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AEVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTI  -StaphylococcustaeusDEL
EXTRACTO ALCOHOLICO DE HOJAS DE Anacardium acidentaleLinn,
i Ca s MEDWMANTE EL METODO DE DIFUSION EN DISCO ( KIRBY -

BAUER) 0
Silvia Margarita Gémez Seopf John Edward Pereira Sandoval

Resumen:

El propdsito del present&rabajofue determinar la actividad antibacteriana in vitrd de
extracto alcohdlico déas hojas deAnacardium occidentale Linr{casho) a través del
métododedisco dfusion o ensayo de Kirby Bauague determina la formacion de halos

de inhibicion alrededor de los discos de pruebas. La muestra vegetal fue recolectada del
Centro Poblado Cruzedl Sur (km 8 de la carretera lquithiguta) y la cepa bacteriana

de experimentacion fue proporcionada por la Direccion de Salud Ambiental (DESA) de
la Direccidn Regional de Saludoreto. La cepa bacteriana de experimentacion fue
Staphylococcus aureuRarael método delisco difusién o ensayo de KirbBauerse

utilizd comocontrol Positivo Gentamicina 10 ug, el cual obtuvo un promedio de 17.5
mm. en el Didmetro de la zona de inhibicion (DZI), encontrandose como resultado
SENSIBLE segun parametros del mé@ade Kirbyi Bauer (>15 mm = Sensible). El
extracto alcohdlico de hojas deacardium occidentaleinn (Casho) se evaluaron a
concentraciones de 75, 150 y 300 mg/ml. encontrandose didmetros en la zona de
inhibicion de 6.0mm., 6.7mm., 8.0 mm. respectivai@elos cuales obtuvieron como
resultados RESISTENTE, por encontrarse por debajo del parametro de comparacion

segun control positivo (<12 mm = Resistente).

La actividad antibacteriana fue medida principalmente por el porcentaje de inhibicion
que demostr el extracto alcohdlico a las diversas concentraciones evaluadas,
encontrandose 34.29% y 38.29% en las concentraciones de 75mg/ml y 150 mg/ml
respectivamente; lo cual demostré ser inactivo frenBtaphylococcus aureukn la
concentracion de 300 mg/mée obtuvo un porcentaje de inhibicion de 45.71%,

considerandolo como Poco Activo.

Palabras claves: Anacardium occidentale Linviétodo de disco difusién en agar;
Actividad antibacterianaStaphylococcus aureus.

* BachillerenFarmacia y Bioquimica



AEVALUA TION ACTIVITY ANTI -Staphylococcus auredd COHOLIC
EXTRACT OF LEAVES Cashew Linnfi C a s BYoTBHHE METHOD OF DISC
DIFFUSION (KIRBY -BAUER) 0

Silvia Margarita Gémez Seopa*&John Edward Pereira Sandoval*

Abstract:

The purpose of this study was to determine dhé@bacterial activity in vitro of the
alcoholic extract of leaveSashew Linn( Casho ), through the disk diffusion method or
assay Kirby Bauer; determining the formation of zones of inhibition around the discs
test.The plant sample was collected fr&outhern Cross Town Centre ( 8 km Iquitos
Nauta road)and experimental bacterial strain was provided by the Directorate of
Environmental Health ( DESA ) of the Loreto Regional Health Directorate. The
experimental bacterial strain w&aphylococcus aureuFor disc diffusion method or
Kirby Bauer assay it was used as a positive control Gentamycin 10 ug, which he earned
an average of 17.5 mm. the diameter of the inhibition zone ( DZI ), SENSITIVE found
as result as method parameters KirbBauer (> 15 mm= Sensible ). The alcoholic
extract of leave€ashew L( Casho ), They were evaluated at concentrations of 75, 150
and 300 mg / ml . finding diameters in the zone of inhibition of 6.0mm ., 6.7mm . , 8.0
mm. respectively, which they obtained as resultsSEBEANT, to be below the

comparison parameter as a positive control (<12 mm = resistant ) .

The antibacterial activity was measured mainly by the percent inhibition demonstrating
the alcoholic extract at various concentrations evaluated, finding 34.211 %8329 %

at concentrations of 75mg / ml and 150 mg / ml respectively; which proved to be
inactive againstStaphylococcus aureusn the concentration of 300 mg / ml, a

percentage of inhibition of 45.71 % , considering it as indolent was obtained.

Keywords; Cashew Linn, disk diffusion method in agar ; Antibacterial activity ;

Staphylococcus aureus

*Bachelors in Pharmacy and Biochemistry
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Silvia Margarita Gomez Seopa & John Edward Pereira Sandoval

Facultad de Farmacia y BioquimicaUNAP

INTRODUCCION

Las plantas medicinales son aquellas que contienen, en alguno de sus 6rganos,
principios ativos. En la actualidad se calcula unas,Q60 especies de plantas,

de las que el 10 % se puede considerar medicinal. Segun la clasificacion de
tratados médicos de fitoterapia, en épocas modernas y pasadas, las regiones
tropicales son favorecidas por leoporcion de especies medicinales, teniendo

en cuenta que todavia no se conacetalidad de la flora vegetal

Las plantas son laboratorios naturales donde se biosintetiza una gran cantidad de
sustancias quimicas, de hecho se les considera comonta fl® compuestos
quimicos mas importante que existe. Un gran porcentaje de los principios
activos estda comprendido dentro de los llamados productos naturales o
metabolitos secundarios, que son compuestos quimicos de estructuras
relativamente complejas yeddistribucion restringida. Entre estos metabolitos
son comunes aquellos con funciones defensivas contra insectos, bacterias,
hongos, como son los alcaloides, aminoacidos no proteicos, esteroides, fenoles,
flavonoides, cumarinas, quinonas, taninos y tesjukss. Se ha demostrado que
existe gran variacion en cuanto a la concentracién de estos en la planta, no hay
un patrén de maxima produccion ni 6rganos especiales de almacenaje de
metabolitos secundarios, sin embargo, lo comin es que las mayores
concentra@nes de estos tipos de compuestos se encuentren en hojas, flores y

semillas?.

Las hojas deAnacardium occidentaleLinn (cashQ presentan contenidos
optimos de minerales, principalmente electrolitos, material saponificable, acidos
grasos monoinsaturadoBtoesteroles y proteinas solubles, por lo que se le
atribuyen propiedades medicinales como hipoglicemiante, antihipertensiva,
astringentes, antihelmintica y antiinflamatorie®. La literatura refiere
informacion sobre la caracterizacion fitoquimica yiraicrobiana de la fruta de
Anacardium occidentaleihn. asi como también su semilla (nuez) sin embargo,

estas determinaciones en las hojas son insuficientes.
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Desde su descubrimiento por el médico Alexander Ogston en 1880,
Staphylococcus aureuss considrado un patégeno con gran potencial para
causar multiples infecciones en el humano y en los aninataphylococcus
aureuses la especie tipo del grupo, considerada la mas virulenta, responsable de
un amplio espectro de enfermedades, que van desdeiomiesae la piel y
tejidos blandos hasta infecciones graves que amenazan con {4.\idamayor

parte de estas infecciones ocurren en personas en las que no se reconocen
factores de riesgo, principalmente nifios y adolescentes. Generalmente ocurre en
polaciones cerradas o semiradas (militares, reclutas, prisioneros, atletas y
guarderias), hombres que tienen sexo con hombres y grupos con bajo estatus
econdémico. Estas cepas han sido encontradas en todo el mincldgendo
Norteamérica y Europaon ar@s que reportan una incidencia de alrededor del

20 %%, El impacto de las cepas 8éaphylococcus auressbre la salud es la
resistencia que puede presentar a mdultiples antibiéticos, sobre todo a la

meticilina.®®,

A través de los afios se ha increnadot la tasa de morbilidad y mortalidad a
pesar del gran nimero de antibioticos disponibles que exBtaphylococcus
aureus forma parte de la flora normal del humano, entre 25 y 50% de la
poblacidén sana esta colonizada por esta bacteria, constituyemgsgm por su
diseminacion. Este puede ser adquirido a través del contacto con otras personas
0 por exposicién al ambiente. En los ultimos afios han aumentado de forma
notable las infecciones por este microorganismo, en especial por cepas de

Staphylococcuaureusresistentes a la meticiling’.

Las infecciones por MRSA fueron, en su inicio, de origen nosocomiat (HA
MRSA), y ocurrian frecuentemente en personas hospitalizadas, enfermas o en
trabajadores de la salud, por eso se les denomin6 MRSA adquiraldespital
(HA-MRSA); sin embargo, a finales de los afios 90, ha existido una emergencia
de MRSA porque provoca infecciones en la comunidad, con una susceptibilidad
antimicrobiana diferente que las cepas hospitalarias. Estas cepas representan un

problemapotencialmente muy serio, y los primeros reportes que llamaron la
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atencién sobre ellas fueron las muertes por neumonia necrotizante de 4 nifios
sanos en Estados Unidos entre 1997 y 1899
El primer reporte de una infeccion por GARSA en Sudamérica fuesbho en

Brasil en el afio 2005

El Centro de Enfermedades Infecciosas estima que en EUA en el afio 2005 se
desarrollaron 94,360 infecciones invasivas p8taphylococcus aureus
resistentes a la meticilina. Sin embargo, en los ultimos afios se ha observado u
incremento progresivo de infecciones producidas por cep&tagéylococcus
aureus resistentes a la meticilina, con una sensibilidad a los antibiéticos
diferente que afecta a la poblacion sana sin haber tenido contacto previo con los
hospitales o cliniade salud. Estas infecciones provocadasSpaphylococcus
aureusresistentes a la meticilina adquiridas en la comunidad pueden desarrollar

diferentes enfermedades, siendo las méas cemen la piel y tejidos bland®s

La infeccion porStaphylococcuaureusmeticilino resistente ISRA) es una de

los principales patologias que se presenta a niveundial, presentando
infecciones osteoarticulares, en pjebistema gastrointestinal y respiratorio
principalmente. Tradicionalmente $taphylococcus aureuseticilino resistente
(MRSA) ha sido considerado un patégeno nosocomial, los aislamientos de
MRSA nosocomiales se caracterizan por presentar resistencia a multiples grupos
de antibioticos ademas de los betalactdmi¢as la Gltima década se han
publicado nmerosos reportes de colonizacion e infeccion por SAMR en
individuos provenientes de la comunidad, incluso en personas sin contacto
hospitalario previo. De acuerdo con los resultados publicddosncidencia
anual es de 28,4 Casos por cada 100.000 ingressystalarios lo que supone
una tasa de Mortalidad anual de 4,9 cagsocada 100.000 persorias

La tasa de mortalidad de la infeccion invasiva$@phylococcus aurees alta,
variando entre el 19 y el 3¢ en el ultimo estudio EPINE, correspontie al
afio 2007, Staphylococcus aureusneticilino resistente  SAMR con una

prevalencia del 10,6% ocupa el segundo lugar en orden de frecuencia entre los
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microorganismos causales de infeccidbn nosocomial en los hospitales espafioles,
por detrds deEscherichia coli (15,4%) y por delante dd°>seudomonas
aeruginosa10,3%)%®.

