UNIVERSIDAD NACIONAL JORGE BASADRE GROHMANN

Facultad de Ciencias

Escuela Académico Profesional de Biologia-Microbiologia

Actividad antimicrobiana “in vitro” del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela” frente a Staphylococcus

aureus ATCC 6538 y Salmonella typhi ATCC 19430

Tesis presentada por:
TANIA GABRIELA ARIAS CHOQUE

Para optar el Titulo Profesional de

BIOLOGO MICROBIOLOGO

Tacna — Peru

2013



UNIVERSIDAD NACIONAL JORGE BASADRE GROHMANN - TACNA
FACULTAD DE CIENCIAS

TESIS N° 201 TITULO PROFESIONAL DE
81810G0O —MICROBIOLOGO

El Secretario Académico de la Facultad de Ciencias, certifica que mediante la resolucién de
la Facultad N° 7600 — 2013 — FACI/UNJBG se ha designado como jurado calificador para la
sustentacion de la tesis: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA “IN VITRO” DEL ACEITE ESCENCIAL DE
Cinnamomum zeyianicum Breyn “CANELA” FRENTE A Staphyloccus aureus ATCC 6538 y
Saimonella typhi ATCC 19430, conformado por:

PRESIDENTE: MSc. César E. Rivasplata Cabanillas
SECRETARIO: Mblgo. Luis Lloja Lozano
VOCAL: MSc. Angela V. Choque Miranda

Quienes calificaron el trabajo de tesis sustentado en acto publice el dia 5 de Diciembre del
2013, a las 12:00 horas, por la Bachiller TANIA GABRIELA ARIAS CHOQUE, de la Escuela Académico
Profesional de Biclogia — Microbiclogia, para optar el titule profesional de Bidlogo - Microbidlogo.

El jurado calificador en forma secreta e individual, se pronuncié sobre el calificativo del
trabajo expuesto, procediendo a emitir el siguiente resultado:

Aprobado por unanimidad con la nota de 16 (DIECISEIS) con el calificativo de bueno.

Para ratificar firma:

R Tl R T
MSc. César Efrain Rivasplata Cabanillas M : zano

PRESIDENTE SECRETARIO

MSc. Angela V. Choque Miranda

VOCAL



DEDICATORIA

A mi madre Lorena, por ser mi primera maestra, por ensefiarme desde mis
primeras palabras hasta los mejores consejos, gracias por ser la amiga que me
ayudoé a crecer, por estar siempre conmigo en todo momento. Gracias por la
paciencia que tuviste, por el amor que recibi, por tus cuidados, por los regafios
gue me merecia y que no entendia. Gracias por estar al pendiente durante toda

esta etapa y desde el cielo deseo te sientas orgullosa de mi, Te quiero mucho.

A mi padre Segundo, gracias por todos los sacrificios y ensefianzas que desde
pequefia supiste inculcarme, por tu paciencia que me hacen ahora profesional y
con muchos suefios en mente por cumplir. Gracias por esa templanza que me

hace admirarte.

A mis hermanos Tony y Marita, gracias por preocuparse por su hermana mayor,
por apoyarme tantas veces, por hacerme ver mis errores, gracias chinita por

salvarme cuando mas necesitaba de tu ayuda.

A Cesar, gracias por permitirme formar parte de tu vida, por ser el hombre con
los mejores sentimientos que he conocido, por presionarme para terminar este
trabajo, ayudarme con las correcciones, por aguantarme, pero sobre todo
gracias por enseflarme a creer en mi y motivarme a hacer las cosas de la mejor

manera. Gracias por todo amor, te adoro.



AGRADECIMIENTOS

Al Microbi6logo César Caceda Quiroz, asesor del proyecto de tesis, por
su predisposicion y ayuda permanente en desarrollo del mismo. Mi

respeto y agradecimiento.

Al profesor Edwin Obando, por su apoyo, consejos y adiestramiento

durante la parte practica de este trabajo, gracias por su paciencia y

constante colaboracion.

Gracias a todos aquellos familiares y amigos que con su aliento y buenos

deseos me ayudaban a no dejarme vencer.



RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana “in vitro” del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela” frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Salmonella typhi ATCC
19430. Metodologia: Se obtuvo el aceite esencial de las cortezas
Cinnamomum zeylanicum Breyn mediante destilacion por
arrastre de vapor. Utilizando los métodos de: a) Kirby Bauer, se
conocio el grado de sensibilidad en funcién al tamafio de los halos
de inhibicion, b) Por dilucion en medio liquido se determind la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y c¢) Por difusion en agar la
Concentracion Minima Bacteriana (CMB) del aceite esencial.
Resultados: Se demostr6 que Staphylococcus aureus ATCC
6538 y Salmonella typhi ATCC 19430 presentan alta sensibilidad
al aceite esencial. La CMI para Staphylococcus aureus ATCC
6538 fue de 0,31633 mg/ml, para Salmonella typhi ATCC 19430 el
CMI fue de 0,18076 mg/ml; el CMB para Staphylococcus aureus
ATCC 6538 fue de 0,36152 mg/ml mientras que para Salmonella
typhi ATCC 19430 el CMB fue de 0,27114 mg/ml. Conclusion: El

aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn presenta



actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC

6538 y Salmonella typhi ATCC 19430.

Palabras claves: Cinnamomum zeylanicum Breyn, aceite
esencial, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, halo de

inhibicién, CMI, CMB.
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.  INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), indica que
actualmente, el mundo, ha virado sus ojos en las dos ultimas décadas de
forma progresiva hacia las plantas medicinales. El interés y la
investigacion, es cada dia mas patente por diferentes motivos para los
paises desarrollados y los paises en vias de desarrollo, como el Peru.
Alrededor del 80% de la poblacion mundial utiliza las plantas como medio
curativo, siendo varias las razones por las que socialmente el uso de las
plantas medicinales estd tomando un auge (hasta hace unas décadas)
insospechado, ya sea como respuesta a una medicina alopatica, muchas
veces iatrogénica; en otros casos por la reducida o inexistente
accesibilidad econémica de la poblacion a los medicamentos de sintesis,
aunado al hecho incontrastable que los paises en vias de desarrollo,
como es el caso de Perd, que no cuenta con una industria farmacéutica
propia. Ademas, el uso excesivo e inadecuado de los antibidticos y la
pérdida de su efectividad frente a mdltiples microorganismos, ha

producido un renovado interés en el campo de la medicina alternativa.

Ya desde tiempos inmemoriales numerosas poblaciones indigenas

de todo el mundo, algunas de niveles culturales muy elevados, tuvieron



como base de su supervivencia el uso de diversos productos que extraian
de los bosques que constituian su habitat. Entre tales productos se

encuentran los empleados con fines medicinales.

En los ultimos afios, muchos paises estan desarrollando estudios
sobre plantas medicinales que han logrado tener gran importancia
meédica. La actividad antibacteriana de algunos extractos y productos
naturales han revelado un potencial superior a los farmacos sintéticos ya
conocidos, en relacibn a su efecto sobre enfermedades infecciosas

causadas por microorganismos patdégenos.

En el Perq, la gran biodiversidad botanica por un lado y los
conocimientos incipientes de sus propiedades fitoquimicas marcan una
brecha considerable que requiere esfuerzos coordinados de diferentes
sectores de la sociedad cientifica, con fines tanto académicos, como
practicos de aprovechar el potencial natural. Ademas, las plantas
medicinales han sido consideradas a través de los afios como el origen o
punto de partida del desarrollo de medicamentos, ya que han contribuido
enormemente al descubrimiento de nuevas sustancias con actividad

biologica y a la produccion de fitofarmacos, que constituyen la fuente de



medicamentos mas econdémica y de mayor disponibilidad para la mayoria

de los paises (HOSS, 2000).

Teniendo en cuenta la existencia en Peru de una flora muy rica y el
arraigo popular de la medicina natural y tradicional se debe trabajar en
investigaciones cientificas que garanticen el conocimiento y disposicion de
fitofarmacos rigurosamente estudiados, que posibiliten la obtencién de
principios activos de bajo costo con efectos toxicos inferiores a los

existentes (INFA, 2000).

Segun la medicina tradicional Cinnamomum zeylanicum Breyn
(canela) es usado como estimulante, aromatico, aperitivo, emenagogo,
astringente, carminativo, digestivo, para ayudar a la secrecion de jugo
gastrico, en el tratamiento de nauseas, vOmito, reumatismo, gripe,
hipertension y malestares femeninos. También se le atribuyen
propiedades afrodisiacas y accion contra las hemorragias, antirreumatica,

antiséptica, antidiarreica.

Diversos estudios han mostrado su efecto antimicrobiano y otros

han explorado qué metabolitos estan presentes en su aceite esencial. Sin



embargo, poco se ha explorado sobre su interaccién especifica con

determinadas bacterias patégenas, lo cual fue objeto del presente estudio.

1.1

1.2.

Enunciado del problema

¢Tendra el aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum
Breyn “canela” actividad antibacteriana “in vitro” frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Salmonella typhi ATCC

194307

Hipotesis

El aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn

“canela” tiene actividad antibacteriana in vitro sobre cepas de S.

aureus y S. typhi.



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana “In vitro” del
aceite esencial de las cortezas Cinnamomum zeylanicum
Breyn frente a S. aureus ATCC 6538 y S. typhi ATCC

19430.

1.3.2. Objetivos especificos

e Extraer el aceite esencial de la corteza de
Cinnamomum zeylanicum Breyn por la técnica de

arrastre a vapor.

e Determinar el efecto del aceite de la corteza de
Cinnamomum zeylanicum Breyn frente al crecimiento

bacteriano.



e Establecer el grado de sensibilidad que presentan S.
aureus y S. typhi al aceite esencial Cinnamomum
zeylanicum Breyn (Canela), mediante la técnica de

difusién en disco.

e Precisar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
aceite esencial de la corteza de Cinnamomum
zeylanicum Breyn frente a S. aureus ATCC 6538y a

S. typhi ATCC 19430.

e Delimitar la concentracion bactericida minima (CMB)

del aceite esencial de la corteza de Cinnamomum

zeylanicum Breyn frente a S. aureus ATCC 6538 y a

S. typhi ATCC 19430.

1.4. Determinacién de variables

1.3.3. Tipos de variables



Variable independiente:

» Concentracion del aceite esencial de Cinnamomum

zeylanicum Breyn (canela)

Variable dependiente:

» Efecto sobre el agente bacteriano: S. aureus ATCC 6538

y S. typhi ATCC 19430.

1.5. Operacionalizacion de variables e indicadores

Tabla 01: Operacionalizacion de variables e indicadores

VARIABLE DEFINICION DIMENSION | INDICADOR ESCALA
Diametro de .
. . Cuantitativa | halo de Medido en
Capacidad del aceite inhibicion mm.
VARIABLE esencial de
INDEPENDIENTE Cinnamomum Nula (-)
Concentracion  del | zeylanicum “canela” de Diametro de | Sensible (+)
aceite esencial de | inhibir el crecimiento halo de | Muy
Cinnamomum bacteriano que se I inhibicién Sensible
zeylanicum desarrolla en un medio | Cudlitativa | goq 4, las | (++)
dado. pautas de | Sumamente
Duraffourd) sensible
(+++)
VARIABLE E:J?J?eo qllje?s > epsrgggigg Cepa ATCC Crecimiento
DEPENDIENTE bacterianas,  agentes bacteriano de la Turbidez
Efecto sobre las S. aureus UFC
bacterias en estudio produptores de S. typhi cepa.
infecciones. )

Fuente: Elaboracion propia




. MARCO TEORICO

2.1. Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela)

2.1.1.

2.1.2.

Habitat y distribucion geogréfica

Esta planta es originaria de Ceilan y suroeste de la
India. Estd presente en climas calidos, semicalidos,
semisecos y templados, entre los 100 y 200 msnm.
Cultivado en huertos familiares, solares o presente en
terrenos de cultivo abandonados, asociada a vegetacion
secundaria derivada de bosques tropicales caducifolio,
subcaducifolio, subperennifolio y perenifolio, ademas del
bosque mesdfilo de montafia y bosque de pino (MOURA,

2011).

Descripcion general
Cinnamomum zeylanicum Breyn “Canela”
pertenece a la familia Lauraceae es un pequefio arbol que

alcanza entre 3 y 10 m. de altura; su tronco suele llegar a los



50cm de didmetro. Sus ramas no son redondas, sino que
presentan cuatro aristas romas, solo erectas en su parte
superior; estan recubiertas por dos cortezas: una de color
blanco amarillento y otra mas esponjosa e intensamente
aromatica. Sus hojas, de colores verde amarillento,
brillantes, ovaladas u oblongas, miden 15 a 20 cm de largo;
presentan punta algo coriacea y una fina reticula por el
envés, sobre todo cuando son jovenes. Las flores son
terminales, blancas o purpureas, pequefias y sedosas. Las
hojas también presentan aroma y sabor tipicos de la canela,
mientras que el olor de sus flores resulta desagradable. El
fruto es una baya de tamafo de un guisante, de color azul o
negro y sabor picante cuando esta verde; en su interior

contiene usualmente dos semillas (ARANGO, 2007).

IMAGEN 01: Hojas y corteza de Cinnamomum

zeylanicum Breyn




2.1.3. Ubicacién taxonémica

2.1.4.

Reino : Vegetal

Clase : Magnoliopsida
Subclase : Dicotiledoneae
Orden : Laurales

Suborden : Magnoliineae

Familia : Lauraceae
Género : Cinnamomum
Especie : Cinnamomum zeylanicum Breyn

Nombre Popular: Canela de Ceilan, cinamomo.
Canyella, Kanelondo, Caneleiro, Canelle, Zimt, Cinnamon,

Cannella.

Composicion quimica

Los principales componentes del aceite esencial (0,5-

2%) de la corteza son: Aldehido cinamico (50-80%), eugenol

(9- 10%), safrol (0-11%), linalol (10-15%), contiene otros

fenilpropanoides (aldehido hidroxicinamico, aldehido o-

10



2.1.5.

metoxicinamico, alcohol cinamico y su acetato) y terpenos

(limoneno y a-terpineol).

Mientras que en las hojas el eugenol esta presente en

un 80% (KUKLINSKI, 2003).

Propiedades medicinales

Segun la medicina tradicional Cinnamomum
zeylanicum Breyn “canela” es usado como estimulante,
aromatico, aperitivo, emenagogo, astringente, carminativo,
digestivo, para ayudar a la secrecion de jugo gastrico, en el
tratamiento de nauseas, vOmito, reumatismo, gripe,
hipertension y malestares femeninos. También se le
atribuyen propiedades afrodisiacas y accién contra las

hemorragias, antirreumatica, antiséptica, antidiarreica.

Asimismo propiedades como espasmolitico,
antibacteriano,  antihelmintico, dispepsia, flatulencia,
anorexia, colico intestinal, fungicida, antioxidante,

antiulcerogénico, inflamaciones de la boca y la faringe,

11



2.2.

diarreas infantiles, influenza, debilidad, convalecencia y

externamente para tratar heridas (LEHMANN, 1998).

Las inhalaciones del vapor de agua hirviendo con 5
gotas de aceite de canela se utilizan para combatir latosy la
irritacion respiratoria. La dilucion de 10 ml de aceite de
canela en 25 ml de aceite de almendras o de girasol
aplicada en forma de masaje se emplea contra colico
abdominal, enfriamiento estomacal y diarrea. Las compresas
con decoccion o tintura de canela se usan para aliviar los

dolores artriticos y reumaticos (FONNEGRA, 2006).

