiento eficaz aceptado de modo amplio para la mayoria
de candidiasis profunda. En vulvovaginitis por Candida, puede requerirse

terapéutica de sostén con Ketoconazol. (28)

1.3.2. Escherichia coli
1.3.2.1. Generalidades

Miembro de la familia enterobacteriaceae, del género Escherichia que
estd compuesto de 5 especies: E. coli, E. blattae, E. vulneris, E. hertmannii,
E. fergusonii, siendo Escherichia coli de mayor importancia desde el punto
de vista clinico. Es parte de la flora intestinal normal y producen de manera
accidental, infeccion intestinal y extraintestinal. (28,30).

Algunas cepas de Escherichia coli son las responsables de las

diarreas infantiles, una infeccion sumamente fatal de los recién nacidos. (33)

1.3.2.2. Morfologia e identificacion

Son bacilos Gram negativos que poseen un tamafio de alrededor de 0.3
a 3 um, aerobios y anaerobios facultativos, poco exigentes en sus necesidades
nutritivas y relativamente resistentes a los agentes externos. (29)Son moviles, y
su movilidad depende siempre de la produccion de flagelos peritricos. Muchas

cepas producen pelos o fimbrias comunes. (34)

Las enterobacterias contienen la tipica pared celular estratiforme rica en
lipidos de las bacterias Gram negativas. La capa externa contiene el lipo-
polisacarido responsable de muchas de las propiedades tdxicas y bioldgicas de
éstos microorganismos.La mayor parte son lactosa (+), oxidasa (-), Indol (+), lo
mismo que gas a partir de glucosa y que presentan una respuesta caracteristica
al grupo de prueba: Indol, Rojo de metilo, Voges Proskauer y Citrato Simons
(IMVIC + + - -). (28, 35)
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De las especies de Escherichia coli productoras de diarrea, es posible

identificar ~ Escherichia  coli  enteropatdgena y  Escherichia  coli
enterohemorragica mediante reacciones de aglutinacién. Para la identificacion
de ésta ultima, es necesario sembrar en placa de agar MacConkey las muestras
clinicas de posicion, para realizar posteriormente la aglutinacion especifica.

Las otras especies solo se identifican en laboratorios de referencia. (30)
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Figura N° 6: Bacteria Escherichia coli (Gram negativa) vistas al microscopio

tras ser tefiidas con la tincién de Gram a 100X.

1.3.2.3. Cultivo

Son faciles de cultivar, ya sea directamente de heces, orina 0 sangre o
por hisopos de heces en medio Stuart, ademas de agar sangre y agar nutritivo,
las muestras que pueden contenerlas se llevan a placas de medios selectivos y

diferenciales.

Escherichia coli y la mayor parte de todas las bacterias intestinales
forman colonias circulares, convexas y lisas con bordes definidos, resplandor
metalico en los diferentes medios de cultivo (EMB). Escherichia coli produce

con frecuencia hemdlisis en agar sangre. (28, 34)

Escherichia coli crece bien en agar sangre y agar MacConkey, las
enterobacterias crecen en la mayor parte de los medios comunes y en medios
con concentraciones de sales biliares y colorantes de anilina que inhiben casi

todas las bacterias Gram positivas. (34)
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1.3.2.4. Manifestaciones Clinicas

Las patologias mas importantes producidos por Escherichia coli, son:
Infeccion urinaria, bacteremia, meningitis y gastroenteritis aguda (30). En el
caso de Escherichia coli productora de diarrea se reconocen 5 distintos grupos

que dan origen a diferentes sindromes clinicos:

Cuadro N° 3: Gastroenteritis procedidas por Escherichia coli (31)

Microorganismo Lugar de accion Enfermedad
E. coli enteropatdgena | Intestino delgado | Diarrea  infantil  en  paises
(ECEP) subdesarrollados, diarrea acuosa y

vomitos, heces no sanguinolentas.

E. coli enterotoxigénica | Intestino Delgado | Diarrea  del  viajero, diarrea
(ECET) infantil diarrea acuosa, vémitos,
espasmos abdominales, nausea,

febricula.

E. coli enterohemorragica | Intestino Grueso | Inicialmente  diarrea  acuosa,
(ECEH) seguida de diarrea sanguinolenta
con espasmos abdominales, sin
fiebre y puede progresar a

sindrome hemolitico urémico.

E. coli enteroinvasiva | Intestino Grueso | Inicialmente  presenta  fiebre,
(ECEI) espasmos, diarrea acuosa, puede
progresar a disenteria con escasas

heces sanguinolentas.

E. coli enteroagregativa | Intestino Delgado | Diarrea infantil, diarrea del viajero,

(ECEA) diarrea acuosa persistente con
vomitos, deshidratacion y
febricula.
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1.3.2.5. Tratamiento

El tratamiento de muchas de estas infecciones requiere medidas para
erradicar los factores predisponentes de la infeccién oportunista como la

retirada de sondas.

Los antibioticos a utilizar como en cualquier infeccién deben ser
activos “in vitro” y alcanzar cantidades suficientes en el foco, debiendo

seleccionarse los menos téxicos de entre los eficaces.

La amoxicilina, amoxicilina + 4&cido clavulanico, cefalosporinas,

aminoglucosidos, cotrimoxazol y quinolonas son medicamentos activos.

En las infecciones urinarias existen muchos condicionantes para el
tratamiento, siendo los fundamentales la sensibilidad del microorganismo, los
factores predisponentes y la topografia de la infeccion (cistitis o pielonefritis).
La amoxicilina, el cotrimoxazol, las quinolonas y los aminoglucdésidos, cuando

son activos “in vitro”, son clinicamente muy eficaces. (35)

En las enteritis por Escherichia coli no se ha demostrado la eficacia del
tratamiento antibiético e incluso parece contraindicado en la colitis
hemorragica, las formas benignas de enteritis no requieren tratamiento
antimicrobiano, aunque hay que vigilar las posibles complicaciones, en
particular la deshidratacion restaurando el balance electrolitico. (35) Sin
embargo, en los brotes graves en salas de recién nacidos o lactantes,
producidos por Escherichia coli enteropatdgenos, se aconseja administrar por

via oral neomicina durante 3 a 5 dias o colistina en casos de resistencia. (29)

1.3.3. Pseudomona aeruginosa

Pseudomona aeruginosa es un importante patégeno oportunista. (32)
Se encuentra distribuida con amplitud en la naturaleza, y es frecuente
descubrirla en ambientes hiumedos de los hospitales, y es mas importante
como agente de enfermedad humana que todos los deméas bacilos no

fermentativos. Puede colonizar al ser humano normal, en el cual es un
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microorganismo saprofito. Produce enfermedad en las personas que tienen

defensas anormales. (28, 34)

1.3.3.1. Morfologia e Identificacion

Pseudomona aeruginosa es un bacilo Gram negativo de 1 — 3 pm de
longitud y 0,5 — 1 pum de grosor, fino no esporulado y en general no
encapsulado, con un solo flagelo polar, no fermentan hidratos de carbono,
presentan citocromo oxidasa lo que las diferencia de las enterobacterias. (28,
30)

La mayoria de las células bacterianas presentan un flagelo polar, pero
algunas pueden tener de 2 a 3. Las cepas clinicas recién asiladas poseen

fimbrias que actuan como adhesinas o pilis sexuales.

Pseudomona aeruginosa se multiplica por un sistema bifésico, ya que
alternativamente se desplazan dada su gran movilidad, o bien generan una capa

mucoide que propicia la formacion de microcolonias adherentes. (35)

Pseudomona aeruginosa puede ser identificada presuntivamente por
sistemas automatizados y computarizados para bacterias Gram negativas. Sin
embargo no siempre estos métodos pueden diferenciar Pseudomona
aeruginosa de todas las restantes especies, en cuyo caso puede ser necesario
determinar las oxidaciones de azlcares, crecimiento a 42°C, morfologia de las

colonias y la tincion de flagelos. (35)
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Figura N° 7: Pseudomona aeruginosa. Tincion de Gram. Microscopia dptica.
100 X.
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1.3.3.2. Cultivo

Pseudomona aeruginosa es un aerobio obligado que crece con
facilidad en muchos tipos de medios de cultivo y produce, en ocasiones, un
olor dulzén o de uvas. Algunas cepas hemolizan la sangre. Las colonias son
tipicas, apareciendo tres variantes: Lisa, rugosa y mucoide, con color verdoso
fluorescente. Con frecuencia, produce el pigmento azuloso no fluorescente
piocianina, que se difunde en agar. En agar sangre suelen producir
betahemdlisis, determinada por una fosfolipasa termolabil y un glucolipido
termoestable. (28, 35)

Pseudomona aeruginosa crece bien a temperatura oscilante entre 37 a
42°C; su crecimiento a 42°C ayuda a distinguirla de otras especies de

Pseudomonas. (28)

Pseudomona aeruginosa no es nutricionalmente exigente, crecen
facilmente en medio agar Macconkey, asi todas las cepas crecen en medio

selectivo agar cetrimida. (34)

1.3.3.3. Manifestaciones Clinicas

Las infecciones causadas por Pseudomona aeruginosa, se presentan en
pacientes con sus defensas locales y/o generales disminuidas y habitualmente
son infecciones oportunistas intrahospitalarias. Ahora bien, entre las
infecciones nosocomiales que se presentan en enfermos con las defensas
alteradas, con cancer, quemaduras, heridas traumaticas y sometidas a
instrumentaciones, el bacilo pasa a ser un experto patdégeno. Cualquier
localizacion es posible y a partir de ella puede surgir la diseminacion hematica,

septicemia y lesiones focales en diversos tejidos.

La mayoria de las infecciones se expresan clinicamente por sintomas o
signos inespecificos en relacion con los érganos afectados. (35)

Pseudomona aeruginosa produce infeccion de las heridas y las
guemaduras, origina pus de color azul verdoso, meningitis cuando se introduce

por puncion lumbar, e infecciones de vias urinarias cuando se introduce por
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catéteres e instrumentos o en las soluciones de lavado de vias urinarias. La
afeccion de las vias respiratorias, en especial a causa de respiradores

contaminados, provoca neumonia necrosante.

La bacteria se encuentra, con frecuencia, en la otitis externa leve de los
nadadores. Puede producir otitis externa invasora en pacientes diabéticos. La
infeccion del ojo, que puede culminar en destruccion rapida del mismo, se
produce mas a menudo después de la lesion traumatica, o de los

procedimientos quirurgicos.