Una serie de estudios transversales, 1996, 2002 y 2006 puso de manifiesto el
progresivoincremento de la prevalencia de aislados de SAMR que, en las
sucesivas revisiones padé un 10,5%a un 11,2 Y 31,2 %Respectivamente,
Asimismo, un estudio de 8.312 cepas procedentes de infecombsesvadas

entre 1993 y 2003 en 296 hospitales mostré6 un incremento de la resistencia
desde el 22 % en 1993 al 41% en 2QG6incidencia de bacteriemia n@smial

por SAMRA fue de 1,45 episodios por 1.000 pacientes que ingresaron a

unidades de cuidados intensiVds

La mayoria de los estudios de seguimiento y descripcidbn en nuestro medio
correspondientes a infecciones por SAMR se centran en infeccidriazaele
cuidados intensivos y complicaciones respiratoriasStaphylococcus aureus

asi como su impacto en la salud publica de dichas infecciones. Sin embargo el
Staphylococcus aureugpuede recurrir con frecuencia en localizaciones

osteoarticulares asmdas o no a material de osteosintésis

En nuestro Pais, ya en 1996 en un estudio multicéntrico en Lima, se encontr6 63

% de MRSA'® .Estudios posteriores muestran niveles que varian de 50 '@ 90%
18

A finales de la década de 1950, aproximadamel 85% de todas las cepas de

la bacteria Gram positiv8taphylococcus aureuwsan resistentes a la penicilina

en USA y Francia La sintesis y comercializacion de las nuevas penicilinas,
Meticilina y Oxacilina, resistentes a la penicilinasa, fue dtmdazo que, asi se
creia, terminaria con el problema de las resistencias de las cepas de

Staphylococcus aurels.

Sabiendo queélas incidencias de enfermedades infecciosas producidas por
Staphylococcus aurewn la Region Amazonica son frecuentes, mopysimos
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realizar el presente estudio de investigacién esperando demostrar la actividad
antibacteriana deéxtracto alcohodlico de hojas del cashpor tal motivo los
resultados que obtendremos nos permitirdn contar con la informacion cientifica
validada, pudiendo utilizarse como una alternativa terapéutica, econdémica y
eficaz para el tratamiento de las enfermedades producidastpbacteria

Esperamos quéluestrotrabajo sea el inicio o continuacion a proyectos de
investigacion para el descubrimiende nuevos principios activos que hagan
frente al problema de enfermedades infecciosas causadas por estos
microorganismos.

Il.- PROBLEMA DE INVESTIGACION

2.1.-FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Elextracto alcohdlico de hojas dehacardium occidentaleinn. (casho)

presentad actividad anti Staphylococcus aureusnediante elmétodode

difusiénen disco(Kirby 1 Baue)?
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.- OBJETIVOS
3.1GENERAL:
Determinana actividadanti Staphylococcus aureutel extractoAlcohdlico
de hojasde Anacardium ccidentaleLinn. (cash9, mediante elmétodo de
difusiéon en discgKirby - Baue)

3.2ESPECIFICO:

1 Obtener el extracto alcohodlico de las hojasAtkcardium occidentale

Linn. (Casho)empleando el método de maceracion en frio.

1 Determinar kporcentaje de rendimientdel extacto alcohdlico de las

hojas deAnacardium occidentale LinfCasho).

1 Medir los diametros de los halos de inhibicion de la &pphylococcus
aureus frente a diferentes concentraciones del extracto alcohdlico de

hojas deAnacardium occidentale LingCasho)
1 Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMi)d extracto

alcohdlices delashojas deAnacardium occidentale LinrfCasho) por el

método de macro dilucién.
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MARCO TEORICO

En la actualidad existe una gran variedad de antibioticos de primera, segunda y
hasta tercera generacion que ofrecen una amplia variedad de opciones para el
tratamiento de padecimientos causados por bactériEstos antibiéticos estan
perdiendo eficacigor el aumento progresivo de la resistencia microbiana, lo
que constituye un problema de primera linea para la salud publica §tébal

Esto se debe, principalmente al tratamiento farmacolégico incompleto de los
pacientes, debido a la automedicacion,algandono de los tratamientos

respectivos.

A esto se suma, el uso irracional de antibiéticos que contribuyen a la aparicion
de cepas microbianas MullirogaResitentes (MDR)*2. Este problema, se
agudiza cada vez por el elevado costo de los farmacosaloesulta inaccesible

para la poblacién de bajo recursos econénfitos

El conocimiento de los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana se debe
orientar a la elaboracién de esquemas de tratamiento mas eficaces, politicas,
estrategias, programas y todologias que proporcionen una adecuada vigilancia

en la elaboracién y uso racional de antibiotiéos.

El Peru, posee una gran biodiversidad en cuanto a flora, siendo alrededor de 300
mil especies vegetales consideradas de uso medicinal y mucbléesdean sido
empleadas por nuestros ancestros en el tratamiento de enfermadadesias

por microorganismos 2%

pero, en cuanto a estudidarmacolégicosy
principios activos de las plantas medicinales en la Amazonia peruana aun son
escasos, por loque existe poca informacion cientifica que determine la

sensibilidad o resistencia a muchos microorganismos.
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1.1 Anacardium occidentale L. ACASHOO

1.1.1 HISTORIA YRH1,

Su nombre original es Acajuo pal abr a
pertenece ain dialecd indigena de Brasil, se dice que en el afio 1558 un

monje y naturalistérancés llamado André Thevet, ya hace referencia en sus

relatos e ilustraciones &s plantas y su frutoCuando llegaron los
colonizadores portugueses les llam6é mucho la atencidprizsedades
nutricionales de sus nueces, se dice que los portugueses llevaron las
semillas a La India para 1568 y a partir de aqui fue introducido en el

sudoestasiatico, llegando a Africa en la segunda mitad del siglo XVI.

Las primeras importaciones demillas desde la India fueron hechas por los
Estados Unidos en el afio 1905. Entre este afio y 1914 ocurren las
exportacionesde semillas a Francia e InglaterrBara 1923 la India
exportaba 45 toneladas de semillas hacia los Estados Uenlajuella
époa@, el viaje entre la India y Norteamérica tenia una durapéoximada

de 45 a 50 dias.

Ya para 1941 la India crea un monopolio mundiacias a la exportacién
de este product®d causa de la segunda guerra mundial las exportesi
sufrieron una paraaciénen 1943, pero fue reanudada cuando el gobierno
norteamericano permiti6 elomercio de las nueces desde la India para
conseguir su aceite corrosivo ya qra considerado de interés bélico para

el pais.

En 1956 se cre6 en Brasil un campo experialeiel Instituto de
Investigacion yExperimentacion Agropecuaria del Nordeste con el fin de
experimentar cosiembras de Merey a gran escala para su posterior estudio.
Para 1965 se realizé wrabajo de seleccion en el campo experimental lleno

de plantas ara estudiar suaspectos morfolégicos, en 1976 se inicié un
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programa de desarrollo agronémide la siembra de semillas de merey
injertando genes de una planta de Mesdylta en una planta joven para

obtener los frutos en un menor tiempo.

En los anos 90y comienzos del siglo XXI huban aumento en las
exportacionesle Merey, convirtiéndose en uno de los alimentos con mayor

demanda en @hundo.

1.1.2 ANTECEDENTES

Lima, Pastore y Limg2000) estudiaron la actividad antimicrobiana de
los &cidos anacardicos dateite de la cascara de la nuezAtgcardium
occidentale sobre los organismos de la cavidad bucal como el
Streptococcus mutan&TCC 25175, Staphylococcus aureudTCC
12598, Candida albicansATCC 10231 yCandida utilis Los acidos
anacardicos obtenidosedlos extractos etilicos, presentaron actividad
antibacteriana contra los microorganismos citados, pero una mayor
actividad inhibitoria ocurrié sobre la bacteria gran posiStr@ptococcus
mutans considerada predominante en la caries dental. En cualato a
susceptibilidad de |€andida albicansy Candida utilishacia los acidos
anacardicos, fue determinada por el método de dilucién en tubos de
ensayo. Después de la incubacion respectiva, las fotografias demostraron
que el medio de cultivo continué turbiogr tanto, se observd una débil

inhibicion en el crecimiento de las levadutas

Ferreira y Vieria(2005) evaluaron la actividad antifangica, in vitro, del
extracto de la cascara d&hacardium occidentalsobre las levaduras
Candida albicans, C. stellaidea, C. krusei y C. tropicalisn estudio
comparativo con gluconato de diexidina al 0,12 %. Los ensayos
fueron realizados por la técnica de difusién en agar para la determinacion
de concentracion inhibitoria minima (CIM). El extracto de la cascara
presentd actividad potencial antifiungica sob@e tropicalis y C.

stellatoidea mientras que el gluconato de tlexidina present6 actividad

29



Silvia Margarita Gomez Seopa & John Edward Pereira Sandoval

Facultad de Farmacia y BioquimicaUNAP

antifangica para todas las levaduras. Los valores de las CMIs para el
extracto de anacardo fueron 1:8 con halos Hibicion que varian de 12

a 18 mm y para la cloexidina de 1:16 con halos de inhibicion que
varian de 11 a 22 mf.