Aceites esenciales

Se trata de sustancias liquidas, aromaticas y volatiles
situadas en cualquier parte del vegetal, (cavidades, células, pelos
0 canales secretores) conformadas por un grupo heterogéneo de
sustancias organicas (alcoholes, aldehidos, ésteres, cetonas, etc.).
Las esencias pueden ser producidas por tejidos secretorios,
mientras que en otros casos se encuentran como enlace

glucosidico en el interior de la planta como ocurre con la valeriana,

12



en la que sélo aparece el aroma al secarse la raiz y no en estado
fresco. Los aceites esenciales son fracciones liquidas volatiles,
generalmente destilables por arrastre con vapor de agua, que
contienen las sustancias responsables del aroma de las plantas y
gue son importantes en la industria cosmética (perfumes y
aromatizantes), de alimentos (condimentos y saborizantes) y

farmacéutica (CABIESES, 1993).

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, esteres y

acidos)
. Monoterpenos
. Sesquiterpenos
. Fenilpropanos

En su gran mayoria son de olor agradable, aunque existen
algunos de olor relativamente desagradable como por ejemplo los

del “ajo” y la “cebolla”, los cuales contienen compuestos azufrados.

13



La fisiologia vegetal, por el contrario, los considera
metabolitos secundarios, no imprescindibles para el desarrollo de
las funciones vitales de la planta. Quimicamente consisten en
mezclas de pequefias moléculas unitarias con cinco atomos de

carbono es el isopropeno.

Solo se unen dos, tres o raramente mas, pero al estar
modificadas en sus funciones quimicas las combinaciones son
numerosisimas. Un aceite esencial puede poseer de diez a quince
componentes principales y otros tantos muy escasos, o trazas. El
namero y tipo de componentes, asi como Sus proporciones,
pueden experimentar importantes cambios dentro de una misma
especie botanica, sea por razones ecologicas (luz, temperatura,
altitud), agronomicas (época de siega, abonado) o puramente

genéticas (quimiotipos o variedades quimicas) (FONT, 1985).

14



2.2.1. Propiedades

a)

b)

d)

Color: La mayoria son précticamente transparentes,
incoloro o ligeramente coloreados (amarillentos) con
excepciones como la esencia de manzanilla, que

contiene camazuleno de un intenso color azul.

Olor: El olor de los aceites volatiles es muy variable, es
su propiedad mas caracteristica; y es muy sensible ante

la exposicion al aire.

Sabor: Son casi tan variables como sus olores. Algunos
son dulces, otros tienen sabores suaves, picantes,

acidos, causticos o ardientes.

Densidad: Generalmente, son menos densos que el
agua aunque también hay excepciones como las
esencias del clavo de olor y de canela que son mas

densas.

15



e) Deterioro: Se oxidan con facilidad y polimerizan dando
productos resinosos. La exposicion a la luz y el aire
deterioran la calidad y destruyen su fragancia. Se deben
almacenar en botellas de color ambar bien llenas

tapadas y colocadas en lugar fresco.

f) Solubilidad: Los aceites esenciales suelen ser
insolubles en agua (aunque hay ciertas esencias que
son parcialmente solubles porque alguno de sus
componentes se solubilizan, como por ejemplo los
fenoles). Son lipofilos y solubles en disolventes
organicos apolares (hexano, éter etilico, etc.). La
solubilidad en alcohol es variable y siendo solubles en

alcoholes de alta graduacion (KUKLINSKI, 2003).

2.2.2. Composicién quimica de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son una compleja mezcla de

sustancias quimicas. La proporcion de estas sustancias

varia de un aceite a otro. Los principales componentes son:

16



> Carburos terpénicos: Los terpenos son una clase de
sustancia quimica que se halla en los Aceites
esenciales, resinas y otras sustancias aromaticas de
muchas plantas, como por ejemplo los pinos y muchos
tipos de citricos. Uno de los terpenos mas comunes es el
pineno, que se encuentra, entre otros, en la trementina,
extraida del pino. Aunque no siempre se han de
considerar toxicos, los terpenos, tomados en dosis
suficientemente elevadas, pueden producir
convulsiones, insomnio, nauseas, pesadillas, temblores
y vertigo, entre otros problemas. Algunos de los terpenos
mas usuales son el limoneno, felandreno, camfeno,

cariofileno (INFA, 2003).

> Cetonas: Parecidas quimicamente a los terpenos,
algunas cetonas como la thuyona, se hallan en el
“‘Ajenjo”  (Artemisia absinthium), utilizado en Ila
fabricacion de numerosas bebidas alcoholicas como el

vermut (RODRIGUEZ, 2000).

17



2.2.3.

» Alcoholes: Como el borneol, mentol, geraniol, linalol o

cineol.

» Fenoles: Timol, eugenol, eucaliptol, carvacrol, anetol.

» Aldehidos: Cinamico, anisico y benzoico.

> Esteres: Acetato de linalilo, salicilato de metilo

(compuesto antiinflamatorio parecido a la aspirina).

» Carburos saturados y acidos, compuestos

sulfurados.

Distribucién natural

Los aceites esenciales se encuentran ampliamente
distribuidos en plantas que incluyen las compuestas,
Labiadas, Lauraceae, Mirtaceae, Pinaceae, Rosaceae,
Rutaceae, etc. Se les puede encontrar en diferentes partes
de la planta: en las hojas (“ajenjo”, “albahaca”, “eucalipto”,

‘hierbabuena”, “mejorana”, “menta”, “pachuli’, “romero”,

18



2.2.4.

“salvia”, etc.), en las raices (“angélica”, “curcuma”, “jengibre”,
‘sandalo”, “sasafras”, “valeriana”, vetiver, etc.), en el
pericarpio del fruto (citricos como “limén”®, “mandarina’,
“naranja”, etc.), en las semillas (“anis’, “cardamomo”,
“hinojo”, “comino”, etc.), en el tallo (“canela”, etc.), en las
flores (“lavanda”, “manzanilla”, “piretro”, “tomillo”, “rosa”, etc.)
y en los frutos (“nuez moscada”, “perejil”, “pimienta”, etc.).
Aunque en los Aceites esenciales tanto los monoterpenos,
los sesquiterpenos y los fenilpropanos se les encuentran en
forma libre, mas recientemente se han investigado los que
estan ligados a carbohidratos, ya que se considera que son

los precursores inmediatos del aceite como tal (SALDANA,

1992).

Clasificacién de los aceites esenciales

Se clasifican con base en diferentes criterios: como

consistencia y origen (entre otros).

De acuerdo con su consistencia los aceites esenciales

se clasifican en esencias fluidas, balsamos y oleorresinas.
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Las esencias fluidas son liquidos volatiles a temperatura

ambiente;

Los bélsamos son de consistencia mas espesa, son
poco voléatiles y propensos a sufrir reacciones de
polimerizacién, son ejemplos el balsamo de copaiba, el

balsamo del Peru, balsamo de Tolu, Estoraque, etc.;

Las oleorresinas tienen el aroma de las plantas en forma
concentrada y son tipicamente liquidos muy viscosos 0
sustancias semisodlidas (caucho, gutapercha, chicle,
oleorresina de paprika, de pimienta negra, de clavero,

etc.).

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 posteriores,

debido a su rendimiento tan bajo son muy costosos;
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> Los artificiales se obtienen a través de procesos de
enriquecimiento de la misma esencia con uno o varios
de sus componentes, por ejemplo, la mezcla de
esencias de rosa, geranio y jazmin enriquecida con

linalol;

» Los sintéticos como su nombre lo indica son los
producidos por procesos de sintesis quimica. Estos son
mas economicos y por lo tanto son mucho mas utilizados

como aromatizantes y saborizantes (ZAPATA, 2001).

2.2.5. Funcién de los aceites esenciales en el vegetal

Su funcion en la planta sigue en estudio, pero se le
atribuyen algunos de los siguientes beneficios: para regular
su temperatura, liberdndolos como vapores; como atractivo
para los insectos colaboradores de la polinizacion o como

repelente para los insectos dafiinos (LIMA, 2005).
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2.2.6. Extraccion

Se pueden extraer de las muestras vegetales por
variados métodos como: expresion, destilacién con vapor de
agua, extraccion con solventes volétiles, enfleurage y con
fluidos supercriticos. En la expresion el material vegetal es
exprimido para liberar el aceite y este es recolectado y
fillrado. Este método es utilizado para el caso de las
esencias de citricos. En la destilacion por arrastre con vapor
de agua, la muestra vegetal generalmente fresca y cortada
en trozos pequefios, es encerrada en una camara inerte y
sometida a una corriente de vapor de agua sobrecalentado,
la esencia asi arrastrada es posteriormente condensada,
recolectada y separada de la fraccion acuosa. Esta técnica
es muy utilizada especialmente para esencias fluidas,
especialmente las utilizadas para perfumeria. Se utiliza a
nivel industrial debido a su alto rendimiento, la pureza del
aceite obtenido y porque no requiere tecnologia sofisticada

(CHOQUEHUANCA, 2004).
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En el método de extraccion con solventes volatiles, la
muestra seca y molida se pone en contacto con solventes
tales como alcohol, cloroformo, etc. Estos solventes
solubilizan la esencia pero también solubilizan y extraen
otras sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al
final una esencia impura. Se utiliza a escala de laboratorio
pues a nivel industrial resulta costoso por el valor comercial
de los solventes, porque se obtienen esencias impurificadas
con otras sustancias, y ademas por el riesgo de explosion e
incendio caracteristicos de muchos solventes organicos

volatiles (CHAMORRO, 2006).

En el método de enflorado o enfleurage, 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. Se obtiene
inicialmente una mezcla de aceite esencial y aceite vegetal
la cual es separada posteriormente por otros medios fisico-
guimicos. Esta técnica es empleada para la obtencién de

esencias florales (‘rosa”, “jazmin”, “azahar”, etc.), pero su
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bajo rendimiento y la dificil separacion del aceite extractor la

hacen costosa (HUAMANI, 2005).

El método de extraccién con fluidos supercriticos, es
de desarrollo méas reciente. 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 liquido supercritico (por ejemplo bioxido de
carbono liquido), las esencias son asi solubilizadas y
arrastradas y el liquido supercritico que actia como solvente
extractor se elimina por descompresion progresiva hasta
alcanzar la presion y temperatura ambiente, y finalmente se

obtiene una esencia pura.

Aunque presenta varias ventajas como rendimiento
alto, es ecologicamente compatible, el solvente se elimina
facilmente e inclusive se puede reciclar, y las bajas
temperaturas utilizadas para la extraccion no cambian
guimicamente los componentes de la esencia, sin embargo
el equipo requerido es relativamente costoso, ya que se

necesitan bombas de alta presion y sistemas de extraccion
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también resistentes a las altas presiones

(CHOQUEHUANCA, 2004).

2.2.7. Usos

a)

b)

Industria Alimentaria

Se emplean para condimentar carnes preparadas,
embutidos, sopas, helados, queso, etc. Los aceites mas
empleados por esta industria son el cilantro, naranja y
menta, entre otros. También son utlizados en la
preparacion de bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas,
especialmente refrescos, produccion de caramelos,

chocolates y otras golosinas.

Industria Farmacéutica

Se usan en cremas dentales (aceite de menta e

hinojo), analgésicos e inhalantes. El eucaliptol es muy

empleado en odontologia. Son utilizados en la
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d)

fabricacion de neutralizantes de sabor desagradable de

muchos medicamentos (naranjas y menta, entre otros).

Industria de Cosméticos

Esta industria emplea los aceites esenciales en la

produccion de cosmeéticos, jabones, colonias, perfumes y

maquillaje. En este campo se pueden citar los aceites de

geranio, lavanda, rosas y pachouli.

Industria de productos de uso veterinario

Esta industria emplea el aceite esencial de

Chenopodium ambrosoides muy apreciado por su

contenido de ascaridol, vermifugo. También requiere

limoneno y mentol como insecticidas.

Desodorantes Industriales

Actualmente se ha desarrollado el uso de

esencias para disimular el olor desagradable de algunos
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f)

g)

productos industriales como el caucho, los plasticos y las
pinturas. La industria de las pinturas emplea limoneno
como disolvente biodegradable. También se imparte olor
a juguetes. En textiles, como enmascaradores de olores
en tratamientos con mordientes antes y después del
tefido. En papeleria, para impregnar de fragancias

cuadernos, tarjetas, papel higiénico, toallas faciales.

Industria tabacalera

Demanda mentol para los cigarrillos mentolados.

Biocidas e insecticidas

Existen esencias con propiedades bactericidas,

como el tomillo, clavo, salvia, mentas, orégano, pino, etc.

Otras son insecticidas:

- Contra hormigas: Mentha spicata (spearmint),

Tanacetumy poleo.
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- Contra é&fidos: Ajo, otros Allium, coriandro, anis,
albahaca.

- Contra pulgas: Lavanda, mentas, lemongrass, etc.

- Contra moscas: Ruda, citronela, menta, etc.

- Contra piojos: Mentha spicata, albahaca, ruda, etc.

- Contra polilla: Mentas, Hisopo, romero, eneldo, etc.

- Contra coledpteros: Tanacetum, comino, ajenjo y
tomillo, etc.

- Contra cucarachas: Menta, ajenjo, eucalipto, laurel,
etc.

- Contra nematodos: Tagetes, salvia, caléndula,
Aspéaragus, etc. (FUNDACION ALFONSO MARTIN

ESCUDERO, 1999)

2.3. Bacterias

2.3.1. Generalidades

Las bacterias poseen una estructura relativamente

simple. Son microorganismos procariotas, es decir,

microorganismos unicelulares sencillos, sin membrana
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nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi ni Reticulo
Endoplasmico que se reproducen por division asexual. La
pared celular que rodea a las bacterias es compleja, vy
existen dos formas basicas: una pared celular Gram positiva
con una gruesa capa de peptidoglucano y una pared celular
Gram negativa con una delgada capa de peptidoglucano, asi
como una membrana externa. Algunas bacterias carecen de
pared celular y compensan su ausencia sobreviviendo tan
s6lo en el interior de la célula del organismo anfitrion o en el
ambiente hipertonico. Para realizar una clasificacion
preliminar de las bacterias se utiliza su tamafio (1 a 20 um o
mas) forma (esferas, bastoncillos espirales) y disposicion
espacial (células aisladas, en cadena y formando cumulos);
mientras que su clasificacion definitiva se refiere a sus
propiedades fenotipicas y genotipicas. El organismo humano
estd habitado por miles de especies bacterianas distintas;
mientras algunos mantienes una relacion parasitaria
temporal, otras habitan en el ser humano de forma
permanente. También se encuentran bacterias en el
ambiente como el aire que se respira, el agua que se bebe y

en los alimentos que se comen; aunque muchas de ellas son
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2.3.2.

relativamente avirulentas, otras son capaces de provocar
enfermedades potencialmente mortales. La enfermedad
puede deberse a los factores téxicos de los productos
bacterianos (toxinas) o bien a la invasion de regiones
corporales que acostumbran a ser estériles (MURRAY,

2002).

