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RESUMEN

En este estudio se evaluo la sinergia antibacteriana del aceite esencial de Aloysia
citriodora al 100% con meropenem a 10 ug/ml sobre Klebsiella pneumoniae ATCC
BAA-1705 resistente a carbapenem in vitro. Se distribuy6 en 04 grupos de estudio
(G1: meropenem mas el aceite esencial de Aloysia citriodora, G2: aceite esencial
de Aloysia citriodora, G3: meropenem y G4: dimetilsulfoxido) mediante el método
de disco difusion de Kirby-Bauer, aplicandose 10 repeticiones por cada grupo. Se
observo que el meropenem alcanzé una zona inhibitoria (media: 23.4mm con DS:
1£1.265, IC 95%: 22.50 a 24.30) siendo sensible (CLSI 223mm). Sin embargo, la
asociacion del aceite esencial de Aloysia citriodora con meropenem mostré una
zona de inhibicion mayor que el farmaco (media: 26.3mm, DS: £0.949, IC 95%:
25.62 a 26.98). El analisis ANOVA indico que existen diferencias significativas entre
los promedios de los halos de inhibicion en los grupos estudiados (p= 0.000). El
post Anova de Tukey demostré que el mejor grupo que tuvo efecto antibacteriano
fue la asociacion del aceite esencial Aloysia citriodora mas el meropenem. Se
concluyd que la asociacion de ambos productos presenta mayor efecto
antibacteriano.

Palabras clave: Sinergia antibacteriana, Klebsiella pneumoniae resistente a

carbapenem, Aloysia citriodora, Meropenem.
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ABSTRACT

This study evaluated the antibacterial synergy of the essential oil of Aloysia
citriodora 100% with meropenem at 10 yg/ml on an in vitro carbapenem-resistant
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705. It was distributed in 04 study groups (G1:
meropenem plus the essential oil of Aloysia citriodora, G2: the essential oil of
Aloysia citriodora, G3: meropenem, and G4: dimethyl sulfoxide) by means of the
Kirby-Bauer disk diffusion method, applying 10 repetitions for each group. It was
observed that meropenem reached an inhibition zone (mean: 23.4mm, SD:
11.265,95% ClI: 22.50 to 24.30) being sensitive (CLSI 223mm). However, the
association of the essential oil of Aloysia citriodora with meropenem showed a
greater inhibition zone than the drug (mean: 26.3mm, SD: £0.949, 95% CI: 25.62 to
26.98). The ANOVA analysis indicated that there are significant differences between
the averages of the inhibition zones in the groups studied (p= 0.000). Tukey post
ANOVA-test showed that the best group with an antibacterial effect was the
combination of the essential oil Aloysia citriodora plus meropenem. It was concluded

that the combination of both products shows a greater antibacterial effect.

Keywords: Antibacterial synergy, carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae,

Aloysia citriodora, Meropenem.
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I. INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana farmacolégica, data desde hace muchas décadas, sin
embargo, a nivel mundial en Carolina del Norte en el aino 1996, se reporté por
primera vez a Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC), en un aislado de
Klebsiella pneumoniae (Kp), que subsiguientemente se extendié a Asia, Europa,

Medio Oriente, América del Sur y Central, Oceania y Africa." 2

En el afio 2011, en Colombia se informo el primer reporte de un brote de cepas ya
clasificadas KPC-3 y hasta la actualidad es un problema endémico en este pais.
También se ha reportado la presencia de KPC en Uruguay, Brasil, Chile, Argentina
y Ecuador. En marzo del 2012 se publicé en Italia el primer hallazgo de una cepa
de KPC, aislada desde un paciente. Actualmente, a nivel mundial las
carbapenemasas generan resistencia terapéutica gracias a sus diferentes grados
de bombas de expulsion y expresion de porinas asociados con produccion de
betalactamasas con espectro extendido, asi como la produccion de la enzima

carbapenemasa.’-3

En el afio 2013 en Peru, el Hospital Nacional Arzobispo Loayza publicé el primer
reporte de KPC. En el 2017 se describieron nueve casos de KPC resistente con
presencia de una nueva enzima llamada Nueva Delhi Metalo beta-lactamasas;
como agentes infecciosos o colonizantes, en pacientes gravemente enfermos, en
su mayoria en el area de neurocirugia del Hospital Nacional Dos de Mayo. Siendo

estos los primeros reportes de Kp resistente en el Per(.# 5

Varios microorganismos son resistentes a diversos tipos de antibiéticos, debido al
gran porcentaje de uso irracional. Es por ello que despierta gran interés el descubrir
sustancias alternativas y/o complementarias a partir de origenes naturales,
incluyendo los extractos metandlicos de las plantas. El uso de los extractos
metandlicos ha desarrollado un gran espectro de aplicaciones en los ultimos afios.
Sin embargo, las plantas nativas al ser poco estudiadas son desconocidas. El
Aloysia citriodora es encontrado en el Peru, por lo que es relevante conocer la

envergadura de los usos que pueda tener su aceite esencial (AE).6



Aloysia triphylla Palau también llamado Aloysia citriodora, popular con el nombre
vulgar de "Cedrén", es una planta oriunda de América del Sur. Es una planta lefiosa,
arbustiva, que alcanza 1 m. o mas de altura, las hojas son simples con un
caracteristico olor a limén. Pertenece al reino, subreino, clase, subclase, orden,
familia, género y especie, Plantae, Tracheobionta, Magnoliopsida, Asteridae,

Lamiales, Verbenaceae, Aloysia, Aloysia triphylla respectivamente.’

Los beneficios que aporta el cedrdn es su accion antibacteriana del AE de las partes
de las hojas, flores y tallo. Todos los AE Aloysia citriodora, revelaron accién
bactericida elevada contra P. aeruginosa, E. coli y S. aureus, excepto el AE de las
flores que presentd actividad antimicrobiana moderada contra cepas de
Staphylococcus aureus.®

Problema: ¢ Tiene efecto sinérgico antibacteriano, la asociacion del aceite esencial
Aloysia citriodora al 100% con meropenem a 10 ug/ml sobre Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem, en estudio in vitro?

Se justifico realizar la investigacion, porque contribuye al conocimiento de nuevos
agentes naturales para un manejo terapéutico alternativo o coadyuvante frente a
bacterias resistentes a los antibioticos. Ademas, debido a la casi inexistente
informacion, sobre el aceite esencial de Aloysia citriodora “cedron” como agente
antibacteriano contra Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos, es util
actualizar estudios al respecto; que seran de gran utilidad y aplicabilidad debido a
la facil accesibilidad y no toxicidad que tiene el cedrdn, y el costo esta al alcance
de toda la poblacion. Ademas, se puede utilizar el aceite esencial de A. citriodora

sin que pueda ocasionar dafo ni efectos adversos secundarios.

Los resultados de esta investigacion han aportado valiosa informacion y
conocimientos para que sean considerados en futuras investigaciones
complementarias, en la busqueda de nuevas alternativas naturales para el

tratamiento contra bacterias resistentes.



Objetivo general: Evaluar la sinergia antibacteriana del aceite esencial de Aloysia
citriodora al 100% con meropenem a 10 ug/ml sobre Klebsiella pneumoniae ATCC

BAA-1705 resistente a carbapenem, en estudio in vitro.

Objetivos especificos: Establecer la actividad antimicrobiana del aceite esencial
Aloysia citriodora al 100%. |dentificar la actividad antimicrobiana combinada del
aceite esencial Aloysia citriodora con meropenem. Determinar la actividad

antimicrobiana del meropenem a 10 pug/ml.

Hipotesis: H1: La asociacion del aceite esencial Aloysia citriodora con meropenem
a 10 pyg/ml tiene efecto antibacteriano sobre Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-
1705 resistente a carbapenem in vitro. HO: La asociacion del aceite esencial
Aloysia citriodora con meropenem a 10 pg/ml no tiene efecto antibacteriano sobre

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem in vitro.



Il. MARCO TEORICO

Estudios en diferentes paises muestran la eficacia que tiene Aloysia citriodora sobre
las Enterobacteriaceae; por ejemplo, Ebani, et al.° (India, 2018), realizaron un
estudio cuya finalidad fue investigar su contenido quimico y su accién
antimicrobiana in vitro de dieciséis aceites esenciales, entre ellos Aloysia triphylla y
cinco mezclas contra cepas de E. coliy A. fumigatus. Utilizaron el procedimiento de
disco difusién en agar. Observaron al AE de A. triphylla que no fue efectivo contra
E. coli, pero mostro la mejor actividad antimicética (con 0,855 mg/ml). Este estudio
muestra resultados prometedores para utilizar AE en el medio ambiente con fines

de desinfeccion.

Asimismo, Kiigiik, et al.’® (Turquia 2017), evaluaron los extractos de acetona,
alcohol y hexano de Aloysia triphylla, para determinar la actividad antibacteriana a
través del método de disco difusidn. Estos extractos se probaron en bacterias
grampositivas y gramnegativas, entre ellas Kp, asi como en 7 hongos. Los extractos
de Aloysia triphylla inhibieron el crecimiento de microorganismos utilizados en estas
pruebas en diferentes proporciones y extractos (alcohol, acetona y hexano) con un
halo de inhibicidn con extractos de: alcohol de 10 mm, acetona de 15 mm y hexano
de 7 mm. Se concluyo que el extracto de acetona de esta planta, evidencio actividad
antimicrobiana contra las bacterias; pero sin actividad antifungica contra los hongos

utilizados en este estudio.

Oukerrou, et al.'"" (Marruecos, 2017), investigaron los efectos citotdxicos y
antibacterianos in vitro del AE de Aloysia citriodora, cosechados en diferentes
zonas de Marruecos. Se cultivaron cepas de varios microorganismos
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Staphylococcus aureus) en medios
Muller Hinton. Luego, se comprobd la accidon antibacteriana por disco difusion en
agar, la concentracién bactericida minima (CBM) y la concentracion inhibitoria
minima (CIM) usando el método de microdilucion. ElI AE reveldé una actividad
antimicrobiana significativa frente a cepas Gram positivas y Gram negativas (8 a 10
mm). Las CIM oscilaron entre 2,84 y 8,37 mg/ml.