Pseudomona aeruginosa tiende a invadir la sangre y originar sepsis
mortal; suele suceder asi en paciente con leucemia o linfoma que han recibido
farmacos antineopléasicos o radioterapia, lo mismo que en pacientes con
guemaduras graves. En la mayor parte de las infecciones por Pseudomona
aeruginosa, los sintomas y signos son inespecificos y se relacionan con el

organo afectado. (28)

1.3.3.4. Tratamiento

La marcada resistencia a los antibidticos de ésta bacteria hace
indispensable, en todos los casos, la necesidad de realizar un antibiograma. (28,
29)

Es recomendable iniciar la terapéutica después de haber tomado las
muestras, y si la situacion lo permite con datos microbiolégicos confirmados.
Entre los betalactamicos pueden utilizarse carboxipenicilinas (ticarcilina, sola o
asociada a tazobactam), cefalosporinas de tercera generacion (ceftazidima), de
cuarta (cefepima), monobactam (aztreonam), y carbapenems (imipenem y
meropenem). De los aminoglucdsidos suelen ser eficaces, amikacina,
tobramicina, gentamicina, con variaciones en su actividad comparativa

dependiendo de los mecanismos prevalente de resistencia.

Una amplia experiencia avala el tratamiento combinado de un
betalactdmico y un aminoglucdsido para conseguir un efecto bactericida

rapido, sobretodo en las infecciones generalizadas. (35)
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Las fluoroquinolonas, en especial criprofloxacino, afloxacina vy
norfloxacino, han demostrado su actividad in vitro, y su eficacia en la clinica

también condicionada por el problema de la resistencia. (28, 35)

1.3.4. Staphylococcus aureus

Los estafilococos constituyen el género de la familia micrococéaceas
de mayor importancia en medicina. Siendo una de las especies
Staphylococcus aureus que es el microorganismo responsable de casi todos
los casos de enfermedad estafilocdcica en el hombre. (34) Se encuentra
distribuido ampliamente en el ambiente, en humanos y en animales. En los
humanos forma parte de la flora normal de la piel, de la nasofaringe y del

sistema gastrointestinal. (30)

1.3.4.1. Morfologia e identificacion

Su morfologia es la tipica de cocos grampositivos de aproximadamente
1 u agrupados en racimo, aunque también puede observarse en cadenas cortas
o diplococos. En algunas afecciones avanzadas o tras un tratamiento con
antimicrobianos, el tamafio de las bacterias puede variar, haciéndose mas
grande. (35)

Es anaerobio facultativo, coagulasa positivo, manitol positivo,
termonucleasa positivo. Es susceptible a bacteriofagos especificos, que son

usados para clasificar al organismo.

Figura N° 8: Tincion de Gram Staphylococcus aureus. 100X
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Estd entre los microorganismos no formadores de esporas mas
resistentes, puede mantenerse viable por 6 — 14 semanas en pus, se necesitan

15 minutos de exposicion al alcohol a 70% para su eliminacion. (30)

Su caracteristica bioquimica mas importante es la fermentacion de
azucares entre ellos el manitol, para producir &cido lactico lo que le diferencia
de los demaés estafilococos. El medio agar sal — manitol es til en el aislamiento

e identificacion de éste microorganismo. (35)

1.3.4.2. Cultivo

Los estafilococos proliferan facilmente en la mayor parte de los medios
bacteriolégicos bajo condiciones aerobias o0 microaerdfilas. Estos
microorganismos son mesofilos y crecen bien en temperaturas de 35 a 37°C.
Son anaerobios facultativos y no necesitan un medio especial para su
crecimiento. Resisten al calor y la desecacion mucho mas que otras especies
bacterianas. También pueden crecer en condiciones de alta salinidad (7,5 por
100 de CINa). (35)

Crece bien en agar sangre a 37°. Muchas veces, pero no siempre,
presenta un color amarillo dorado (de ahi el nombre de Staphylococcus aureus
o Estafilococo dorado). Puede producir hemdlisis beta o ser no hemolitico.
(30).Las colonias desarrolladas en medio solidos son redondos, lisos, elevados

y resplandecientes. (28)

1.3.4.3. Manifestaciones Clinicas

Staphylococcus aureus puede formar parte de la flora normal de las
personas sanas y se halla en la mucosa nasal del 20 — 40% (portadores nasales)
y en la piel del 10 — 20%, especialmente en manos y periné. Se ha observado
que cuando los portadores sufren intervenciones quirdrgicas, son mas

frecuentes los casos de sepsis. (29)
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La accion patdgena de Staphylococcus aureus se manifiesta por la

capacidad de invasion del microorganismo y las sustancias que puede elaborar,

que ayudan en el proceso infeccioso local y pueden causar lesiones en lugares

mas distantes. Generalmente son infecciones con gran supuracion y necrosis

tisular que tienden a la formacion de abscesos. Entre todos, éstos son los méas

importantes, agrupados por las regiones donde se produce la lesion. (35)

Cuadro N° 4: Cuadros Clinicos mas importantes causados por Staphylococcus

aureus (35)

Lugar de infeccion

Cuadro Clinico

Localizacion de las lesiones

En piel y mucosa

Forunculosis

Epidermis (superficial)

Impétigo Epidermis (superficial)

Paroniquia Epidermis y dermis

Celulitis Tejido blando junto a las ufias
Generalizadas y en visceras | Bacteriemia Torrente circulatorio

Osteomielitis Hueso (extremidades inferiores)

Artritis Articulaciones

Endocarditis Endocardio

Neumonia Pulmoén

Meningitis Meninges

Por accion téxica

Sindrome de la piel
escaldada

Sindrome de Shock
Toéxico
Intoxicaciones
alimentarias

Base de epidermis

Difuso (piel, rifiones, masculos)

Aparato digestivo

1.3.4.4. Tratamiento

Las lesiones superficiales y benignas por lo general no requieren
tratamiento. Cuando las lesiones son mas importantes o0 existen factores

predisponentes, la terapéutica se basa en la seleccion del antibidtico més
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adecuado y en el tratamiento quirargico de la infeccion y del proceso de base
que presenta el enfermo. (29, 35)

En general se utiliza cloxacilina en cepas susceptibles y vancomicina en
cepas resistentes a oxacilina. Las cepas aisladas de pacientes hospitalizados

tienden a ser més resistentes que las de la comunidad. (30)

1.3.5. Streptococcus pyogenes 0 Streptococcus [ hemolitico grupo A segun la

clasificacion de Lancefield

La especie mas importante de los Streptococcus del grupo A es
Streptococcus pyogenes. Es una bacteria piogénica (induce la formacion de
pus), que puede formar parte de la flora de la piel, nariz, faringe y el tracto
gastrointestinal. Entre el 5y 25% de las personas pueden ser portadoras de

Streptococcus pyogenes en la faringe. (30)

1.3.5.1. Morfologia e identificacion

Son cocos grampositivos que se disponen en parejas o cadenas,
generalmente acapsulados no moviles y aerobios facultativos. Su didmetro
varia de 0,5 a 1 pum. Puede tratarse de cocos aislados, de diplococos y
tipicamente de cadenetas de 5, 10 o 20 elementos y a veces mas en cadenas
largas, cuando se hace por elongacion sobre el eje paralelo a la cadena y la

division se hace en angulo recto en el plano ecuatorial. (34)

Figura N° 9: Streptococcus pyogenes Tincion de Gram. Microscopia 6ptica.
100X.
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Historicamente se ha identificado a Streptococcus pyogenes por su
sensibilidad a bacitracina. Con éste método se coloca un disco saturado con
bacitracina en una placa inoculada con estreptococos del grupo A y tras un dia
de incubacidn, se asigna al grupo A de estreptococos a todas aquellas cepas

inhibidas por la bacitracina.

Los estreptococos del grupo A se identifican claramente con la
demostracion de los hidratos de carbono especificos de grupo, una técnica que
no tuvo aplicacion practica hasta las pruebas de deteccion directa de

antigénicos. (31)

1.3.5.2. Cultivo

Las colonias mas tipicas de Streptococcus pyogenes tienen forma de
disco, son mate (opacas) y tienen 0,5 a 2 mm. de diametro. Las colonias opacas
derivan de colonias mucoides més jovenes, cuyas capsulas de acido hialurénico
se deshidratan. Si los cultivos en placa se sellan para evitar la deshidratacion
las colonias de estreptococo grupo A siguen siendo mucoides. Al perder la
virulencia la forma mate revierte a colonias pequefias lisas de superficie seca y

reluciente o a una tipica colonia rugosa.

Cuando se cultiva en agar sangre produce una zona clara discreta de
verdadera hemdlisis alrededor de las colonias, llamada beta hemolisis. El
crecimiento y la hemolisis se favorecen por incubacion en 10% de CO: y una
temperatura de 37°C. (28)

Un crecimiento excelente se obtiene generalmente en medios de

infusion cerebro corazon o en caldo tripticasa — soja. (34)

1.3.5.3. Manifestaciones clinicas

Los estreptococos del grupo A  producen una gran variedad de
procesos, una caracteristica exclusiva es su capacidad para inducir secuelas no
supurativas en individuos susceptibles.
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En la piel y mucosas destacan por su frecuencia, la faringoamigdalitis y
en menor grado la piodermitis, el impétigo, la otitis, la sinusitis y la fascitis

necrotizante.

Las localizaciones en estructuras internas suelen aplicar una difusion
linfatica y hematica previa desde los procesos anteriores. Asi ocurre menos en
el caso de meningitis o endocarditis. La sepsis estreptocdcica surge a partir de

focos cutaneo mucosos o internos. (36)

1.3.5.4. Tratamiento

La droga de eleccidn es penicilina, su formulacion (sédica o benzatina)
y la via de administraciéon (oral, endovenoso o intramuscular) dependera de

cada caso particular.

En pacientes con antecedentes de alergia a la penicilina se puede usar
eritromicina o una cefalosporina oral. (35)

La erradicacion del agente, cuyo objetivo es evitar las secuelas no
supurativas, se logra con una terapia oral prolongada (10 dias) o con
penicilinas de depdsito. En infecciones invasivas se recomienda asociar

clindamicina. (30)

1.4. Antibidticos de control
1.4.1. Antibiotico - lactamico
1.4.1.1. Cefalosporinas (37)
1.4.1.1.1. Origen

Las cefalosporinas se obtienen de hongos del género
Cephalosporium, siendo la sustancia mas importante la cefalosporina C, de
estructura quimica semejante a la de la penicilina.

Las cefalosporinas pueden ser:
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» Cefalosporinas naturales: De cultivos de hongos del genero
Cephalosporium se extrajeron una serie de antibiéticos denominados
cefalosporinas N, P y C, que no se utilizan en terapéutica por no poseer

accion antibacteriana potente.

« Cefalosporinas semisintéticas:

o Primera Generacion: Actividad similar a penicilinas, tipo
ampicilina:  parenteral, tenemos: cefalotina, cefalexina,

cefazolina, cefaloridina, cefradina, cefadroxil.

o Segunda Generacion: Actividad ampliada contra algunas
Enterobacteriaceas, Haemophilus y anaerobios, actividad
disminuida contra cocos Gram positivos y tenemos: cefaclor,

cefoxitina, cefuroxime.

o Tercera Generacion: Actividad ampliada contra bacilos Gram
negativos, incluyendo Pseudomona; generalmente menos
actividad contra cocos Gram positivos, donde estan: ceftriaxona,

cefotaxime, ceftizoxima, Ceftazidima, cefoperazona.

o Cuarta Generacion: Actividad mayor contra Gram negativos y
mejor accion contra algunos cocos Gram positivos, tenemos:

cefepime, cefpiroma.