Staphylococcus

Los cocos Gram positivos son un grupo heterogéneo
de bacterias. Las caracteristicas que tienen en comun son
su forma esférica, su reaccion a la tincion de Gram y la
ausencia de endoesporas. La presencia o ausencia de
actividad catalasa es una prueba sencilla que se utiliza para
subdividirlas en varios géneros. Las catalasas son enzimas
gue catabolizan peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno
gaseoso. Cuando se pone en contacto una gota de solucion
de peroxido de hidrogeno con una colonia productora de
catalasa, aparecen burbujas a medida que se forma oxigeno

gaseoso (KONEMAN, 1992).
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El nombre del género Staphylococcus procede del
griego Staphylé, “racimo de uvas” Por tanto, la designacion
Staphylococcus se refiere a que las células de estos cocos
se desarrollan en un patrén que recuerda a un racimo de
uvas; sin embargo, los microorganismos presentes en
muestras clinicas aparecen como celulas aisladas, en pares
0 en cadenas cortas. La mayor parte de los estafilococos
tiene un diametro de entre 0,5 y 1 um y son anaerobios
facultativos (es decir, crecen aerobia y anaerobiamente),
inmoviles capaces de crecer en un medio con una elevada
concentracion de sal (por ejemplo cloruro sodico al 10%) y a
temperaturas desde 18 hasta 40 °C. Estas bacterias estan
presentes en la piel y las mucosas del ser humano. En la
actualidad, el género comprende 35 especies y 17
subespecies, muchas de las cuales se encuentran en el ser
humano. Algunas especies se desarrollan en nichos muy
especificos en los que se encuentran habitualmente. Por
ejemplo, Staphylococcus aureus coloniza las narinas
anteriores, Staphylococcus capitis crece en regiones con
glandulas sebaceas (como la frente) y Staphylococcus

haemolyticus y Staphylococcus hominis se hallan en
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zonas dotadas de glandulas apocrinas (como la axila). Las
bacterias del género Staphylococcus conforman un
importante grupo de patégenos en el ser humano y originan
un amplio espectro de enfermedades sistémicas que pueden
poner en peligro la vida, infecciones de la piel, las partes
blandas, los huesos y el aparato genitourinario e infecciones
oportunistas. Las especies que se asocian con mayor
frecuencia a enfermedad en el ser humano son S. aureus (el
miembro mas virulento y mejor conocido del género),
Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus,
Staphylococcus lugdunensis vy Staphylococcus
saprophyticus. Las colonias de S. aureus son doradas
debido a los pigmentos carotenoides que se forman durante
su crecimiento, de ahi el nombre de la especie. Ilgualmente,
representa la Unica especie colonizadora del ser humano
gue produce la enzima coagulasa. Cuando se suspende una
colonia de S. aureus en un tubo con plasma, la coagulasa
se une a un factor sérico y el complejo convierte el
florindbgeno en fibrina, lo que da lugar a un coagulo. Dado
gue las restantes especies estafilocécicas carecen de la

capacidad de producir coagulasa, son conocidas

32



colectivamente como estafilococos coagulasa negativos

(GARCIA, 1996).

2.3.2.1. Patogenia e inmunidad

La patologia  de las infecciones
estafilococicas depende de la produccion de
proteinas de superficie que intervienen en la
adhesion de las bacterias a los tejidos del
organismo anfitrion y la fabricacion de proteinas
extracelulares, como toxinas especificas y enzimas
hidroliticas. La expresion de los genes que
codifican exoproteinas se encuentra controlada
fundamentalmente por un regulador global, agr, el
cual estd controlado, a su vez, por factores
ambientales, la densidad celular y la disponibilidad

de energia (GARCIA, 1996).
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2.3.2.2. Toxinas estafiloc6cicas

S. aureus produce un gran numero de
factores de virulencia, entre los que figuran cinco
toxinas citoliticas (alfa, beta, delta, gamma vy
leucocidina de Panton-Valentine P-V), dos toxinas
exfoliativas (A y B), ocho enterotoxinas (A a E, G a
) y la toxina-1 del sindrome del shock toxico

(TSST-1) (GARCIA, 1996).

a) Toxina alfa

La toxina alfa (a), la cual puede estar
codificada tanto en el cromosoma bacteriano
como en un plasmido, es un polipéptido de
33,000 Daltons producido por la mayoria de
cepas de S. aureus que causan enfermedad
en el ser humano. La toxina altera el musculo
liso de los vasos sanguineos y es toxica para
muchas células, como hematies, leucocitos,

hepatocitos y plaquetas (WILLS, 2000).
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b) Toxina beta

La toxina beta (B), conocida también
como esfingomielinasa C es una proteina
termolébil de 35000 Daltons producida por la
mayoria de las cepas de S. aureus que
provocan enfermedad en el ser humano y los
animales. En el ser humano no se ha
demostrado aun la funcion de la toxina J,
aunque se cree que es responsable, junto con
la toxina a, de la destruccion tisular y la
formacion de los abscesos caracteristicos de la

enfermedad estafilococica (SALDANA, 1992).

Toxina delta

La toxina delta (&) es un polipéptido de
3000 Daltons producido por casi todas las
cepas de S. aureus y la mayoria de las
restantes especies estafilocécicas (por ejemplo

S. epidermidis, S. haemolyticus). La toxina
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d)

tiene un amplio espectro de actividad citolitica,
afecta a los hematies, muchas otras células de
los mamiferos y las estructuras de las

membranas intracelulares (SCHTER, 2001).

Toxina gamma y leucocidina de Panton-

Valentine

La toxina gamma (y) (fabricada por la
mayoria de las cepas de S. aureus) y la
leucocidina P-V (elaborada por <5% de las
cepas de esta especie) son toxinas formadas
por dos componentes que constan de dos
cadenas de polipéptidos: el componente S
(proteinas de elucidén lenta) y el componente F
(proteinas de elucion rapida). Las bacterias que
producen ambas toxinas codifican todas estas
proteinas y podrian producir seis toxinas
distintas. Estas seis toxinas pueden lisar los
neutréfilos y los macrofagos, y la actividad

hemolitica mas intensa (SCHTER, 2001).
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e) Toxinas exfoliativas

f)

El sindrome de Ila piel escaldada
estafilocécica (SPEE), un espectro de
enfermedades que se caracteriza por dermatitis
exfoliativa, esta mediado por toxinas
exfoliativas. La prevalencia de la produccion de
toxina en las cepas de S. aureus varia en
funcidbn de la distribucion geografica, pero
generalmente se encuentra entre menos de un
5% y un 10%. Se han identificado dos formas
distintas de toxina exfoliativa (ETA y ETB)

(GARCIA, 1996).

Enterotoxinas

Se han identificado ocho tipos de
enterotoxinas estafilococicas (A alaE; Galal)
y tres subtipos de la enterotoxina C. Las
enterotoxinas son estables a 100 °C durante 30

minutos y resistentes a la hidrolisis de las
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enzimas gastricas y yeyunales. Por ello,
cuando un alimento se ha contaminado por
estafilococos productores de enterotoxinas y se
han producido las toxinas, el hecho de volver a
calentar ligeramente la comida o la exposicion
a los acidos gastricos carecen de capacidad
protectora frente a la accion de estos
compuestos. Estas toxinas son producidas por
una proporcion de cepas de S. aureus
comprendida entre el 30 y el 50%. La
enterotoxina A es la toxina que se asocia con
mayor frecuencia a la enfermedad. Las
enterotoxinas C y D se encuentran en los
productos lacteos contaminados, y la
enterotoxina B produce colitis
seudomembranosa estafilococica. Se conoce
en menor medida la prevalencia de las
restantes toxinas. Se ignora cual es el
mecanismo exacto de accién de la toxina, ya
gue no se dispone de ningun modelo animal

adecuado (KONEMAN, 1992).
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g) Toxina-1 del sindrome del shock toxico

(TSST-1)

La TSST-1, antes conocida como
exotoxina pirogénica C y enterotoxina F, es una
exotoxina termoestable y resistente a la
protedlisis de 22 000 Daltons y codificada
por un gen cromosOmico. Se estima que el
90% de las cepas de S. aureus causantes del
sindrome del shock téxico (SST) asociado a la
menstruacion y la mitad de las cepas
causantes de otras formas de SST producen
TSST-1. La muerte de las pacientes aquejadas
de SST se produce como consecuencia de un
shock hipovolémico que origina insuficiencia

multiorganica (KONEMAN, 1992).
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2.3.2.3. Enzimas estafilocécicas

a) Coagulasa

Las cepas de S. aureus poseen dos
formas de coagulasa: ligada y libre. La
coagulasa que se une a la pared del
estafilococo puede convertir directamente el
fibrindgeno en fibrina insoluble para forzar la
agregacion de los estafilococos. La coagulasa
libre logra el mismo resultado al reaccionar con
un factor del plasma (una globulina, factor que
reacciona con la coagulasa) para originar una
estafilotrombina, un factor semejante a la
trombina. Este factor cataliza la conversion del
fibrindgeno en fibrina insoluble. El papel de la
coagulasa en la patogenia de la enfermedad es
especulativo, pero la coagulasa puede provocar
la formacion de una capa de fibrina alrededor
del absceso estafilococico, de forma que la

infeccion guede localizada y los
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b)

microorganismos estén protegidos de la

fagocitosis (GARCIA, 1996).

Catalasa

El peroxido de hidrogeno se puede
acumular durante el metabolismo bacteriano o
con posterioridad a la fagocitosis. Todos los
estafilococos producen catalasa, la cual
cataliza la conversion del peréxido de

hidrogeno en agua y oxigeno (GARCIA, 1996).

Hialuronidasa

La hialuronidasa hidroliza los &cidos
hialurénicos, los mucopolisacaridos acidos que
se encuentran en la matriz acelular del tejido
conectivo. La enzima favorece la diseminacion
de S. aureus en los tejidos. Mas del 90% de
las cepas de S. aureus es capaz de producir

esta enzima (KONEMAN, 1992).
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d) Fibrinolisina

Practicamente todas las cepas de S.
aureus fabrican fibrinolisina, conocida también
como estafilocinasa, la cual puede disolver los
coagulos de fibrina. La estafilocinasa es
diferente de las enzimas fibrinoliticas
producidas por los estreptococos (MURRAY,

2002).

Lipasas

Todas las cepas de S. aureus y mas del
30% de las cepas de Staphylococcus
coagulasa negativos producen diferentes
lipasas. Como indica su nombre, estas enzimas
hidrolizan los lipidos, una funcién esencial para
garantizar la supervivencia de los estafilococos
en las zonas sebaceas del organismo. Se cree
que la presencia de estas enzimas es

necesaria para que los estafilococos puedan
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f)

g)

invadir los tejidos cutaneos y subcutaneos, y
para el desarrollo de infecciones cutaneas
superficiales  (por  ejemplo,  forunculos,

carbunco) (KONEMAN, 1992).

Nucleasa

La nucleasa termoestable es otro
marcador de S. aureus, si bien otras especies
también producen esta enzima. Se desconoce
la funcion de esta enzima en la patogenia de la

infeccion (KONEMAN, 1992).

Penicilinasa

Mas del 90% de los estafilococos
aislados eran sensibles a la penicilina en 1,941,
el aflo en que el antibiético se usé en clinica
por primera vez. Los microorganismos
desarrollaron con rapidez resistencia a la

penicilina por su produccidn de penicilinasa (B-
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lactamasa). La amplia distribucion de esta
enzima se asegurd por la presencia en

plasmidos transmisibles (KONEMAN, 1992).

2.3.2.4. Epidemiologia

Los estafilococos son ubicuos. Todas las
personas portan estafilococos coagulasa negativos
en la piel, y es frecuente la colonizacion transitoria
de los pliegues cutaneos humedos con S. aureus.
En los neonatos se observa con frecuencia la
colonizacion del ombligo, la piel y la region perianal

por S. aureus.

S. aureus Yy los estafilococos coagulasa
negativos se encuentran, igualmente, en
bucofaringe, aparato digestivo y sistema
genitourinario. El estado de portador permanente o
temporal de S. aureus en nifios, mayores y adultos
es mas frecuente en la nasofaringe que en la

bucofaringe. Aproximadamente el 15% de los
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adultos sanos son portadores permanentes de S.
aureus en la nasofaringe, aunque se ha descrito
una incidencia mas elevada en los pacientes
hospitalizados, el personal sanitario, los sujetos
aguejados de enfermedades eccematosas de la
piel y aquellos que utilizan frecuentemente agujas,
ya sea de forma ilegal (por ejemplo
drogodependientes) o por motivos meédicos (por
ejemplo con diabetes insulino-dependiente, sujetos
gque se vacunan frente a la alergia o que se
someten a hemodidlisis). La adherencia de estos
microorganismos al epitelio mucoso esta regulada
por las adhesinas estafllocécicas de superficie

celular.

La diseminacion de bacterias es frecuente y
la responsable de muchas de las infecciones
adquiridas en el hospital como consecuencia de la
presencia de los estafilococos en la piel y en la
nasofaringe. Los estafilococos son sensibles a las

temperaturas elevadas, asi como a los
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2.3.2.5.

desinfectantes y las soluciones antisépticas; sin
embargo, los microorganismos pueden sobrevivir
en las superficies secas durante periodos de
tiempo prolongados. Estas bacterias se pueden
transferir a una persona vulnerable por contacto
directo o a través de fomites (ropa contaminada,
sabanas). Debido a ello, el personal sanitario debe
utilizar técnicas adecuadas de lavado de manos
para evitar la transmision de estafilococos a sus
pacientes o0 entre los propios pacientes

(KONEMAN, 1992).

Staphylococcus aureus

S. aureus causa enfermedad mediante la
produccion de toxina o a través de la invasion
directa y la destruccion del tejido. Las
manifestaciones clinicas de algunas enfermedades
estafilococicas se deben casi exclusivamente a la
actividad de Ila toxina (por ejemplo, SPEE,

intoxicacion alimentaria estafilococica y SST),
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mientras que otras afecciones son con secuencia
de la proliferacién de los microorganismos, la cual
da lugar a la formacién de abscesos y la
destruccion tisular (por ejemplo infecciones
cutdneas, endocarditis, neumonia, empiema
osteomielitis y artritis séptica). La produccion de
enfermedad en presencia de un cuerpo extrafo
(por ejemplo, astilla, catéter, anastomosis, protesis
valvular o articular) requiere un numero
significativamente menor de estafilococos. Del
mismo modo, los pacientes con alteraciones
congénitas asociadas a defectos en la quimiotaxis
o la respuesta fagocitica (como el sindrome de Job-
Buckley, el sindrome de Wiskott Aldrich o la
enfermedad granulomatosa crdnica) son mas
vulnerables a las enfermedades estafilocécicas

(MURRAY, 2002).
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a) Sindrome de la piel escaldada estafiloc6cica

(SPEE)

En el afio 1878, Gottfried Ritter von
Rittershain describié 297 lactantes menores de
un mes que presentaban una enfermedad
exfoliativa ampollosa. La enfermedad descrita
por este investigador, conocida ahora como
enfermedad de Ritter o SPEE, se caracteriza
por el inicio brusco de un eritema peribucal
localizado (enrojecimiento e inflamacion
alrededor de la lineal que se extiende por todo
el organismo a lo largo de los 2 dias siguientes.
Una ligera presion desprende la piel (signo de
Nikolsky positivo), y poco después se forman
grandes am-pollas y vesiculas cutaneas que se
siguen de descamacion epitelial. Las ampollas
contienen un liquido claro, pero no
microorganismos ni leucocitos, un hallazgo
compatible con la asociacién de la enfermedad

con una toxina bacteriana. El epitelio recupera
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b)

su estructura en un plazo comprendido entre 7
y 10 dias, cuando aparecen los anticuerpos
protectores. No se forman cicatrices debido a
que la necrosis afecta solamente a la capa
superior de la epidermis. A pesar de tratarse de
una enfermedad fundamentalmente de
neonatos y niflos pequefios, la tasa de
mortalidad es baja. Cuando se produce, la
muerte suele deberse a una infeccidn
bacteriana secundaria de las zonas de piel

afectadas (MURRAY, 2002).