Fenner, Hemann, Auler y Kuz@006) realizaron un levantamiento
bibliografico etnoboténica sobre plantas utilizadas por la poblacion
braslera en tratamiento de signos y sintomas relacionados a infecciones
fungicas. Fueron citadas 409 especies, distribuidas en 98 familias, con
mayor concentracion eRabaceaey AsteraceaePara las diez especies
mas citadas, se realiz6 una busqueda relativestudios de actividad
antifangica en base a datos MEDLIN#ibMed.

Solamente fueron encontrados estudios fpirgtolacca americana L.,
Rosmarinus officinali&., Mirabilis jalapa L., Schinus molle LEntre las

diez especies mas utilizadas, seis corredpona especies nativas:
Anacardium occidentald.., Cecropia peltataL., Schinus molleL.,
Schinus terebinthinfolius Raddi, Stryphnodendron adstringéfest.)
Coville e Tabebuia heptaphyllZ.

Brasil, Abib, Kozlowskiy Schwartz2007) demostraron la eficia de los
extractos de bardana, tanchagem y anacardo en proporcion de 20, 30 y
100 % frente a microorganismos que originan endocarditis bacteriana.
Las muestras estudiadas incluian suspensiones de cocos Gram positivos
(Staphylococcus aureusEnterococcusfaecalis, Streptococcus sp
Micrococcus luteus)bacilos Gram positivogBacillus cereus, Bacillus
subtilis; bacilos Gram negativos(Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae) ynuestras de hongBandida albicans, C. tropicalig C.
guilliermondii en conentracion de 10 células. Placas de agar Muller
Hinton fueron sembradas con las suspensiones de microorganismos y
discos de papel de filtro fueron embebidos con las sustancias a ser
estudiadas. Las placas fueron incubadas a 37°C/48h y luego se determiné
el diametro de los halos de inhibicion de crecimiento microbiano. El

producto que presenté mejor accion antimicrobiana fue el propoleo en las
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diferentes concentraciones, con accion frente a los cocos Gram positivos,
bacilos Gram positivos y negativos. Dentlt® las especies deandida

C. tropicalis fue mas sensible a bardanaCy albicansfue la mas
resistente. La eficacia de productos naturales en la profilaxis
direccionada contra los microorganismos causantes de endocarditis
bacterianain vitro fue baja, etretanto, se verifico que entre ellos el

propéleo fue el méas efectivh

Rajeshy col. (2009) intento identificar los fitoquimicos presentes en el
CNSL (del inglésCashew Nut Shell Liqujdcon ayuda de un solvente
para el extracto. La actividad antifungide acetona, etanol y acetato de
etilo de los extractodde Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, Curvalaria spy Fusarium sp fueron estudiados. En
distinto rango del espectro antimicético observados se compard con los
fitoquimicos presentes. Se concluy6 que los extractos de etanol poseian

un amplio espectro y mayor porcentaje de actividad antifaigica

Pino y Stashenko(2009) evaluarornn vitro los extractos totales de 27
plantasusadas contra infecciones, mediante la técnealitlcion en

agar, para convalidala actividad de diferentes dosis frente a
Staphylococcus aureuscomo control positivo se usé sulfato de
estreptomicina 10 eg/ mLMuellercHntog cont r c
las lecturas se realizaron luego de 24 hdras.pruebas se=alizaron en

tres tratamientos para cada extracto probado, por triplicado cadaosno.

resultados mostraron 52 % (14) de las muestras con inhibicién total

frentea S.aureus®
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1.1.3 CLASIFICACION TAXONOMICA

Segun el sistema de clasific@t de Adolf Engler, modificado por Hans
Melchior (1964)°, su clasificacién taxonémica es la siguiente:

REINO : PLANTAE

DIVISION : ANGIOSPERMAE

SUB DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

ORDEN : SAPINDALES

FAMILIA : ANACARDIACEAE

GENERO : Anacardium

ESPECIE : occidentale

NOMBRE CIENTIFICO : Anacardiumoccidentale'® **
NOMBRES COMUNES : Casho (Perd), marafibn, cashew

(Colombia), acajuiba, acajaiba, marafion (Brasil), merey (llanos de
Colombia y Vengeuela), cashew nut (islas de las Antillas), cashew apple
(Hawai), Cajueiro, anacardo, cashu, caju, Acajou, acaju, alcayoiba,
anacarde, anacardier, cacajuil, Cajou, gajus, jocote, Acajou d'Noix,
pomme Cajou (Haitf} .

1.1.4 DESCRIPCION BOTANICA®,

Anacara es un arbol multipropésito de la Amazonia que crece hasta 15
m. de alto. Tiene un tronco espeso y tortuoso con ramas tan serpenteantes
gue con frecuencia llegan al suelo. Actualmente todos sus componentes
han sido utilizados en diferentes areas, des@alzoracion de dulces y
cosméticos, hasta la creacion de medicamentos para tratar diferentes

enfermedades.
Estos arboles, a menudo se encuentran cada vez mas salvaje en los suelos

arenosos en las llanuras centrales de Brasil y se cultivan en muchas

pares de la selva amazonica. La vida de un éarbol de cashde

32



Silvia Margarita Gomez Seopa & John Edward Pereira Sandoval

Facultad de Farmacia y BioquimicaUNAP

aproximadamente unos 30 afos y producto$raesde el tercer afio de

vida.

Figura N°01: Arbol deAnacardium occidentale. (casho),
Referencia: autores

Tronco: Posee un tronco cortartuoso y con ramificacion dispersa, asi
como una copa amplia en edad productiva. Su corteza, de color gris a

pardo claro, contiene una savia lechosa.

Figura N°02: Tronco deAnacardium occidentale.l(casho),

Referencia: autores

Hojas: alternas de peciolo corto, de forma ovada u ovablfonga con

base en cufia u obtusa y redondeada o ensanchada; algunas veces el apice
es muy obtuso, entero, coriaceo, pinatinervado con venas transparentes,
de color verde oscuro o verde amarillento y brillanteekehaz, verde
brillante y opaco en el envés, liso en ambas superficies;2@eci. de
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largo y 412 cm. de ancho. Los peciolos son aplanados con la base un

tanto dilatada y generalmente de color café y-deblcm. de largo.

Figura N°03: Hojas deAnacardium occidentalke. (casho), Referencia: autores

Flores: se presentan en corimbos en un lado en las ramas de una
terminal; son erectas, corimbiformes, anchas, fragantes, con flores
bisexuales y masculinas presentandose intermezcladas; el panidalo es
1585 cm. de largo. Los 5 sépalos son lanceolados en forma angosta,
agudos, de color verde intenso y densamente pubescentes externamente,

de color verdeamarillento por dentro y de 0(B4 cm. de largo.

Figura N°04: Flores deAnacardium ocaentalel. (casho), Referencia:

Autores
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Pedunculo oPseudeFruto: Es la parte de la planta que se consume
como fruta fresca. Se trata de un pedunculo engrosado, con forma de
pera, que mide de 4 a 8 cm. de largo, y posee una pulpa carnosa y jugosa.

En suextremo se ubica el fruto verdadero con forma de nuez.

Figura N° 05: PseudeFruto delAnacardium occidentale. (Cashg URL-2

Fruto: Son nueces profundamente reniformes, de color vgnidéceo,

de brillo tenue, de 2;8 cm. de largo y-2,5cm. de anch§®-2,

Figura N° 06: Se muestra el fruto déinacardium occidentalke. (Cashd
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1.1.5 COMPOSICION NUTRICIONAL:

1.1.5.1Pseudo fruta

Tiene un alto contenido de proteina y puede llegar a tener hasta cinco
veces mas el contenido de vitam@ague puede tener un citrico. Ademas

es muy perecedero, se deteriora en menos de 24 horas después de
recolectado, lo atacan principalmente hongos y levaduras. Se ha
determinado que se puede almacenar hasta por cinco semah#&s°E0

y a una humedad wigiva de 85 % a 90 %. El jugo es astringente y acido
pues tiene un alto contenido, 35 % de taninos y un 3% de una sustancia

grasosa™.

Composicion Nutricional de 100 gramos de parte comestible (pulpa de
pseudo fruto) contienen:

Tabla N° 0L ComposiciériNutricional delpseudo fruto

COMPUESTO CANTIDAD
Calorias 45¢g
Agua 84.4¢88.7 g
Carbohidratos 9.08¢9.75 g
Grasas 0.05¢0.50 g
Proteinas 0.101¢0.162 g
Fibra 0.4¢10g
Cenizas 0.19¢0.34 g
Calcio 0.9¢5.4 mg
Fdésforo 6.1¢21.4 mg
Hierro 0.19¢ 0.71 mg
Tiamina 0.023¢ 0.03 mg
Riboflavina 0.13¢ 0.4 mg
Niacina 0.13¢ 0539 mg
Acido ascérbico 146.6¢ 372 mg

Fuente: Fruits of warm climateg
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1.1.5.2Nuez:

La nuez del anacardo constituye mas o menos un tercio dellg@efsoto

y su analisis indica un contenido de-@ % de aceite, 2130 % de
proteinas y el 5 % de carbohidratos (almidon y azucar). El tejido interno
de la concha que rodea la semilla contiene una savia muy aceitosa,
sumamente caustica, de color caféuosg sabor picante que contiene un

principio téxico denominado "Carddf"

1.1.5.3Semilla de Marafion.