14.1.1.2. Farmacodinamia
A. Accion antibacteriana

Cefalosporinas de primera generacion. Fueron aprobadas
para su uso clinico desde 1973-75. Son las mas activas frente a la
mayoria de los cocos grampositivos aerobios, incluyendo S. aureus
meticilinosensible.

Cefalosporinas de segunda generacion. Son utilizadas
desde 1979. Tienen menor actividad frente a Staphylococcus spp.
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meticilinosensible, pero son mas activas frente a algunos
gramnegativos. Su actividad frente a la mayoria de anaerobios es

escasa.

Cefalosporinas de tercera generacion. EIl espectro
antimicrobiano "in vitro™ comprende los microorganismos de las
cefalosporinas de primera y segunda generacion y es mas amplio
aun ya que comprende cocos Gram positivos, cocos Gram
negativos, bacilos Gram positivos y bacilos Gram negativos. La
accion es especialmente bactericida y se ejerce sobre la pared

celular.

“In vivo", las cefalosporinas de tercera generacion son
benéficas en las infecciones experimentales y en el hombre por los

microorganismos susceptibles.

Cefalosporinas de Cuarta generacion son las de mas
reciente aparicion (1992). Tienen un espectro extendido frente a
gramnegativos, grampositivos, siendo su actividad baja frente a
anaerobios. Tienen una actividad mayor que las de 3% generacion
frente a gérmenes grampositivos. Su actividad es similar a las
cefalosporinas de 3% generacion frente a gramnegativos, también
son activas frente a cepas productoras de algunas betalactamasas
de espectro ampliado, pero son hidrolizados por otras. Su

actividad frente a anaerobios es limitada.

B. Resistencia antibacteriana

Se ha descrito la produccién de resistencia por parte del
Staphylococcus aureus o estafilococo. Dicha resistencia se debe a
la B- lactamasa producida por dichos microorganismos en grandes
cantidades y que inactiva al antibiotico por apertura del anillo f -
lactamico. También puede producirse resistencia por parte de
bacilos Gram negativos y se debe también a la formacion de P-
lactamasa, que destruye dichos antibioticos.
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Figura N° 11: Mecanismo de accion de las cefalosporinas(50)

Las cefalosporinas son antibiéticos bactericidas, cuya
accion se basa en la capacidad de poder unirse a las proteinas
ligadoras de penicilina localizadas en las membranas

citoplasmaticas bacterianas

La respuesta del antibiotico generalmente depende de la
velocidad de la divisién celular bacteriana, mostrando aquellas con
mayor velocidad de replicacion una mayor sensibilidad al
antibiotico.

Este antibiotico es especialmente Util en infecciones
causadas por Pseudomona aeruginosa. Las cefalosporinas de
tercera generacion tienen alta estabilidad en presencia de
lactamasas y un espectro de accion mas amplio frente a bacterias
Gram negativas. Son menos eficaces que las cefalosporinas de

primera y segunda generacion frente a cocos Gram positivos.

1.4.2. Aminoglucésido
1.4.2.1. Amikacina (37)
1.4.2.1.1. Origen

La amikacina es un derivado semisintético de la kanamicina.
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1.4.2.1.2. Farmacodinamia
A. Accién antimicrobiana

El espectro antimicrobiano de la amikacina comprende bacterias
Gram positivas y Gram negativas, y asi, son susceptibles el
Staphylococcus aureus o estafilococo especialmente, mientras que la
Pseudomona aeruginosa sensible a la amikacina. Cabe sefialar que
estafilococos resistentes a otros antibioticos muestran susceptibilidad

frente a la amikacina.

B. Resistencia bacteriana

La amikacina puede dar lugar a fendmenos de resistencia
bacteriana, experimentada especialmente por los bacilos Gram negativos,
esta resistencia a los aminoglucésidos ha ido aumentando con el tiempo.
Debido a la similitud de la estructura quimica de los antibi6ticos
aminoglucoésidos, es frecuente la existencia de resistencia cruzada entre

ellos.

C. Mecanismo de accion bactericida

Se une a la subunidad 30s del ribosoma inhibiendo la sintesis de
proteinas bacterianas produciendo la ruptura de las membranas
citoplasmaticas bacterianas y muerte celular; su espectro de actividad
incluye aerobios Gram negativos. Este farmaco tiene menor actividad

contra Gram positivas. No es efectiva contra anaerobios.
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Figura N° 12: Mecanismo de accion de los aminoglucosidos(50)

1.4.3. Polieno
1.4.3.1. Anfotericina B (38)
1.4.3.1.1. Origen

La anfotericina B es un antifingico de uso parenteral y oral
obtenido por fermentacion del Streptomyces nodosus, un actinomiceto del
suelo. La anfotericina B esta quimicamente emparentada con la nistatina,
siendo un polieno. La denominacion de este antiflngico se debe a su
propiedade anfétera, debido a la presencia un grupo acido y de un grupo
amino, lo que permite que el producto sea relativamente soluble en agua.

1.4.3.1.2. Farmacodinamia
A. Mecanismo de accion

La anfotericina B se une a los esteroles de la membrana celular
tanto de los hongos como humanas, deteriorando la integridad de las
mismas. Esto se traduce en una pérdida de potasio y otros contenidos
celulares. La mayor afinidad de la anfotericina B hacia el ergosterol, un
esterol encontrado en las membranas de los hongos es la clave de su
accion antifungica. Sin embargo, como el farmaco se une también al
colesterol (esterol preferente de las membranas de las células humanas)
la anfotericina B presenta algunos efectos toxicos, en particular a nivel
renal.
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Figura N° 13: Mecanismo de accion de la anfotericina B(50)
B. Resistencia bacteriana

Como con otros microorganismos, la resistencia de los hongos
frente a los antifungicos es un concepto amplio que puede clasificarse en
resistencia microbiologica y resistencia clinica. La primera se puede

subdividir en:

» Resistencia intrinseca o innata. Es aquella que presentan todas las
cepas de una misma especie de un hongo y no tiene relacién con la

exposicion al antifungico.

» Resistencia primaria. Es la que ocurre en una especie de cepas
normalmente sensibles a un antifingico cuando aparecen de forma
espontanea cepas resistentes, sin haber estado en contacto previo con

el antifangico.

» Resistencia secundaria o adquirida. Es la que se desarrolla después de
la exposicion a los antifingicos y que puede ser debida a alteraciones
fenotipicas o genotipicas que se manifiestan de forma estable o

transitoria.

» La resistencia clinica. Puede definirse como crecimiento o falta de
inhibicion de un microorganismo en el foco de infeccion, aunque en
éste existan concentraciones terapéuticas del farmaco en cuestion. La
resistencia clinica esta relacionada con distintos factores dependientes
del farmaco, del paciente o de ambos.
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

2.1. Tipo de Investigacion

Es un estudio experimental prospectivo de corte transversal

2.2. Materiales y reactivos
2.2.1. Material bioldgico
2.2.1.1. Botones florales de Eugenia caryophyllata (Clavo de olor)

Para la extraccion del aceite esencial se ha empleado los botones

florales de la planta (clavo de olor) procedentes de Madagascar.

2.2.1.2. Cepas bacterioldgicas y fungicas

Se obtuvieron las cepas del laboratorio de Andlisis Microbiolégico del

Hospital Goyeneche — Arequipa.
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2.2.2. Material de Estudio
2.2.2.1. Aceite esencial de Eugenia caryophyllata

Fue extraido de los botones florales de la planta, por el método de

arrastre de vapor de agua (hidrodestilacion)

2.2.3. Materiales de laboratorio
2.2.3.1. Materiales de vidrio

o Pera de decantacion de 250 ml
o Probeta de 100 ml
o Frascos de vidrio color ambar x 30 ml
o Tubos de ensayo 13 x 100 mm
o Matraz de 250 ml.
o Pipetasde 1, 2,5y 10 ml.
o Vaso de precipitados de 250 ml
o Placas petri 15 x 60 mm

o Baguetas

2.2.3.2. Equipos de laboratorio
o Autoclave Sturdy SA-260 MA
o Esterilizadora J.P. Selecta 15 CE
o Balanza Analitica Sartorius
o Mechero bunsen
o Cocina Surge

o Equipo de destilacién por arrastre de vapor (Clevenger) Merck
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2.2.3.3. Otros
o Hisopos estériles
o Asade Kolle
o Espatula
o Gradilla para tubos de ensayo
o Gasay algodon
o Pinzas

o Pizetas

2.2.3.4. Medios de cultivo
o Agar Sabouraud Merck
o Caldo peptona Microgen
o Agar base sangre Criterion

o Agar Mueller Hinton Merck

2.2.4. Discos de sensibilidad de comparacion.
- Amikacina 30 ug
- Ceftazidima 30 ug

- Anfotericina B 10 ug

2.3. Métodos
2.3.1. Métodos fotoquimicos
2.3.1.1. Obtencion del material vegetal

El clavo de olor se obtuvo en una especeria del centro de la ciudad, ya
que es originario de las islas Molucas (islas de especias), en este caso el boton

floral obtenido fue procedente de Madagascar.
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2.3.1.2. Extraccion del aceite esencial del clavo de olor

La extraccion del aceite esencial de clavo de olor, se realiz6 por medio
de una destilacién de arrastre de vapor de agua, este método es el indicado por
las diversas caracteristicas de investigacion y fue realizado en el Laboratorio de
Ingenieria de Industria Alimentaria de nuestra Universidad Catolica de Santa
Maria.

Metodo: Destilacion por arrastre de vapor de agua (Hidrodestilacion)
Fundamento:

La destilacion por arrastre con vapor de agua se fundamenta en que
todo compuesto organico forma con el vapor de agua mezclas de vapores
saturados, los cuales destilan a una temperatura mucho menor al punto de
ebullicion del compuesto pesado evitando asi su descomposicion.

La mezcla de vapor de agua — aceite pasa un condensador y luego a un
recipiente, donde se separa del aceite, debido a la diferencia de sus densidades.

En este proceso de hidrodestilacion, al morir la célula vegetal por
accion del calor, la pared celular pierde su caracter de tabique impermeable,
transformandose en un tabique poroso, donde el proceso de intercambio deja de
ser fisiologico.

La extraccion del aceite esencial se realizo en el equipo de Clevenger,
primeramente se selecciond el material vegetal (botones florales) y luego se
peso 200 gr de material, la cual se coloc6 en el balon, enseguida se agregd
agua suficiente para evitar que el material pudiera sufrir dafio por quemaduras.

Luego de que el material vegetal este dentro del balon se procedio a
cubrir todo el equipo de Clevenger con papel aluminio con la finalidad de que
el calor se concentre y después se procedié a calentar hasta ebullicion del agua,
se fue revisando que la probeta no se llene completamente de agua, producto de
la condensacion del vapor. La Hidrodestilacion se realizé durante 180 minutos,
contados después de la obtencion de la primera gota de destilacién, se recogio
15 fracciones de destilado.