Intoxicacion alimentaria estafilococica

La intoxicacion alimentaria
estafilococica, una de las enfermedades mas
frecuentes transmitidas por los alimentos,
representa una intoxicacion en mayor medida
gue una infeccién. La enfermedad se debe a la
acciéon de una toxina bacteriana presente en los

alimentos mas que al efecto directo de los
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microorganismos en el paciente. Los alimentos
gue se contaminan con mayor frecuencia son
las carnes elaboradas, como el jamén y el
cerdo curados con sal, los bollos rellenos de
crema, la ensalada de patatas y los helados. El
crecimiento de S. aureus en las carnes
curadas con sal se corresponde con su
capacidad de proliferar en presencia de
concentraciones elevadas de sal. A diferencia
de lo que ocurre con muchas otras formas de
intoxicacion alimentaria, en las que el
reservorio animal desempefia una relevante
funcion, la intoxicacion alimentaria
estafilococica es consecuencia de la
contaminacion de los alimentos por un portador
humano. Aunque la contaminacion se puede
evitar al impedir que los sujetos con
enfermedades estafilococicas cutaneas
evidentes preparen los comidas,
aproximadamente la mitad de las infecciones

procede de portadores con colonizacion
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asintomatica de la nasofaringe. Cuando los
estafilococos se han introducido en los
alimentos (a través de un estornudo o una
mano contaminada), estos deben permanecer
a temperatura ambiente o mas elevada para
que los microorganismos crezcan Yy liberen la
toxina. Los alimentos contaminados no
presentan un aspecto ni un sabor
desagradables. El calentamiento posterior de
los alimentos ayuda a la destruccion de las
bacterias, pero no inactiva las toxinas

termoestables (MURRAY, 2002).

El inicio de la enfermedad es abrupto y
rapido, con un periodo medio de incubacién de
4 horas tras la ingestion de la comida, lo que
también corresponde a una enfermedad
producida por una toxina preformada. Los
estafilococos ingeridos no producen moléculas
adicionales de la toxina, por lo que la evolucién

de la enfermedad es rapida y sus sintomas
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duran generalmente menos de 24 horas. La
intoxicacion  alimentaria  estafilocécica se
caracteriza por la aparicion de vomitos
importantes, diarrea, dolor abdominal vy
nauseas. Se ha descrito la presencia de
sudoracién y cefalea, pero no de fiebre. La
diarrea es acuosa y no sanguinolenta, y puede
producirse deshidratacion como consecuencia

de la importante pérdida de liquidos.

Los microorganismos productores de
toxinas se pueden cultivar a partir de los
alimentos contaminados cuando el proceso de
preparacion de los mismos no haya sido capaz

de destruirlos (KONEMAN, 1992).

Los anticuerpos capaces de neutralizar
la toxina pueden conferir proteccion y existe
una limitada reactividad cruzada entre las
diferentes enterotoxinas. Sin embargo, la

inmunidad es de corta duracion, y pueden
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darse episodios posteriores de intoxicacion
alimentaria estafilocécica, fundamentalmente
por enterotoxinas diferentes desde el punto de

vista seroldgico.

Sindrome del shock toxico (SST)

El primer brote del SST se produjo en
Australia en el afio 1928, donde la enfermedad
se desarroll6 en 21 nifios, 12 de los cuales
fallecieron tras haber recibido una vacuna
contaminada con S. aureus. Transcurridos 50
afios desde este episodio, J. K. Todd describio
el llamado sindrome del shock toxico en 7
nifos con enfermedad sistémica, y en el verano
de 1,980 se publicaron los primeros casos de
SST en mujeres menstruantes. Estos datos se
siguieron de un aumento espectacular de la
incidencia de SST, fundamentalmente en
mujeres. Posteriormente se descubrié que las

cepas de S. aureus productoras de TSST-1 se
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podian multiplicar rapidamente en los
tampones super absorbentes y liberar la toxina.
Después de la retirada de estos tampones, la
incidencia de la enfermedad,
fundamentalmente en las mujeres
menstruantes, descendié rapidamente. En la
actualidad, se estima que se producen
alrededor de 6,000 casos de SST al afio en
EE.UU. Aunque en un principio se describio
que los estafilococos coagulasa negativos
podian originar este sindrome, en la actualidad
se cree que la entidad se restringe a S. aureus

(MURRAY, 2002).

Esta enfermedad se inicia con el
crecimiento localizado de las cepas de S.
aureus productoras de la toxina en la vagina o
la herida, seguida de la liberacién de la toxina
en la sangre. La produccién de la toxina

impone una atmoésfera aerobia y un pH neutro.
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d) Infecciones cutéaneas

Dentro de las infecciones estafilococicas
piogénicas localizadas figuran el impétigo, la
foliculitis, los forinculos y el carmineo. El
impétigo, una infeccion superficial que afecta
sobre todo a nifios pequefios, se produce
fundamentalmente en Ila cara y las
extremidades. Inicialmente se observa una
pequefia macula (una mancha roja aplanada), y
luego se desarrolla una pustula (vesicula llena
de pus) sobre una base eritematosa. Se forma

una costra después de la rotura de la pustula.

Es frecuente la existencia de mudltiples
vesiculas en distintas fases de desarrollo como
consecuencia de la extension secundaria de la
infeccion a zonas adyacentes de la piel. El
impétigo se debe generalmente a la infeccion

por S. aureus, aunque estreptococos del grupo
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A, de manera independiente o en combinacion

con S. aureus, originan un 20% de los casos.

La foliculitis es una infeccion pidgena de
los foliculos pilosos. La base del foliculo esta
elevada y enrojecida, y hay una pequefia
acumulacion de pus bajo la superficie de la
epidermis. Cuando afecta a la base de los
parpados se conoce como orzuelo. Los
foranculos, una extension de la foliculitis, son
nodulos elevados, dolorosos y grandes por
debajo de los cuales se acumula tejido
necrotico. Pueden drenar de forma espontanea
o después de una incisibn quirlrgica

(MURRAY, 2002).

El carbunco aparece cuando los
forinculos coalescen y se extienden hasta el
tejido subcutdneo mas profundo. Suele estar
presente un numero elevado de fistulas. A

diferencia de los pacientes con foliculitis y
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forGnculos, los pacientes con carbunco
presentan escalofrios y fiebre, lo que indica una
extension sistémica a otros tejidos a traves de
una bacteriemia estafilocécica (MURRAY,

2002).

Las infecciones estafilococicas de las
heridas pueden tener lugar con posterioridad a
una intervencién quirdrgica o a un traumatismo
como consecuencia de la introduccion en la
herida de microorganismos que colonizan la
piel. Por lo general, los estafilococos no son
capaces de producir infeccion en un individuo
inmunocompetente a no ser que exista un
cuerpo extrafio en la herida (por ejemplo,
grapas, astillas, suciedad). Las infecciones se
caracterizan por la presencia de edema,
eritema, dolor y acumulacién de material
purulento. La infeccion se puede controlar
facilmente mediante la apertura de nuevo de la

herida, la extraccion del cuerpo extrafio y el
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drenaje del material purulento. El tratamiento
antibiético especifico frente a S. aureus esta
indicado cuando se observen signos como
fiebre o malestar general, o la herida no mejora
después del tratamiento local (MURRAY,

2002).

Bacteriemia y endocarditis

S. aureus es una causa frecuente de
bacteriemia. Aunque las bacteriemias
producidas por la mayor parte de los
microorganismos tienen su origen en un foco
identificable de infeccion, como una infeccion
pulmonar, del aparato genitourinario o el
aparato digestivo, no se conocen los focos
iniciales de la infeccion en aproximadamente
un tercio de los pacientes afectados por una
bacteriemia por S. aureus. Lo mas probable es
gue la infeccién se extienda a la sangre a partir

de una infeccién cutanea de aspecto inocuo.
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Mas del 50% de los casos de bacteriemia por
S. aureus se adquieren en el hospital después
de wuna intervencion quirdrgica, 0 como
consecuencia del uso continuado de un catéter
intravascular contaminado. Las bacteriemias
por S. aureus, y en especial los episodios
prolongados, se asocian a la diseminacion a

otras partes del organismo, como el corazon.

La endocarditis aguda producida por S.
aureus constituye una enfermedad grave con
una tasa de mortalidad de aproximadamente el
50%. Aunque los pacientes aquejados de
endocarditis por S. aureus pueden mostrar
inicialmente sintomas inespecificos de tipo
gripal, su situacion se puede deteriorar
rapidamente con alteracion del gasto cardiaco
e indicios de embolizaciones sépticas

periféricas (GARCIA, 1996).
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f) Neumoniay empiema

La enfermedad respiratoria por S.
aureus se puede producir después de la
aspiracion de secreciones bucales o la
diseminacion hematogena del microorganismo
desde un foco alejado. La neumonia por
aspiracion se observa fundamentalmente en los
sujetos muy jovenes, los ancianos y los
pacientes aquejados de fibrosis quistica, gripe,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica o
bronquiectasias. Las presentaciones clinicas y
radiolégicas de la neumonia no son
caracteristicas. EI examen radiologico pone de
manifiesto la presencia de infiltrados
parcheados con consolidacion o abscesos, los
cuales se deben a la capacidad de secrecion
de toxinas y enzimas citotoxicas y de formar
abscesos localizados por parte  del
microorganismo. La neumonia de diseminacion

hematdgena es frecuente en pacientes con

60



bacteriemia o endocarditis. En los dltimos afios
se ha descrito una forma grave de neumonia
necrosante adquirida en la comunidad con
hemoptisis masiva, shock séptico y una
elevada tasa de mortalidad. La leucocidina P-V
presente en las cepas causantes de esta
entidad podria constituir un destacado factor de
virulencia. A pesar de que esta enfermedad se
ha relacionado mas a menudo con nifios y
adultos jovenes, no se limita a estos grupos de

edades (KONEMAN, 1992).

El empiema afecta al 10% de Ilos
pacientes con neumonia, y S. aureus es el
agente etioldgico en un tercio de los casos. En
algunos casos resulta dificil llevar a cabo el
drenaje del material purulento debido a que los
microorganismos se pueden consolidar en

areas loculadas aisladas (GARCIA, 1996).
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g) Osteomielitis y artritis séptica

La osteomielitis por S. aureus puede
derivar de la diseminacién hematdgena en el
hueso, 0 puede constituir una infeccion
secundaria como consecuencia de un
traumatismo o bien de la extension de una
infeccion desde una zona adyacente. La
diseminacién hematdgena en los nifios procede
generalmente de una infeccidbn cutanea
estafilococica, y suele afectar a las metafisis de
los huesos largos, una zona de crecimiento
0seo0 muy Vvascularizada. Esta infeccion se
caracteriza por la presencia de dolor de inicio
brusco en la zona 6sea afectada y de fiebre

elevada.

La osteomielitis hematégena que se
observa en los adultos aparece habitualmente
en forma de osteomielitis vertebral, y rara vez

en forma de infeccion de los huesos largos. El
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sintoma inicial es un intenso dolor de espalda
con fiebre. La evidencia radioldgica de
osteomielitis en nifios y adultos no se observa
hasta 2 6 3 semanas después del comienzo de

los sintomas.

S. aureus es la principal causa de artritis
séptica en niflos pequefios y adultos que
reciben inyecciones intraarticulares 0
portadores de articulaciones con anomalias
mecanicas. La afectacion secundaria de
multiples articulaciones indica la diseminacion
hematogena desde un foco localizado. S.
aureus se ve sustituido por Neisseria
gonorrhoeae como la causa mas frecuente de
artritis séptica en personas sexualmente
activas. La artritis estafilococica se caracteriza
por una articulacién dolorosa y eritematosa de
la que se obtiene material purulento por
aspiracion. La infeccion se demuestra en las

grandes articulaciones (por ejemplo, hombro,
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rodilla, cadera, codo). El pronéstico en nifios es
excelente, mientras que en adultos depende de
la naturaleza de la enfermedad subyacente y
de las complicaciones infecciosas secundarias

(MURRAY, 2002).

2.3.3. Salmonella

El género salmonela pertenece a la familia
enterobacteriaceae. Siendo fiel a su nombre, esta familia se
compone de bacterias que se multiplican en el intestino,
siendo varios los géneros de enterobacteriaceae que incluye

especies patdégenas.

Al igual que todos los géneros de enterobacteriaceae,
salmonella esta formado por bacterias gram negativas
flageladas y de forma bacilar. Las salmonelas son
microorganismos anaerobios facultativos, presentando las
dos rutas metabdlicas, la oxidativa y la fermentativa. Son
oxidasa negativos, fermentan la glucosa generando acido y

gas, crecen en citrato como uUnica fuente de energia, de
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carboxilan la lisina y la ornitina suele producir sulfuro de
hidrogeno y no hidroliza la urea .Una de las caracteristicas
de este género es que la mayor parte de sus integrantes no

pueden fermentar lactosa ni la sacarosa (AHMEDE, 2006).

Hasta el momento se distinguen las siguientes
especies: Salmonella bongori, Salmonella choleraesuis,
Salmonella enterica, Salmonella enteritidis, Salmonella
nyanza, Salmonella paratyphi, Salmonella typhi,
Salmonella typhimurium, Salmonella virginia.

De las anteriores, S typhi, S choleraesuis y S enteritidis,
son las especies que hasta el momento se reconocen como
patdgenas a su vez, segun la serotipificacion de Kauffman y
White, eran clasificadas en mas de 2.200 serotipos en base
a los antigenos flagelares H (proteicos) y antigenos
somaticos O (fraccién polisacarida del lipopolosacarido
bacilar). S. typhi posee ademas un antigeno de virulencia.
Salmonella spp es un microorganismo que se adapta muy
bien a los animales y a las personas. Cuando llega a los
alimentos es capaz de multiplicarse en cualquier producto

fresco a una velocidad muy elevada, ya que puede duplicar
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su numero cada 15 6 20 minutos si la temperatura es
elevada (superior a 20° C). Si los alimentos no se refrigeran
rapidamente y a baja temperatura (el limite de crecimiento
esta en 6° C) el microorganismo se multiplica, con el
consiguiente riesgo para los consumidores. Sin embargo,
posee una escasa capacidad de multiplicacion si no existe

oxigeno.

2.3.3.1. Patogenia e inmunidad

Salmonella es ingerida, ingresa al estbmago,
se protege de los acidos del estomago y el pH
acido gracias a un gen de respuesta de tolerancia a
los acidos (ATR), llega al intestino delgado, se
localiza en las placas de peyer mediante fimbrias,
especificas de cada especie, se adhiere a las cel M
gracias al sistema de secrecion tipo Il (SPI-1),
factor de virulencia de las enterobacterias, invade
especificamente las cel M (micropliegues) de la
mucosa intestinal, estas células transportan

antigenos de cuerpos extrafios a los macrofagos
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subyacentes para su eliminacién, el sistema de
secrecion SPI-1 introduce proteinas de invasion
secretadas por la bacteria a las cel M, dando lugar
a reorganizacion de la actina de las cel del
organismo anfitrion con la consiguiente ondulacion
en la membrana, estas membranas onduladas
rodean y engullen a las salmonelas inicia su
replicacion intracelular en el fagosoma, la cel
anfitriona se destruye y la salmonella se extiende a
cel epiteliales subyacentes y al tejido linfoide, la
respuesta inflamatoria limita la infeccion al aparato
digestivo, liberacién de prostaglandinas y estimula

secrecion de AMPc y liquidos.