Tabla N° 02: Composicion de la Semilla del pseudo fruto

COMPUESTO CANTIDAD

Almendra 20-25
Cuticula 2-2.5
Cascara o concha 1823

Liguido de la céscar 4550

. . o 4B
Fuente: Ficha técnica: industrializacion del marafnon

1.1.5.4Valor Nutricional Porcentual De La Nuez Y De Los Acidos

Grasos Del Aceite De Marafion.

Tabla N° 03: Valor Nutricional porcentual de la Nuez y de los acidos grasos

del aceite del marafion

COMPUESTO CANTIDAD
SEMILLA
Agua 509
Aceite 50.0¢ 60.0 g
Proteinas 18.0¢20 g
ACEITE
Palmitico 11.7¢g
Oleico 7469
Linoléico 6.99

Fuente: Ficha técnica: industrializacion del marafion
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1.1.6 COMPOSICION FITOQUIMICA

La familia Anacardiaceaees conocida por sus fenoles y sus acidos
fendlicos que causan serias irritaciones en la piel: anacardol, &cido
anacardico y sus derivados; también es comun en la familia la presencia
de terpenos, politerpenos y tanind la especieA. océdentale los
principios responsables de las propiedades irritativas del aceite de la

corteza del anacardo son primariamenteaedol y el acido anacardico
46

En general se considera que los principios activos de esta especie son,
por una parte, un flavmide, la catechina, que es un depresor del sistema
nevioso central, y por otra, los taninos que actian como antiinflamatorios
y analgésicos. Las hojas contienen &cidos fendlicos; hasta un 3 % de
aceite esencial; un 10 % de minerales; heterdsidos derivdelda
luteolina y apigenina; tanino y principio amargo. El aceite esencial, que
es incoloro y de sabor picante, tiene mentol, mentona, acetato de mentilo,
alfapineno, felandreno, cardineno, timol, carvacrol, alcohol amilico,
terpineno, alcohol isoamilicasineol, mentofurano, acido isovalérico,

isovalerianato de metilo y otros

Las hojas déAnacardium occidental&. (cashg presentarel tamizaje
fitoquimico del extracto fluido y de la tintura al 20 % presenta una gran
variedad de metabolitos secundarien especial, cumarinas; los demas
metabolitos se identificaron en menores proporciones, como saponinas,
flavonoides, azucares reductores, aminoacidos libres,

triterpenos/esteroides, fenoles/tanifds’”
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Tabla N° 04. Tamizaje Fitoquimico delxdracto fluido y de la tintura al 20 % de hojas

de Anacardium occidentale L.

Ensayos de identificacion
Fenoles/taninos
Flavonoides

Aminoacidos libres

Quinonas

t oo+t 4t

Triterpenos/esteroides
Cumarinas “+ +
Resinas -
Antocianidinas —+
Arxcares reductores -+
Alcaloides (M) -
Alcaloides (W) -
Saponinas -+
Principios amargos

Extracto fluido

t

4

Tintura al 20%%

+ o0+ 44

[

+

: negativo, +:

positivo.

Tabla N° 05. Tamizaje Fitoquimico del extractehexénico, cloroférmico y acetato de

etilo obtenidos de la tintura al 20% de hojaddacardium occidentalk.

Extractos
Ensayos ( metabolitos)
n- hexanico | cloroférmico ‘ Acetato de

etilo
‘ Borntrager (quinonas) ' - | - | -
| FeCl; (fenoles/taninos) | - | -
| Shinoda (flavonoides) | - | N
| Baljet (cumarinas) ' - | + | +
| Mayer (alcaloides) - | - | -
| Ninhidrina (aminoacidos libres} | - | -
| Fehling (aztcares reductores) | ++ | +++

-: negativo, +: positivo

En el tamizaje fitoquimico (ver tabla N°05) se observaron cumarinas y

azucares reductores (+++) en los extractos cloroférmico y acetato de

etilo, se debe destacar que las cumarinas no se encontraron en el extracto

n-hexanicd® *’.
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Tabla N° 06. Composicion Quimica de la nuez Aracardium occidentale L(casho)

Composicion Quimica

CO0OH

Anacardic acid

2-Methyleardaol

HO R

H~, : ~T

Cardaricl
103 R
HO
Cardal
HO R
H.C
HO

Acido anacardico | 821 83.06 %
Anacardol o 167 177 %
Cardanol
2 Metil-Cardol 2.61 2.76 %
Cardol 13.871 14.59 %
Anacardic acld-1 (C153) R = a__ 11 1

(6-[BLZ 01 1LE} 13- pentadecatelenyl|salicylic acid)

Anacardic apil=2 (01520 B =™ L e

la- BN 110} [em Lueliscard i:::ﬂﬂ] sali L::,r| ic acid]

Anacardic acid—3 (151 B = oo B e T e

(6 [B{Z) pentadecenyl| salicylic acid)
Anacardic acid—3 {C15:0K R = e o o e e e

[l.‘r— [.||:5|'I1.iLI:|l.‘|L' :,r|5a1|'i|;;'|."|i|;: a-::ir]}
Cardanal-1 [C15:3% R 8 1L 14
{6-[#Z},1 1{Z}, 14+pentadecatrienyl|phencl)
Cardancl-2 {T15:2}: B —MM
{G-[#2},1 1{Z}-pentadecadienyl] phenol)
Cardanal-3 (C15A) R = "™ ™ o™ B o e
{6- B0 pentadeceny ] phenl)

Cardanol=t (C1S: I = e o o ot e

(6-pentadecvlphencl)
Cardal—1 (C15:8): 1 = 8 11 14

[5-[B[Z1.11(Eh 14 pantadecatrleny]rezorc nol)

Cardol-2 (C1524 R = B__ 1L

[5-[8(Z),1 1(Z)- pentadecadionyllreso reinal]

Cardal-3 [C15:1E R= S~ o B e o

(3-[3(Z)- pentadeceny]]cesorcinol)

Cardal=4 [C15:00: = e o T T T

{5- pentadecylresorcinol}

2-Methylcardal-1 (€15:3): R= w

{2-methyl-5-[8(2],11(Z), 14- pentadecat vieny] | resorcino )

2. Methylcardol—2 {C13:2): Re ™™ ™G ™Il o

(2-medhyl-5-|[B{=11 1) penladecadieny] | resarcinel )

2-Methyleardol=3 (C15: 1 R S o™ oo™ o0 B ot

1 2-methyl-5-[B{Z}- pentadecenyl]resoreinol]

2-Mothyleardol—4 (CI500 Re ™™ o o o T

(2-methyl-5-pentadecyleesorcinal)

Figura N° 07. Estucturas quimicas del Acido Anacardico, cardanol, cardoimefl-

cardol
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Ademas elacido anacardices el mayor componente fendlico gesta
presente enel los liquidos de la cascara de la nued dasho
(Anacardium Occidentalk.), representa aproximadante el 80 al 85 %
8. 49 ademas tiene derivados como cardanol, cardol y metilcardol (ver

figura N°07§°.

El aceite de | a nuteozcodelocbd Mol c gntl
tocoferol, ademas de fitosteroles como stosterol, campesterol,
stigmasterol y fitostanol>awenastemmo si t o
(ver Figura N° 08)

El fruto del casho es conocighor sus componentes aromaticos volatiles,
Deborahet al (2003) identific6 76 componentes volatiles del jugo del
fruto del casho, predominando esteres (42%), ademéas de aldehidos
Resultados similares encontrados ptaciel et al (1986)> y Bicalhoet

al (2000) *=. Los mayores componentes fueron etindtil butanoato
(16.70%) trans-2-hexenal (14.27%), metil-Bietil butanoato (9.72%) -2
metil-2-pentenal (9.27%), etil butanoato (8.47%), hexanal (7.68%), 2
butoxietanol (3.35%), &netil-1-butanol (3.23%)y 2-metil &cido
butanoéico (3.01%".

Gitislereal Cam posterol Stigmastoral

Silostanal

Crampaestanal A% Avenasteral

Figura N° 08. Estructuras quimicas de los fitosteroles y fitostanoles identificados en el

aceite de la nuez dé@ihacardium occidentale. (casho)
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Las hojas han dado respuestas positivas a las pruebdetquanan la
presencia de alcaloidé$ > Ademas las hojas contieneamo caroteno

b-cryptoxantira °°.
1.1.7 ESTUDIOS FARMACOLOGICOS Y TOXICOLOGICOS

Ademas es bien conocido quedspecies dé&nacardiumson conocidos
por sus efectoantinflamatoris y astringents actividad contra células

cancerigenas gfectos beneficial para ulceras gesttestinales*.

Se ha reportado que el acido anacéardico puede tener actividad
antihelmintica; igualmente se ha descrito la presencia de varias toxinas
Se han realizado varias investigaciones experimentales con esta droga
vegetal para probar algunefectos; asi se han reportado resultados sobre
las propiedades hipoglicemiantes y antihipertensivas en ratas. El extracto
exanoico de la cascara de la nuezAdeoccidentalefue efectivo en
pruebas realizadas como moluscicida contra babd3esnphalaria
glabrata). También se ha probado la actividad antiinflamatoria de la
epicatechina aislada deé\. occidentale en comparacién con la
fenilbutazona, con resultados positivos. Algunos componentes del acido
anacardico demostraron una moderada toxicidadd.@ecidentalese ha
extraido un aceite del cual se ha separado la sal de sodio del &cido
anacardico; este aceite mata rapidamente las formas vegetativas de
bacilos anaerdbicos, por ejempProteus El anacardato de sodio
destruyein vitro los venenos de segmtes Crotalusy Bothrops atro,

asi como también las toxinas tetanica y diftérica. Los resultados de las
pruebasin vitro e in vivo en animales experimentales, validan algunos
usos populares de esta planta. Se carece de informacion sobre estudios

clinicos en humands

El 4cido anacérdico, aislado pdtaaermany Dawson(1948 °° se esta
utilizando como materia prima para la industria farmacéutica como

coadyuvante para los efectos colaterales presentado por el acido acetil
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salicilico ®; La estructura gculiar de la lactona macrociclica de 12
miembros [asiodiplodina) (ver figura N°09) estimuldl estudio de la
sintesis a partir de su precursor deldo anacardico, por sus propiedades
hormonal anabolizante en animal®s ®. Ademéas laZaeralonatiene
como precursor al acido anacéardi¥o cuyo potencial bioldgico es su
actividad Anti leucémic&(ver figura N°09)

H.C H,C
o 0 cH, o O
O m
HO HO “4 0
Zaeralenona Lasiodiplodina

Figura N° 09. Estructuras quimicas de la Zaeralona y Lasiodiplodina.