Luego el destilado se almaceno en una pera y se dejo decantar hasta

esperar que el aceite y el agua se separe observando dos fases facilmente
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visible e identificable, el aceite del clavo de olor por ser mas denso que el agua,
este se ubicd en la parte inferior de la pera, facilitando asi su separacion y
obteniéndose un rendimiento promedio de 4 % deduciendo asi que el
rendimiento del aceite es elevado; una vez que se separo las fases del aceite se
envaso en un recipiente de vidrio de color ambar y se cierra herméticamente

para evitar su degradacion al estar en contacto con el medio ambiente.

2.4.  Determinacion fisicoquimico del aceite esencial de Eugenia caryophyllata
a.- Analisis Organoléptico:
Se realiza una observacion sensorial de las caracteristicas
organolépticas tales como:
- color
- olor

sabor

aspecto

b.- Solubilidad:
Método para la solubilidad del aceite esencial se evalla la capacidad

de disolucidn en agua, etanol 70° y etanol de 90°.

Para realizar la solubilidad del aceite se coloc6 0.5 ml de aceite
esencial del clavo de olor en un tubo de ensayo y luego se adiciono 0.5 ml
de agua, paralelamente se realiz6 el mismo procedimiento con los demas
disolventes. Los resultados obtenidos son expresados como solubles e

insolubles.

c.- Densidad:
Método: Picnémetro
Fundamento:
Este método se basa en la diferencia de pesos entre el picnémetro
vacio relacionandola con la capacidad en volumen del picnémetro.
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Para determinar la densidad del aceite se procedié a pesar el
picnémetro limpio y seco, una vez obtenido el peso del picnémetro se
introdujo el aceite esencial hasta la marca de aforo del picnometro
verificando que el sistema se encuentre a 20° C.

Aplicando la formula por diferencia de ambos pesos y la capacidad en
volumen del picnémetro se calcula la densidad
Formula;

P2 —P1

\

Donde:
d = Densidad (g/ml)
P1 = Peso del picnémetro vacio (Q)
P2 = Peso del picnometro lleno con el aceite esencial (g)

V = Capacidad en volumen del picnémetro

d.- Indice de Refraccion

Método: Refractometro de Abbe.

Fundamento:

La refractometria es un método analitico fisico que se basa en la
medicion del indice de refraccion de un haz luminoso correspondiente a la

linea espectral.

Esta refraccion se debe al cambio de velocidad que experimente, la
luz al pasar a un medio de distinta densidad de modo que la relacion entre
las velocidades de la luz en esos medios diferentes dard una cifra constante
que se llama indice de refraccién.

La calibracion es un factor importante en esta técnica analitica para
la cual se utilizé una gota de agua destilada a temperatura de 20°C, cuya
lectura coincide con el indice de refraccion del agua (1.333).
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La medicion se realiz6 después de limpiar cuidadosamente el prisma,
con una tela seca o algodon impregnado de alcohol, esperando que este se
evapore. Posteriormente se colocd una gota del aceite esencial para medir el

indice de refraccion dando resultado en la pantalla del refractometro.

2.4.1. Determinacién de la actividad in vitro sobre cepas

2.4.1.1. Determinacion de la actividad bioldgica del aceite esencial de

Eugenia caryophyllata.

A. Microorganismos de prueba
Para realizar las pruebas de actividad biol6gica se emplearon 5
cepas: Gram negativas: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853, cepas Gram positivas: Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC 25212. De la
misma manera se emplea la levadura: Candida albicans ATCC 1023

B. Pruebas antimicrobianas
B.1. Aceite esencial de Eugenia caryophyllata 100 %

La cuantificacion de la actividad in vitro del aceite esencial de
Eugenia caryophyllata se evalta habitualmente mediante el método de
excavacion placa cultivo. Este método se basa en la determinacion del
crecimiento de microorganismos en presencia de concentraciones del
aceite esencial, determinando la actividad que presenta el aceite
esencial frente a los microorganismos en estudio.

Para la realizacion de las pruebas antimicrobiana del aceite
esencial de Eugenia caryophyllata frente a diferentes tipos de

microorganismos realizaremos las siguientes preparaciones:

1. Preparacion de los indculos:
- Se prepara 100 mL. de caldo peptonado.
- Se toma 4 a 5 colonias de las bacterias Escherichia coli,

Pseudomona aeuruginosa, Staphylococcus aureus,
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Streptococcus pyogenes y la levadura Candida albicans
sumergiéndolos en 10 mL descargando la muestra.

- Laturbidez de los medios se ajustan a la del tubo N°5 de la
escala de Mac Farland a concentracion de 102

microorganismos / mL.

2. Preparacion de los medios de cultivo

- Preparamos 200 mL del agar tanto para bacterias (Mueller
Hinton) y para levadura (Sabouroud)

- Autoclavar el agar para bacterias y dejar enfriar hasta
alcanzar los 45°C — 50°C.

- Plaquear sobre una superficie plana asegurandonos de que
la profundidad sea de 4 mm aproximadamente.

- Dejar solidificar el medio de cultivo a temperatura

ambiente.

3. Aceite esencial de Eugenia caryophyllata 100 %

Una vez obtenido el aceite esencial de Eugenia
caryophyllata (clavo de olor) y realizado el andlisis
correspondiente, ya lo tenemos listo para poder realizar las
pruebas frente a las bacterias (Escherichia coli, Pseudomona
aeuruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes)
y la levadura (Candida albicans) y poder determinar si
presenta alguna actividad frente a los microorganismos en

estudio.

4. Meétodo excavacion placa cultivo
Fundamento:

Se basa en que la sustancia a investigar es depositada en el
hoyo el cual forma contacto con la superficie del agar el cual se
encuentra con el microorganismo, de tal manera que difunde hacia el

medio circundante, a medida que aumenta la distancia al hoyo hay
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una reduccion de la concentracion de la sustancia hasta alcanzar un
punto en que el desarrollo bacteriano en el agar ya no es inhibido. La
actividad de la sustancia se evalua midiendo el halo de inhibicion
formado.
Para realizar el estudio experimental por el método excavacion
placa cultivo se procede a realizar los siguientes pasos:
— Se perfora una zona del medio de cultivo (hoyo) de 5 mm
de diametro.
— Colocar 100 pL del aceite esencial a las diferentes
concentraciones en las placas previamente sembradas.
— Incubar entre 18 — 24 horas a temperatura de 37°C, en el
caso de Candida albicans por 48 horas a temperatura

ambiente.

Figura N° 14: Método excavacion placa cultivo, cepa Candida
albicans ATCC 1023

B.2. Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)
La determinacion de la actividad antimicrobiana y antifingica
mediante técnicas de dilucién se realiza utilizando una escala por lo
que los valores de Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) reales de
un determinado antibacteriano sera la menor concentracion del
antibacteriano y antifungico capaz de inhibir el desarrollo de una cepa
bacteriana dada.
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a. Método Kirby Bauer.
Fundamento:

En el método de Kirby Bauer, el microorganismo es inoculado
en la superficie de una placa agar, sobre el cual se colocan discos
impregnados con una concentracion conocida del antibidtico. Las
placas se incuban por 18 — 24 horas a 35 — 37°C. Durante la
incubacion, el antibiotico difunde radialmente desde el disco a través
del agar, por lo que su concentracion va disminuyendo a medida que
se aleja del disco. En un punto determinado la concentracion del
antibidtico en el medio es incapaz de inhibir al germen en estudio.

El didmetro del area de inhibicion alrededor del disco puede
ser convertido a las categorias de sensible, intermedio o resistente (S, |
0 R) de acuerdo a las tablas publicadas por organismos encargados
del control de tales métodos. (Ver tabla 1,2,3 y 4 del anexo)

Para obtener resultados confiables y reproducibles mediante
este método, es indispensable sequir las instrucciones que daremos a

continuacion:

- Verter asépticamente suficiente cantidad de medio de cultivo
en una placa de Petri, para obtener una capa de 4 mm de
espesor.

- Dejar solidificar el medio de cultivo.

- Inocular las placas mediante un hisopo estéril utilizando el
inoculo de las bacteria. Para la inoculacién sumergir el hisopo
estéril en el inoculo eliminando el exceso rotdndolo contra la
pared del tubo. Frotar el hisopo sobre la superficie del medio
de cultivo.

- Repetir esta operacion rotando la placa para asi obtener una
dispersion uniforme del inoculo en toda la superficie.

- Coloca los discos con los antibi6ticos sobre el agar mediante

pinzas esteriles e incubamos.
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Lectura e interpretacion: de los halos de CIM, CBM y CFM

La lectura de los halos de inhibicion debe interpretarse como
resistente (R), sensible (S), intermedio (1).

Para realizar la lectura e interpretacion realizaremos los

siguientes pasos:

- Medir los diametros de las zonas inhibiciébn completa
(incluyendo el diametro del disco), usando una regla o
calibrador.

- Mantener iluminada la parte posterior de la placa petri con
una luz reflejada localizada a unos cuantos centimetros

sobre un fondo negro.

Figura N° 15: halos de inhibicion frente al aceite esencial

- En medios suplementarios con sangre, las zonas son
medidas en la parte superior de la superficie del agar y
retirando la tapa, teniendo cuidado de no medir la zona de
hemdlisis si no la de inhibicion del crecimiento.(ver tabla

en anexo)
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1. Diluciones del aceite esencial del tubo 2 al 10

Se coloca en cada uno de los tubos 1 mL de diluyente con
tween 80 a excepcion de tubo N° 1.

Al tubo N° 1 se le afiade 1 mL de aceite esencial.

Al tubo N° 2 se agrego 1mL de aceite esencial, se mezclay
se retira 1 mL para luego afiadirle al tubo N° 3.

Del tubo N° 3 se retira 1mL y se afiade al tubo N° 4

Del tubo N° 4 se retira 1 mL y se afiade al tubo N°5

Hasta llegar al tubo N° 10 donde se retira 1 mL para ser

eliminado.

Caracteristicas

Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Diluyente + tween 80 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(mL)
Aceite esencial 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Diluciones del Aceite
esencial Eugenia
caryophyllata (%)

100 50 25 | 125 | 6.25 | 3.125| 156 | 0.78 | 0.39 | 0.195

b. Método de diluciéon en caldo

Fundamento:

Es la base de casi todos los métodos utilizados en la actualidad

donde

se colocan concentraciones decrecientes del agente

antibacteriano, generalmente diluciones 1:2 en tubos con un caldo de

cultivo que sostendré el desarrollo del microorganismo.
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Es el método indicado cuando, ademas de la actividad
inhibitoria, se quiere determinar también la actividad bactericida.

Para la realizacion de este método se realiza los siguientes pasos:
- Llevamos el inoculo de 10 a 10° mediante dilucién.