Azuero, et al.’ (Ecuador, 2016), comprobaron la accién antibacteriana de los
extractos metandlicos de Lippia citriodora (cedrén) y 11 especies vegetales mas.
Usaron la técnica de difusion en agar, probaron cepas de E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus y C. albicans. Todos los extractos analizados, a excepcion de L. citriodora
y A. conyzoides, presentaron una accion bactericida contra todas las cepas
bacterianas ensayadas. Sin embargo, L. citriodora mostré un efecto antibacteriano
mediano contra E. coli y P. aeruginosa (8 a 10 mm) y un efecto antibacteriano bajo

contra S. aureus (<6 mm).

Crestani, et al.”® (Brasil, 2012) establecieron la accion antimicrobiana y la
composicion quimica del AE de Aloysia ftriphylla. EI AE se obtuvo por
hidrodestilacién y se estudié por espectrometria de masas y cromatografia de
gases. Se evaluo la accion antimicrobiana por el procedimiento de difusion de disco
contra 13 bacterias grampositivas y gramnegativas, entre ellas Kp. El AE mostré
actividad antimicrobiana contra todas las bacterias probadas. Observaron que
contra Kp formé zonas de inhibicion de 21£0,01 mm de diametro. Concluyeron que
existe efecto positivo al aumentar la dosis de AE en relacién con el tamafio del halo

y una mayor actividad sobre bacterias Gram-positivas frente a Gram-negativas.

Por su parte Zare, et al.' (Iran, 2011) estudiaron las actividades antimicrobianas
del extracto metandlico de las hojas y flores de Lippia citriodora H.B.K.
(verbenaceae), haciendo uso del método de difusion en disco. Los extractos
metanolicos de esta planta mostraron un impacto antimicrobiano en 8 bacterias,
incluida Kp y 2 hongos. Observaron que, al aumentar la concentracion del extracto,
aumenté la actividad antimicrobiana en todos los microorganismos. Los hongos
fueron mas sensibles que las bacterias y de éstas mas, las grampositivas. El
extracto de hojas de L. citriodora a partir del 25% tuvo efecto sobre Kp (22,00+1,52
mm, al 50% (30,00+2,08 mm).

Ademas, Calderén.' (Colombia, 2011), estudio la actividad antibacteriana del
Aloysia triphylla, frente a Escherichia coli, Bacillus subtilis, Candida albicans, Kp,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, empleando el procedimiento
de difusion con pozos en agar. Obtuvo de la planta extractos de diclorometano, n-



hexano y metanol. Observé que el extracto de Aloysia triphylla no presento
actividad antimicrobiana significativa a concentraciones de 250 - 4000 mg/L sobre

los microorganismos estudiados.

Rudas.'® (Pert, 2017) estudié la composicion quimica del AE de Aloysia citriodora
palau de la region de Huarochiri, Lima y realizé un fraccionamiento biodirigido con
el fin de conocer la accion in vitro del AE y sus fracciones contra Escherichia coli y
Salmonella typhimurium. EI AE mostr6 actividad antibacteriana in vitro. La fraccion
con mejor actividad antibacteriana fue la AE2, la cual presenté un MIC de 1.6%
contra las bacterias E. coli y S. typhimurium. El compuesto mayoritario en la fracciéon

AE2 fue el citral siendo el responsable de la actividad antibacteriana.

Las especies de Klebsiella causan una amplia gama de enfermedades que incluyen
neumonia, infeccion del tracto urinario y sepsis. Estas infecciones son
particularmente  un  problema entre los neonatos, ancianos e
inmunocomprometidos. Klebsiella se halla en todas partes de la naturaleza, incluido
el agua, suelo y animales; pueden colonizar dispositivos médicos y el entorno
sanitario. Se consideran patégenos oportunistas que colonizan las superficies
mucosas del tracto gastrointestinal sin causar patologia; sin embargo, desde las
mucosas, Klebsiella puede diseminarse a otros tejidos causando infecciones

potencialmente mortales 17- 18

Klebsiella pneumoniae, miembro de la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo en
forma de baston, gram negativo, fermentador de lactosa, con una capsula
prominente. Es un tipico patégeno oportunista que se encuentra ampliamente en la
boca, la piel y los intestinos. Afecta a poblacion con sistemas inmunes
comprometidos o que estan debilitados por otras infecciones. Sus biopeliculas
formadas in vivo protegen al patdogeno de los ataques de las respuestas
inmunitarias y antibidticos del huésped y los aislamientos nosocomiales de Kp a
menudo muestran fenotipos de resistencia a multiples farmacos que comunmente

son causados por las B-lactamasas de espectro extendido. °



El amplio resistoma de este patdgeno, abarca abundantes genes resistentes a
antibiéticos (GRA) regulados por cromosomas y plasmidos. Bajo presion selectiva
de antibidticos, K. pneumoniae acumula continuamente GRA, mediante mutaciones
de novo y mediante la adquisicibn de plasmidos y elementos genéticos
transferibles, lo que conduce a cepas extremadamente resistentes a los

medicamentos (XDR) que albergan un “super resistoma”.?0

En la década de 1990 surgié una nueva familia ESBL, el grupo cefotaximasa-M
(CTX-M), que actualmente son las BLEE dominantes en Kp. Estas enzimas
confieren resistencia a las penicilinas y al espectro expandido de cefalosporinas,
pero son ineficaces contra carbapenémicos. Entre los patdogenos resistentes a
multiples farmacos, Kp es una de las superbacterias mas peligrosas del mundo; y
tiende a volverse resistente a practicamente todos los antibiéticos disponibles en la

actualidad.?! 22

Se informan sobre las cepas de KPC cada vez mas en todo el mundo. Las bacterias
que producen estas enzimas generalmente son susceptibles solo a unos pocos
antibidticos y estan asociadas con una alta mortalidad, especialmente en pacientes
con infecciones del torrente sanguineo. Ademas de ser resistentes a todas las 3
lactamasas disponibles, las carbapenemasas de KPC tienen una alta capacidad de
propagacion. Aunque se ha informado una alarmante dispersion de Kp resistente a

carbapenem, no se ha descrito el impacto clinico de este patdgeno. 23 24

Gran parte de cepas productoras de carbapenemasas (gramnegativos)
corresponden a Kp y Escherichia coli, siendo las enzimas de carbapenemasas mas
frecuentes identificadas el del tipo KPC, IMP, NDM-1, VIM, OXA-181 y OXA-48 (de
oxacilinasa). Las variantes mas comunes son KPC-2 y KPC-3 responsables de
brotes epidémicos, la enzima KPC-2 predomina en el mundo, con brotes
informados en Estados Unidos, China y Europa, mientras que la enzima KPC- 3 fue

detectado principalmente Estados Unidos, América Latina y Israel.?5 26. 27

Recientemente, se ha propuesto la asociacion de dos carbapenémicos sinérgicos

(ertapenem, meropenem, doripenem o imipenem), solos o0 combinados con otros



antibiéticos, como tratamiento de rescate para las infecciones por Kp resistente a
carbapenem. Dicha terapia combinada fue evidenciada ya que ertapenem mostré
menor actividad in vitro contra este patdogeno, debido a una mayor afinidad por las
carbapenemasas. Su papel, como antibidtico, permitiria que los carbapenémicos
mas activos expresen su actividad mas fuerte en el sitio de la infeccién. Sin
embargo, aunque los datos son alentadores, se limitan a estudios in vitro, informes

de casos y series cortas de casos. 28 2°

Existe una necesidad urgente de asistencia médica para tratar estas bacterias
resistentes. El uso empirico de antibiéticos es uno de los factores que favorecen el
incremento de la resistencia a los medicamentos. Hoy en dia, los investigadores
estan buscando algunas moléculas antimicrobianas novedosas que tengan un
espectro amplio de acciodn frente a bacterias Gram positivas y negativas sin tener
muchos o ningun efecto secundario. Estan explorando una gran diversidad de
plantas con propiedades medicinales. Las acciones antimicrobianas de las plantas
se atribuyen a la presencia de compuestos activos, por ejemplo, quinonas, fenoles,
alcaloides, flavonoides, terpenoides, aceites esenciales, taninos, lignanos,

glucosinolatos y algunos metabolitos secundarios. 30 31

Las plantas aromaticas y medicinales han adquirido especial atencion en el campo
de la investigacion intensiva sobre los compuestos antimicrobianos naturales.
Constituyen una fuente constante de principios activos contra gérmenes patdgenos.
Entre estos productos, los aceites esenciales producidos por plantas aromaticas
como metabolitos secundarios, han ganado un interés neto por muchos

investigadores. 32 33

Se han desarrollado muchas listas en la composicién del aceite esencial de cedrén
(Aloysia citriodora) que difieren de cada una debido a los diferentes entornos
geograficos, climaticos y al tiempo de cosecha. Los ingredientes principales en
estas listas son citral (neral y geranial), limoneno y 1,8 cineol. También se
estudiaron las propiedades antioxidantes y antibacterianas, especialmente cuando

se aplican a los siguientes patogenos: Escherichia coli, Kp, Mycobacterium



tuberculosis, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Pseudomonas

aeruginosa y Candida albicans. 34 3%

Las hojas de Aloysia citriodora son ricas en aceites esenciales. Estos aceites se
utilizan en la medicina tradicional como manejo terapéutico de algunos trastornos
gastrointestinales, como agentes antimicrobianos, antimicéticos y como
antioxidantes. También se informé que es una excelente fuente de sustancias
farmacéuticamente activas utilizadas como carminativo, antiespasmodico y

sedante, asi como para las nauseas y los mareos. 3¢

En el analisis del AE de Aloysia citriodora, se han identificado en total mas de
cuarenta compuestos. Entre los principales componentes del aceite esencial se
encuentran citronelal (27,30%), geranial (17,72%), neral (15,91%) y limoneno
(12,41%), seguidos de oxido de cariofileno (9,30%) y a-curcumeno (7,90%), asi
como 1, 8-cineol (5,49%), trans-Caryophyllene (5.39%), trans-cariofileno (6,20%),

entre otros. 37 38

Ill. METODOLOGIA

3.1 TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION:

TIPO DE ESTUDIO: Basico.%°

Disefio de Investigacidon: Experimental, con repeticiones multiples, post
pruebas. Se trabajé con cuatro grupos de estudio. Al primer grupo se aplico
meropenem a 10ug/ml mas el aceite esencial de Aloysia citriodora, en el
segundo grupo se uso el aceite esencial de Aloysia citriodora, el tercer grupo
se uso para el control positivo a meropenem a 10ug/ml y el ultimo para el
control negativo se utilizé el dimetilsulféxido, aplicandose 10 repeticiones por
cada grupo de estudio. Finalmente se evalué el efecto antibacteriano
mediante el diametro del halo de inhibicion, que indica su efectividad frente

a este microorganismo. 3° (ANEXO 01)

3.2 VARIABLES Y OPERACIONALIZACION.
VARIABLE INDEPENDIENTE: Agente antibacteriano.

No farmacolégico: Aceite esencial de Aloysia citriodora.