Salmonella entra por la via fecal-oral que al
sobrevivir en el ambiente acido del estbmago son
capaces de colonizar varios sitios incluyendo el
intestino delgado, colon y ciego. La adherencia
intestinal esta mediada por fimbrias o pili presentes
en la superficie celular de las bacterias. Hay

muchos tipos de fimbrias asociada con Salmonella
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gue pueden jugar un papel en la colonizacion

incluyendo:

a)

b)

Fimbrias tipo 1 (FIM)

Especifica a-D-manosa receptores en la
superficie de mdaltiples tipos de células.
Fimbrias de tipo 1 se compone de siete genes
(imAICDHF). La subunidad estructural
importante FIMA, y FimH es la subunidad que
interactda con los receptores de superficie de la
célula huésped para facilitar la fijacion Las
diferencias en la secuencia genética de FimH y
fimA probablemente, desempefian un papel en
el tropismo de la célula huésped demostrada

por algunos patdgenos

Fimbrias largas polar (LPF)
LPF se une a la superficie de las placas

de Peyery las células M
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c) Agregado fino o fimbrias curli y intestino

delgado

d) Plasmidos

Codifican las fimbrias (PEF). , FEM se

une a las vellosidades del intestino

Salmonella ha desarrollado  medidas
complejas para invadir las células huésped
después de la insercion epitelial. Tras la interaccion
con las células huésped, la Salmonella puede
expresar un sistema de secrecion tipo Il (T3SS), lo

gue facilita la absorcion del endotelio y la invasion.

La proteina reguladora importante es T3SS
Hila, cuya expresion esta mediada por una serie de
factores ambientales importantes para la

supervivencia celular (MURRAY, 2002)
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2.3.3.2. Salmonella typhi

Al ser los seres humanos los Unicos
huéspedes de este tipo de salmonellas, la fuente
de nuevas infecciones son los enfermos, los
enfermos convalecientes (durante tres meses
aproximadamente) y los portadores sanos cronicos
(2% de las personas que han pasado la
enfermedad, mas frecuente en mujeres con

colelitiasis).

La via de transmision es la fecal-oral, a
través de aguas contaminadas no higienizadas,
alimentos manipulados por portadores, ingestion de
crustaceos contaminados o vegetales regados con
aguas contaminadas. Todas estas circunstancias
hacen que en el momento actual el diagnéstico de
casos de fiebre tifoidea en nuestro entorno
(Europa), donde se llevan a la practica medidas
sociosanitarias adecuadas, sea excepcional, y los

casos que se ven corresponden a personas que
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han viajado a zonas endémicas (Africa, Sudeste

Asiatico, América Latina) o que proceden de ellas.

Una vez que la persona ingiere salmonellas
el desarrollo de la enfermedad va a depender
fundamentalmente de la cantidad de
microorganismos ingeridos (in6culo), de su
virulencia y de factores dependientes del huésped.
Las cepas Vi negativas son menos infecciosas y

virulentas que las cepas Vi positivas.

Se precisa, por término medio, un indculo
superior al millon de gérmenes. La acidez gastrica
es una barrera natural importante, siendo factores
predisponentes aquellas circunstancias que
modifican el pH gastrico, como aclorhidria,
vagotomia, gastrectomia o la toma de farmacos

gue lo modifican.

Una vez superada la barrera géstrica las

salmonellas pasan al intestino delgado, donde
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encuentran un medio mas idéneo, més aun si hay
una alteracion de la flora intestinal normal por el
uso previo de antibioterapia. Se adhieren a
receptores especificos de las vellosidades
intestinales, atraviesan la mucosa, alcanzan los
linfaticos de las placas de Peyer donde se
multiplican, pasando a la sangre donde son
atrapadas por fagocitos y macrofagos del sistema
reticuloendotelial, acumulandose en los 6&rganos
ricos en él como son higado, el bazo y la médula
O0sea. Finalmente vuelven a pasar al intestino y a la
vesicula biliar. Las placas de Peyer se muestran
tumefactas pudiéndose ulcerar la mucosa intestinal
pasada la primera semana Yy originar una
hemorragia o la perforacién, las dos

complicaciones mas graves del cuadro.

La curacion de la enfermedad depende del
establecimiento de una eficaz inmunidad celular del
huésped por parte de los linfocitos T activados.

Pacientes con trastornos de su inmunidad, sobre
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todo celular, como ocurre en los pacientes
infectados por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) o en los pacientes oncoldgicos
presentan mayor susceptibilidad y desarrollan

procesos mas graves (GARCIA, 1996).

Manifestaciones clinicas:

Por haber sido una patologia muy prevalente en
nuestro medio en décadas anteriores, las
generaciones de clinicos que nos han precedido,
con menos medios diagndsticos que nosotros,
hicieron un esfuerzo encomiable por buscar
matices clinicos especificos que ayudaran al
diagnostico de la enfermedad, dejandonos bellos y
minuciosos tratados, pero poco practicos ya que en
la mayoria de las ocasiones la enfermedad se
presenta como un cuadro sistémico caracterizado
por fiebre y malestar general indistinguible del

comienzo de otras enfermedades habituales en
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b)

nuestro medio de etiologia infecciosa, tumoral o

autoinmune.

El periodo de incubacion suele ser variable,
entre 2 y 3 semanas, el comienzo insidioso y los
sintomas predominantes son fiebre de intensidad
variable, cefalea, diarrea, estreflimiento, tos,
nauseas y vomitos, anorexia, dolor abdominal y

escalofrios (KONEMAN, 1992).

Complicaciones

Son muy raras de ver en el momento actual,
sobre todo en el paciente correctamente
diagnosticado y tratado. Las mas graves Yy
frecuentes y por tanto las que mas tenemos que
vigilar suelen aparecer a partir de los 10 dias de
evolucion y son la hemorragia y la perforacion
intestinal. Es excepcional la presentacion en forma
de neumonia, meningitis, espondilitis, endocarditis,

abscesos u otras localizaciones, asi como la
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presentacion de shock endotoxinico tras la
instauracion de antibioterapia. Como complicacion
también se puede considerar el estado de portador
cronico, definido como la presencia de Salmonella
typhi en las heces o en la orina durante mas de un

afo (KONEMAN, 1992).

Diagnostico

Aunque la clinica y los antecedentes
epidemioldgicos nos son utiles, el diagnostico se
basa en el aislamiento de la Salmonella typhi,
fundamentalmente en los hemocultivos que suelen
ser positivos en la primera semana en el 90% de
los casos, perdiendo sensibilidad con el paso de los

dias (50% en la tercera semana).

El coprocultivo y el urocultivo suelen ser

negativos en la primera semana y terminan siendo

positivos en el 75% de los casos en la tercera
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semana. En el caso de un portador crénico el

coprocultivo positivo puede inducir a error.

También se puede aislar el microorganismo
en la médula 6sea (permite el aislamiento del
germen al comienzo de la enfermedad, incluso en
aquellos que han recibido antibidticos) y en

lesiones de la piel (ros€ola).

El diagnostico seroldgico cada vez se utiliza
menos por su baja sensibilidad y especificidad.
Puede ser util en aquellos pacientes en los que se
sospecha la enfermedad y que han tomado
antibidticos antes de la toma de hemocultivos
siendo éstos negativos. Titulos de anticuerpos tipo
Ilg M anti-O superiores a 1/640 o aumento de
valores de titulos basales en 4 0 mas veces tienen

valor diagndstico (KONEMAN, 1992).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Material biolégico

e Staphylococcus aureus ATCC 6538

e Salmonellatyphi ATCC 19430

3.1.2. Material de vidrio

e Tubos de ensayo con tapa rosca de 15 x 125 mm

e Tubos de ensayo de 13 x100 mm y 40 de 15 x 125 mm
e Balones de vidrio de 100, 250, 500 ml

e Placas Petri de 10 X100 mm

e Matraces de 500 ml

e Matraces de 250 ml

e Matraces de 100 ml.

e Pipetasde 1 ml

e Pipetas de 5 ml

e Pipetas de 10 ml.
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e Vasos precipitados de 200 ml.

e Frasco de vidrio color &mbar de 100 ml capacidad.
e Frascos de vidrio de 500 ml capacidad.

e Probeta de 100 ml

e Mortero de porcelana

3.1.3. Material de metal y otros

e Pinzas, tijeras

e Hojas de bisturi

e Espatula

e Papel aluminio

e Bombillas de absorcion
e Discos de papel para cultivo
e Asade Kolle

e Asa de Drigalski

e Gradillas

e Papel kraft

e Mascarilla

e Guantes quirargicos

e Guardapolvo
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3.1.4.

3.1.5.

e Jeringa de tuberculina
e Algodon

e Pabilo

e Reglas milimetradas

e Marcadores

e Calculadora

Medios de cultivo y reactivos

e Caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI)
e Agar Mueller Hinton

e Caldo Mueller Hinton

e Dimetil Sulféxido 10% (DMSO).

e Agua destilada

e Alcohol de 70°

e Ron de quemar

Equipos

e Autoclave

e [Estufa
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e Incubadora

e Balanza analitica

e Equipo de destilacion

¢ Nefelémetro de Mc Farland
e Equipo de vértex.

e [Estereoscopio

e Contador de colonias

e Microscopio

e Camara fotografica

3.1.6. Lugar de experimentacion

El presente trabajo de investigacion se realizo en el

Laboratorio de Microbiologia en la Facultad de Ciencias de

la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann. El

experimento se llevo a cabo de mayo a julio del 2013.
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3.2. Métodos

3.2.1. Disefio experimental

Aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum Breyn

Disefio experimental con 12 tratamientos y 4

repeticiones por microorganismo teniendo asi un total de 96

unidades experimentales.

3.2.2. Variables

Variables independientes

e Concentracion del aceite esencial de Cinnamomum

zeylanicum Breyn (Canela).

Variables dependientes

e Efecto sobre el agente bacteriano ( S. aureus ATCC

6538, S. typhi ATCC 19430)
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3.2.3.

Controles

Como control negativo se utiliz6 el vehiculo liquido
dimetilsulféxido y como control positivo se empled cultivos

de Staphylococcus aureus y de Salmonella typhi

Recoleccion de Cinnamomum zeylanicum Breyn

(Canela).

La corteza de canela en estudio fue obtenida en una
comercializadora de especies y condimentos del mercado
mayorista “Grau”, comprando 1500 gramos de la muestra

para los fines de estudio.

La corteza fue recolectada verificando que no
presenten signos de enfermedades que interfieran en el
desarrollo de la tesis, y fueron almacenadas en bolsas de
papel Kraft para su traslado y conservacibn hasta su

posterior procesamiento.
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3.2.4. Extraccion y rendimiento del aceite esencial

a) Extraccion del aceite esencial

Las cortezas de canela fueron trozadas en tamafnos
mas pequefios para facilitar la extraccion, agrupandose
luego en muestras de 250 g las cuales fueron embolsadas
en papel kraft. La obtencion del aceite esencial de la corteza
se realiz6 por el método de destilacion por arrastre de vapor
de agua. El equipo de destilacion estuvo compuesto por un
sistema de doble balén, uno de los cuales contuvo agua
destilada (700 ml) y fue sometido a calor directo; mientras
gue en el segundo (Capacidad 1000 ml) contuvo 250 gramos
de la corteza de canela, el cual fue el que recibia los vapores
de agua, para que luego el vapor producido arrastre los
aceites esenciales hasta el refrigerante. Este cambio de
temperatura hace que el vapor se condense y se vuelva
nuevamente liquido (agua- aceite). El producto destilado se
recibid en un depdsito estéril y cerrado, observandose un
estado bifasico entre agua y aceite esencial, por la diferencia

de densidades. Y utilizando las pipetas Pasteur se separo el
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aceite esencial para luego almacenarse en un tubo de vidrio
con tapa rosca cerrado herméticamente y envuelto en papel
aluminio para proteger de la luz del ambiente. Los aceites
esenciales fueron almacenados a temperatura ambiente y

en oscuridad hasta su utilizacion.

Tabla 02: Caracteristicas organolépticas

Especie vegetal Cinnamomum zeylanicum

Breyn

Aspecto Liquido traslucido
Color Marrén
Olor Caracteristico

Sabor Picante

Fuente: Elaboracion propia

b) Determinacién de la densidad
Donde:
d= densidad (g/ml)
m= masa (g)
v=volumen (ml)

W= Peso probeta (g)
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W= Peso probeta con aceite (g)
Vol. Aceite= Volumen de aceite (ml)
Vol. aceite= 1ml.

W1= 16,2948 g.

W2= 17,1986 g.

d=m/v

1,0 mi

d= (17,1986 9. - 16,2948 g.)

1,0 mi

d =0,9038 g/ml = 903,8 mg/ml

c) Rendimiento del aceite esencial

Se determiné el porcentaje de rendimiento del
aceite esencial (% RAE) por el método de gravimetria-
volumeétrico, mediante el método de arrastre por vapor de
agua. A partir de 250 g de las cortezas de Cinamommun
Zeylanicum Breyn (canela) obteniendo un determinado

volumen (con cuatro destilaciones de un total de 1000g de
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muestra), lograndose obtener un rendimiento de 0,7 %,

aplicando la siguiente formula:

%RAE= Vol. p¢_(ml) x 100
W muestra (g)

Donde:
% RAE= Porcentaje de rendimiento del aceite
esencial
Vol. A.E.= Volumen del aceite esencial obtenido
W muestra = Peso de la muestra a destilar
% RAE=7 ml x 100

1000 (g)

% RAE=0,7 %

3.2.5. Cepas

3.2.5.1. Recoleccion

Se utiliz6 microorganismos patdgenos de

importancia clinica, proporcionada por el Ministerio

de Salud-Tacna (Minsa): Staphylococcus aureus

ATCC 6538 y Salmonella typhi ATCC 19430.
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3.2.6. Evaluacion de la actividad del aceite esencial de

Cinnamomum Zeylanicum Breyn

La actividad antibacteriana del aceite esencial se
evalud por el método de Kirby Bauer (difusién en disco)

(DURAFFOURD, 1983).

En el ensayo se usO volumenes de aceite esencial
puro (0,5 pl — 10 pl) para la determinacion de los halos de
inhibicion, con el fin de saber entre cuales concentraciones

se ubica el CMI.

Esta técnica estandarizada por la NCCLS (Nacional
Commite for Clinical Laboratory Standars), basada en el
método de Kirby Bauer, el cual se basa en que el compuesto
a estudiar se difunde por el medio de agar produciendo un
gradiente de concentracién, entonces si el compuesto es
efectivo contra el microorganismo a prueba se formara una
zona de inhibicion alrededor del disco embebido en el
compuesto. El tamafio de la zona proporciona indicios de la

relativa actividad de la sustancia.
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a) Preparacion de discos

En esta etapa se prepar6 discos de sensibilidad
de 6 mm de diametro (previamente esterilizados), los
discos de sensibilidad fueron embebidos con una
micropipeta de rango variable con volumenes de 0,5 pl,
1,0 pl, 2,0 yl, 3,0 yl, 4,0 yl, 5,0 pl, 6,0 pl, 7,0 pl, 8,0 yl,
9,0 wul, 10,0 I, 11,0 uyl de aceite esencial
respectivamente, teniendo un total de 96 discos que

correspondieron a 4 repeticiones.