- La dilucion del aceite lo realizamos mediante el siguiente

cuadro:
Tubo N° Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Diluyente + tween 80 - 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Aceite esencial (mL) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
\.4)1 \%J\TJ\_,X\J\J\J\J X

Inoculo 108 (mL) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Dilucién final del | 50 25 125 | 6,25 | 3,125 | 1,56 | 0,78 | 0,39 | 0,195 | 0,097
Aceite esencial
Eugenia

caryophyllata (%)

Concentracion final | 20 10 5 2.5 1.25 | 0.625 | 0.313 | 0.156 | 0.078 | 0.039
del Aceite esencial
Eugenia

caryophyllata(ug/mL)

- Luego se incuba por 24 horas a temperatura de 37° C y el
caso de Candida albicans a 48 horas a temperatura

ambiente.

Finalmente se realiza un subcultivo de las diluciones con la

finalidad de determinar la concentracién bactericida

Lectura e interpretacion
- Observar si hubo halo de inhibicion para luego determinar la
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM).
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- Finalmente se procede a medir los halos de inhibicion formados
alrededor de cada hoyo, utilizando una regla expresando los
resultados en milimetros.

- Determinamos si hay sensibilidad (presencia de halo) o

resistencia al aceite esencial (ausencia de halo)

Figura N° 16: Método de dilucion en caldo

B.3. Determinar de la Concentracion Bactericida Minima.
La CBM se puede calcular a partir del método de dilucién en
caldo, generalmente macrométodo, y determinando la proporcién de
bacteria viables después de 18 — 24 horas de contacto con el caldo que

contiene el antibidtico.

Lectura e interpretacion
- Observar si hubo crecimiento de los microorganismos en
los subcultivos.
- Contar las colonias de las placas de agar con las diluciones
del CIM.
- Contar el nimero de colonias en las placas para la

determinacién de la CBM.
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Figura N° 1: Determinacion de la CIM y CBM. Método de dilucion en caldo.
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CAPITULO IlI

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL DE Eugenia caryophyllata

La extraccion del aceite esencial se realizd por el método de arrastre con
vapor de agua en un equipo tipo Clevenger utilizando 200 g. de material vegetal
durante cuatro horas, de lo cual obtuvimos como rendimiento total de 4 % de
aceite esencial de Eugenia caryophyllata. Este resultado es similar segin a lo que
menciona Jean Bruneton (12) que el rendimiento debe ser como méaximo 4 % vy el
de clavos alterados debe ser inferior al 2%,esto nos indica que el material vegetal
utilizado para la investigacion no presenta alteraciones ni contaminacion

obteniendo asi un aceite esencial puro.

3.2.  COMPONENTES DEL ACEITE ESENCIAL DE Eugenia caryophyllata
Con respecto a la composicion del aceite esencial de Eugenia caryophyllata,

este fue analizado mediante un cromatografo de gases(CG) acoplado a un
espectrometro de masa (EM).Los compuestos fueron identificados por
comparacion de sus patrones de fragmentacion reportando en los espectros de
masas con los presentes en la biblioteca de espectrometro de masa 98 NITS
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(Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia ,EE.UU. ),se identificaron los
siguientes componentes: eugenol 92.53 %, cariofileno 1.79 % y fenol 5.68 %,
segun Jean Bruneton(12) menciona que el aceite esencial de Eugenia
caryophyllata contiene: eugenol 75 a 88 % vy cariofileno tiene de 5 a 14 %j;
mientras M. Hakki Alma y colaboradores(46) mencionan que el aceite de brote de
clavo proveniente del Mediterraneo de Turquia obtuvo eugenol 87 % , cariofileno
3.56 % y acetato de eugenilo 8.01 %. A comparacion con nuestros resultados
obtenidos el eugenol tiene mayor concentracion y el cariofileno menor
concentracion, esta diferencia se debe probablemente a factores genéticos, el

clima, el suelo y técnicas de cultivo que fueron aplicados.
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3.3. ACTIVIDAD DEL ACEITE ESENCIAL DE Eugenia caryophyllata

Como prueba inicial se realizé el estudio antibacteriano y antifingico del
aceite esencial de Eugenia caryophyllata (clavo de olor) frente a, Escherichia
coli, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y
Candida albicans usando el método de Kirby Bauer para evaluar su efectividad en
una concentracion del 100% realizando las pruebas por triplicado , obtuvimos
como resultado que hubo inhibicion del crecimiento de las bacterias Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, y la levadura Candida albicans; a diferencia que
frente a Streptococcus pyogenes y Pseudomona aeruginosa no presentd ninguna
actividad, esto se debe a la composicion estructural de la pared celular que
contienen ambas bacterias, la primera presenta una proteina M que determina la
virulencia de la bacteria y asi evitar la fagocitosis y la segunda presenta una
exotoxina A y alginato, por lo tanto ambas bacterias presenta mayor resistencia

bacteriana.

Tabla 1
Actividad del aceite esencial de Eugenia caryophyllata (clavo de olor) frente a,
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus

pyogenes y Candida albicans.

Microorganismo Aceite esencial de Eugenia caryophyllata al 100% (40ug/mL)

Escherichia coli +
Pseudomona aeruginosa -
Staphylococcus aureus +
Streptococcus pyogenes -

Candida albicans +

+ :indica actividad frente al microorganismo
- :indica ausencia de actividad frente al microorganismo
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34. CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA
Para la determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima se realiz6 por

el método de dilucion en caldo por triplicado; estos ensayos fueron realizados para
las bacterias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, y Candida albicans .De los
resultados observados en el Anexo 11;se construyo las Tablas 2 y 3 en donde
observamos que el crecimiento de las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus
aureus fueron inhibidos a una concentracion de 5 ug/mL lo que corresponden a su
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y segun L. Hernadez Ochoa y
colaboradores presentaron valores de CIM menores para las Gram positivas lo
cual ellos difieren que el aceite esencial de Eugenia caryophyllata es mas sensible
para bacterias Gram positivas que para las Gram negativas ,segin nuestra
investigacion deducimos que presentan la misma sensibilidad para ambas
bacterias.

Tabla 2

Concentracién Inhibitoria Minima del aceite esencial de Eugenia caryophyllata

(clavo de olor) para Escherichia coli

Concentracion del aceite esencial Eugenia caryophyllata (ug/mL)

Repeticiones | 40 20 10 |5 25 | 125 | 0.625 | 0.313 | 0.156 | 0.078

1@ - - - - + + + + + +

28 - - - - + + + + + +

38 - - - - + + + + + +
+ :Indica que hubo crecimiento

- :indica ausencia de crecimiento
Tabla 3
Concentracion Inhibitoria Minima del aceite esencial de Eugenia caryophyllata
(clavo de olor) para la bacteria Staphylococcus aureus.

Concentracion de aceite esencial Eugenia caryophyllata (ug/mL)

Repeticiones | 40 20 10 5 25 | 125 |0.625|0.313 | 0.156 | 0.078
12 - - - - + + + + + +
28 - - - - + + + + + +
3 - - - - + + + + + +
+ :Indica que hubo crecimiento

- :indica ausencia de crecimiento
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Adicionalmente en la Tabla 4 se evidencia que en los tres ensayos
realizados con el aceite esencial de Eugenia caryophyllata (clavo de olor) sobre
cepas de Candida albicans hubo crecimiento a concentraciones menores de 5
ug/mL a 0.078 ug/mL y mientras que a concentraciones mayores de 10 ug/mL
fueron inhibidas las levaduras, siendo a dicho valor su Concentracion Inhibitoria

Minima.

Tabla 4
Concentracién Inhibitoria Minima del aceite esencial de Eugenia caryophyllata

(clavo de olor) frente a la Candida albicans.

Concentracion de aceite esencial Eugenia caryophyllata (ug/mL)

Repeticiones 40 20 10 5 25 | 125 0.625 | 0.313 | 0.156 | 0.078

1@ - - - + + + + + + +
A - - - + + + + + + +
38 - - - + + + + + + +

+ : Indica que hubo crecimiento
- :indica ausencia de crecimiento
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La Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) para Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus es 5 ug/mL, mientras que Candida albicans requiere mayor
concentracion del aceite esencial de Eugenia caryophyllata para poder impedir el
crecimiento de la levadura presentando una Concentracién Inhibitoria Minima (CIM)
de 10 ug/mL. (llustrado en el Grafico 1), esto se debe a que Candida albicans tiene
la capacidad de producir esporas de resistencia por ello requiere mayor cantidad de

aceite esencial para poder impedir el crecimiento de dicho microorganismo (34).

Concentracién aceite esencial
(ug/ml)

Escherichia coli

Staphylococcus
aureus Candida albicans

Grafico 1

Concentracion Inhibitoria Minima del aceite esencial de Eugenia caryophyllata
sobre los microorganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida

albicans.
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3.5. CONCENTRACION BACTERICIDA Y FUNGICIDA MINIMA

De acuerdo al estudio experimental realizado las Tablas 5 y 6 nos muestran la
Concentracion Bactericida Minima del aceite esencial de Eugenia caryophyllata
para Escherichia coli y Staphylococcus aureus luego de dilucion en caldo se
realiza el subcultivo en placa que fue de 5 ug/mL y 20 ug/mL en las tres
repeticiones realizadas. Segun M.Orozco y colaboradores (51) utilizaron menor
cantidad de concentracion del aceite esencial (5 ug/mL) para hallar la
Concentracion Bactericida Minima frente a Escherichia coli y Staphylococcus
aureus; este resultado difiere con los datos obtenidos en nuestra investigacion
debido a que la extraccién del aceite esencial se realizaron por diferentes métodos
de extraccion; los solventes organicos tienen mayor capacidad de extraccion de

los componentes activos de las plantas (48).

Tabla 5
Concentracién Bactericida Minima del aceite esencial de Eugenia caryophyllata

sobre el microorganismo Escherichia coli.

Concentracion de aceite esencial Eugenia caryophyllata (ug/mL)

Repeticiones 40 20 10 5 2.5 1.25 0.625 | 0.313 | 0.156 | 0.078

1@ - - - - + + + + + +
28 - - - - + + + + + +
38 - - - - + + + + + +

* + :Indica que hubo crecimiento

* - :indica ausencia de crecimiento

Tabla 6
Concentracion Bactericida Minima del aceite esencial de Eugenia caryophyllata
sobre el microorganismo Staphylococcus aureus.

Concentracion de aceite esencial Eugenia caryophyllata (ug/mL)

Repeticiones 40 20 10 5 2.5 1.25 0.625 | 0.313 | 0.156 | 0.078

12 - - + + + + + + + +
22 - - + + + + + + + +
32 - - + + + + + + + +

* + :Indica que hubo crecimiento
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* - :indica ausencia de crecimiento
Se puede observar en la Tabla 7 que a concentraciones menores de 5 ug/mL

hasta 0.078 ug/mL del aceite esencial de Eugenia caryophyllata hubo crecimiento
de levaduras; mientras a contracciones mayores de 10 ug/mL no se observo
crecimiento siendo a este valor su Concentracion Fungicida Minima para Candida
albicans, debido a que los componentes de los aceites esenciales desestabilizan la
membrana citoplasmatica, derivando en una perdida de su citoplasma, e incluso

inhibe la respiracion celular(49).