Farmacolégico: Meropenem a 10 pg/ml.

VARIABLE DEPENDIENTE: Efecto antibacteriano, segin M100 del CLSI.4°
Si efecto: zona de inhibicion 223.

No efecto: zona de inhibicion <23.

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES (ANEXO 02)

3.3 POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO
POBLACION: La poblacién estuvo constituida por los cultivos de Klebsiella
pneumoniae ATCC BAA-1705 resistentes a carbapenem.

Criterios de inclusion: Cultivos jovenes de Klebsiella pneumoniae ATCC

BAA-1705 resistente a carbapenem.

Criterios de exclusion: Cultivos que tuvieron signos de contaminacion, o

gue no evidencian crecimiento bacteriano.

MUESTRA:

Tamano de la muestra, estimada por la férmula estadistica para
comparacion de dos medias.*' (ANEXO 03)

Muestreo: Se realizd un muestreo probabilistico, aleatorio simple.4?

Unidad de analisis: Lo conformd6 cada colonia de Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem.

Unidad de muestra: Cada placa Petri con colonias de Klebsiella

pneumoniae ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem.
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3.4 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS:

TECNICA: Observacion directa de la inhibicidn del crecimiento de Klebsiella

pneumoniae ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem.3®

INSTRUMENTO: Se aplicé como instrumento una ficha de recoleccion de
datos elaborada por el autor. (ANEXO 04)

VALIDEZ Y CONFIABILIDAD DEL INSTRUMENTO

El instrumento fue revisado por especialistas 3° del area de la salud (un
médico general, médico reumatélogo y microbidlogo), que garantizaron que
la ficha de campo es adecuada para el registro de los datos acorde con los
objetivos de estudio. (ANEXO 05)

3.5 PROCEDIMIENTO: (ANEXO 06)

o)

. Identificacién taxonémica de Aloysia citriodora por parte del Herbario de
la Universidad Nacional de Truijillo.

b. El aceite esencial de Aloysia citriodora se obtuvo mediante el método por
arrastre con vapor de agua. 4

c. La cepa de Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas se
sembré mediante la técnica por agotamiento en superficie, en agar
Mueller-Hinton. 40

d. El efecto sinérgico antibacteriano se evalué mediante el método de

difusién con pozos en agar. 4°

3.6 METODOS DE ANALISIS DE DATOS:

La obtencion de resultados de los diferentes halos de inhibicion fue
registrado en la ficha de campo, luego transcritas a la hoja de calculo del
Software Microsoft Excel 2019, para su posterior analisis en el programa
SPSS version 26. Se realizaron pruebas de normalidad de los datos, pruebas

paramétricas, analisis de varianza ANOVA, para evaluar la diferencia de los
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promedios de diametros de los halos de inhibicidn. Asumiendo medias
diferenciadas, se efectud la prueba post hoc Tukey y Duncan para identificar
el mejor tratamiento, finalmente con el grafico del diagrama de cajas, se
determind el comportamiento de los datos obtenidos.*2

3.7 ASPECTOS ETICOS:

Durante todo el progreso del proyecto de investigacién, se considerd los
aspectos éticos referidos al tratamiento de residuos peligrosos, resguardo de
la indemnidad de las personas y del medio ambiente, de acuerdo a lo
estipulado segun la OMS en el “Manual de Bioseguridad en el Laboratorio™®
y la conservacion de la diversidad biolégica y la utilizacion sostenible de sus
competentes segun la Ley N°26839 “Ley sobre la conservacion y

aprovechamiento sostenible de la diversidad bioldgica™’ (ANEXO 08)
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IV. RESULTADOS

Tabla 01. Datos descriptivos de las medias de los halos de inhibicion del
crecimiento de Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem,
tratados con aceite esencial de Aloysia citriodora y meropenem, en laboratorio.

Agente N Media Desv. 95% del intervalo de Minimo Maximo
antibacteriano Desviacion confianza para la media

Limite Limite

inferior superior
AEAC 10 14.80 1.476 13.74 15.86 12 17
AEAC+MRP 10 26.30 0.949 25.62 26.98 25 28
MRP 10 23.40 1.265 22.50 24.30 21 25

Fuente: Salida De SPSS 26.0

AEAC: Aceite esencial de Aloysia citriodora.

MRP: Meropenem.

Tabla 02. Estudio de varianza de las medias de los halos de inhibicién del
crecimiento de Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem,
tratados con aceite esencial de Aloysia citriodora y meropenem, en laboratorio.

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media F Sig.
cuadratica
Entre grupos 715.400 2 357.700 229.404 0.000
Dentro de grupos 42.100 27 1.559
Total 757.500 29

Fuente: Salida De SPSS 26.0
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Tabla 03. Comparacion de las medias de los halos inhibiciéon con la prueba de

Tukey entre el aceite esencial de Aloysia citriodora, el meropenem y la combinacién

de ambos, sobre Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem.

HSD Tukeya

Agente N Subconjunto para alfa = 0.05
antibacteriano 1 2 3
AEAC 10 14.80

MRP 10 23.40
AEAC+MRP 10 26.30
Sig. 1.000 1.000 1.000

MRP: Meropenem.

LOMASDEINHIBICION
o

RU]

Fuente: Reporte SPSS 26.0
AEAC: Aceite esencial de Aloysia citriodora.

—

Figura 01. Diagrama de cajas de los halos de inhibicién por grupos de estudio.

AEAC

AEATHMER WRP
MEDICAMENTLD
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V. DISCUSION

En este estudio se evaluo la sinergia antibacteriana del aceite esencial de Aloysia
citriodora al 100% mas meropenem a 10 pg/ml, sobre Klebsiella pneumoniae ATCC

BAA-1705 resistente a carbapenem, observando los siguientes resultados.

En la tabla 01, se observa que los tres tipos de sustancias utilizadas, presentaron
actividad antibacteriana. EI meropenem alcanzé una zona de inhibicién (23.4mm,
DS: £1.265, IC 95%: 22.50 a 24.30) siendo sensible (CLSI = 23 mm). Sin embargo,
la combinacion del aceite esencial de Aloysia citriodora con meropenem mostro
mayor actividad antibacteriana que el farmaco (26.3 mm, DS: £0.949, IC 95%: 25.62
a 26.98).

La Tabla 02, analiza la varianza de las medias (anexo 07), en la que se observa
diferencias significativas entre los promedios de halos de inhibicidén en los grupos
estudiados (p= 0.000). En la tabla 03 (Post ANOVA) y figura 01 se confirman la
diferencia de los promedios de los halos de inhibicion, y se observa que el grupo
que presenté mayor inhibicién fue la combinacidn entre el aceite esencial de Aloysia

citriodora mas meropenem.

En la revision bibliografica realizada, no se reportan estudios que traten sobre la
sinergia entre Aloysia citriodora con meropenem u otro antibiético, solo evaluaron
el efecto de la planta en diferentes extractos, sin considerar la “Klebsiella
resistente”; asi tenemos Zare, et al.* que reporta zonas de inhibicién mayores
(extracto de hojas de L. citriodora a partir del 25% tuvo efecto sobre Kp 22,00+1,52
mm, al 50% 30,00+2,08 mm), al igual que Crestani, et al.’® (210,01 mm). Menores
zonas de inhibicion demuestran, Kiigik, et al.’® (alcohol de 10 mm, acetona de 15

mm y hexano de 7 mm).
Otros investigadores experimentaron con otros microorganismos como Ebani, et

al.® (India, 2018), actividad antimicética (con 0,855 mg/ml), Oukerrou, et al.'’

(actividad antimicrobiana Gram positivas y Gram negativas de 8 a 10 mm), Azuero,
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et al.’? (E. coli y P. aeruginosa de 8 a 10 mm y S. aureus <6 mm), Rudas.'® (MIC

de 1.6% contra E. coli y S. typhimurium).

La razén de este resultado se remite a las bases moleculares de los mecanismos
de accion de ambos componentes antibacterianos, en el caso del meropenem
inhibe la formacion de la pared bacteriana al unirse a proteinas ligandos especificos
de las penicilinas tipo 1, 2 y 3, interfiriendo con las proteinas de soporte de la pared
bacteriana. Activandose las autolisinas y en consecuencia provocar la
permeabilidad de la membrana celular “*y en el caso del aceite esencial Aloysia
citriodora, la fraccion AE2 del citral tiene actividad anti bacteriana inhibiendo el anillo
de biofilm, al inhibir la produccién de EPS que es un componente de la matriz de la
biopelicula, ademas inhibe la transcripcion de genes responsables en la produccion

de la proteasa extracelular, 48

El efecto antibacteriano se debe a sus compuestos fitoquimicos; el aceite esencial
de cedrdn (Aloysia citriodora) en sus componentes tiene citral (neral y geranial),
limoneno y 1,8 cineol, que le confieren las propiedades insecticidas, antioxidantes
y antibacterianas 3* 35 ElI compuesto mayoritario en la fraccion AE2 fue el citral
siendo el responsable de la actividad antibacteriana. '® En el analisis del AE de
Aloysia citriodora, se han identificado mas de cuarenta compuestos: citronellal
(27,30%), geranial (17,72%), neral (15,91%) y limoneno (12,41%), seguidos de
oxido de cariofileno (9,30%) y a-curcumeno (7,90%), asi como 1, 8-cineol (5,49%),
trans-Caryophyllene (5.39%), trans-cariofileno (6,20%) limoneno (6,07%), entre
otros. 37> 38 Concentracion que difieren en relacion a los diferentes entornos

geograficos, climaticos y al tiempo de cosecha del vegetal. 34 35
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VI. CONCLUSIONES

e La asociacion del aceite esencial de Aloysia citriodora con meropenem
evidencié mayor actividad antibacteriana sobre Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem que el farmaco o el aceite
esencial tratados individualmente.

e EI tratamiento con aceite esencial Aloysia citriodora al 100% evidencid
menor inhibicion del crecimiento de Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705
resistente a carbapenem.

e El| meropenem tuvo actividad antibacteriana dentro del rango considerado

en el CLSI como sensible.