Kubo (1986 1991, 1993 hanobservado qualgunos de los componentes
extraidos dda fruta del cashoposeianuna actividadcitotoxico con
potencialanticancerigen&in embargo, la mayor atenciéa dirige hacia

, 6669

el aceite de nue , este aceiteepresenta el 25 % del peso total de la

nuez (de 5 a 6 gr en promedi8)

El Cardol (Alquil-5, 2,3-difenoleg, ha demostrado seuno de los
componentesnas activosposeeactividad antibacteriangrincipalmente
contra las bacterias Graf en particularja cadenas largasermitenel
logro deun valor optimo dela relacionentre el caractehidrofilo e
hidrofobq que es necesaria parana alteracion eficaz de la

permeabilidad dé& célula bacteriana

El Cardol también posee actividad inhibitoride la adividad de la
tirosinasa Esta capacidadpuede ser explotadgara controlarla

proliferacion ddénsectosy luegocomo conservante de alimentds
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HO

HO

/ Tirosinasi \

CO,H 0, HOQ/\I/COZH o, OD/\(
—_— —
NH
HO 2 lento HO NH, rapido o e

tirosina

dopa dopachinone

l rapido

0, 0 " HO
m— COOH < — —+,)— COCH - m
N lento ) N rapido HO N

H

DHICA dopacromo leucodopacromo

-COo
Apax @75 nm (rosso)
lento

o .
-~ nm
Iento Mmax lento

{porpora)
DHI 5,6-indolchinone

COOH

Figura N° 10. Patron clasicdela melanogénessegunRaperMason

El Cardol de manera similar algunosderivados de la cumarinhan
demostrado samo de los componentesas activoxomo inhibidores de
la tirosinasa la enzima claveen el proceso demelanogénesjssin
embargo,debido a swnotablepoderirritante no se puede utilizacomo
tal, teniendoen cuentasi misma unaran actividad®® Ver figura N°10).
En particulay su actividad inhibidorase expresan el bloque de la

conversion oxidativale dopaa dopaquinondver figura N°11)

Cardol e Cumarina

——

HO NH, 0 NH,

Tirosina 0, H,0 dopachinone

Figura N° 11. Bloqueo de laonversionaerdbica deirosina
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Laurenset al (1997) demostro las propiedades larvicida del aceite de la

nuez del casho y calculo la §len larvas déedes aegyption 12.6 ppm
72

Farias etal (2009)realizo la toxicidad del aceite de la nuez del casho en
los estadios inmadusode Aedes Aegyptiencontrando alta efectividad
contra huevos, larvaspupula’. No hay publicaciones que evidencie el
efecto larvicida del aceite de la nuez del casho sobre estadios inmaduros
del mosquito anopheline™. El latex del casho contiene
hetropolisacaridos complejos identificados comdd-galactosa (72%),
a-D-glucosa (14%), arabinosa (4.6%), ramnosa (3.2%) y acido

glucurénico (4.7%}°.

Se ha reportado que el acido anacéardico puede tener actividad
antihelmintica; igualmente se ha descl#agresencia de varias toxinas.
En la especieA. occidentalelos principios responsables de las
propiedades irritativas del aceite de la corteza del anacardo son

primariamente el cardol y el 4cido anacardfco

1.1.8 USO TRADICIONAL

Se cultiva como arbol camental y frutal. Su frutee consume tostado y
el pedicelo maduro se consuiinesco. En Costa Rica también se obtiene
vinagre, vinoy conservas del casi Entre supropiedades medicinales
destaca el uso del jugo coraatidiarreico, el aceite de la sl para
eliminar lasverrugas, la decoccién de la corteza como antidiab&ida
goma exudada de la corteza peetener lectinag’® y los retofios de las
hojas paa tratar enfermedades rendi®s

El acido anacardico, el cardanol y el cardol sommpnentes estudiados
del liquido de la cascara die semilla delcasho con los cuales se han

obtenidopeliculas por polimerizacidi.
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Las globulinas déa nuez del cashdisminuye el colesteraanguined?.
Al igual que en el mani, las nueces y el ajinfambién se ha detectado
la presencia de aflatoxin&3y de alergenos proteicd8 en la nuez del

casho

Por otro lado, Losextractos de polen se han vinculado con alergias
asmaticas durante la floracién deishoen Brasil® y se conocen casos
de dermatitispor contacto®. La aplicacién dederivados apicolas del
casho en apiterapia, luce prometedora porque tiene numerosas
propiedadegerapéuticas por la riqueza en compuestos fendlisios;
embargo podria ser controversial por las evidenbéaaergenos recién

mencionadas.
1.1.9 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Es originaria de la zona tropical de Brasil. EI género tiene un centro
primario de diversidad en la Amazonia y uno secundario en Plan Alto,
Brasil. Se extiende por todos los tropicos del Nuevo y dgb\Kkindo.
Desde el sur de México hasta Pera y Brasil, de Cuba a Trinidad. Se le
cultiva en la India y Malasia. Su limite geografico (zonas cultivadas) va
de los 27° N a los 28° Stfr?3?" 78 &

1.2METODO DE SUSCEPTIBILIDAD - DISCO DE DIFUSION (Kirby-
Bauer)
1.2.1.-INTRODUCCION

Se han desarrollado muchos métodos especificamente para determinar la
actividad anthacteriana de extracto vegetal&s'. El beneficio de basar

los nuevos métodos en los ya existentes como los ensayos
convencional es dtelfor GliNalt anc bahdratorfC o0 mmi
Standardso (NCCLS), es que | os nuevc

facilmente aceptados por cuerpos regulatoffos® EI NCCLS es un
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subcomit® desarroll ado por el i Cl
I nstitut eod trqde toBbojacion deda Cezganizaciéon Mundial
de la Salud (OMS 6 WHO por sus siglas en inglés) cuya funcion es

estandarizar y acreditar las pruebasichs y que fue creado en 1967.

El NCCLS se encarga de determinar y en su caso mejorar, la calidad de
los resultados de laboratorio identificando la necesidad, prioridad y
manejo del desarrollo de los protocolos y guias en los laboratorios
clinicos y manufactureros para que estos puedan caracterizar y mejorar
los sistemas analiticos. Asi mismo, cubre oftasiones: mejorar y
estandarizar los procedimientos de control de calidad y la interpretacion
de los resultados de prueba en los laboratorios clinicos microbiolégicos;
establecer un criterio de proceso para los medios de cultivo,
procedimientos automatidas o métodos de prueba en la microbiologia
clinica; y mejorar el manejo de los servicios clinicos y de laboratorio en
bien del pacienteAdemas, los métodos del NCCLS se han disefiado
especificamente para asegurar la actividad de los componentes
antimicrobanos, y los factores que afecten la reproducibilidad se han
investigado exhaustivamente Aun cuando los métodos del NCCLS se
han desarrollado para agentes antimicrobianos convencionales, se pueden
hacer modificaciones menores para que estos métoddamser usados
para probar la efectividad de aceites esenciales y extractos ve§etales
La técnica actualmente utilizada para la determinacion de la sensibilidad
a los antimicrobianos es el producto de importantes esfuerzos
internacionales desde hace mlésdos décadas enfocados a normatizar el
método.

El comité de expertos de la OMS y grupos colaborativos internacionales
dirigidos porEricssony Sherrissugirieron recomendaciones que fueron
seguidas por la mayor parte de los paises europeos. Sin enlbdaita

de un acuerdo general sobre los puntos de corte para la interpretacién de
estas pruebas continda siendo un tema de importantes esfuerzos

internacionales. Europa esta dividida en varias regiones de influencia con
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diferentes sistemas de sensdall antimicrobiana: Grupo Sueco de
Referencia en Antimicrobianos, el Sistema DIN, el de los paises bajos, la
Sociedad Britanica de Antimicrobianos, la Sociedad Francesa de
Microbiologia y el Comité Americano de Estandarizacion de
Laboratorios Clinicos (NCICS). En nuestro pais y en la mayoria de los
paises latinoamericanos se siguen las pautas del NCCLS con algunas

modificaciones.
1.2.2.-PRINCIPIO DEL METODO

El principio del método involucra el uso de una cantidad constante de
antimicrobianos en un reservorio dos de papel) aplicado sobre la
superficie del agar en el cual se ha cultivado el microorganismo en
cuestion. Se formara asi por difusion, un gradiente de concentracion del
antimicrobiano y la sensibilidad del microorganismo estara indicada por
el tamafiode la zona de inhibicibn del crecimiento alrededor del

reservorio.

El diametro obtenido dependera no solo de la sensibilidad del
microorganismo y la carga del disco, sino también del espesor de la capa
del agar, su pH y composicion, de la capacidad fusidn de la droga en

ese medio, la temperatura, la velocidad de duplicacién bacteriana, el
tamafio y fase de crecimiento del in6culo. Para que los resultados sean
confiables los procedimientos deberan ser controlados y estandarizados
cuidadosamenteEl mébdo recomendado por la NCCLS (Scdmittee

on Antimicrobial Susceptibility Testing) se basa en los estudi®&ader

y colaboradore§®. Este es el método descrito de manera mas completa
para el cual se han desarrollado tablas de interpretacibn que estan
respaldadas por datos clinicos y de laboratorio. ElI Unico método
alternativo que ha sido estudiado adecuadamente y que demostro datos

comparables de los diametros de las zonas de inhibicion, con precision
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similar y correlacion satisfactoria con 1aMC es A modificacion de
doble capa de Barry, Garcia y Thrupp”.