Tabla 7

Concentracion Bactericida Minima del aceite esencial de Eugenia caryophyllata

sobre la levadura Candida albicans.

Concentracion de aceite esencial Eugenia caryophyllata (ug/mL)

Repeticiones 40 20 10 5 2.5 1.25 0.625 | 0.313 | 0.156 | 0.078

1@ - - - + + + + + + +
28 - - - + + + + + + +
3 - - - + + + + + + +

* + :Indica que hubo crecimiento

* - :indica ausencia de crecimiento
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Los resultados obtenidos se compard a los tres microorganismos, como se
puede observar en la Tabla 8 y en el Grafico 2 donde Escherichia coli necesita
menor concentracion de aceite esencial de Eugenia caryophyllata para inhibir su
crecimiento mientras que Staphylococcus aureus requiere mayor concentracion de
aceite esencial para impedir el crecimiento de la bacteria siendo su Concentracion
Bactericida de 5 ug/mL y 20 ug/mL. Por otro lado Candida albicans requiere de
10 ug/mL de concentracion del aceite esencial para impedir el crecimiento de
levadura siendo este la Concentracién Fungicida Minima. De los resultados
podemos deducir que el aceite esencial presenta mayor efectividad antimicrobiana
para las bacterias Gram positivas, ello se debe a que el aceite del clavo de olor
tiene un alto contenido de eugenol, actdan inhibiendo la produccion de enzimas
intracelulares, tales como amilasas y proteasas, lo que provoca el deterioro de la
pared y un alto grado de lisis celular (38).

Tabla 8
Concentracion Bactericida y Fungicida Minima del aceite esencial de Eugenia
caryophyllata sobre los microorganismos Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, Candida albicans.

Concentracion de aceite esencial Eugenia caryophyllata (ug/mL)

Microorganismos | 40 20 10 5 2.5 1.25 0.625 | 0.313 | 0.156 | 0.078

E. coli - - - - + + + + + +
S. aureus - - “+ + + + + + + +
C. albicans - - - + + + + + + +

* + :Indica que hubo crecimiento

* - :indica ausencia de crecimiento
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1= crecimiento
0= Ausencia 0,156
de crecimiento

0,078

Concentraciones ug/ ml
m Escherichia coli

m Staphylococcus aureus = Candida albicans

Grafico 2

Concentracion Bactericida y Fungicida Minima del aceite esencial de Eugenia

caryophyllata sobre los microorganismos Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Candida albicans.
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Dichos resultados en ambos métodos de dilucion en caldo y agar (Tabla 9 y
Grafico 3) nos indica que el aceite esencial Eugenia caryophyllata (clavo de olor)
presenta mayor sensibilidad frente a Escherichia coli encontrando su CIM y CBM es
5 ug/mL por lo que podemos inferir que el aceite esencial Eugenia caryophyllata
tiene una accién bactericida mientras que para Staphylococcus aureus tiene accion
bacteriostatico debido que su CIM es 5 ug/mL y CBM es 20 ug/mL. Por otro lado
Candida albicans presenta CIM y CFM de 10 ug/mL segun a estos resultados

deducimos que el aceite esencial Eugenia caryophyllata tiene un efecto fungicida.

Tabla 9

Determinacion de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM), Concentracion
Bactericida Minima (CBM) y Concentracion Fungicida Minima (CFM) del
aceite esencial Eugenia caryophyllata (clavo de olor)

Actividad del aceite esencial Eugenia caryophyllata (ug/mL)
Microorganismos
CIM CBMy CFM
Escherichia coli 5 5
Staphylococcus aureus 5 20
Candida albicans 10 10
2
g
g
'HE‘-’ 10
=2
E 5
S
=
(=]
Escherichia coli I Staphylococcus . Candida albicans
aurens
= CIM CBM/CFM

Grafico 3

Determinacion de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM), Concentracion
Bactericida Minima (CBM) y Concentracion Fungicida Minima (CFM) del
aceite esencial Eugenia caryophyllata (clavo de olor)
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Por otro lado los estudios realizados con el aceite esencial de Eugenia
caryophyllata (clavo de olor) por el método placa cultivo difusion en el Grafico 4
nos muestra que el promedio del halo de inhibicion mas alto (20.0 mm) fue para la
bacteria Escherichia coli y con un menor halo promedio (11.0mm) para
Staphylococcus aureus segun el Anexo 12. Adicionalmente se observa también un
halo promedio de inhibicion (13.5 mm) cuando se trata de la levadura Candida
albicans demostrando asi actividad antibacteriana a la concentracion de 20
ug/mL; de acuerdo a Juliana Moura Mendes y colaboradores (47) mencionan que
el valor minimo de la zona de inhibicion para presentar esta actividad es de 10
mm ,difiriendo asi que el aceite esencial de Eugenia caryophyllata obtenido si
presenta actividad antimicrobiana debido a que sobrepasa el limite de la zona de

inhibicidn, utilizando la técnica adaptada del antifungigrama.

24

16
\ . 135
12

Promedio diimetro del halo (mm)

8

4

o}
Esclierichia coli Staphylococciis anrens Candida albvicans

Grafico 4

Promedio del diametro de los halos de inhibicién antibacteriana y antifungica
del aceite esencial de Eugenia caryophyllata (clavo de olor) por
microorganismos.
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3.6. INHIBICION DE MICROORGANISMOS SEGUN DISCOS DE
SENSIBILIDAD

Segun las pruebas de control realizada por el método placa cultivo difusion a
una concentracion de 4.2 ug de aceite esencial Eugenia caryophyllata podemos
observar en la Tabla 10 y en los Gréficos 5 y 6 muestran los diametros de los halos
de inhibicion que presentan las bacterias estudiadas segun los diferentes discos de
sensibilidad de los antibidticos .En el caso de Escherichia coli el aceite esencial
Eugenia caryophyllata fue mas efectivo obteniendo un halo de inhibicion de 20 mm
frente a la Ceftazidima que tuvo 18 mm pero fue menos efectiva que la Amikacina
que obtuvo un halo de inhibicion de 22 mm . También se observa que la Amikacina y
Ceftazidima muestra una mayor eficacia frente al aceite esencial Eugenia
caryophyllata (11 mm) para la bacteria Staphylococcus aureus con halos de
inhibicion de 20 mm y 19 mm. Seguln la Tabla 1, 2, 3 y 4 del anexo concuerdan los
halos de inhibicién que se obtuvieron con los discos de sensibilidad de antibi6ticos,

estos resultados se encuentran dentro de los rangos sensibilidad para dichas bacterias.

Tabla 10

Halos de inhibicién por microorganismos indicadores segin discos de

sensibilidad.
Microorganismos indicadores
Discos de sensibilidad | Contenido Escherichia coli Staphylococcus | Candida albicans
del disco
aureus
Ceftazidima 30 ug 18 19
Amikacina 30 ug 22 20
Anfotericina B 10 ug - - 19
Aceite esencial
Eugenia caryophyllata 4.2ug 20 1 135

- : No hubo actividad del disco de sensibilidad
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Grafico 5

Halos de inhibicion del aceite esencial Eugenia caryophyllata (clavo de olor),

Ceftazidima 30 ug y Amikacina 30 ug para Escherichia coli

Staphylococcus aureus
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caryvophyllata 4.2 ug

Grafico 6
Halos de inhibicion del aceite esencial Eugenia caryophyllata (clavo de olor),

Ceftazidima 30 ug, Amikacina 30 ug para la bacteria Staphylococcus aureus

En la investigacion realizada por C. Luciana de Souza Prestes (43), los
aceites esenciales de hojas de guayabo, presento actividad bactericida frente a E. coli,
en la concentracion de 2 ug, por lo tanto podemos deducir que el aceite esencial de
Eugenia caryophyllata (clavo de olor) presenta una actividad bactericida similar
frente a E. coli a una concentracion de 4.2 ug, resultados obtenidos semejantes a la

de este trabajo.
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De acuerdo a las pruebas realizadas el Grafico 7 nos ilustra que el aceite
esencial Eugenia caryophyllata a una concentracion de 4.2 ug se obtuvo un halo de
13.5 mm siendo este menor a comparacion con la Anfotericina B que tiene un halo
de inhibicion de 19 mm, siendo este mas efectivo que el aceite esencial Eugenia
caryophyllata, debido a su mayor afinidad hacia el ergosterol, un esterol encontrado
en las membranas de los hongos es la clave de su accion antifingica (38).

Candida albicans

Halo de inhibicion {mm)

Anfotericina B 10 ug

Aceite esecial Eugenia
caryophyllata 4.2 ug

Grafico 7
Tamafio halos de inhibicion (mm) del aceite esencial de Eugenia caryophyllata
4.2 ug y Anfotericina B 10 ug para Candida albicans
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CONCLUSIONES

1) El Aceite esencial se obtuvo de los botones florales de de Eugenia caryophyllata
(Clavo de olor) por el método de arrastre de vapor también Ilamado

hidrodestilacion, lograndose un rendimiento promedio del 4 %.

2) El aceite esencial de Eugenia caryophyllata (clavo de olor) contiene eugenol
92.53 %, cariofileno 1.79 % y fenol 5.68 %; estos compuestos fueron
identificados por Cromatografia de Gases acoplado a un espectrometro de masa
(EM).Las caracteristicas organolépticas que presenté el aceite esencial fueron un
color amarillo, olor intenso y sabor picante. Las caracteristicas fisicoquimicas
fueron densidad 1,0463 g/ml, indice de refraccion 1,5285.

3) EIl aceite esencial de Eugenia caryophyllata (clavo de olor) presentd una
Concentracion Inhibitoria Minima de 5 ug/mL para las bacterias Escherichia
coli y Staphylococcus aureus y 10 ug/mL para el caso de Candida albicans; asi
mismo, presentd una Concentracion Bactericida Minima de 5 ug/mL en el caso
de Escherichia coli y 20 ug/mL para Staphylococcus aureus y una
Concentracion Fungicida Minima para Candida albicans de 10 ug/mL. Se
determiné asi que para Escherichia coli y Candida albicans tiene una actividad
bactericida y fungicida mientras que para Staphylococcus aureus s6lo presenta
una actividad bacteriostatico. Para Pseudomona aeruginosa y Streptococcus

pyogenes no tuvo ningun efecto antibacteriano.