VII. RECOMENDACIONES

e Lasinergia del aceite esencial de Aloysia citriodora con meropenem, deberia
ser considerada como una opcion de medicina alternativa complementaria,
debido a que potencia la sensibilidad frente a esta bacteria resistente.

e Se recomienda completar este estudio, evaluando la actividad individual de
cada uno de los constituyentes fitoquimicos presentes en el aceite esencial
de Aloysia citriodora con la finalidad de profundizar el mecanismo de accién
que ejerce, puesto que existen escasas investigaciones.

e Investigar sobre la sensibilidad del aceite esencial Aloysia citriodora frente a
otros microorganismos resistentes, realizando la comparacion con el
medicamento Gold estandar.

e Realizar investigaciones en animales de experimentacion de la sinergia del

aceite esencial Aloysia citriodora aunado a meropenem.
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ANEXOS

ANEXO 01

DISENO DE LA INVESTIGACION

Se considero6 el esquema siguiente:

RG1 X1 O1
RG2 X2 O2
RGs X3 Os
RGa4 Xa O4

Donde:

RG1-4: Grupos de experimentacion

X1: Meropenem 10ug/ml + aceite esencial de Aloysia citriodora
X2: Aceite esencial de Aloysia citriodora

Xs: Meropenem 10ug/ml (control positivo)

X4: DMSO - Dimetil Sulféxido (control negativo)

O14: Efecto antibacteriano (halo de inhibicion).
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ANEXO 02

MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES:

. . ESCALA
DEFINICION DEFINICION INDICA
VARIABLE DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL DORES .
MEDICION
Compuesto quimico
con accion letal frente o
_ La muestra sera dividida
a bacterias. 4 o
_ en los siguientes grupos:
Tratamiento con
- Meropenem 10ug/ml +
V. I agente no . ] RG1
o _ aceite esencial de o
Agente farmacoldgico (aceite o RG2 | Cualitativa
_ _ _ _ Aloysia citriodora _
antibacteria | esencial de Aloysia _ . RG3 | nominal
o - Aceite esencial de
no citriodora). o RG4
. Aloysia citriodora
Agente farmacolégico
- Meropenem 10ug/ml
(Meropenem 10ug/ml)
S - DMSO
y combinacion de
ambos agentes.
Mecanismos de accion | Se medira la zona de Con
de un compuesto | inhibicion de crecimiento,
efecto:
V. D: quimico sobre las | considerando los criterios
| . , >23 mm .
Efecto bacterias, es eliminado | del Estandar M100 del Cualitativa
antibacteria | (con  efecto litico, | CLSI.40 nominal
Sin
no bactericida) o | Sensible 223 mm
S ) efecto:
inhibiendo Intermedio 20 — 22 mm
<23 mm

(bacteriostatico). 44

Resistente <19 mm
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ANEXO 03
MUESTRA
TAMANO DE MUESTRA

(Zarz + Zp)? 207

(X1 — X2)?
Doénde:

e Z a/2=1.96 Para un nivel de confianza del 95%

Z 3 = 0,84 para una potencia de prueba del 80%
e X1=23mm. 4

o X>=21mm."

0?=1,52mm ™

n = 9,0568 = 10 repeticiones por grupo de estudio
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ANEXO 04

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA MEDIR EL TAMANO DE LOS
HALOS DE INHIBICION (mm) SOBRE CEPAS DE Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm)
N° Repet A:E(ﬁ)(g/oal AEACaa1I (;?g;/:nT MER MEOR a Dl\ggf/i al
pg/mi
1 16 27 23 0
2 15 28 25 0
3 15 25 21 0
4 13 26 22 0
5 15 25 23 0
6 14 27 23 0
7 16 26 24 0
8 12 26 24 0
9 17 26 24 0
10 15 27 25 0

AEAC: Aceite Esencial de Aloysia citriodora
MER: Meropenem
DMSO: Dimetil Sulféxido



ANEXO 05
VALIDEZ Y CONFIABILIDAD DEL INSTRUMENTO
VALIDEZ DE TEST: JUICIO DE EXPERTOS
INSTRUCTIVO PARA LOS JUECES

Indicacidn: Sefior especialista se le pide su colaboracion para que luego de un riguroso
analisis de los items del cuestionario/ guia de observacién o ficha de recoleccion de datos,
el mismo que le mostramos a continuacion, indique de acuerdo a su criterio y su experiencia
profesional el puntaje de acuerdo a si la pregunta permite capturar las variables de
investigacion del Proyecto.

En la evaluacion de cada item, utilice la siguiente escala:

RANGO SIGNIFICADO
1 Descriptor no adecuado y debe ser eliminado
> Desc':r'iptor adecuado, pero debe ser
modificado
3 Descriptor adecuado

Los rangos de la escala propuesta deben ser utilizados teniendo en consideracién los
siguientes criterios:

° Vocabulario adecuado al nivel académico de los entrevistados.
° Claridad en la redaccion.

° Consistencia Ldgica y Metodoldgica.

Recomendaciones:

Gracias, por su generosa colaboracién

Apellidos y nombres

Grado Académico

Mencidén

Firma

CBF #Fi1
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FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

L

RANGO SIGNIFICADO
1 Descriptor no adecuado y debe ser eliminado Firma y sello: _ seesesileesersnaes pgents
Jaime A, M&;ﬂﬂﬂ
2 Descriptor adecuado, pero debe ser modificado CBP: 6951 T
3 Descriptor adecuado
CALIFICACION DEL OBSERVACION
. EZ
ITEM U
1 2 3
Numero de placas de Petri
Halos de inhibicion de Meropenem 10ug + aceite esencial de Aloysia W
citriodora
Halo de inhibicion de Aceite esencial de Aloysia citriodora al 100% W
Halo de inhibicion de Meropenem 10ug !
Halo de inhibicion de Dimetil Sulféxido e
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VALIDEZ DE TEST: JUICIO DE EXPERTOS
INSTRUCTIVO PARA LOS JUECES

Indicacidn: Sefior especialista se le pide su colaboracién para que luego de un riguroso
analisis de los items del cuestionario/ guia de observacion o ficha de recoleccion de
datos, el mismo que le mostramos a continuacion, indique de acuerdo a su criterio y su
experiencia profesional el puntaje de acuerdo a si la pregunta permite capturar las
variables de investigacion del Proyecto.

En la evaluacion de cada item, utilice la siguiente escala:

RANGO SIGNIFICADO
1 Descriptor no adecuado y debe ser
eliminado
5 Descriptor adecuado, pero debe ser
modificado
3 Descriptor adecuado

Los rangos de la escala propuesta deben ser utilizados teniendo en consideracién los
siguientes criterios:

° Vocabulario adecuado al nivel académico de los entrevistados.
° Claridad en la redaccion.

° Consistencia Logica y Metodoldgica.

Recomendaciones:

Gracias, por su generosa colaboracion

Apellidos y nombres Contreras Ultima Roberth Danny
Grado Académico Médico Reumatdélogo
Mencidn Investigacion y docencia universitaria

Firma J” g
5 rais J satidanisar
-1-.jr1"|"|

| ;.? :"."!
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FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

RANGO SIGNIFICADO
1 Descriptor no adecuado y debe ser )
eliminado
Firma vy zello: 1."“-"".* .
2 Descriptor adecuado pero debe ser modificado d?f "’
3 Descriptor adecuado
CALIFICACION DEL OBSERVACION
i JUEZ
ITEM
1 2 3
Numero de placas de Petri X
Halos de inhibicion de Meropenem 10ug + aceite esencial de Aloysia X
citriodora
Halo de inhibicion de Aceite esencial de Aloysia citriodora al 100% X
Halo de inhibicion de Meropenem 10ug X
Halo de inhibicion de Dimetil Sulféxido X




VALIDER DE’ i XPERTOS

INSTRUCTIVO FARA LOS JUECES

Indicacidm: Sefior especialista se e pide su colahoracién para que lusgo de un ngurase
andlisis de los iems del cuestionario/ gufa de observacidn o fichn de recoleecién de datos,
el mismo que le mostrmos o continuacicn, indique de acuerdp n s criterio v su
experiencia profesional el puntaje de acuerdo & i b pregunfa permile capturar las
variahles de mvestipacidn dol trabajo.

En la evaluacidn de cada itzm, utilics la sigueme sscala:

RANGO SHGNIFICADO
1 Descriptor no_adecusdo y debe ser climinado
2 Descriplor_ adecuads pero debe ser modificado
3 | Descriptor adecuado

Los mogos de la cscala propusstn deben ser utilizades teniendo en consideracian los
sipubenies crikerios;

& Wocabulario adecundo el nivel académicn de los entrevistados,
2 Claridad en la redaccicn.
2 Consistencia Légica y Metodoldgica

Hecomendaciones:

(racias, par su generosn colabaracitn
Apellidos y nombres | |
L. Fermdndex Sosavn José Luis
Grado Académicn [
Maestra en Farmacin v CC Biogusmicas :
Mencida

Producins Naturales

Firma

LA 4645

/
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FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

CALIFICACION DEL OBSERVACION 1
ITEM JUEZ
1 2 3
Numero de placas de Petri

Halos de inhibicién de Meropenem 10pg + aceite esencial de

Aloysia citrodora

Halo de inhibicién de Aceite esencial de Aloysia citrodora al

100%

I

Halo de inhibicién de Meropenem 10pug

Halo de inhibicion de Dimetil Sulféxido

I

SIGNIFICADO

Descriptor no adecuado y debe ser eliminado

Descriptor adecuado pero debe ser modificado

RANGO
1
2
3

Descriptor adecuado

Firmayy sello: 0‘1« Zéo’gﬁ



ANEXO 06

A. ldentificacion taxonémica de Aloysia citriodora por el Herbario de la

Universidad Nacional de Trujillo.
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B. Obtencion del aceite esencial de Aloysia citriodora por el método de

arrastre con vapor de agua

Las plantas frescas de Aloysia citriodora “cedron”, se obtuvo en el mercado de
abastos la Hermelinda de Trujillo, procedentes de la provincia de Sanchez Carrién,
La Libertad, en una cantidad de 10 Kg aproximadamente y se traslado al laboratorio
de Microbiologia “San José” de Trujillo, en donde se seleccionaron las hojas sin
indicios de alteraciones. Se lavaron con agua destilada, se dej6 orear sobre papel
absorbente estéril y se colocd sobre bandejas de cartulina que se llevé al horno a
40°C por un tiempo suficiente hasta que las hojas secaron completamente. Se

almaceno herméticamente en recipientes negros.