Este método es una alternativa aceptable para la normalizacion del
in6culo en las pruebas de sensibilidad de aislamientos de gérmenes
patégenos de rapido crecimiento, co®woaureus Enterobaterias yP.
aeruginosa El método de doble capa en agar no es aplicable a las
pruebas con otros microorganismos tales cao®teptococcusspp.,

Haemophiluspp., etc.

Las pruebas por cualquiera de los dos métodos pueden interpretarse con
las mismas tablage medida de los halos de inhibicidn si los resultados
de las pruebas con las cepas controles se encuentran dentro de los rangos

esperados.

1.2.3.-MACRODILUCION EN CALDO

Las pruebas de dilucibn han sido utilizadas durante afios. Los
procedimientos iniciales eraealizados en tubos de ensayo grandes (13
por 100 mm) con volimenes de caldo de por lo menos 1 ml. Este método
fue estandarizado en la década de los afios 70 por el Estudio Cooperativo
Internacional y luego la NCCLS publicé un estandar del métodd ™.

Este método es llamado macrodilucion en caldo. A partir de los afios 60
se comenzaron a utilizar dispositivos serolégicos para dispensar y diluir.
Esta miniaturizacion simple de la técnica se camoomo microdilucion

en caldo; su furaimentoconsisteen exponer a las cepas a estudiar a
diferentes concentraciones de antimicrobianos, en diluciones a la mitad y
observar el crecimiento de los microorigamos para luego definir la
CMmI
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1.2.4.- CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

La concentracion minima inhtloria de un agente antimicrobiano es
aguella que inhibe la multiplicacién y produccion de un crecimiento
visible en una cepa bacteriana dada en el sistema de prueba. Se determina
incubando una cantidad conocida de bacterias en presencia de diluciones
definidas del agente antimicrobiano, posteriormente se hacen los conteos
correspondientes para determinarla.

Esta es probablemente la prueba de determinacion de CMI mas popular.
Utilizando los criterios del NCCLS, los resultados son interpretados
como microorgnismo sensible (tratable), intermedio o resistente

(intratable)®™.

] e e

O-O-

cBM

Figura N° 12. Relacidn entre los puntos de quiebre (break point) y el halo de inhibicion

en la técnica de antibiograma

Log 2
CiM
Breakpoint } - “N_ Curva
1 : de
: regresion
Breakpoint{.............
2 : ¢
- : y Diam. halos
R I 1 s en mm

Figura N° 13. Determinacién de la Concentracidrhibitoria minima (CIM) y de la

Concentracién Bactericida Minima (CBM)
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1.25.- LECTURA E INTERPRETACION DE LA CMI

La CMI corresponde a la minima concentracion de antibiotico en donde

no se observa desarrollo (turbidez). LalCMe expresa en ¢€g/ ml
se debeecurrir, teniendo en cuenta el valor de IColbtenido para esa

cepa, a las tablas para definir segun los valores dé dtiél en ellas

aparecen si las cepas en estudio son sensibles o0 resisgntin

determinado antibiétic®.
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Figura N° 14. Determinacién e interpretacion de la Concentracion Minima Inhibitoria

Sin Sin
antibléties  indcule Blance

(CMI) y la Concentracién Minima Bactericida (CBM)
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1.3PATRON DE TURBIDEZ

Uno de los primeros usos de la turbidez para el célculo de poblaciones
bacterianas fue en la paracion de vacunis En 1907 McFarland desarrollo

una serie de soluciones de sulfato de bario para calcular aproximadamente el
numero de bacterias en soluciones de turbidez equivalente, segun lo determinado

por los recuentos en placds®

Los estandaes de turbidez de McFarland se usan como referencia en
suspensionebacteriolégicas para saber niumero de bacterias por mililitro, o

mas bien elJFC segln una escala que va de 0.5 aVd(tabla NO7). Estos
estandares son creados al mezclar soluciones de cloruro de bario al 1% con acido
sulfaricoal 1% en volimenes especificds para asegurar la densidad correcta

se puede controlar usando egpEfotdmetros®.

Los estandares pueden ser visualmente comparados con suspensiones de
bacterias en salina estéril o en caldos. Si la suspension es demasiado turbia,
puede afiadirse diluyente, y si no es lo suficiente turbia, se puede agregar mas
bacteriasLa ventaja es que no es necesario incubar ni usar equipo especial para
estimar el nimero de bacterid. La desventaja de este método es que no
discrimina a las bacterias vivas de las muertas en la solucion, por lo que se
puede sobreestimar la poblacida bacterias.

Casos especificos en los que se usa es en ehtd@ogramaso pruebas de
sensibilidad, donde es necesario para estandarizar el método y se eviten falsos

positivoso negativos.
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Tabla N°07: Escala de McFarland de 0.5 a 10

TUBO CLBa 1% SO,H, 1% u.fe/ml
1 0,1 9.9 3,0x108
2 0.2 9.8 6,0x10°
3 0,3 9.7 9,0x108
4 0,4 9.6 1,2x10°
5 0.5 9,5 1,5x10°
6 0,6 9.4 1,8x10°
7 0.7 9.3 2,1x10°
8 0,8 9,2 2,4x10°
9 0.9 0,1 2.7x10°
10 1,0 9,0 3,0x10°
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1.4Staphylococcus

1.4.1.- INTRODUCCION

Staphylococcugs un colonizador de la piel y mucosas de practicamente
todos losanimales. En los seres humanos tiene especial predileccion por las
fosas nasalegespecialmente en adultos, pudiendo demostrarse hasta en el
40%, tanto en poblaci6comunitaria como hospitalari@tra caracteristica

es su facilidad para producir infeccion intracelular lo guplicaria su
tendencia a producir infeccionemrdias, por lo que siempre deben
considerarse en los casos de infeccion tardia de material de osteosintesis o
en las osteomielitis cronicas, obligando, por su dificil erradicacion, a
tratamientos maprolongados que generalmente pragisle la adicion de

rifampicina’®%,

Las especies del gene®taphylococcuson cocos gram positivos que
miden Entre 0,5 y 1,%m de didmetro y que pueden aparecer formando
racimos lIrregulares o aparecer de manera Unica, en parejas, tetradas o
cadenas cortakl nombre actal data de 1883 cuando Ogston utilizo por
primera vez el nombre dgtaphylococcysque deriva del griego staphylé

que significa racimo de uvasSon microorganismos no moviles, no
formadores de esporas y generalmente sin cagsulareaccion catalasa
positiva. Muchas especies son anaerobios facultatitf6s->**%>

1.4.2.- ESPECIES DE STAPHYLOCOCCUS

Existen 33 especies d&taphylococcusliferentes.De las 33 especies solo
tres de ellas se reconocen como productoras de enfermedades en los seres
humanos™->;

V Staphylococcus aureus

V Staphylococcus epidermidis
V Staphylococcus saprophyticus
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1.4.2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aurewes uno de los patégenos mas importantes que causa
desde infecciones superficiales de la piel hasta severas infecciooieslas

con una alta mortalidad®. El nicho ecolégico principal de$. aureusen
humanos lo constituyelas fosas nasales anteriores, seguido de la orofaringe
y la region perineal, inguinal, axilar y rectaéconocida como una fuente
potencial de infeccion yfactor de riesgo elevado para subsecuentes
infecciones invasiva¥ .

Pocos afios después de la introduccion de la penicilina en 1942, aparecieron
cepas deStaphylococcus aureussstentes a la misma’™. En 1960 se
introduce la meticilina, antibiéticsemisintético resistente a penicilinasas, y
luego de solo dos afios fue descrito el primer aislamienBiag#ylococcus

aureusMeticilino Resistentes (SARMY™.

En la década del noventa las infecciones por SARM se extienden a todos los

hospitales del mmdd™*?.

1.4.2.2 DEFINICION TAXONOMICA.

Taxonomia
Reino: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie:  aureus™
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1.4.2.3 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Es Gram positivo, aunque las cepas viejas o0 los microorgasis
fagocitados se tifien como Granga#vo. Tiene forma de coco y
puede apa@cer en parejas, en cadenas 0 en racimosar8ano
oscila entre 0,8 a 1,5 micras de diametro, es inmovil y algunas
cepas prducen una capsula externa mucoide que aumenta su

capacidad para producir infaén.

WAGee, Spot Magn Det Wquml

3010 KVA1.0 20000x¢SE 83

Figura N° 15. Caracteristicas microbiologicas d&taphylococcus
aureus Fuente; CDC Public Health Library (PHIL)™.

1424 METABOLISMO

En relacion con su metabolismo, es aoh® facultativo,

coagulasa positivo, catalasa positivo y oxidasa nedativo

Staphylococcus aureusespecie coagulasa positiva, es un
reconocido patbgenohumano, siendo agente etioldgico de un
amplio espectro de infecciones de origen comunitario y
nosocomial. Abarca componentes de pared celular y una gran
variedad de exoproteinas que contribuyen en su habilidad para
colonizar y causar enfermedad en mam#ef@asi todas las cepas
producen un grupo de enzimas y citotoxinas que incluyen 4
hemolisinas (alfa, beta, gamma y delta) nucleasas, proteasas,
lipasas, hialuronidasas y colagenasa. La principal funcién de estas
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proteinas seria convertir tejidos del huéspen nutrientes
requeridos para el desarrollo bacterfan6®.