4) El aceite esencial de Eugenia caryophyllata (clavo de olor) muestra halos de
inhibicion inferiores a los obtenidos al ser comparado con Anfotericina B sobre
Candida albicans y con los discos de Ceftazidima sobre Staphylococcus aureus
por lo que su efecto fue menor a dichos antibidticos. Sin embargo Escherichia
coli muestra halos de inhibicion superiores al ser comparado con los discos de
Ceftazidima, demostrando un mayor efecto.
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ANEXO 1

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & +51 54 251210 ANEXO 1166
1 VI 2
aboratorioensayoucsm@gmail.com  (® http://www.ucsm.edu.pe Aptdo. 1350
= tol

INFORME DE ENSAYO

N° DE INFORME: ANA18J12.000621

Nombre del Cliente : NELLY HUALLPA/VIRGINIA MAMANI

Direccion del Cliente + ASOC. SAN MARTIN DE PORRES MZNA 4 LOTE 6 - CAYMA
Condicion del Muestreado : POR EL CLIENTE

Descripcién : ACEITE ESENCIAL DE CLAVO DE OLOR

Envase : Frasco Gotero de Vidrio ambar

Peso de Muestra 15 mL

Fecha de Recepcion : 18/10/2012

Fecha de Emisién de informe : 26/10/2012

Paginas : Pagina 1 de 3

I. ANALISIS FISICO QUIMICO

ANALISIS RESULTADO

* Eugenol

Determinacién cualitativa de metabolitos secundarios | ® Caryophyllene

Cromatografia Gaseosa con deteccién de masas * Phenol,2-methoxy-4-(2-propenyl)-
,2acetate

Determinacién Cuantitativa de metabolitos * Eugenol (95,97%)

secundarios (% ) * Caryophyllene (1,01%)

Cromatografia Gaseosa con deteccion de masas, método | Phenol’2-methoxy-4-(2—propenyl)-l

de cuantificacion, por normalizacién interna (area) acetate (3,01%)

Los resultados emitidos en el p informe se relaci Unicamente a las muestras ensayadas. Este documento no debe ser
reproducido, sin autorizacién escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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ANEXO 2

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD
Urb. Sagosé S/N Umacollo CAMPUS L]NI\/ERS!TARIO H-204/205 ® +51 54 251210 ANEXO 1166

com (@ http://www.ucsm.edu.pe g Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO

N° DE INFORME: ANA18J12.000621A

Nombre del Cliente : NELLY HUALLPA/VIRGINIA MAMANI
Direccion del Cliente : ASOC. SAN MARTIN DE PORRES MZNA 4 LOTE 6 - CAYMA
Condicién del Muestreado : POR EL CLIENTE
Descripcion : ACEITE ESENCIAL DE CLAVO DE OLOR
Envase : Frasco Gotero de Vidrio @mbar
Peso de Muestra 15 mL
Fecha de Recepcion : 18/10/2012
Fecha de Emision de informe : 26/10/2012
Paginas : Pagina 1 de 1

. ANALISIS ORGANOLEPTICO

ANALISIS RESULTADO

Liquido de color amarillo, olor intenso,

: : o
DETERMINACION ASPECTO, COLOR, OLOR, SABOR | %€ S200" picante e intenso y olor sui
is, limpio i icul
Y ASPECTO (sensorial) géneris, limpio libre de particulas
extrafias

Il.  ANALISIS FISICOQUIMICO

ANALISIS RESULTADO

DETERMINACION DE ACIDEZ LIBRE (% ACIDO OLEICO) NTP 209.005:1968 6,06
ACEITES Y GRASAS COMESTIBLES. Método para la determinacién de la acidez libre

DETERMINACION DE INDICE DE REFRACCION, NTP 209.121:1975, ACEITES Y 1,5285
GRASAS COMESTIBLES. Método de determinacién del indice de refraccion

DETERMINACION DE INDICE DE SAPONIFICACION NTP 209.058:1980, ACEITES Y 15,08
GRASAS COMESTIBLES. Método de determinacion del indice de saponificacion

DETERMINACION DE DENSIDAD (g/mL a 20 °C) Metodo gravimetrico del picnémetro 1,0463

Los resultados emitidos en|el presente informe se relacionan tnicamente a las muestras ensayadas. Este documento no debe ser
reproducido, sin autorizacidn escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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ANEXO 3

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD
Urb. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 ® +51 54 251210 ANEXO 1166

2 laboratorioensayoucsm@gmail.com @ http://iwww.ucsm.edu.pe @ Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO

N° DE INFORME: ANA18J12.000621

g;’r'e'::bcf_z dz‘ f'gp*et : NELLY HUALLPA/VIRGINIA MAMANI
ion del Cliente : ASOC. SAN MARTIN DE PORRES MZNA 4 X
Condipién del Muestreado : POR EL CLIENTE LOTE 8- LAYMA
Descripcion + ACEITE ESENCIAL DE CLAVO DE OLOR
Envase : Frasco Gotero de Vidrio ambar
Peso de Muestra :15 mL
Fecha de Recepcion : 18/10/2012
Fect_la de Emisién de informe : 26/10/2012
Paginas : Pagina 2 de 3
. ANEXO
CROMATOGRAMA
Sample Information
Analyzed by : Admin
Analyzed :25/10/2012 02:41:09 p.m.
Sample Type : Standard
Level # 1
Sample Name : clavo de olor 2
Sample ID : clavo de olor 2
IS Amount 1=
Sample Amount 1
Dilution Factor 1
Vgl # 1.3
E'iﬂ?flv"'“ %?g.r i roject] i lavo de olor 2.QGD
Org Data File : CAGCN i roject] de olor 2.QGD
Method File CAGCN roject] i ok qgm
Org Method File 1 C\GC! i roject] ok.qgm
Report File :
Tuning File + C:\GCMSsolution\System!\Tune1130092011 28-09-2012.qgt
[Comment]
25/10/12
Modified by Admin
Modified :25/10/2012 03:18:34 p.m.
Chromatogram clavo de olor 2 C:\GC! i roject | i de olor 2.0GD -
1,999,104 = =3 o i SPF —r{ g
" $
1 g
| I
g
I
x ; —
100 200 ; 290 N
ey
& %
& % %
5 =
%\‘*-97, 038\
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Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
e CATOLICA
—l DE SANTA MARIA

ANEXO 4

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 ® +51 54 251210 ANEXO 1166
[ laboratorioensayoucsm@gmail.com @ http://www.ucsm.edu.pe g Aptdo. 1350

AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO

N° DE INFORME: ANA18J12.000621

Nombre del Cliente
Direccion del Cliente
Condicién del Muestreado
Descripcion

Envase

: NELLY HUALLPA/VIRGINIA MAMANI

: ASOC. SAN MARTIN DE PORRES MZNA 4 LOTE 6 - CAYMA
: POR EL CLIENTE

: ACEITE ESENCIAL DE CLAVO DE OLOR

: Frasco Gotero de Vidrio ambar

Peso de Muestra 115 mL
Fecha de Recepcion : 18/10/2012
Fecha de Emisién de informe : 26/10/2012
Paginas : Pagina 3 de 3
Peak Report TIC
Peak# R.Time 1. Time F.Time Area Area% Height Height% A/H Mark Name
1 23.104 22910 23.205 10492845 95.97 1984942 92.53 529 Eugenol
2 24761 24,700 24 825 110843 1.01 38464 1.79 2.88 Caryophyllene
< 26.183 26.110 26.245 329265 3.01 121875 5.68 270 Phenol, 2-methoxy-4-(2-propenyl)-, acetate
10932953 100.00 2145281 100.00

Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan uni
I 3 0S er > camente a las muestras ensayadas. Esf
reproducido, sin autorizacién escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad ¥ SRR e
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Tabla 1
L Antibidgticos y Didmetros Criticos para PseUdomonas aeruginosa
ANTIMICROBIANG CONTENIDO DEL DIAMETRO EN mim
DISCO R | I | 5

CEFALOSPORINAS
Ceftazidima 30 £14 1517 +18
Cefepime 30 £14 1517 +18
B LACTAMICOJ INHIBIDOR: DE BETALACTAMASA
Cefoperazonalsulbactam” | 75 pg/30 pg | £15 | 16-20 | 171
CARBAPENEMS
Imipenem 10 £13 14-15 16
Meropenem 10 pg £13 14-15 116
MONOBACTAMS
Aztreonam 30 g | £15 | 16-21 | s2
AMINOGLUCOSIDD
Gentamicina 10 pg £12 13-14 115
Amikacina 30 pg £14 15-16 117
QUINOLONAS
Ciprofioxacina 5 £15 16-20 |
Norfloxacina 10 g £12 13-16 117
Ofloxacina Spg £12 1315 116
* Adaptado a partir de los diametros criicos de la Cefoperazona sequn el NCCLS 2001

Tabla 2

Antibiaticos y Didmetros Criticos para Streptococcus spp (excepto Neumococo)
ANTIMICROBIANOD CONTENIDO DEL DIAMETRO EN mm
DISCO [ | I | S

PENICILINAS
Ampicilina (beta hemaoliticos) 10 pg = = 24
Penicilina 10 unidades - - 224
CEFALOSPORINAS
Cefotaxima (beta hemolticos)30 g 30 pg - - 24
Cefotaxima (virndans) 30 pg £25 26-21 228
Ceftriaxona (beta hemaliticos) 30 pg - - » 24
Ceftriawona (viridans) 30 g £24 25-26 227
Cefepime {beta hemolrticos) 30 pg - - »24
Cefepime (viridans) 30 g - 22.23 4
GLICOPEPTIDOS
Vancomicina 30 pg - - 17
Teicoplanina* 30 pg - - 7
MACROLIDOS
Eritromicina | 15 g | =15 | 16-20 I
LINCOSAMIDAS
Clindamicina | 2 g | £15 | 16-18 | =19
QUINOLONAS
Levofloxacing 5 g £13 14-16 7
Ofloxacina 5ug £12 13-15 *1h
OTROS
Cloramfenicol | 30 pg | £17 | 18-20 | =2

* Concentraciones criticas adaptadas del CFA - SFM 2000 - 20071,
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Tabla 3
Antibioticos y Didmetros Criticos para Enterobac terias
ANTIMICROBIANOD CONTENIDO DEL DIAMETRO EN mm
DISCO R | I | s
PENICILINAS
Ampicilina | 10 pg | £13 | 14-16 | 17
CEFALOSPORINAS
Cefalotina 30 pg £14 1517 18
Cefuroxima axetil (oral) 0pg £14 15-22 323
Cefuroxima sodium (parenteral) 30 pg £14 1517 »18
Cefoxiting 30 pg £14 1517 18
Cefotaxima 30 pg £14 15-22 323
Cefiriaxona 30 pg £13 14-20 221
Ceftazidima 30 pg £14 1517 8
Cefixima 5 g £15 16-18 319
Cefpirome * 30 g £14 1517 »18
Cefepime 30 g £14 1517 18
B LACTAMICCY INHIBIDOR DE BETALACTAMASA
AmpicilinafSulbactam 10110 pg £1 1214 15
Amoxicilina/Acido Clavulanico 20110 pg £13 14417 18
Cefoperazona/sulbactam + 75 pg/30 g £15 16-20 21
MONOBACTAMS
Aztreonam | 30 pg | £15 | 16-21 | 322
CARBAPENEMS
Imipenem 10 pg £13 1415 16
Meropenem 10 g £13 1415 16
AMINOGLUCOSIDOS
Gentamicina 10 pg £12 1314 15
Amikacina 30 pg £14 1516 117
QUINOLONAS
Acido nalidrxico 30 pg £13 14-18 19
Norfloxacina 10 pg £12 1316 17
Ciprofloxacina 5pg £15 16-20 32
Ofoxacina 5 g £12 13-15 16
TETRACICLINA
Tetraciclina | 30 g | £14 | 15-18 | E]
OTROS ' '
Cloramfenicol 30 pg £12 1317 18
Trimetoprim/sufametoxazol 1,25/23,75)0 £10 1115 [