< » i
. . Pae S : .
El aceite esencial de Aloysia citriodora se obtuvo por el método de arrastre con

vapor de agua; para ello, se calenté (en cocina eléctrica) un balén con agua
destilada hasta la ebullicion. El vapor paso a otro balon con la muestra de hojas de
cedrdn, a través de un ducto. El balén con la muestra se conecté a la vez con un
condensador (refrigerante) a través de otro ducto; esto permitié que el vapor del
agua pase a través de baldén de la muestra y pase al condensador arrastrando los
componentes de las hojas del cedron. Finalmente, el vapor se condenso y fue
recepcionado en un embudo de decantacion tipo pera. El liquido recibido formo dos
fases, quedando el aceite en la superficie por diferencia de densidades. El proceso

de destilacion se realizé en 3 horas aproximadamente. El Aceite Esencial (AE) se

38



colocd en un frasco de vidrio ambar estéril y se reservd a temperatura de

refrigeracion hasta su utilizacion.

C. Cultivo de Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas y

preparacién del inéculo 4°

Se reactivo las cepas de Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas,
sembrando en agar BHI, y se incubo en la estufa a 37°C por 24 horas. Para la
prueba de susceptibilidad, se utilizé6 agar Mueller-Hinton como medio de cultivo. Se
preparo suficiente medio para 10 placas Petri (200 ml aprox.) y se esterilizo en
autoclave a 121°C por 15 minutos. Después, se sirvio 18-20 ml por cada placa Petri
estériles de plastico desechables de 90x15mm, y se dejo reposar hasta que se

solidifico completamente.

El in6culo se prepard colocando 3 ml de suero fisioldégico en un tubo de ensayo
estéril, al cual se le adiciono suficientes colonias de Klebsiella pneumoniae
productoras de carbapenemasas (cultivo de 20-24 horas), de tal modo que se
observé una turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland (1,5x108

UFC/ml aproximadamente).
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D. Evaluacion del efecto sinérgico antibacteriano por el método de difusion

con pozos en agar 43

Se evalué mediante la prueba de susceptibilidad utilizando el método de difusion

con pozos en agar, segun los pasos siguientes:

e Se sembrd Kilebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas,
embebiendo un hisopo estéril en el inéculo y deslizandose sobre toda la
superficie del medio de cultivo de las Placas Petri; de tal modo, que el

microorganismo quedo como una capa en toda la superficie.
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e« Se hizo 4 pozos en el medio de cultivo de cada placa recién sembrada,
mediante punzonado con un sacabocado estéril de seis milimetros de
diametro.

e Al primer pozo, se agrego 50 pl de la combinacion de Meropenem + aceite
esencial de Aloysia citriodora.

e Al segundo pozo, se agreg6 50 ul de aceite esencial de Aloysia citriodora.

o Al tercer pozo, se agreg6 50 pl de Meropenem (control positivo).

e Al cuarto pozo, se agreg6 50 ul de DMSO (control negativo).

Se dejo en reposo por 15 min y después, se incubd las placas de forma invertida
en la estufa a 37°C por 20-24 horas. La lectura se realizé observando y midiendo
con una regla Vernier, el diametro de la zona de inhibicién de crecimiento
bacteriano. Se interpreto como sensible o resistente, segun lo establecido en el
Estandar M100 del CLSI.
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E. CONSTANCIA DE EJECUCION DEL PROYECTO

(e

COMSTAMNCIA DE EIECUCHON DE PROYECTO

El Laboratario “%an lese” deja constancia gue ha cedido od hanarem s instalaciones,
en donde JUAM CARLDS VELASOUEZ PAREDES, estudiante de Medicing de la
Uinksersidad César Vallego de Trujifa, ajecutd ia parte experimental die su proyecio do
tesis tifulado “Sinergia antibacterians In vitro del scsite elencisl de dlopsio citrodons
Can mersgenam sobre Elebsielly pnewmoni;e resistente a carbagenem ATOD BAM-
17057 durante los dias 01 al 05 de ootubee de 2020, baja ks orlentacitn y asasoramssnta
del Microbidlogolaime Abelardo Pole Gamboa.

Se mupide la presente a sodichtud del estudiante, séio para fines académicos, a los 27 dias
diel mes de octubre de 2020,

Sede Principal: Francksco Bolognesi 678 0L 203 - Centro Histarico - Trujille

Sucursales: Los Corales 277- Barrio Medico Urh. Santa Inés - Trujiilo
. TE9999 - | 948649844
7 zanjoselabs@holmail.com @ wewesanjoselabs amawebs comy
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ANEXO 07

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene | gl2 Sig.
ZONAS DE INHIBICION Se basa en la media 0.511 27 0.606
Se basa en la mediana 0.435 27 0.651
Se basa en la mediana 0.435 22.717 0.652
y con gl ajustado
Se basa en la media 0.481 27 0.623

recortada
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ANEXO 08

MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD PARA EL ESTUDIO EXPERIMENTAL.46

AMBIENTE SEGURO:

Limpieza: Se lavo con agua y detergente, luego sin éste, realizando una accion
mecanica o de arrastre sobre las superficies. La limpieza se realizé antes de todos
los procedimientos de desinfeccidn y esterilizacion de todas las areas.

La limpieza se realizé con pafios humedos y el barrido por medio de escoba
hameda, con la intencion de prevenir la resuspension de los microorganismos que
se encuentran en el piso. Se inicid por las partes mas altas, siguiendo la linea
horizontal, descendiendo por planos.

Desinfeccion: Se realizé utilizando principalmente agentes quimicos en estado
liquido, como el alcohol a 70%, la pasteurizacion a 75°C y la radiacion ultravioleta.
Descontaminacion: Se realizé un tratamiento quimico aplicado a objetos que
tuvieron contacto con sangre o fluido corporales, con el fin de inactivar
microorganismos en piel u otros tejidos corporales.

Esterilizacion: Esterilizacion por vapor, esterilizacion por calor seco, esterilizacion

por inmersion en productos quimicos.

PROTECCION CORPORAL
Se uso bata, siendo esta una prioridad multifactorial para el ingreso al area de
proyecto, y en la realizacion de todos los procedimientos por parte de los
integrantes del equipo.
Recomendaciones:

» Usar bata dentro de las instalaciones del proyecto (laboratorio)

» Esta ropa protectora se retir6 inmediatamente antes de abandonar el

laboratorio.
* Luego se transport6 de manera adecuada a un lugar especifico para

posterior descontaminacion y lavado.
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PROTECCION OCULAR Y TAPABOCA

El uso de lentes y de mascarillas tiene como fin proteger las membranas de
las mucosas de boca, nariz y ojos durante los procedimientos y actividades
que puedan generar aerosoles, y salpicaduras de fluidos.

Anteojos o lentes de Seguridad:

Permiten una correcta vision.

Tienen proteccion lateral y frontal, ventilacion indirecta, visor de
policarbonato, sistema anti rayaduras y anti empafantes.

Permiten el uso simultaneo de lentes correctores.

Son de uso personal.

Fueron usados en todo momento durante los procesamientos de las
muestras y el fraccionamiento de las unidades de fluidos. Cualquier
excepcion a esta regla, fue descrita en el programa de bioseguridad del

servicio.

TAPABOCA

Es de material impermeable frente a aerosoles o salpicaduras.
Es amplio de tal forma que cubre la nariz y toda la boca.
Se utilizé por el equipo durante todo el tiempo manteniéndolo limpio y sin

deformacion.

PROTECCION DE LOS PIES:

La proteccion se realizd para evitar lesiones producidas por sustancias corrosivas,

descargas eléctricas, objetos pesados, asi como para prevenir deslizamientos en

pisos humedos. Si cayera al suelo una sustancia corrosiva o un objeto pesado.

No se llevéd ninguno de los siguientes tipos de calzados para transitar en el

laboratorio:

Zuecos

Tacones altos

Zapatos que dejen el pie al descubierto

Se eligio un calzado de cuero resistente que cubrid todo el pie. Este tipo de

calzado proporcioné una mejor proteccion.
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PROTECCION DE LAS MANOS

Se uso guantes para prevenir o disminuir el riesgo de contaminacién con los
microorganismos de la piel del operador, como de la transmision de gérmenes
manipulados hacia el operador. Se realizo el lavado de manos segun la técnica
clinica con solucion a base de clorhexidina y secadas antes del calzado de los

guantes los cuales fueron estériles.

46



TESIS

porJuan Carlos VELASQUEZ PAREDES

Fecha de entrega: 09-nov-2020 08:14a.m. (UTC-0500)
Identificador de la entrega: 1437370185

Nombre del archivo: TESIS_-TUR.docx (61.13K)

Total de palabras: 4359

Total de caracteres: 25081



UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA PROFESIONAL DE MEDICINA

Sinergia antibacteriana in vitro del aceite esencial de Aloysia citriodora
con meropenem sobre Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705
resistente a carbapenem

TESIS PARA OBTENER EL TiTULO PROFESIONAL DE MEDICO CIRUJANO

AUTOR:
Velasquez Paredes, Juan Carlos. (ORCID: 0000-0002-1930-7630)

ASESORES:
Dra. Llaque Sanchez, Maria Rocio del Pilar. (ORCID: 0000-0002-6764-4068)
Dra. Yupari Azabache, Irma Luz. (ORCID: 0000-0002-0030-0172)
Mg. Polo Gamboa, Jaime Abelardo. (ORCID: 0000-0002-3768-8051)

LINEA DE INVESTIGACION:
Enfermedades Transmisibles

Trujillo - Pera

2020




I. INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana farmacologica, data desde hace muchas décadas, sin
embargo, a nivel mundial en Carolina del Norte en el afio 1996, se reportd por
primera vez a Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC), en un aislado de
Klebsiella pneumoniae (Kp), gue subsiguientemente se extendid a Asia, Europa,

Medio Oriente, América del Sur y Central, Oceania y Africa." 2

En el afio 2011, en Colombia se informé el primer reporte de un brote de cepas ya
clasificadas KPC-3 y hasta la actualidad es un problema endémico en este pais.
También se ha reportado la presencia de KPC en Uruguay, Brasil, Chile, Argentina
y Ecuador. En marzo del 2012 se publictd en ltalia el primer hallazgo de una cepa
de KPC, aislada desde un paciente. Actualmente, a nivel mundial las
carbapenemasas generan resistencia terapéutica gracias a sus diferentes grados
de bombas de expulsion y expresién de porinas asociados con produccion de
betalactamasas con espectro extendido, asi como la produccion de la enzima

carbapenemasa.’ ?