La esterilizacion consistio en la desnaturalizacion
de los discos con antibioticos, que fueron colocados en
un vaso de precipitado (capacidad de 100 ml) con agua
destilada aprox. 80ml y llevados a la autoclave a una
presién de 20 Bar (121 °C) por 15 minutos. Se realiz6
una segunda repeticion para descartar cualquier resto de
antibiotico. Luego se desechoé el agua destilada del vaso
de precipitado y se coloco a la estufa para su secado a

170°C por 1 hora.
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Control negativo: Que consiste en un disco de
sensibilidad de antibi6tico desnaturalizado el cual estuvo
impregnado con agua destilada para asi descartar la

actividad antimicrobiana del mismo.

TABLA 03: Concentraciones de cada tratamiento

Aceite esencial de Cinnamomum Zeylanicum

Breyn puro
o . Volumen
N° Tratamiento ) (mg/mE)]
Tl 0,5 0,4519
T2 1,0 0,9038
T3 2,0 1,8076
T4 3,0 2,7114
T5 4,0 3,6152
T6 50 4,519
T7 6,0 5,4228
T8 7,0 6,3266
T9 8,0 7,2304
T10 9,0 8,1342
T11 10,0 9,038
T12 11,0 9,9418

Fuente: Elaboracion propia
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b) Preparacién del in6culo bacteriano de

Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Salmonella

typhi ATCC 19430

Las bacterias que se utilizaron en el trabajo se
cultivaron en tubos de agar nutritivo para su mantencion;
para luego ser activadas en Caldo Miueller Hilton e
incubadas por el lapso de 6 a 8 horas hasta llegar a una
concentracién de 1,5 x10® y comparada con el tubo 0,5

de la escala de Mac Farland.

Prueba de susceptibilidad: Método de difusiéon en

disco de susceptibilidad (Kirby — Bauer)

Se inocul6 la placa de agar Mueller Hinton,
utilizando la suspensién estandarizada de bacterias a
una concentracién de 1,5 x 10® (Tubo 0,5 de Mac
Farland). Se depositd6 100 pl del inoculo bacteriano
sobre la superficie del agar de cada placa
correspondientemente, mediante la técnica de

diseminacion hasta que el inéculo quede distribuido de
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modo homogéneo. Se dej6 secar durante 15 a 20
minutos a temperatura ambiente. Se procedié a utilizar
las diluciones del aceite esencial, luego se incorpor6 un
disco 6 mm de didmetro de papel Wathman N° 42
previamente esterilizados, los discos fueron embebidos
con 0,5 ul, 1,0 ul, 2,0 ul, 3,0 ul, 4,0 yl, 5,0 yl, 6,0 ul, 7,0
pl, 8,0 pl, 9,0 ul, 10,0 ul, 11,0 yl de aceite esencial
durante 1 hora para su mejor impregnacion. Cada disco
impregnado con el aceite esencial, fue tomado con una
pinza estéril y se coloco sobre la superficie del agar, se
presiond suavemente para asegurar el contacto con el

medio.

Las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas
para observar la presencia y el tamafio de los halos de
inhibicion sobre el crecimiento de los microorganismos
alrededor del diametro del disco. Para interpretar los
resultados se tomd como referencia las pautas dadas
por Duraffourd, 1983; donde sefiala como sensibilidad
limite de 9 a 14mm, sensibilidad media de 15 a 19mm y

sumamente sensible de 20 mm a mas.
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3.2.7. Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI): Método de la macro dilucién en medio liquido.

Técnica: (Granados y Villaverde, 1996)

a) Preparacion de la solucién madre

Se prepar6é una solucion madre de 20 000 ul
totales: 2000 pl de aceite esencial con 2000 pl de
Dimetilsulfoxido 10% (DMSO) y 16000 pl de caldo
Mueller Hinton (MH). La concentracion final se obtuvo de

la siguiente manera (DURAFFOURD, 1983).

A partir de la densidad obtenida= 0,9038 g/ml =>
903,8 mg/ml
Sabiendo que:
1mi=1000u —— []=903,8 mg
0 — X

X=90, 38 mg

Se trabajo con miligramos de aceite esencial de

Cinnamomum zeylanicum Breyn.
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1g —> 1000 mg
09038g — X

X=903,8 mg

Se determin6 que en 1 ml 0 en 1000 pl existian
903,8 mg de aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn pero en la solucion madre se llevo 2

ml 0 2000 pl en consecuencia se determing lo siguiente:

1 000 pl — 903,8 mg de aceite esencial
2000 pl — X

X = 1807,6 mg

Esta concentracion fue diluida en 20 000 pl de
solucion total por lo cual se consiguié una concentracion

final de:

1807,6 my ——» 20 000 p

X  —— 1000 ul (1ml)

X =90,38 mg

93



b)

Esta cifra es la concentracion final en la solucion
madre es decir que en 20 000 pl de solucién madre esta
concentrada 90,38 mg/ml de aceite esencial de

Cinnamomum zeylanicum Breyn

Preparacion del CMI (Concentracion Minima
Inhibitoria) para Staphylococcus aureus ATCC 6538

y Salmonella typhi ATCC 19430

Se utilizo el método de la Macro dilucion en tubos
con medio Caldo Mueller Hinton, preparando diluciones
del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn
a diferentes concentraciones, después de los cual se
agrego una suspension bacteriana constante de acuerdo
al estandar de turbidez de 0,5 de McFarland. Se
prepararon 15 tubos de 15 x 150 mm a los cuales se les

agrego lo siguiente:
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Tabla 04: Tratamientos de concentraciones finales para identificacion

de CMly CMB
V. Solucién Caldo Vocli.e-rlc;taI Conc. en C°';Ce- IFaIrlaI
Tratamiento Miieller e s 1ml o0 1000 . .

Madre (pl) Hinton (ul) solucién ul solucion
(w) (mg/ml)
T1 0,5 2999,5 3000 90,38 0,04519
T2 1,0 2999,0 3000 180,76 0,09038
T3 1,5 2998,5 3000 271,14 0,13557
T4 2,0 2998,0 3000 361,52 0,18076
T5 2,5 2997,5 3000 451,90 0,22595
T6 3,0 2997,0 3000 542,28 0,27114
T7 3,5 2996,5 3000 632,66 0,31633
T8 4,0 2996,0 3000 723,04 0,36152
T9 4,5 2995,5 3000 813,42 0,40671
T10 5,0 2995,0 3000 903,80 0,45190

Fuente: Elaboracién propia

3.2.8. Determinacion de la Concentracion Minima Bacteriana

(CMB): Método de difusion en medio sélido.

a) Determinaciobn de la Concentracion Minima
Bactericida (CMB) para Staphylococcus aureus ATCC
6538

Una vez obtenido la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) por el método de la macro dilucion en

medio liquido se procedié a realizar la obtencién de la
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b)

Concentracion Minima Bactericida (CMB), tomando los

tres tubos en donde no se presento turbidez.

Se procedié a tomar 100 pl de los tubos 7, 8 y 9
para sembrar en placas con Agar Mueller Hinton, con la
ayuda de un asa de Drigalsky se disemind y se incubo a
37°C durante 24 horas. Posteriormente, se procedio a
contar el numero de unidades formadoras de colonias
(UFC) presentes por cada concentracion del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum, Breyn y asi

ubicar el correspondiente CMB (< 1 ufc/placa).

Determinacion de la Concentracién Minima

Bactericida (CMB) para Salmonella typhi ATCC 19430

Una vez obtenido la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) por el método de la macro dilucion en
medio liquido se procedié a realizar la obtencién de la
Concentracion Minima Bactericida (CMB), tomando los

tres tubos en donde no se presento turbidez.
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Se procedié a tomar 100 pl de los tubos 4, 5y 6
para sembrar en placas con Agar Mueller Hinton, con la
ayuda de un asa de Drigalsky se diseminé y se incubo a
37°C durante 24 horas. Posteriormente, se procedié a
contar el numero de unidades formadoras de colonias
(UFC) presentes por cada concentracion del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum, Breyn y asi

ubicar el correspondiente CMB (< 1 ufc/placa).

3.2.9. Procesamiento y analisis estadistico

El presente trabajo de investigacion se basé en un
estudio cuasi-experimental, todos los datos fueron
procesados a travées del software  estadistico

STATGRAPHICS version 5.1.

Para el analisis estadistico se utilizd la técnica de
analisis de varianza (ANOVA), usando la prueba F a un nivel
de significancia de 0,05 y 0,01, finalmente para establecer
las diferencias medias entre los tratamientos se utilizd

prueba de significacion de Tukey al 0,05. Todos los
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tratamientos a base de Cinnamomum zeylanicum Breyn
se expresaron en mg/ml, mientras que los promedios de los

halos de sensibilidad se expresaron en milimetros (mm).
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IV. RESULTADOS

Se realizé el estudio in vitro en dos especies bacterianas:
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Salmonella typhi ATCC
19430 demostrandose la sensibilidad de las bacterias mencionadas
frente al aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn

“canela”; para lo cual se trabajé con 12 tratamientos y 4 repeticiones.

Los resultados obtenidos en las diferentes pruebas han sido
agrupados en cuadros y graficas para su mejor interpretacion. Se
utilizé el disefio completamente aleatorio, debido a que este es un
disefio de simple distribucién al azar siendo (til para métodos y

técnicas de laboratorio.

99



CUADRO 01:

Prueba de

la actividad antibacteriana del

aceite esencial de

Cinnamomun zeylanicum Breyn (“canela”) frente a Staphylococcus

aureus ATCC 6538 por el método de difusion en disco Kirby Bauer.

Diametro del halo de

Aceite esencial inhibicion (mm) Promed
Tratamien Repeticiones io de
to Volum Conc. halos
(mg/m I Il 1] IV | (mm)
en )
T1 0,5ul ]0,4519|30,1 32,9 29,1 32,3 31,1
T2 1,0l |0,9038|34,2 35,4 33,9 31,3 33,7
T3 20u [1,8076|34,0 34,6 34,8 33,1 34,1
T4 3,0ul  |2,7114|34,2 34,3 34,6 35,1 34,6
T5 40ul 3,6152|35,2 34,9 36,1 33,2 34,9
T6 50ul |4,5190|33,3 33,2 34,7 32,6 33,5
T7 6,0 ul |5,4228|36,1 37,0 35,1 34,6 35,7
T8 7,0l |6,3266|35,1 36,8 35,4 34,9 35,6
T9 8,0 ul |7,2304 38,9 40,3 35,6 35,7 37,6
T10 9,0l |8,1342(35,9 35,7 34,7 35,8 35,5
T11 10,0 yl 9,0380 40,3 41,9 40,1 40,9 40,8
T12 11,0 yl 19,9418 41,9 41,3 42,1 42,0 41,8

Fuente: Elaboracién propia

En el Cuadro 01 se observa el efecto antibacteriano de las 12

concentraciones probadas que se evidencian con halos de inhibicion entre

31,1 mmy 41,8 mm de radio. Siendo la concentracién de 9,9418 mg/ml

la que gener6 el halo de mayor tamario.
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CUADRO 02
Determinacion del grado de sensibilidad de Staphylococcus
aureus ATCC 6538 a diferentes concentraciones del aceite esencial de

Cinnamomun zeylanicum Breyn “canela” segun Duraffourd (1983).

Aceite esencial Grado de sensibilidad

Sensibilidad Sensibilidad Sumamente

N° Volumen Conc.(mg/ml) limite 9 a media15a sensibilidafi

(ul) 14mm 19mm (muy 20mm a mas

(sensible= +) sensible=++) (s.5.= +++)

T1 0,50 0,4519 33,1
T2 1,00 0,9038 33,7
T3 2,00 1,8076 34,1
T4 3,00 2,7114 34,6
T5 4,00 3,6152 34,9
T6 5,00 4,5190 33,5
T7 6,00 5,4228 35,7
T8 7,00 6,3266 35,6
T9 8,00 7,2304 37,6
T10| 9,00 8,1342 35,5
Ti1| 10,00 9,0380 40,8
Ti2| 11,00 9,9418 41,8

Fuente: Elaboracién propia

En el cuadro 02, se determina el grado de sensibilidad de acuerdo
a los promedios de los halos de inhibicion segun la escala de Duraffourd y
Lapraz; observandose que en todas las concentraciones del aceite
esencial dan halos de inhibiciébn mayores a 20,0 mm; lo cual indica que

Staphylococcus aureus ATCC 6538 es sumamente sensible frente a las
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diferentes concentraciones del aceite esencial de Cinnamomun

zeylanicum Breyn “canela”.

CUADRO 03

Andlisis de varianza de regresion lineal simple para promedio del
tamano de los halos de inhibicion entre las diferentes concentraciones del
aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela” frente a

Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Suma de Cuadrado ,

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
Entre 4,08077 11 0,370979 25.14 0.0000
grupos

Intra 0,5313 36 | 00147583

grupos

Total

Corr) 4,61207 47

Fuente: Elaboracién propia disefiado en Statgraphics

La Cuadro 03 descompone la varianza de DIAMETRO DEL HALO
en dos componentes: un componente entre grupos y un componente
dentro de grupos. Larazon F, que en este caso es igual a 25,1369, es el
cociente entre el estimado entre grupos y el estimado dentro de grupos.
Puesto que el valor P de la prueba F es menor que 0,05, existe una

diferencia estadisticamente significativa entre la media del DIAMETRO
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DEL HALO entre un nivel de Concentracién y otro, con un nivel del 95.0%
de confianza. Para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras, seleccione Pruebas de Multiples Rangos, de la lista de

Opciones Tabulares.

Grafico del Modelo Ajustado
HALO DE INHIBICION = 3.15962 + 0.0827679*CONCENTRACION

43 T T T T T T

HALO DE INHIBICION

CONCENTRACION

Fuente: Elaboracién propia disefiado en Statgraphic.

Grafico 01: Analisis de correlacion y regresion lineal simple entre el
tamafo de los halos de inhibicién y la concentracién de
aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn

“canela” frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

El Grafico 01, nos muestra que existe una alta correlacion entre las
variables de estudio, la ecuacion sefiala que por cada unidad (mg/ml) de

concentracion de aceite esencial el crecimiento de los halos se
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incrementa en 0,827679mm. El coeficiente de Pearson 0,872386 indica
una alta correlacion entre las variables, el coeficiente de determinacion
fue de R= 76,1057; explica que el crecimiento de los halos esta

determinada por las concentraciones de aceite esencial.

CUADRO 04

Andlisis de varianza (ANOVA) para comparar la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn
‘canela” a través de la variacion de promedios de halos de inhibicion
sobre Staphylococcus aureus ATCC 6538 entre las diferentes

concentraciones empleadas.

Fuente Ci:rggggs Gl Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Modelo 0,770716 1 0,770716 31,85 | 0,0002
Residuo 0,241976 10 0,0241976

Total (Corr.) 1,01269 11

Fuente: Elaboracion propia disefiado en Statgraphics

- Planteamiento de la Hipotesis:
Ho: No existe relacion entre la concentracion de aceite esencial y el
tamarfo de los halos
Hi: Si existe relacién entre la concentracion de aceite esencial y el

tamarfio de los halos
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- Nivel de significancia: a = 0,05

- Estadistico de prueba: Fc = 31,85

- Decision: Fc > a = 0,05 Por lo tanto

- Conclusién: Se concluye que la relacién es altamente significativa
entre la concentracion del aceite esencial y el tamafio de los halos, es
decir estan relacionados linealmente con un nivel de confianza del

95%.