CARACTERISTICA GENETICAS

El genoma de S. aureus es circular, compuesto de
aproximadamente 2.8 kb, con un contenido bajo €& (33%),
ademas su genoma contiene 2,600 marcodedira abiga
representando un 84.5% de su genba

La comparacion del genoma indica que 50%late proteinas
codificadas en el cromosoma d& aureuspresentan gran
homologia corB. subtilis,lo que sugiergue ambos organismos
tuvieron un ancestro comundywergeron mas tarde. La mayoria
de los genes homéloge®n un grupo de genes conocidos como
housekeepingue son necesarios para el crecimiento y division de
la bacteria. Una caracteristica sobresaliente del genom&. de
aureuses la presencia de gran numer® elementognoviles
(pldsmidos, secuencias de insercibn y transposongse,
contienen factores de virulencia y resistencia di¥ersos
antimicrobianos. El estudio de estos elemertias permitido
explicar los mecanismos de conjugacidmnansformacion y
transduccion del material genético @avés de plasmidos

moviles*®

Los transposones pueden transportar uno 0 mas marcatores
resistencia antibidtica. Se conocen varios tigestransposones
como el de la resistencia a eritromicifi@551 codificado por el
genermB EIl transposdon Tn 4004&odifica para la resistencia a
kanamicina, tobromicing gentamicina. El transposon Tn 4003
codifica para laresistencia a trimetoprinkl transposén Tn 552
contieneel operorbla que le confiere resistencia a la peniciliaa,
través de la produccion de penicilinasa. El transpdsob54 se

encuentra en el cromosoma 8e aureusresistentea meticilina
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(MRSA), el cual se ha utilizado pas seguimieto de clonas

epidémicas de MRSA™'%,

El analisis del genoma d& aureusonfirmd que contienearias
islas de patogenicidad (SaPls), las cuales vaeiantamafio;
ademas, revelo caracteristicas adicionales asred contenido de

genedde virulencia y de resistenéia’?
1.4.2.6 FISIOPATOLOGIA

Bajo condiciones normale§taphylooccus aureusio produce
infecciones, esto sélo ocurre en pacientes, inmunocomprometidos,
es decir, la persistencia de la bacteria en el huésped con lleva a
riesgos de enfermed4d

El mecanismo de defensa fundamental del huésped es el
leucocito. La Expraén demoléculas de adhesion en las células
endoteliales facilita la llegada de leucocitos lafjar de la
infeccion, con liberacion de diferentes citoquinas en el torrente

sanguineo quposteriormente migran a los tejidos inflamados.

SANGRE PMV  — e
. Protefnas plasmanam — ~—
v..f oo
ok é — Bt —
e o= m _3 - ' |
- - i P, 11-1.6.8

Tomado de Lowy FD (32). ICANM: intercellular adhesion molecules; VCANM: vascullar-cell adhesion
molecules; PMN: polimorfonuclear; TNNF: Factor de necrosis tisular; IL: Interleukinas; Ig:
Inmunoglobulinas; Cél: célula; PTF: trombo de plaguetas y fibrina; ECM: matriz extracelular.

Figura N° 16.Mecanismo de defensa del huésped frer8&phylococcus aureus
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Las células endoteliales infectadas producen, ademas, moléculas de
adhesién tipo 1 (CD54), moléculas de adhesién vascular tipo 1 (CD106) y

moléculas de clase | del Complejo Mayde Hisocompatibilidad (MHC)
126

La sintomatologia durante la infeccibn p8taphylococcus aureuss
ocasionada por las toxinas pirdgenas consideradas como aifgenos,

gue se unen a regiones invariables del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clasll, moléculas presentadoras del antigeno y

a los receptores de las células de linfocitos T. Esto conduce a la liberacion
de citocinas por ambas células causando dafio en los tejidos y liberacién de
la toxina del sindrome de choque toxico, dando comotagkuhipotension

y liberacién de gran cantidad ditocinas®>.

Aunque in vitro los anticuerpos han demostrado facilitar la fagocitosis su
papel in vivo es mas dudoso. De hecho los titulos de anticuerpos frente a
Staphylococcus aureuso se correlacionamon proteccion frente a la
infeccién excepto en el caso agéhdromedel shock téxico estafilococittd’

104.

Entre las enzimasncargadas de protegeSaaureuglestaca la catalasa que

se encarga de desdoblar el peréxido hlidrogeno, toxico para el
microorganismo, en agua y oxigerla coagulasa convierte el fibrinbgeno

en fibrina, lo que produciria una capa de fibrina en el absceso estafilocdcico
protegiendo de la fagocitosis. La hialuronidasa hidroliza el acido
hialuronico de la matriz del tejido coneo y la penicilinasa hidroliza el

a n i dctamicb, inactivando la penicilinaa toxina mejor caracterizada

es la leucocidina de Pantdalentine (PVL) descrita eh932 por Panton y
Valentine se englobaria dentro de los homélogos ddidasemolisinas
Sintetizada por un -3% de las cepas, induce la degranulacion de los
leucocitos polimorfonucleares y la liberaciotle mediadores de la

inflamacion®.
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Sthapylococcuaureustiene en su superficie proteinas conocia@asinhibir

la fagocitosis y la opsdracion por el sistemalel complemento del
humano. El reconocimiento debmplemento y las inmunoglobulinas por
los receptoreson bloqueados por la proteina A de la pared cetplarse
une a la porcién Fc de la inmunoglobulina Ig&aphylococcus aureus
produce moléculas que pueden inhibir el reclutamiel@meutroéfilos, la
fagocitosis y el reconocimientde la bacteria, a pesar de que un numero
significativo de factores de evasion son empleados Staphjococcus

aureus®.

Durante el desarrollo de lasfecciones porStaphyococcus aureuslos
neutréfilos participan reclutando leucocitos en el giiola infeccion, asi
como el complemento que tiene p@pel central en nuestro sistema inmune
innato, involucradoen la quimiotaxis, opsonizacion y destridn de la

membrana celar de los patégends™®.

El sistema de complemento puede activarse poruies la clasica, la
alterna y la de la lectine&®aphylococcusaureus puedeactivar estas tres
vias, sin embargo, se ha observado gjusistema detomplemento no es
tan eficiente contréa bacteria, por lo que necesitan de otro tipo de células
como los neutroéfilos, los cuales reconocen a los patégem@vés de los
receptores tiporoll. Los neutréfilosexpresan receptores tipioll-2, los
cuales econocenlos acidos tipo teicoicos y el peptidoglicano de las
bacteriasGram positivas. Se ha observado quelaphylococcusaureus
causa un cambio en los neutrofilos durante la adhesitierando la
expresion de las proteinas e induciendestallamieto oxidativo, asi como

la degradacion de especigscompuestos antimicrobianos, con lo que
facilita su supervivencia intracelular. Aunque, se ha recongoaolargo
tiempo queSaphylococcusaureuspuede sobrevivir a uataque por los

neutréfilos?.
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AdemasSaphylococcusaureusproduce un gran numero de factorpse
promueven su supervivencia en el huéspeaigaino tiempo favorece a su
patogénesis. Varios de esfastores estan involucrados en la inhibicion del
sistemafagocitico del huésped, habilidm a Saphylococcusaureus a
resistir asu destruccion por las células del sistema inmune indako
individuo. Quizas una de las caracteristicas mas sobresalientes de
Saphylococcusaureus es su habilidad para producir una diversidad de
toxinas cuyo blank son las células de la sangre humdbstas toxinas
incluyen la hemolisindd ( HI a ) , -b yhemdidinaysla leueocidina
de Panton Valentine, y recientemeste d e s c¢ 4mbdulina soluble al b
fenolPSMU) ti pt8©p®pti do

Otro de los mecanismos que presentan algunas cep8sphylococcus
aureuses la produccién de una capsula polisacagdpecialmente los tipos

5 y 8 con caracteristicas antifagocitic&tras cepas tienen diferentes
mecanismos qué permiten evadir los sistemas de defensa del huésped,
desarrollando absceso Otro factor es una proteina deiperficie A
(MSCRAMM) que tiene la capacidad deirse a la fraccion Fc de la
inmunoglobulina 1gG, inactivandola actividad opsonizante de la
inmunoglobulina,también puede producir una proteina inhibidora de la
quimiotaxs (Chip), o la proteina de adherencia extracel(iap) que
impiden la quimiotaxis y la extravasaciorde los leucocitos
polimorfonucleares (PMN). Dentro dstas, se encuentran las hemolisinas,
especialmente leemolisinaalfa, toxinas y la leucocidinaaRtorrVValentine,

las cuales tienen relevancia en las infecciones adquirelas la

comunidad®>***.,

Las cepas CAMRSA han intensificado sustancialmersie habilidad para
evadir la respuesta inmune matata neutréfilos humanos y lisandolos, lo
cual ocure masrapido seguido de una fagocitosis por cepasMIASA
comparadas con las cepas H#RSA'®.
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IDENTIFICACION DE Staphylococcus aureus

La identificacion deSaphylococcusaureus se realiza con el
empleo dda tincion de Gram, pruebas bioquimicas comaepa

de la catalasa, fermentacion de glucosa, que permite diferahciar
géneroStaphylococcuslel géneraMicrococcus, que también se
considera una catalasa positiva perofermenta la glucos&sin
duda, la prueba de la coagulasa sigue siendoékutizada. Se
basa en la capacidad 8#haphylococcusureusparaproducir la
enzima extracelular que coagula el plasma.deteccion de la
coagulasa permite diferenci&®aphylococcusaureuscoagulasa
positivo de las demas especies de estafilococoagulasa
negativos. Con la prueba deA®Nsatermoestable se identifica
facilmente en el medio qumntieneADN y verde de malaquita.
Otras pruebas soespecificas de especie como la fermentacion

del manitoly la produccion de la fosfatasa alcafitia

Staphylooccus aureustambién puede identificarse a través de
técnicas moleculares como la reaccion en cadenamdinaerasa
(PCR) y PCR en tiempo real, utilizando gerespecificos de
especie. Sin embargo, estas técnicascsoas y laboriosas. En
ocasiones, seequiere identificarcepas o grupos de cepas con
fines epidemiolégicopara lo cual se pueden emplear técnicas

fenotipicas ygenotipicas™.

ENFERMEDADES CAUSADAS POR Staplylococcus aureus

Las infecciones causadas fraureusse producerpor lesiones
cutaneas, traumaticas o quirargicas fprecen la penetracion
de la bacteria desde la pi@ los tejidos profundos. Las
infecciones porS. aureusson supurativa y tienden a producir
abscesds® ** '* Debido a su amplia versatilidad, esta bacteria

es capaz de causar enfermedades de amplio espmmtmo
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infecciones menores de la piel e infecciomegasoras serias
como: bacteriemia, infecciones dslstema nervioso central,
osteomielitis, infeccionedel tracto respiratorio, infecciones del
tracto umario y el sindrome de choque téxico, asi como

infeccioneggyastrointestinales.