En el afio 2013 en Perd, el Hospital Nacional Arzobispo Loayza publicé el primer
reporte de KPC. En el 2017 se describieron nueve casos de Kp resistente con
presencia de una nueva enzima llamada Nueva Delhi Metalo beta-lactamasas;
como agentes infecciosos o colonizantes, en pacientes gravemente enfermos, en
su mayoria en el area de neurocirugia del Hospital Nacional Dos de Mayo. Siendo
estos los primeros reportes de Kp resistente en el Per(.4

Varios microorganismos son resistentes a diversos tipos de antibiéticos, debido al
gran porcentaje de uso irracional. Es por ello que despierta gran interés el descubrir
sustancias alternativas y/o complementarias a partir de origenes naturales,
incluyendo los extractos metandlicos de las plantas. El uso de los extractos
metanolicos ha desarrollado un gran espectro de aplicaciones en los Ultimos afios.
Sin embargo, las plantas nativas al ser poco estudiadas son desconocidas. El
Aloysia citriodora es encontrado en el Perl, por lo que es relevante conocer la

envergadura de los usos que pueda tener su aceite esencial (AE).




Aloysia triphylla Palau también llamado Aloysia citriodora, popular con el nombre
vulgar de "Cedrén", es una planta oriunda de América del Sur. Es una planta lefiosa,
arbustiva, que alcanza 1 m. o mas de_altura, las hojas son simples con un
caracteristico olor a limén. Pertenece al reino, subreino, clase, subclase, orden,
familia, género y especie, Plantae, Tracheobionta, Magnoliopsida, Asteridae,
Lamiales, Verbenaceae, Aloysia, Aloysia triphylla respectivamente.”

Los beneficios que aporta el cedrdn es su accion antibacteriana del AE de las partes
de las hojas, flores y tallo. Todos los AE Aloysia citriodora, revelaron accion
bactericida elevada cantra P. aeruginosa, E. coli y S. aureus, excepto el AE de las
flores que presentd actividad antimicrobiana moderada contra cepas de

Estafilococo aureus.®

Por lo mencionado, se plante6 el siguiente problema: ¢Tiene efecto sinérgico
antibacteriano, la asociacion del aceite esencial Aloysia citriodora al 100%
con meropenem a 10 ug/ml sobre Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705
resistente a carbapenem, en estudio in vitro?

Se justificd realizar la investigacion, porque contribuye al conocimiento de nuevos
agentes naturales para un manejo terapéutico alternativo o coadyuvante frente a
bacterias resistentes a los antibibticos. Ademas, debido a la casi inexistente
informacion, sobre el aceite esencial de Aloysia citriodora “cedron” como agente
antibacteriano contra Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos, es util
actualizar estudios al respecto; que seran de gran utilidad y aplicabilidad debido a
la facil accesibilidad y no toxicidad que tiene el cedrén, y el costo esta al alcance
de toda la poblacion. Ademas, se puede utilizar el aceite esencial de A. citriodora
sin que pueda ocasionar dafo ni efectos adversos secundarios.

Los resultados de esta investigacion han aportado valiosa informacion vy
conocimientos para que sean considerados en futuras investigaciones
complementarias, en la busgueda de nuevas alternativas naturales para el

tratamiento contra bacterias resistentes.




Para este estudio se plante6 como objetivo general: Evaluar la sinergia
antibacteriana del aceite esencial de Aloysia citriodora al 100% con meropenem a
10 pg/ml sobre Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem,
en estudio in vitro.

De esta manera, se planteé los objetivos especificos: a) Establecer la eficacia
antimicrobiana del aceite esencial Aloysia citriodora al 100% y b) Establecer la
eficacia antimicrobiana del meropenem a 10 pg/ml sobre Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem.

Para responder a la interrogante del problema se plante6 las hipotesis: H1:
La asociacion del aceite esencial Aloysia citriodora con meropenem a 10 yg/ml tiene
efecto sinérgico antibacteriano sobre Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705
resistente a carbapenem, en estudio in vitro; y HO: La asociacién del aceite esencial
Aloysia citriodora con Meropenem a 10 pg/ml no tiene efecto sinérgico
antibacteriano sobre Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 resistente a

carbapenem, en estudio in vitro.




Il. MARCO TEORICO

Estudios en diferentes paises muestran la eficacia que tiene Aloysia citriodora sobre
las Enterobacteriaceae; por ejemplo, Ebani, et al.® (India, 2018), realizaron un
estudio cuya finalidad fue investigar su contenido quimico y su accion
antimicrobiana in vitro de dieciséis aceites esenciales, entre ellos Aloysia triphyllay
cinco mezclas contra cepas de E. coliy A. fumigatus. Utilizaron el procedimiento de
disco difusién en agar. Observaron al AE de A. triphylla que no fue efectivo contra
E. coli, pero mostré la mejor actividad antimicética (con 0,855 mg/ml). Este estudio
muestra resultados prometedores para utilizar AE en el medio ambiente con fines

de desinfeccion.

Asimismo, Kiigik, et al.'® (Turquia 2017), evaluaron los extractos de acetona,
alcohol y hexano de Aloysia triphylla, para determinar la actividad antibacteriana a
través del método de disco difusion. Estos extractos se probaron en bacterias
grampositivas y gramnegativas, entre ellas Kp, asi como en 7 hongos. Los extractos
de Aloysia triphylla inhibieron el crecimiento de microorganismos utilizados en estas
pruebas en diferentes proporciones y extractos (alcohol, acetona y hexano) con un
halo de inhibicion con extractos de: alcohol de 10 mm, acetona de 15 mm y hexano
de 7 mm. Se concluyé que el extracto de acetona de esta planta, evidencid actividad
antimicrobiana contra las bacterias; pero sin actividad antifingica contra los hongos

utilizados en este estudio.

Oukerrou, et al."' (Marruecos, 2017), investigaron los efectos citotoxicos y
antibacterianos in vitro del AE de Aloysia citriodora, cosechados en diferentes
zonas de Marruecos. Se cultivaron cepas de varios microorganismos
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Staphylococcus aureus) en medios
Mdaller Hinton. Luego, se comprobé la accién antibacteriana por disco difusién en
agar, la concentracién bactericida minima (CBM) y la concentracion inhibitoria
minima (CIM) usando el método de microdilucién. EI AE reveldé una actividad
antimicrobiana significativa frente a cepas Gram positivas y Gram negativas (8 a 10

mm). Las CIM oscilaron entre 2,84 y 8,37 mg/ml.




Azuero, et al.'? (Ecuador, 2016), comprobaron la accion antibacteriana de los
extractos metanolicos de Lippia citriodora (cedrdn) y 11 especies vegetales mas.
Usaron la técnica de difusion en agar, probaron cepas de E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus y C. albicans. Todos los extractos analizados, a excepcion de L. citriodora
y A. conyzoides, presentaron una accion bactericida contra todas las cepas
bacterianas ensayadas. Sin embargo, L. citriodora mostrd un efecto antibacteriano
mediano contra E. coli y P. aeruginosa (8 a 10 mm) y un efecto antibacteriano bajo

contra S. aureus (<6 mm).

Crestani, et al.'”® (Brasil, 2012) establecieron la accién antimicrobiana y la
composicion quimica del AE de Aloysia triphylla. EI AE se obtuvo por
hidrodestilacién y se estudid por espectrometria de masas y cromatografia de
gases. Se evalud la accion antimicrobiana por el procedimiento de difusién de disco
contra 13 bacterias grampositivas y gramnegativas, entre ellas Kp. El AE mostrd
actividad antimicrobiana contra todas las bacterias probadas. Observaron que
contra Kp formo zonas de inhibicion de 21+0,01 mm de didmetro. Concluyeron que
existe efecto positivo al aumentar la dosis de AE en relacion con el tamafio del halo

y una mayor actividad sobre bacterias Gram-positivas frente a Gram-negativas.

Por su parte Zare, et al.'* (Iran, 2011) estudiaron las actividades antimicrobianas
del extracto metandlico de las hojas y flores de Lippia citriodora H.B.K.
(verbenaceae), haciendo uso del método de difusion en disco. Los extractos
metanolicos de esta planta mostraron un impacto antimicrobiano en 8 bacterias,
incluida Kp y 2 hongos. Observaron que, al aumentar la concentracién del extracto,
aumentd la actividad antimicrobiana en todos los microorganismos. Los hongos
fueron mas sensibles que las bacterias y de éstas mas, las grampositivas. El
extracto de hojas de L. citriodora a partir del 25% tuvo efecto sobre Kp (22,00+1,52
mm, al 50% (30,00£2,08 mm).

Ademas, Calderoén.'’> (Colombia, 2011), estudié la actividad antibacteriana del
Aloysia triphylla, frente a Escherichia coli, Bacillus subtilis, Candida albicans, Kp,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, empleando el procedimiento

de difusion con pozos en agar. Obtuvo de la planta extractos de diclorometano, n-




hexano y metanol. Observé que el extracto de Aloysia triphylla no presento
actividad antimicrobiana significativa a concentraciones de 250 - 4000 mg/L sobre

los microorganismos estudiados.