CUADRO 05
Promedios de significancia de Tukey para los promedios de los
halos de inhibicién de los diferentes tratamientos del aceite esencial de

Cinnamomum zeylanicum Breyn frente a Staphylococcus aureus

ATCC 6538.
Concentracion|Casos|Media |Grupos Homogéneos

T1 4 31,1 X
T6 4 |33,45 X
T2 4 33,7 X
T3 4 134,125 XX
T4 4 |34,55 XX
T5 4 |34,85 XX
T10 4 135,525 X
T8 4 |35,55 X
T7 4 35,7 X
T9 4 137,625 X
T11 4 40,8 X
T12 4 141,825 X

Fuente: Elaboracion propia disefiado en Statgraphics
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Medias y 95.0% de Tukey HSD
4.4 — —
S a1l { } _
< L i
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Concentracion

Fuente: Elaboracién propia disefiado en Statgraphics

Gréfico 02: Promedio de cada uno de los halos y la concentracion de
aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn

frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

En el grafico 02, se observa los promedios de cada uno de los

tratamientos en estudio donde se determind que el mayor promedio lo

obtiene el tratamiento T12 que alcanzé el mayor promedio de 41,825 mm.
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CUADRO 06

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) producido por el aceite

esencial de Cinnamomun zeylanicum Breyn (canela) frente a

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Tratamiento Concentracion Turbidez
(mg/ml)
T1 0,04519 T
T2 0,09038 T
T3 0,13557 T
T4 0,18076 T
T5 0,22595 T
T6 0,27114 T
17 0,31633 NT
T8 0,36152 NT
T9 0,40671 NT
T10 0,45190 NT
TP Control positivo T
TN Control negativo NT

Fuente: Elaboracién propia

El Cuadro 06, muestra la determinacién de la Concentracion

Minima Inhibitoria frente a los diferentes tratamientos del aceite esencial

de Cinnamomun zeylanicum Breyn, donde se observa que a partir del

tubo 7 se inhibe el crecimiento bacteriano. Por tanto, la CMI para

Staphylococcus aureus ATCC 6538 fue de 0,31633 mg/ml.
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CUADRO 07
Concentracion Minima Bactericida (CMB) producido por el aceite
esencial Cinnamomun zeylanicum Breyn (“canela”) frente a

Staphylococcus aureus ATCC 6538

N° Tubos N Conc. UFC/placa|Observaciones
Placas mg/ml
7 1 0,31633 2
8 2 0,36152 1 CMB
9 3 0,40671 0

Fuente: Elaboracién propia

El Cuadro 07, muestra la determinacion de la Concentracion
Minima Bactericida, basandonos a partir de los resultados obtenidos del
Cuadro N° 06; tomando los tres primeros tubos en donde no se evidencié
turbidez. Encontrandose que en el tubo 8 a concentracion de
0,36152mg/ml se ubica el CMB ya que se registra un crecimiento de < 1

ufc/placa.
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CUADRO 08

Prueba de la actividad antibacteriana del aceite esencial de

Cinnamomun zeylanicum Breyn (“canela”) frente a Salmonella typhi

ATCC 19430 por el método de difusion en disco Kirby Bauer.

Diametro del halo de

inhibicién (mm)

Aceite esencial Promedio
Trata_ Repeticiones de halos
miento
Volumen | £0N¢: | I I v |mm
(mg/ml)
T1 0,5 ul 0,4519 25,7 22,6 25,5 26,0 25,0
T2 1,0 ul 0,9038 32,6 31,0 35,1 33,0 32,9
T3 2,0 ul 1,8076 31,5 32,0 37,5 37,6 34,7
T4 3,0 ul 2,7114 32,6 329 32,3 33,0 32,7
T5 4,0 ul 3,6152 31,0 32,0 37,0 34,7 33,7
T6 5,0 ul 4,5190 30,0 31,1 31,7 33,1 31,5
T7 6,0 ul 5,4228 33,7 32,6 32,0 32,7 32,8
T8 7,0 ul 6,3266 394 38,6 28,0 26,6 33,2
T9 8,0 ul 7,2304 38,1 34,6 33,7 33,5 35,0
T10 9,0 ul 8,1342 38,2 38,1 33,8 34,5 36,2
T11 10,0 ul 9,0380 41,2 53,3 39,4 35,6 42,4
T12 11,0 ul 9,9418 39,5 37,0 39,0 37,0 38,1

Fuente: Elaboracién propia

En el Cuadro 08 se observa el efecto antibacteriano de las 12

concentraciones probadas que se evidencian con halos de inhibicion entre

25,0 y 38,1 mm de radio. Siendo la concentracion de 9,0380 mg/ml la que

genero el halo de mayor tamafo.
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CUADRO 09

Determinacion del grado de sensibilidad de Salmonella typhi

ATCC 19430 a diferentes concentraciones del

aceite esencial de

Cinnamomun zeylanicum Breyn “canela” segun Duraffourd (1983).

Aceite esencial

Grado de sensibilidad

I Sensibilidad Sumamente
Sensibilidad . -
Volumen Conc. .. media 15 a sensibilidad
o limite 9 a 14mm .
N° | (ul) (mg/ml) . 19mm (muy 20mm a mas
(sensible= +) .
sensible=++) (s.5.= +++)
T1 0,50 0,45 25,0
T2 1,00 0,90 32,9
T3 2,00 1,81 34,7
T4 3,00 2,71 32,7
T5 4,00 3,62 33,7
T6 5,00 4,52 31,5
T7 6,00 5,42 32,8
T8 7,00 6,33 33,2
T9 8,00 7,23 35,0
T10 9,00 8,13 36,2
T11 10,00 9,04 42,4
T12 11,00 9,94 38,1

Fuente: Elaboracién propia

En el Cuadro 09, se determina el grado de sensibilidad de acuerdo

a los promedios de los halos de inhibicion segun la escala de Duraffourd y

Lapraz.; observando que en todas las concentraciones del aceite esencial

dan halos de inhibicibn mayores a 20,0 mm; por lo cual indican que

Salmonella typhi ATCC 19430 es sumamente sensible frente a las
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diferentes concentraciones del

zeylanicum Breyn “canela”.

CUADRO 10

aceite esencial de

Cinnamomun

Analisis de varianza de regresién lineal simple para el tamafio de

los halos de inhibiciobn entre las diferentes concentraciones del aceite

esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela” frente a
Salmonella typhi ATCC 19430.
Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F| Valor-P
Modelo 1,0675 1 1,0675 13,36 0,0044
Residuo 0,799155 10 0,0799155
Total (Corr.) | 1,86665 11

Fuente: Elaboracién propia disefiado en Statgraphics

- Planteamiento de la Hipotesis:

Ho: No existe relacion entre la concentracion de aceite esencial y el

tamano de los halos

Hi: Si existe relacién entre la concentracion de aceite esencial y el

tamano de los halos

- Nivel de significancia: a = 0,05

- Estadistico de prueba: Fc =13,36

- Decision: Fc > a = 0,05; Por lo tanto
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- Conclusién: Se concluye que la relacién es altamente significativa
entre la concentracion del aceite esencial y el tamafio de los halos, es

decir estan relacionados linealmente con un nivel de confianza del

99%.
Gréfico del Modelo Ajustado
HALO DE INHIBICION = 2.91129 + 0.0974088*CONCENTRACION
4.4 __ T T T T T T __
5 4F .
@) L i
o B ]
I 3.6 — —
=z B ]
B 32f ]
e} L i
3:I - -
T 280 7]
2-4 __ 1 ) 1 1 1 1 1 __
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CONCENTRACION

Fuente: Elaboracién propia disefiado en Statgraphics

Grafico 03: Analisis de correlacion y regresion lineal simple entre el
tamafo de los halos de inhibicién y la concentracion de
aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn

“canela” frente a Salmonella typhi ATCC 19430.

El Grafico N° 03, nos muestra que existe una alta correlacion entre
las variables de estudio, la ecuacion sefiala que por cada unidad (mg/ml)

de concentracién de aceite esencial el crecimiento de los halos se
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incrementa en 0,09740mm. El coeficiente de Pearson de 0,756226 indica
una alta correlacion entre las variables, el coeficiente de determinacién
fue de R=57,1878; este valor explica que el crecimiento de los halos esta

determinada por las concentraciones de aceite esencial.

CUADRO 11

Andlisis de varianza (ANOVA) para comparar la actividad
antimicotica del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn
‘canela” a través de la variacion de promedios de halos de inhibicion
sobre Salmonella typhi ATCC 19430 entre las diferentes

concentraciones empleadas.

Sumade Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 7,46662 11 0,678783 5,72 0,0000

Intra grupos 4,27495 36 0,118749

Total (Corr.) 11,7416 47

Fuente: Elaboracién propia disefiado en Statgraphics

La tabla ANOVA descompone la varianza de DIAMETRO DEL
HALO en dos componentes: un componente entre grupos y un
componente dentro de grupos. La razén F, que en este caso es igual a
5.71614, es el cociente entre el estimado entre grupos y el estimado

dentro de grupos. Puesto que el valor P de la prueba F es menor que
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0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de
DIAMETRO DEL HALO entre un nivel de Concentracion y otro, con un

nivel del 95.0% de confianza.

El andlisis de varianza utilizado para Fc fue de 0,05 y 0,01% de
probabilidad, de promedios de halos de inhibicion, indica que no existen

diferencias estadisticas a nivel de halos, es decir fueron uniformes,

CUADRO 12
Promedios de significancia de Tukey para los promedios de los
halos de inhibicién de los diferentes tratamientos del aceite esencial de

Cinnamomum zeylanicum Breyn frente a Staphylococcus aureus

ATCC 6538.
Concentracion|{Casos|Media (mm)|Grupos Homogéneos

T1 4 24,95 X
T6 4 31,475 XX
T2 4 32,7 XX
T3 4 32,75 XX
T4 4 32,925 XX
T5 4 33,15 XX
T10 4 33,675 X
T8 4 34,65 XX
T7 4 34,975 XX
T9 4 36,15 XX
T11 4 38,125 XX
T12 4 42,375 X

Fuente: Elaboracion propia disefiado en Statgraphics
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La prueba de significancia de Tukey registra los promedios de los
diferentes tratamientos del aceite esencial, cabe destacar que el mayor
promedio lo tiene el tratamiento 11, seguido del tratamiento 12, 10y 9 que

son estadisticamente diferentes.

Medias y 95.0% de Tukey HSD

45

3.5

DIAMETRO DEL HALO

25

Cl C10 C11 C12 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 (9
Concentracion

Fuente: Elaboracién propia disefiado en Statgraphics

Gréfico 04: Promedio de cada uno de los halos y la concentracion de
aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn

frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

En el grafico 04, se observa los promedios de cada uno de los
tratamientos en estudio donde se determind que el mayor promedio lo

obtiene el tratamiento T11 que alcanzé el mayor promedio de 42,375 mm.
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CUADRO 13

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) producido por el aceite

esencial de Cinnamomun zeylanicum Breyn (canela) frente a

Salmonella typhi ATCC 19430

Tratamiento Concentracion Turbidez
(mg/ml)
T1 0,04519 T
T2 0,09038 T
T3 0,13557 T
T4 0,18076 NT
T5 0,22595 NT
T6 0,27114 NT
T7 0,31633 NT
T8 0,36152 NT
T9 0,40671 NT
T10 0,45190 NT
TP Control positivo T
TN Control negativo NT

Fuente: Elaboracién propia

El Cuadro 13, muestra la determinacién de la Concentracion

Minima Inhibitoria frente a los diferentes tratamientos del aceite esencial

de Cinnamomun zeylanicum Breyn, donde se observa que a partir del

tubo 4 se inhibe el crecimiento bacteriano. Por tanto, la CMI para

Salmonella typhi ATCC 19430 fue de 0,18076 mg/ml.

116



CUADRO 14
Concentracion Minima Bactericida (CMB) producido por el aceite
esencial Cinnamomun zeylanicum Breyn (“canela”) frente a Salmonella

typhi ATCC 19430

-I|\-IuboS II;IIacas %%?r%l UFC/placa|Observaciones
4 1 0,18076 3
o 2 0,22595 2
6 3 [0,27114 0 CMB

Fuente: Elaboracién propia

El Cuadro 14, muestra la determinacion de la Concentracion
Minima Bactericida, basandonos a partir de los resultados obtenidos del
Cuadro 13; tomando los tres primeros tubos en donde no se evidencié
turbidez. Encontrandose que en el tubo 6 a concentracion de
0,27114mg/ml se ubica el CMB ya que se registra un crecimiento de < 1

ufc/placa.
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V. DISCUSION

La naturaleza es y seguira siendo la fuente de una amplia variedad
de moléculas bioactivas que podrian ser utilizadas como base para el
disefio y la formulacion de nuevas generaciones de medicamentos con el
fin de solucionar diversos problemas de salud. El objetivo de esta
busqueda debe ser el descubrimiento de nuevos componentes con
actividad antimicrobiana a partir de fuentes naturales con mayor espectro,

menos efectos adversos y menor costo que compuestos existentes.

Un aspecto que motiva a la investigacion en este campo y en
especial con los antibacterianos es el desarrollo de mecanismos de
resistencia por algunas especies, se explica en parte porque la mayoria
de farmacos son bacteriostaticos y por la administracion prolongada de
los tratamientos, lo cual permite la aparicion de clones resistentes. Por
tanto ante este aumento de infecciones bacterianas, se lleva a cabo una
constante busqueda de alternativas terapéuticas eficaces entre las

plantas medicinales (KALEMBA, 2003).

Se reconoce que los efectos de los aceites esenciales dependen

de sus propiedades fisicoquimicas. Los terpenoides pueden servir como
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un ejemplo de agentes liposolubles, los cuales afectan la actividad de las
enzimas catalizadoras a nivel de membrana, por ejemplo ciertos
componentes del aceite esencial pueden actuar como desacopladores,
los cuales interfieren en la translocacién de protones sobre la membrana y
subsecuentemente interrumpir por la fosforilacion del ADP (KALEMBA,

2003).

En lo referente a la accion antimicrobiana de los metabolitos
secundarios, interviene el caracter lipofilico e hidrofilico de sus grupos
funcionales y a la polaridad que poseen, para poder tener propiedades
antisépticas, antimicrobianas y antimicoticas, siendo esta actividad
biologica de mayor a menor en fenoles, aldehidos, cetonas, alcoholes y
éteres. Los esfuerzos para encontrar una correlacion entre la composicion
y bioactividad de los aceites esenciales no han sido totalmente
dilucidados. Se presume que la actividad biolégica de estos aceites
esenciales no estd determinada por la cantidad de monoterpenos, sino

mas bien por su tasa de proporcionalidad (KALEMBA, 2003).

Se han reportado que algunos aceites esenciales pueden ser mas

efectivos que los agentes sintéticos (antimicrobianos) (BURROYS, 1969).