* Diametros criticos adaptados del CRA - SFM, 2000 - 2001
+ Adaptado a partir de los diametros criticos de la Cefoperazona seqan el NCCLS 2001
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Tabla 4
Criterios de interpretacion basados en el método de Bauer-Kirb
Contenido Didametro (mm) de la zona de inhibicion
Antimicrobiano del disco Resistente Intermedio Sensible
Amikacina 30pg 14 0 menos 1516 17 ¢ mis
Ampicilling en pruebas con microrganismos
LEAMBEZANVOS ¥ enIErncocos 10pg Il o menos 12-13 14 0 més
Ampicilina en pruehas con estafilocoeos y
microoiganismos sensibles a la peniciling 10pg 20 o menos 21-28 29 o mis
Azlociling Tiug 17 o menos - 18 o mis
Carbeniciling en pruebas con especies de
Proteus v con E. coli 100 pg 17 0 menos 18-22 23 0 mas
Carbemeling® en prugbas con Pseudomimas
aerngingsa 100 pg 13 o menos 14-16 180 mis
Cefalondina cuando se registra sensibilidad a la
cefalording, ceflaclor, cefradosil, cefaloting,
cefalexing, cefapiring, cefazoling, cefacetrilo
y celradina wu 14 0 menos® 1517 18 o mis’
Cefazolina g 14 o menos 1517 18 0 ms
Ceftriaxone Wpg 13 0 menos 14-20 21 o mas
Cefotaxima Mug 14 0 menos 15.22 23 0 més
Cloranfenicol pg 12 0 menos 13-17 18 0 mis
Colimicing 10pg & 0 menos 910 11 o mas’
Entromicina 151 13 0 menos 14-17 18 0 més
Estreplomicina 10 Il 0 menos 12-14 15 0 mis
Gentamicing cuando se registra sensibilidad 2 la
gentamicing v a la sisomicina 10u 12 o menos 13-14 15 0 més
Kanamicina ou 13 o menos 14-17 18 0 ms
Meticilina’ Spg 90 menos 10-13 14 0 mas
Novobiocina o 17 0 menos 18-21 22 ¢ mag
Oxaciling lug 10 o menos 11-12 13 0 ms
Peniciling en pruebas con estafilococos bug 10 ¢ menos 11-28 29 o més
Peniciling en pruebas con otros
MICTO0TEANISMOS bLg Il 0 menos 12-21 22 0 mas
Tetraciclina’ ou 14 0 menos 1518 19 0 més
Vancomicing v 9 0 menos 10-11 12 0 més
Cefuroxima g 14 0 menos 1517 13 0 més
Ceflazidima g 14 o menos 1517 18 0 ms
Ciprofloxacina Spg 15 o menos 16-20 21 o mhs
Sulfametoxazol-rimefoprim 2375 ug/125 pg 10 o menos 11-15 16 0 mbs

Tomado de: Discos para antibiograma. EPB Carlos J Finlay.
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ANEXO 8

Criterios de interpretacion para antimicoticos

ANTIMICOTICO | CONTENIDO DIAMETRO EN mm

DEL DISCO R I S
Fluconazol 25 ug <14 15-18 >19
Anfotericina B 10 ug <10 11-14 >15
Itraconazol 8 ug <10 11-14 >15
ketoconazol 15 ug <20 21 - 27 >28
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EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE Eugenia caryophyllata

Botones florales de Clavo de
olor Eugenia Caryophyllata

Se pesa 200 gr de los botones de
Clavo de olor, se vierte al balén
y se agrega agua hasta la mitad
del balon

Se lleva la muestra y se arma el
equipo de Clevenger y se cubre
con papel platino todo el equipo
y se pone a ebulliciébn a una
temperatura de 150°C
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Se pone a ebullicibn a una
temperatura de 150°C

Aceite esencial de Clavo de olor
obtenido por decantacion a una
concentracion del 4 %
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL ACEITE
ESENCIAL DE Eugenia caryophyllata

Cultivo: Staphylococcus aureus
Medio: Caldo peptona + Aceite
esencial de clavo de olor

Observamos crecimiento bacteriano del
ler al 7mo tubo (de izquierda a
derecha), en los 7 tubos visualizamos
turbidez lo cual nos indica que hay
crecimiento bacteriano.

Cultivo: Candida albicans

Medio: Caldo peptona + Aceite
esencial de Eugenia
caryophyllata.

Observamos que no  hubo
crecimiento en los 2 primeros
tubos en ellos visualizamos que
no presenta turbidez.

Cultivo: Escherichia coli

Medio: Caldo peptona + Aceite
esencial de Eugenia
caryophyllata.

Se observa que hubo crecimiento
en los 3 primeros tubos, estos
presentan una turbidez pero los 3
altimos tubos no se observa
ninguna turbidez
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Cultivo: Candida albicans
Medio de cultivo: Agar Sabouraud

En la placa observamos el
crecimiento de halos mediante los
método de hoyo en placa y con los
disco de aceite esencial de Eugenia
caryophyllata

Inhibicion de Staphylococcus aureus
segun discos de sensibilidad.
Medio de cultivo: Agar Mueller Hinton

Se observa crecimiento del halo de 19
mm para Ceftazidima(1), 20mm de
didmetro para Amikacina(2) y 11mm de
diametro para aceite esencial de
Eugenia caryophyllata.
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MEDIOS DE CULTIVO

AGAR SABOURAUD

Fundamento

Medio de cultivo recomendado para el aislamiento y desarrollo de hongos,

particularmente los asociados con infecciones cutaneas (piel, pelo).En el medio de

cultivo, la peptona, la tripteina y la glucosa son los nutrientes para el desarrollo de

microorganismos. El alto contenido de glucosa, la presencia de cloranfenicol y el pH

acido, inhiben el desarrollo bacteriano y favorecen el crecimiento de hongos y

levaduras. El agar es el agente solidificante.

Férmula (en gramos por litro)

Peptona 5.00gr.

Tripteina 5.00gr.
Glucosa 40.00gr.
Cloranfenicol 0.05qgr.

Agar

5.00qr.

pH final: 5.6 £ 0.2

Preparacion

Suspender 65 g del polvo en 1 litro de agua purificada.

Reposar 5 minutos y mezclar hasta uniformar.

Calentar agitando frecuentemente y hervir 1 minuto hasta disolver
completamente.

Distribuir en tubos o en otros recipientes apropiados.

Esterilizar en autoclave a 118-121 °C durante 15 minutos.

Colocar los tubos en posicion inclinada para solidificar el medio de cultivo

(pico de flauta). También puede distribuirse en placas de Petri estériles.

Nota: mantener en lugar fresco, pues la exposicion al calor aumenta la hidrolisis de

los componentes.
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CALDO PEPTONA

Fundamento

La peptona, el extracto de carne y la lecitina de soya, aportan los nutrientes
necesarios para el adecuado desarrollo bacteriano. El cloruro de sodio mantiene el
balance osmotico. Este medio de cultivo, tiene la capacidad para neutralizar
desinfectantes, debido a la presencia de lecitina de soya, que ademas de ser una
fuente nutritiva, neutraliza compuestos de amonio cuaternario. El agregado de
polisorbato 80 (Tween 80), es util para neutralizar compuestos tales como fenol,
formalina, hexaclorofeno, y la combinacion de la lecitina con el Tween, permiten

neutralizar etanol.

Formula (en gramos por litro)
Peptona de carne 10.0gr.
Extracto de carne Z  5.0gr.
Lecitina de soya 0.7gr.
Cloruro de sodio 5.0gr.
pH final : 7.0 £ 0.2
Preparacion
— Suspender 20,7 g del polvo en 1 litro de agua purificada.
— Agregar 5 ml de polisorbato 80 (Tween 80).
— Calentar agitando frecuentemente y llevar a ebullicion para lograr disolucién
completa.
— Distribuir en recipientes adecuados.

— Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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AGAR BASE SANGRE

Fundamento

La infusion de musculo de corazon y la peptona, otorgan al medio un alto
valor nutritivo, que permite el crecimiento de una gran variedad de microorganismos,
aun de aquellos nutricionalmente exigentes. El cloruro de sodio mantiene el balance
osmatico y el agar es el agente solidificante. EIl agregado de 5-10 % sangre ovina
desfibrinada estéril (Britasheep) promueve el desarrollo de bacterias exigentes en sus

requerimientos nutricionales y la adecuada observacion de las reacciones de

hemolisis.

FORMULA

Infusion de musculo de corazon  375.0 g
Peptona 10.0¢g
Cloruro de sodio 509
Agar 1509

pH final: 7.3 £ 0.2
Nota: la infusion de masculo de corazén es equivalente a 10 g de polvo.
Preparacion

— Suspender 40 g del polvo en un litro de agua destilada.

— Dejar reposar 5 minutos y mezclar perfectamente hasta obtener una

suspension homogénea.

— Calentar con agitacion frecuente y hervir 1 minuto.

— Esterilizar 20 minutos a 121°C.

— Enfriar a 45-50°C agregar sangre desfibrinada al 5%.

— Homogeneizar y distribuir en placas.

Preparacién de la placa de Agar Sangre: afiadir en forma aséptica un 5% de sangre
estéril desfibrinada a temperatura ambiente, el agar debe estar a 45°C.
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AGAR MUELLER HINTON

Fundamento

Medio de cultivo nutritivo no selectivo que promueve el desarrollo
microbiano. Por su composicion, ha sido recomendado por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), para ser utilizado en forma rutinaria en la
realizacion del antibiograma en medio sélido, debido a que presenta buena repro-
ducibilidad lote a lote en las pruebas de sensibilidad, su contenido en inhibidores de
sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina es bajo, la mayoria de los patdgenos
microbianos crece satisfactoriamente y una gran cantidad de datos adicionales que
han sido evaluados y avalados usando este medio de cultivo.

Cuando se suplementa con sangre de carnero al 5%, permite realizar las
pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos en especies de estreptococos. También,
con el agregado de sangre puede utilizarse para el cultivo y aislamiento de
microorganismos nutricionalmente exigentes.

Formula (en gramos por litro)
Infusion de carne 300.0 g.
Peptona acida de caseina 17.5g.
Almidén 1.50.
Agar 15.0g.
pH FINAL: 7.3+0.1
Nota: la infusion de carne es equivalente a 3 g de polvo.
Preparacion
— Suspender 37 g del polvo en 1 litro de agua purificada.
— Dejar embeber de 10 a 15 minutos.
— Calentar con agitacién frecuente y hervir durante 1 minuto para disolucién
total. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
— Enfriar a 45°-50°C vy distribuir en placas de Petri estériles, en volumen
apropiado para que el espesor sea de 4 mm sobre una superficie horizontal
(25-30 ml en placas de 9 cm de diametro).
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