Rudas. '8 (Per(, 2017) estudio la composicion quimica del AE de Aloysia citriodora
palau de la regién de Huarochiri, Lima y realizdé un fraccionamiento biodirigido con
el fin de conocer la accion in vitro del AE y sus fracciones contra Escherichia coli y
Salmonella typhimurium. EI AE mostr6 actividad antibacteriana in vitro. La fraccion
con mejor actividad antibacteriana fue la AE2, la cual presentd un MIC de 1.6%
contra las bacterias E. coliy S. typhimurium. El compuesto mayoritario en la fraccion

AE2 fue el citral siendo el responsable de |a actividad antibacteriana.

Las especies de Klebsiella causan una amplia gama de enfermedades que incluyen
neumonia, infeccion del tracto wurinario y sepsis. Estas infecciones son
particularmente  un  problema entre los neonatos, ancianos e
inmunocomprometidos. Klebsiella se halla en todas partes de la naturaleza, incluido
el agua, suelo y animales; pueden colonizar dispositivos médicos y el entorno
sanitario. Se consideran patdgenos oportunistas que colonizan las superficies
mucosas del tracto gastrointestinal sin causar patologia; sin embargo, desde las
mucosas, Klebsiella puede diseminarse a otros tejidos causando infecciones

potencialmente mortales '7: 18

Klebsiella pneumoniae, miembro de la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo en
forma de bastdn, gram negativo, fermentador de lactosa, con una capsula
prominente. Es un tipico patdgeno oportunista que se encuentra ampliamente en la
boca, la piel y los intestinos. Afecta a poblacion con sistemas inmunes
comprometidos 0 que estan debilitados por otras infecciones. Sus biopeliculas
formadas in vivo protegen al patégeno de los atagues de las respuestas
inmunitarias y antibiéticos del huésped y los aislamientos nosocomiales de Kp a
menudo muestran fenotipos de resistencia a maltiples farmacos que cominmente
son causados por las B-lactamasas de espectro extendido. 18




El amplio resistoma de este patdogeno, abarca abundantes genes resistentes a
antibioticos (GRA) regulados por cromosomas y plasmidos. Bajo presién selectiva
de antibidticos, K. pneumoniae acumula continuamente GRA, mediante mutaciones
de novo y mediante la adquisicibn de plasmidos y elementos genéticos
transferibles, lo que conduce a cepas extremadamente resistentes a los
medicamentos (XDR) que albergan un “super resistoma”.2°

En la década de 1990 surgié una nueva familia ESBL, el grupo cefotaximasa-M
(CTX-M), que actualmente son las BLEE dominantes en Kp. Estas enzimas
confieren resistencia a las penicilinas y al espectro expandido de cefalosparinas,
pero son ineficaces contra carbapenémicos. Entre los patégenos resistentes a
multiples farmacos, Kp es una de las superbacterias mas peligrosas del mundo; y
tiende a volverse resistente a practicamente todos los antibiéticos disponibles en la

actualidad.2!: 22

Se informan sobre las cepas de KPC cada vez més en todo el mundo. Las bacterias
gue producen estas enzimas generalmente son susceptibles solo a unos pocos
antibioticos y estan asociadas con una alta mortalidad, especialmente en pacientes
con infecciones del torrente sanguineo. Ademas de ser resistentes a todas las B
lactamasas disponibles, las carbapenemasas de KPC tienen una alta capacidad de
propagacion. Aunque se ha informado una alarmante dispersion de Kp resistente a

carbapenem, no se ha descrito el impacto clinico de este patdgeno. 2% 24

Gran parte de cepas productoras de carbapenemasas (gramnegativos)
corresponden a Kp y Escherichia cofi, siendo las enzimas de carbapenemasas mas
frecuentes identificadas el del tipo KPC, IMP, NDM-1, VIM, OXA-181y OXA-48 (de
oxacilinasa). Las variantes mas comunes son KPC-2 y KPC-3 responsables de
brotes epidémicos, la enzima KPC-2 predomina en el mundo, con brotes
informados en Estados Unidos, China y Europa, mientras que la enzima KPC- 3 fue

detectado principalmente Estados Unidos, América Latina y Israel.5: 2627

Recientemente, se ha propuesto la asociacién de dos carbapenémicos sinérgicos

(ertapenem, meropenem, doripenem o imipenem), solos 0 combinados con otros




antibiéticos, como tratamiento de rescate para las infecciones por Kp resistente a
carbapenem. Dicha terapia combinada fue evidenciada ya que ertapenem mostro
menor actividad in vitro contra este patégeno, debido a una mayor afinidad por las
carbapenemasas. Su papel, como antibi6tico, permitiria que los carbapenémicos
mas activos expresen su actividad mas fuerte en el sitio de la infeccidon. Sin
embargo, aunque los datos son alentadores, se limitan a estudios in vitro, informes

de casos y series cortas de casos. 28 29

Existe una necesidad urgente de asistencia médica para tratar estas bacterias
resistentes. El uso empirico de antibiéticos es uno de los factores que favorecen el
incremento de la resistencia a los medicamentos. Hoy en dia, los investigadores
estan buscando algunas moléculas antimicrobianas novedosas que tengan un
espectro amplio de accién frente a bacterias Gram positivas y negativas sin tener
muchos o ningln efecto secundario. Estdn explorando una gran diversidad de
plantas con propiedades medicinales. Las acciones antimicrobianas de las plantas
se atribuyen a la presencia de compuestos activos, por ejemplo, quinonas, fenoles,
alcaloides, flavonoides, terpenoides, aceites esenciales, taninos, lignanos,

glucosinolatos y algunos metabolitos secundarios. %0: 3!

Las plantas aromaticas y medicinales han adquirido especial atencion en el campo
de la investigacion intensiva sobre los compuestos antimicrobianos naturales.
Constituyen una fuente constante de principios activos contra gérmenes patdgenos.
Entre estos productos, los aceites esenciales producidos por plantas aromaticas
como metabolitos secundarios, han ganado un interés neto por muchos

investigadores. 3232

Se han desarrollado muchas listas en la composicion del aceite esencial de cedron
(Aloysia citriodora) que difieren de cada una debido a los diferentes entornos
geograficos, climaticos y al tiempo de cosecha. Los ingredientes principales en
estas listas son citral (neral y geranial), limoneno y 1,8 cineol. También se
estudiaron las propiedades antioxidantes y antibacterianas, especialmente cuando

se aplican a los siguientes patogenos: Escherichia coli, Kp, Mycobacterium




tuberculosis, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Pseudomonas

aeruginosa y Candida albicans. 3* 3°

Las hojas de Aloysia citriodora son ricas en aceites esenciales. Estos aceites se
utilizan en la medicina tradicional como manejo terapéutico de algunos trastornos
gastrointestinales, como agentes antimicrobianos, antimicéticos y como
antioxidantes. También se informd que es una excelente fuente de sustancias
farmacéuticamente activas utilizadas como carminativo, antiespasmadico y
sedante, asi como para las nauseas y los mareos. 38

En el analisis del AE de Aloysia citriodora, se han identificado en total mas de
cuarenta compuestos. Entre los principales componentes del aceite esencial se
encuentran citronelal (27,30%), geranial (17,72%), neral (15,91%) y limoneno
(12,41%), seguidos de dxido de cariofileno (9,30%) y a-curcumeno (7,90%), asi
como 1, 8-cineol (5,49%), trans-Caryophyllene (5.39%), trans-cariofileno (6,20%),

entre otros. 37-38

ll. METODOLOGIA
3.1 TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION:
TIPO DE ESTUDIO: Basico.*
Diseiio de Investigacion: Experimental, con repeticiones multiples y post
pruebas. Se trabajé con un total de 4 grupos de cepas de Klebsiella
pneumoniae ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem, en el primer grupo
se aplicé Meropenem a 10ug/ml mas el aceite esencial de Aloysia citriodora,
en el segundo grupo se uso el aceite esencial de Aloysia citriodora, el tercer
grupo se uso para el control positivo a Meropenem a 10ug/ml y el Gltimo para
el control negativo se utilizd el dimetilsulfoxido, aplicandose 10 repeticiones
por cada grupo de estudio. Finalmente se evalu6 el efecto antibacteriano
mediante el diametro del halo de inhibicidén, que indica su efectividad frente
a ese patogeno. 3 (ANEXO 01)




3.2 VARIABLES Y OPERACIONALIZACION.
VARIABLE INDEPENDIENTE: Agente antibacteriano para cepas de
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem.
No farmacolégico: Aceite esencial de Aloysia citriodora.
Farmacolégico: Meropenem a 10 ug/ml.
VARIABLE DEPENDIENTE: Efecto antibacteriano.“
Si efecto: zona de inhibicién >23.
No efecto: zona de inhibicion <23.
OPERACIONALIZACION DE VARIABLES (ANEXO 02)

3.3 POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO
POBLACION: La poblacion estuvo constituida por todos los cultivos de
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 productoras de carbapenemasas

cultivadas en el laboratorio “San José”.

Criterios de inclusién: Todos los cultivos de Klebsiella pneumoniae ATCC
BAA-1705 productoras de carbapenemasas, con 20 a 24 horas de
sembrados.

Criterios de exclusion: Todos los cultivos de Klebsiella pneumoniae ATCC

BAA-1705 productoras de carbapenemasas contaminados.

MUESTRA:
Tamafio de la muestra, estimada por la férmula estadistica para
comparacion de dos medias.*’ (ANEXO 03)

Muestreo: Se tomé las muestras de cultivos mediante muestreo
probabilistico aleatorio simple.4?

Unidad de analisis: Lo conformd cada cultivo de Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA-1705 productoras de carbapenemasas.

Unidad de muestra: Cada placa Petri con cepas de Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA-1705 productoras de carbapenemasas.