Un motivo mas para el desarrollo del presente trabajo de investigacion
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toda vez que a la canela entre muchas propiedades se le atribuye efecto o
actividad antimicrobiana muy fuerte, por ello se determin6é su actividad
antibacteriana in vitro frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 y
Salmonella typhi ATCC 19430. La actividad biologica del aceite esencial
de canela estd relacionada con sus principales componentes,
denominados cinamaldehido y eugenol. El primero se cree tiene la mas
alta actividad antimicrobiana entre los aldehidos alifaticos; mientras que al
eugenol se le atribuyen propiedades antisépticas y anestésicas

(FONNEGRA, 2006).

Ambos microorganismos evaluados fueron seleccionados por ser
agentes patdgenos muy comunes en infecciones de origen alimenticio en
el ser humano. Las pruebas de sensibilidad proporcionaron datos sobre el
efecto del aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum Breyn (canela),

observandose una alta sensibilidad en ambos casos.

El aceite esencial de canela se obtuvo por destilacion por arrastre
con vapor de agua, técnica muy utilizada tanto a pequefia escala y a
escala industrial debido a su alto rendimiento, pureza del producto

obtenido y porque no se requiere tecnologia sofisticada dejando de lado
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otros métodos como la extracciéon con solventes volatiles, el método de

enflorado o enfleurage y la extraccion con fluidos supercriticos.

El aceite esencial de las cortezas de Cinnmaomum zeylanicum
Breyn “canela” obtenido por el método de arrastre de vapor tuvo un

rendimiento de 0,7%.

Posteriormente se confirmd la presencia de ciertas sustancias
especificas relacionadas con las propiedades que se le atribuyen a este

aceite, para lo cual se utilizo la técnica de Cromatografia gaseosa.

De acuerdo al informe de ensayo N° ANA12J12.000614A que se
realiz6 en la Universidad Catolica de Santa Maria del Laboratorio de
ensayo y Control de Calidad-Arequipa (Anexo 10); por el método de
cromatografia gaseosa con deteccion de masa se observd en forma
cualitativa y cuantitativa la presencia de los siguientes compuestos: Alpha
pinene (1,52%); Linalool,methyl ether (3,18%); Cinnnamaldehyde, (E)-
(70,79%); Thymol (1,86%); Eugenol (4,87%); Canyophyllene (3,42%) y 2-
propen-lol,3-phenyl-acetate (14,36%). En este contexto, se puede

hipotetizar que la actividad antibacteriana observada en este trabajo
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podria ser atribuida a una interaccion o efecto sinérgico de los principios

activos (BRUNETON, 2001).

Demostrandose asi que el compuesto con mayor porcentaje es el
cinamaldehido en un 70,79%. Se cree que su mecanismo de accién es
generar alteraciones irreversibles en la membrana de la bacteria,
especialmente bloqueando la sintesis de esteroles y la actividad de la
ATPasa, condicionando sobremanera su futura supervivencia. Esta
actividad sobre la ATPasa produce acidificacion intracelular y muerte del

microorganismo (SHEIKH, 2011).

Al componente cinamaldehido presente en el aceite esencial de
canela, segun las fuentes bibliogréficas, se le atribuye una alta actividad
antimicrobiana entre los aldehidos alifaticos ya que probablemente actua
inhibiendo la produccién de enzimas intracelulares, tales como, amilasas y
proteasas, lo que provoca el deterioro de la pared y un alto grado de lisis

celular; por lo que impide el crecimiento bacteriano (SHEIKH, 2011).

El paso siguiente una vez confirmada la presencia de estas

sustancias fue observar su efectividad frente los patégenos en estudio;

para lo cual se utiliz6 el método de difusién en Disco (Kirby Bauer) basado
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en el grado de sensibilidad en funcién al tamafio del halo de inhibicion,
también se utiliz6 el método de diluciébn en medio liquido para hallar la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y por ultimo el método de difusion
en agar para encontrar la concentracion minima bacteriana (CMF). Los
resultados obtenidos pusieron de manifiesto, la actividad antibacteriana
presentada por el aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum Breyn,
frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Salmonella typhi ATCC

19430.

En todas las pruebas de sensibilidad se trabajé con el
dimetilsulféxido 10% (DMSO) como diluyente del aceite en estudio debido
a su gran viscosidad, lo cual podria reducir la capacidad de la dilucién o
podria causar distribucion desigual del aceite a través del medio. Este
disolvente aprético de baja toxicidad es recomendado por la NCCLS
(National Committe for Clinical Laboratory Standars) por no presentar
ninguna actividad antibacteriana, no interfiriendo en los resultados

(HUAMANI, 2006).

Para la técnica se empleé el inéculo estandarizado de 1,5 x 108

UFC/ml, que asegura un mejor desarrollo de las colonias de las especies.
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Las observaciones preliminares puestas de manifiesto con la
formacién de halos de inhibicion incentivaron a seguir adelante con el
estudio de esta especie botanica. Se determiné la efectividad del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela” versus las
bacterias: Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Salmonella typhi
ATCC 19430. Los datos fueron procesados mediante el andlisis de
varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey con un nivel de significancia de
0,05%, que permiti6 establecer minimas diferencias entre los

tratamientos.

En la primera prueba para la determinacion de la actividad
antibacteriana del aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum Breyn
frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Salmonella typhi ATCC
19430, se trabajo a concentraciones que inician de 0,4519 mg/ml hasta
9,9418mg/ml, cabe mencionar que paralelamente se contrastd con un
control positivo para ambos microorganismos; transcurrido el periodo de
incubacion de 37°C por 24h se procedio hacer las lecturas de las placas,
verificandose la formacion de halos de inhibicion del crecimiento tanto en
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Salmonella typhi ATCC 19430,
con lo que se pudo determinar que ambas bacterias presentan un alto

grado de sensibilidad segun la escala de Duraffourd y Lapraz (>20mm)
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frente al aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum Breyn
Posteriormente se identific6 el CMI y CMB. Partiendo de la dilucion
madre, con concentraciones de 0,9038mg/ml hasta 9,038mg/ml

(DURAFFOURD, 1983).

En los Cuadros 01 y 08 (pag.88 y 97), se puede apreciar la
evaluacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial
Cinnamomun zeylanicum Breyn frente a Staphylococcus aureus
ATCC 6538 y Salmonella typhi ATCC 19430 respectivamente, por el
método de difusion en disco (Kirby Bauer). La sensibilidad de las cepas
empiezan con el T1 (0,4519 mg/ml) con un halo promedio de inhibicion de
31,2mm y 25,0 mm para cada caso, alcanzando diametros promedio de
41,8 mm y 38,1 mm correspondientemente en el T12 (9,9418 mg/ml) lo
gue indica que es directamente proporcional a la concentracion utilizada;

a mayor concentracion mayor sera el diametro del halo de inhibicién.

En el Cuadro 02 (pag. 89), segun la escala de aromatogroma de
Duraffourd y Lapraz se muestra el grado de sensibilidad para
Staphylococcus aureus en funcion al halo de inhibicion de crecimiento
del microorganismo (HICM), desde T1 (0,4519 mg/ml) a T12

(9,9418mg/ml) del aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum Breyn
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se aprecian halos de inhibicion de 33,1 mm a 41,8 mm evidenciando ser
sumamente sensible; lo mismo para Salmonella typhi en el Cuadro 09

(pag. 98) con halos promedio que van desde 25,0 mm a 38,1 mm.

Comparando estadisticamente mediante regresion lineal en el
Cuadro 03 (pag. 90) se tiene que para Staphylocuccus aureus existe
una diferencia significativa entre la media del radio del halo entre un nivel
de concentracion y otro con una significancia del 95%. Y para Salmonella
typhi en el Cuadro 10 (pag. 99) de acuerdo al analisis de varianza se
demuestra que existe una diferencia significativa entre el diametro del
halo y la concentracion. Con nivel de confiabilidad al 95 % se demuestra
gue existe diferencias altamente significativas entre los promedios de los
halos de inhibicién para las concentraciones utilizadas del aceite esencial
frente a Staphylocuccus aureus y Salmonella typhi; con un coeficiente
de variabilidad 6,410% siendo aceptable como un maximo de 15% para
condiciones de laboratorio. Por lo que al realizar la prueba de significaciéon
de Tukey segun Cuadro 05 y Gréfica 02 (pag. 94, 95) se confirmé que el
T12 (9,9418mg/ml) tuvo mayor actividad antibacteriana y de mayor
significancia para ambos microorganismos con un halos de inhibicion de

41,8mmy 38,1mm en cada caso.
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Segun el Cuadro 06 (pag. 87, 88). La concentracién minima
inhibitoria (CMI) para Staphylocuccus aureus ATCC 6538 se observa
en el tratamiento 7 del aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum
Breyn con 0,31633 mg/ml, esto debido a la ausencia de la turbidez y en el
Cuadro 11 la concentraciébn minima inhibitoria para Salmonella typhi
ATCC 19430 se presenta en el tratamiento 4 con 0,18076 mg/ml de aceite
esencial. Finalmente la concentracion minima bacteriana (CMB) en el
tratamiento 8 con una concentracion de 0,36152 mg/ml para
Staphylococcus aureus ATCC 6538, y en el tratamiento 6 con 0,27114
mg/ml para Salmonella typhi ATCC 19430, donde se aprecia la inhibicion

absoluta del crecimiento de sendas bacterias.

El efecto inhibidor que algunos extractos vegetales pueden tener
sobre bacterias de importancia radica en sus complejos activos. Trabajos
como el de Hagermann (1981) sugirieron que la mezcla de estos
principios activos se caracteriza por un incremento considerable de su
concentracion en taninos y que posiblemente son estos compuestos los
gue le dan actividad antibacteriana, ya que los taninos producen
precipitacion de proteinas (enzimas) implicadas en las diversas rutas

metabdlicas bacterianas.
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En investigaciones realizadas por Youngken (1932) se encontrd
gue los taninos son metabolitos que se encuentran en diferentes partes
de la planta. Estos son solubles en agua, etanol, acetona; otorga
resistencia a la planta contra parasitos y para el hombre es util por su
actividad farmacolégica como antihemorragico local, antidiarreico y
antibacteriano, ya que al combinarse con las proteinas de la membrana

celular de las bacterias, las desnaturalizan.

Por ultimo existen diferentes principios activos y que muchos de
ellos actdan sinérgicamente por lo que su actividad terapéutica no
depende solamente de uno, sino de la proporcionalidad de los mismos
como se menciond anteriormente; y el aceite esencial de la canela no esta
exento de esta verdad y se constituye en una alternativa terapéutica
buena; sin embargo, aun se requieren estudios mas especificos para su

utilizacion con fines terapéuticos.
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VI. CONCLUSIONES

Se determiné que el aceite esencial obtenido de la corteza de
Cinnamomun zeylanicum Breyn “canela” posee alta actividad
antibacteriana in vitro frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538

y Salmonella typhi ATCC 19430.

El aceite esencial extraido de las cortezas de Cinnamomun
zeylanicum Breyn “canela” por el método de arrastre de vapor, tuvo
un rendimiento de 0,7% y una densidad de 0,9038g/ml. Su aspecto

fue translucido, de color marrén, olor caracteristico y sabor picante.

El aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum Breyn tiene un
efecto antibacteriano proporcional frente a Staphylococcus aureus

ATCC 6538 y Salmonella typhi ATCC 19430.

Tanto Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Salmonella typhi
ATCC 19430 frente al aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum
Breyn “canela” son sumamente sensibles a concentraciones de

0,4519 mg/ml — 9,9418 mg/m.
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La concentraciéon minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Cinnamomun zeylanicum Breyn para Staphylococcus aureus
ATCC 6538 fue de 0,31633mg/ml y para Salmonella typhi ATCC

19430 fue de 0,18076mg/ml.

La concentracion minima bacteriana (CMB) del aceite esencial
Cinnamomun zeylanicum Breyn para Staphylococcus aureus
ATCC 6538 fue de 0,36152mg/ml y para Salmonella typhi ATCC

19430 fue de 0,27114mg/ml.
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VII. RECOMENDACIONES

Se debe valorar la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Cinnamomun zeylanicum Breyn (canela) frente a otras bacterias

de importancia clinica.

Realizar pruebas in vivo para valorar la efectividad y la toxicidad que
pueden proporcionar los componentes activos de Cinnamomun
zeylanicum Breyn como también poder determinar sus dosis

terapéuticas.
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FOTO 01: Cortezas de Cinnamomun zeylanicum Breyn “canela”

FOTO 02, 03, 04, 05 y 06: Extraccion del aceite esencial de la corteza de
Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela” por el método de destilaciéon por
arrastre de vapor.
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FOTO 07 y 08: Cepa bacteriana en estudio Staphylococcus aureus ATCC
6538 y Salmonella typhi ATCC 19430 proporcionada por el MINSA-TACNA.
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FOTO 09, 10 y 11: Activacion de Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Salmonella Tiphy
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ESQUEMA 01: Técnica Kirby Bauer

Técnica de Kirby-Bauer

Nutrient agar piate

Inoculate culture
nSmiol

agar for overiay

Antibiotic discs are placed on surface

l Incubate for 24-48 h

D

lest organism shows sénsdavity to some
artixotics, ndcated by mhibdion of bactenal
growth around discs (Zones of nhiblion) after rCubation
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FOTO 12, 13, 14, 15, 16 y 17: Preparacioén de discos en medio Muller Hinton
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FOTO 18, 19, 20y 21: Sensibilidad de Staphylococcus aureus ATCC 6538 frente al aceite
esencial puro de Cinnamomun zeylanicum Breyn “canela”
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FOTO 22, 23 y 24: Sensibilidad de Salmonella typhi ATCC 19430 frente al aceite esencial
puro de Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela”
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ESQUEMA 02: Técnica de susceptibilidad en caldo de dilucién

TECNICA DE SUSCEPTIBILIDAD EN CALDO DE DILUCION

DIA )
1| mi de lo suspersidn del
ol __ 1 ml microorgonismo (1 % 10* UFC/m)
e ogrega o tubos que contienen
0”/0/// \ 1 m! de coldo con el antibidtico
on los concentrociones indwodas (ug/ml)
2 6 é :‘j 0 |+—Comrol
] + + ‘ * /CWIO‘
L ] 4 2 0 Lot tubos contienan ohoro
— - - } 2mlcon § X 10' UFC/ml y ol ontibidico
b en los concentrociones indicodos (ug/mi)
Y W
0,001 Inmediaiomente 0,001 ml del tube
1 1 1 1 l l ml control se subcultiva en ogor

18.24 h DE NCUBACION
n 16 L} ] ? 0 Se obasrvo turbider
- g T o simple vista; 0.1 m! de los coldos no turbios
ﬁ &a e subeuliive en agor
7\ [cw = 8 wgimi]
0.0 mi lo.n ml \.o.l m\. 5 darioiia G TIC
en ol Wwbo conhol
por recuanto de colonios
@ S00 UFC (500 UFC = § x 10%m! original)

| |
1824 h DE INCUBACION
DA 3 Se determinon los UFC en los subeuliivos
de o1 caldos no turblos
7 UFC = 70 UFCiml an ol who

que contiene 8 pg/ml de ontibidico
70 UFC/mL > 0,1% de 5 x 10°
UFC/mi que contenio el who original

o CBM = 16 po/mi

Determinacién de In CIM y Is CBM pars un organismo y wn sntibidico
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FOTO 25y 26: Concentracidon Minima Inhibitoria de Staphylococcus aureus ATCC 6538
frente al aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum Breyn “canela”
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FOTO 27 y 28: Concentracion Minima Inhibitoria de Salmonella typhi ATCC 19430 frente
al aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum Breyn “canela”
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