3.4 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS:

TECNICA: Se utilizé |a técnica de observacion directa del experimento sobre
la inhibicién del crecimiento de las colonias de Klebsiella pneumnoniae ATCC
BAA-1705 productoras de carbapenemasas.®®

INSTRUMENTO: Se aplicé como instrumento una ficha de recoleccion de
datos elaborada para este estudio, que contiene la cantidad de repeticiones
y los grupos de agentes antibacterianos (aceite esencial de Aloysia
citriodora, meropenem y DMSQO) (ANEXO 04)

VALIDEZ Y CONFIABILIDAD DEL INSTRUMENTO

El instrumento fue validado con la técnica de evaluacion de expertos 3°
participaron en la validacién 3 profesionales del area de la salud (1 médico
maestro en farmacia y Ciencias quimicas, 1 médico reumatdlogo y 1
microbiblogo), que garantizaron que los datos obtenidos en el experimento
fueran registrados adecuadamente acorde con los objetivos del presente
experimento. (ANEXO 05)

3.5 PROCEDIMIENTO: (ANEXO 06)

a. ldentificacion taxondmica de Aloysia citriodora por parte del Herbario de
la Universidad Nacional de Trujillo.

b. El aceite esencial de Aloysia citriodora se obtendra mediante el método
por arrastre con vapor de agua. *

c. La cepa de Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas sera
cultivada mediante la técnica por agotamiento en superficie, en medio de
cultivo agar Mueller-Hinton. 4°

d. El efecto sinérgico antibacteriano sera evaluado mediante el método de
difusion con pozos en agar. 45

e. El proyecto se gjecutd en el Laboratorio “San José”.




3.6 METODOS DE ANALISIS DE DATOS:

La obtencién de resultados de los diferentes tamafios de halos de inhibicion
fue registrada en la ficha de recoleccidén de datos, luego, se registrd en una
hoja de calculo del software Microsoft Excel 2019. Después, fue procesado
con el software estadistico SPSS version 26. Se comprobo6 la normalidad de
los datos. Se analizé con pruebas paramétricas, aplicando el anélisis de
varianza ANOVA, para evaluar la diferencia significativa de los promedios de
diametros de los halos de inhibicion. Asumiendo medias diferenciadas, se
efectud la prueba post hoc Tukey y Duncan para identificar el mejor
tratamiento, asi mismo se graficé el diagrama de cajas, donde se aprecia el

comportamiento de los datos obtenidos. 42

3.7 ASPECTOS ETICOS:

Durante todo el progreso del proyecto de investigacion, se considerd los
aspectos éticos referidos al tratamiento de residuos peligrosos, resguardo de
la indemnidad de las personas y del medio ambiente, de acuerdo a lo
estipulado segun la OMS en el “Manual de Bioseguridad en el Laboratorio™®
y la conservacion de la diversidad biologica y la utilizacion sostenible de sus
competentes segin la Ley N°26839 “Ley sobre la conservacion vy

aprovechamiento sostenible de la diversidad bioldgica™’ (ANEXO 08)




IV. RESULTADOS

Tabla 01. Medidas estadisticas descriptivas de la sinergia antibacteriana in vitro del
aceite esencial de Aloysia citriodora con meropenem sobre Klebsiella pneumoniae

ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem, en laboratorio

TRATAMIENTO N Media Desv. 95% del intervalo de Minimo  Maximo
Desviacion confianza para la media
Limite Limite
inferior superior
AEAC 10 14.80 1.476 13.74 15.86 12 17
AEAC+MRP 10 26.30 0.949 25.62 26.98 25 28
MRP 10 23.40 1.265 2250 24.30 21 25

Fuente: Salida De SPSS 26.0

AEAC: Aceite esencial de Aloysia citriodora.

MRP: Meropenem.

Tabla 02. Estudio de varianza de las medidas del efecto antibacteriano del aceite
esencial de Aloysia citriodora, de Meropenem y de la combinacién de ambos sobre

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem.

ANOVA
Sumade cuadrados gl Media F Sig.
cuadratica
Entre grupos 715.400 2 357.700 229.404 0.000
Dentro de grupos 42.100 27 1.559
Total 757.500 29

Fuente: Salida De SPSS 26.0




Tabla 03. Comparacion de las medias de los halos inhibicion con la prueba de
Tukey entre el aceite esencial de Aloysia citriodora, el Meropenem y la combinacién
de ambos, sobre Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem.
HSD Tukeya

Agente N Subconjunto para alfa = 0.05
antibacteriano 1 2 3
AEAC 10 14.80

MRP 10 23.40
AEAC+MRP 10 26.30
Sig. 1.000 1.000 1.000

Fuente: Reporte SPSS 26.0
AEAC: Aceite esencial de Aloysia citriodora.

MRP: Meropenem.

30
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ZONASDEINHIBICION

AEAC AEAC+MRP MRP
MEDICAMENTO

Figura 01. Diagrama de cajas de los halos de inhibicién por grupos de estudio.




V.  DISCUSION

En este estudio se evalud la sinergia antibacteriana del aceite esencial de Aloysia
citriodora al 100% mas meropenem a 10 pg/ml, sobre Klebsiella pneumoniae ATCC

BAA-1705 resistente a carbapenem, observando los siguientes resultados.

En la tabla 01, se observa que los tres tipos de sustancias utilizadas, presentaron
actividad antibacteriana. EI meropenem alcanz6 una zona de inhibicidn (media:
23.4mm, DS: £1.265, IC 95%: 22.50 a 24.30) siendo sensible (CLSI 2 23 mm). Sin
embargo, la combinacién del aceite esencial de Aloysia citriodora con meropenem
mostrd efecto sinérgico obteniéndose una zona de inhibicion mayor que el farmaco
solo (media: 26.3 mm, DS: £0.949, IC 95%: 25.62 a 26.98).

La Tabla 02, se evalla la varianza de las medias (después de haber trabajado la
prueba de Levene, ver anexo 07), este andlisis ANOVA nos indica que existen
diferencias significativas entre los promedios de halos de inhibicién en los grupos
estudiados (p= 0.000).

Lo que se refuerza con la tabla 03 (Post ANOVA) y figura 01 que confirman la
diferencia de los promedios de los halos de inhibicion respectivamente,
evidenciando el grupo que presentd mayor eficacia, en el presente estudio fue la

combinacidn entre el aceite esencial de Aloysia citriodora méas meropenem.

No se obtuvieron trabajos que estudiaran la sinergia entre Aloysia citriodora con
meropenem u otro antibiético, solo evaluaron el efecto de la planta en diferentes
extractos, sin considerar la “Klebsiella resistente”; asi tenemos Zare, et al.'* que
reporta zonas de inhibicion mayores (extracto de hojas de L. citriodora a partir del
25% tuvo efecto sobre Kp 22,00+1,52 mm, al 50% 30,00+2,08 mm), al igual que
Crestani, et al.”® (21£0,01 mm). Menores zonas de inhibicion demuestran, Klgtk,

et al.'® (alcohol de 10 mm, acetona de 15 mm y hexano de 7 mm).

Ctros investigadores experimentaron con otros microorganismos como Ebani, et

al.? (India, 2018), actividad antimicética (con 0,855 mg/ml), Oukerrou, et al.'




(actividad antimicrobiana Gram positivas y Gram negativas de 8 a 10 mm), Azuero,
et al.'? (E. coli y P. aeruginosa de 8 a 10 mm y S. aureus <6 mm), Rudas.'® (MIC
de 1.6% contra E. coliy S. typhimurium).

La razon de este resultado se remite a las bases moleculares de los mecanismos
de accion de ambos componentes antibacterianos, en el caso del Meropenem
inhibiendo la formacion de la pared bacteriana en la tercer y cuarta fase, al unirse
a proteinas ligandos especificos de las penicilinas tipo 1, 2 y 3, interfiriendo con las
proteinas de soporte la pared bacteriana, actividndose las autolisinas y en
consecuencia provocar la permeabilidad de la membrana celular **y en el caso del
aceite esencial Aloysia citriodora, la fraccion AE2 del citral tiene actividad
antibacteriana inhibiendo el anillo de biofilm, al inhibir la produccién de EPS que es
un componente de la matriz de la biopelicula, ademas inhibe la transcripcion de
genes responsables en la produccion de la proteasa extracelular 48, de esta manera
el aceite esencial de Aloysia citriodora concomitante a la vancomicina, generan una

interaccidn sinérgica positiva al actuar sobre posibles diferentes sitios de accion.

El efecto antibacteriano se debe a sus compuestos fitoquimicos; el aceite esencial
de cedrén (Aloysia citriodora) en sus componentes tiene citral (neral y geranial),
limoneno y 1,8 cineol, que le confieren las propiedades insecticidas, antioxidantes
y antibacterianas ** 3% El compuesto mayoritario en la fraccién AE2 fue el citral
siendo el responsable de la actividad antibacteriana. '® En el analisis del AE de
Aloysia citriodora, se han identificado mas de cuarenta compuestos: citronellal
(27,30%), geranial (17,72%), neral (15,91%) y limoneno (12,41%), seguidos de
oxido de cariofileno (9,30%) y a-curcumeno (7,90%), asi como 1, 8-cineol (5,49%),
trans-Caryophyllene (5.39%), trans-cariofileno (6,20%) limoneno (6,07%), entre
otros. 37:38 La concentracion de los compuestos difieren en relacion a los diferentes

entornos geogréficos, climaticos y al tiempo de cosecha. 3* 35




V1. CONCLUSIONES

En el estudio se evidenci6 sinergia antibacteriana entre el aceite esencial de
Aloysia citriodora al 100% con meropenem sobre Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA-1705 resistente a carbapenem, siendo mayor la zona de
inhibicién en comparacion con el CLSI 223 mm; por lo cual se acepta la
hipotesis del investigador.

El aceite esencial Aloysia citriodora al 100% evidencidé menor efecto
antibacteriano

El meropenem tuvo actividad antibacteriana en rango considerado en el

CLSI| como sensible.

VIl. RECOMENDACIONES

La sinergia del aceite esencial de Aloysia citriodora con meropenem, deberia
ser considerada como una opcién de medicina alternativa complementaria,
debido a que potencia la sensibilidad frente a esta bacteria resistente, segin
lo determinado por el CLSI (223 mm).

Se recomienda completar este estudio, evaluando la actividad individual de
cada uno de los constituyentes fitoquimicos presentes en el aceite esencial
de Aloysia citriodora con la finalidad de profundizar el mecanismo de accion
gue ejerce, puesto que existen escasas investigaciones.

Investigar sobre la sensibilidad del aceite esencial Aloysia citriodora frente a
otros microorganismos resistentes, realizando la comparacion con el
medicamento Gold estandar.

Realizar investigaciones sobre la sinergia del aceite esencial Aloysia

citriodora aunado a meropenem en animales de experimentacion.