Infecciones de la piel y tejidos blandos

Se caracterizan por la formacion de vesiculas pustulosas, las
cuales comienzan en los foliculos pilogmepagandose a tejidos
vecines. La foliculitis es unainfeccién pidgena superficial. Su
extension al tejidgerifolicular da lugar al foranculo. El antrax es

la infeccionde varios foranculos con extension a la capa mas
profunda del tejido subcutaneo, que puede prochaiteriemia
enun tercio de los caso@tras infecciones cutdneas ocasionadas
por S. aureusson el impétigo (infeccion superficial que afecta
sobre todo a nifios en areas tropicales), mastitis, hidrosadenitis

supurada, celulitis fascitis y paroniquia.

S. aureuses uno € los patdgenos que se observa owayor
frecuencia en infecciones de heridas quirdrgicaanto
superficiales como profundas, asi como tambga implicado en
las infecciones de Ulceras cronicesmo el pie diabéticoS.
aureus es causa comun de bactmia, el focoinicial se

desconoce.

Bacteriemias:

Las bacteriemias p@. aureugjuese presentan en los hospitales
se relacionan con el uso dmtéteres y otros procedimientos
invasivos, mientras quas bacteriemias de la comunidad, el foco
gue las origha suele ser extravascular (infecciones de piel,
ocasionalmenteel aparato respiratorio y neumoniad)as

infecciones metastasicas y la endocarditis somplicaciones
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importantes de la bacteriemia. La frecuerd#aendocarditis en
pacientes con bacterigéapor S. aureusscila en 5 a 20%, segun
sean los pacientes ctracteriemia hospitalaria o adquirida en la
comunidad.S. aureuses la causa mas frecuente de endocarditis
infecciosaaguda, afecta sobre todo a la valvula mitral y adrtica,
ya sea nativas o rptésicas, entre las complicaciones por
endocarditis por este patdgeno estan la insuficiereridiaca por
diseminacién valvular, embolismo séptiabscesos hematdgenos
cerebrales o viscerales, abscesocardicos y pericarditis
purulenta. S. aureustambién se encuentra en pericarditis;
generalmentees de origen hematdgeno, aunque tamipiéade
ocurrir tras cirugia en cuyo caso es de pronogiieme, también

puede deberse a un traumatispeoetrante.

Infecciones musculeesqueléticas

S. aureugsuna ddas bacterias que con mayor frecuencia origina
infecciones Gseas por diseminacion hematdgena y por
contigliidad. En nifios la osteomielitis hematogameale afectar la
metéfisis de los huesos largos, mientga®e en los adultosS.
aureus afecta el tejido sponjoso vertebral dando lugar a
osteomielitis vertebral. La osteomielitisdnica por contigtidad
es mas frecuente ge produce como complicacién de cirugia
ortopédicay traumatismos.

También puede ocasionar infecciones de protdisulares.S.
aureuses el principal agente etiolégicausante de artritis séptica
y de bursitis. Las articulacionedectadas con mayor frecuencia
son las rodillas, tobillossaderas, hombros y las interfalangicas.

La piomiositis es una infeccion poco comun dertossculosde
fibra estriada que afecta a personas con enfermaeldmhse. La
forma mas frecuente es el abscedel psoas de origen

hematdgeno o como consecuerdgauna infeccion vertebral.
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Infecciones del tractoRespiratorio

Las neumonias pd. aureuson poco freuentes pergraves, se
puede producir por aspiracion de secreciowesles o por
diseminacion hematdgena. La neumorpar aspiracion de
adquisicion comunitaria se produper complicacion de cuadros
virales, mientras que laosocomial es mas frecuentepatientes
con ventilacibnmecanica. La complicacion mas frecuente de la

neumoniaes el empiema.

Infecciones del sistema Nervioso Central:

S. aureuspuede ser la causa de infecciones del sisteenaoso
central. La meningitis pidgena estafilococmaedeser de origen
hematégeno o como una complicacide un absceso. Los
abscesos cerebrales pueden de origen hematdgeno a partir de
una endocarditiso por contiglidad a partir de una sinusitis,
traumatismoso cirugias.S. aureustambién se considera como
causafrecuente de empiema subdural y absceso epidural medular

o intracraneal.

Infecciones del Tracto Urinario:

La presencia d8. aureusen infecciones de viaginarias es rara.
Su presencia en la orina sugieogigen hematégeno. Las
infecciones ascends son debidas a la manipulacion
instrumental.  Asimismo, en infecciones por toxinas
estafilococicas, principalmenten el sindrome de la piel
escaldada; £ una dermatitiexfoliativa ampollar que no afecta
mucosas y es mafecuente en neot@s Yy nifios enzonas
tropicales, gele aparecer como una complicacion de piodermal
localizado, debido a que. aureugproduce una toxinaxfoliativa

0 epidermolitica. La produccion de estmsinas tiene lugar
especialmente durante la fase ldeencia de crecimiento de

bacteria, lo que favoresa diseminacion.
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Choque Toxico

S. aureuspuede producir choque séptico medialatexctivacion
del sistema inmunologico y del sistemaabagulacion mediado
por el peptidoglicano, los &ciddsicoicos y la toxinalfa. El
sindrane de choque téxic(6ST-1) es un cuadro grave debido a
la produccién de ldoxina TSS1, inicialmente se describié en

nifios y posteriormenten mujeres jovenes que usaban tampones.

En la actualidad, la mayor parte de los casos son secundarios
infecciones estafilococicas diversad.ambién puede producir
superantigenos, tales comtas enterotoxinas que causan
toxiinfecciones alimentariae gastroenteritis estafilococica y la
toxina TSST1, causantalel sindrome del choque toxico. Estos
superantigenospued@& generar cuadros similares al choque
séptico por la produccion incontrolada de citocinas. La
toxiinfeccion alimentaria se debe a la ingestion de alimentos
contaminadoscon toxinas del microorganismo; es un cuadro
autolimitado que cursa con vomitos, dokbebdominales, célicos

y diarreg®*°.
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1429 TRATAMIENTO

TABLA N°08 Antimicrobianos Recomendados Para El Tratamiento De La Inf3e700ién Estafilococica Segun Localizacion Del Foco Y SensibdiCGapé
Meticilina”".

LOCALIZACION

TRATAMIENTO

SASM1

SARM

COMENTARIOS?

Infeccién de piel y partes
blandas

Infeccién levé

Amoxicilina/clavulanico
Cefalexina
Clindamicina
Minociclina o doxiciclina

Cotrimoxazol
Clindamicina

Linezolid

Minaciclina o doxiciclina

- El drenaje de un forinculo o absoecutaneo puede ser suficiente si es completo y no hay celulit
flebitis, afeccion sistémica (fiebre), comorbilidad significativa, inmunodepresién o presencia de
dispositivo o material protésico endovascular.

- Por tratarse de una infeccion leve eadgstaca ningln ahidtico como primera eleccion.

Infeccién de gravedadmoderad
o altd

Cloxacilina + clindamicina o linezolid

Linezolid

-El tratamiento de la infeccién por cepas productateasLPV o de superantigenos, debe inc
linezolid o clindamicina.

Linezolid Daptomicina
Daptomicina Vancomicina - Considerar el empleo de tigeciclina, a dosis altas, en casos de infeccion polimicrobiana de g
Teicoplanina moderada, con participgn de SARM.
Osteomielitis aguda Cloxacilina Linezolid - En caso de infeccion por SASM el tratamiento de la fase aguda con cloxacilina iv puede segu
Artritis Clindamicina Daptomicina via oral, con la asociacion de levofloxacino y rifampicina o con monoterapia cataroliina,
Clindamicina linezolid o cotrimoxazol.
Vancomicina - En caso de infeccion por SARM, tras el tratamiento de la fase aguda por via iv puede seguirsg
. ) oral, con linezolid, cotmoxazol o clindamicina (segun la sensibilidad de la cepa).
Teicoplanina

Infeccién del material protésico
osteoarticular

Cloxacilina iv (5-7 dias) seguida de:
Levofloxacino +/o rifampicina
Linezolid + rifampicina
Cotrimoxazol o clindamicina + rifam
picina

Daptomicina +
rifampicina (5-7 dias)
seguido de:

Linezolid £ rifampicina
Cotrimoxazol o
clindamicina + rifampicina

- El tratamiento antibidtico inicial de la infeccion de gravedad moderada o alta debe administrg
via iv durante los pmeros 57 dias.

Bacteriemia primaria o asociada
a infeccion del catéter vascular

Cloxacilina

Daptomicina
Vancomicina
Linezolid

Teicoplanina

- Si los hemocultivos se negativizan en las primeragd®#oras de tratamiento, después de la
inicial de terapia por via iv, el pactenafebril, estable y sin evidencia clinica de metastasis puede
pletar el tatamiento por via oral. En caso de infeccion producida por SASM puede emy
amoxicilinaclavulanico, clindamicina, o minociclina en monoterapia o una fluoroquing
(levofloxacino o moxifloxacino) asociada a rifampicina. En caso de infecciom por Spiride
emplearse linezolid, cotrimoxazol o minociclina.

- En la bacteriemia persistente (#5dias) o recidivante, sin foco endovascular apateaseciar un
segundo antibidtico anéstafilococico con o sin rifampicina. Si el paciente estaba recibi
tratamiento con cloxacilina afiadir daptomicina + rifampicina. Si recibia daptomicina afiadir lin
fosfomicina o cloxacilina + rifampicina. Si recibia vancomicina sustituirla por daptomici
cloxacilina * rifampicina. 1
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LOCALIZACION

TRATAMIENTO

SASM1

SARM

COMENTARIOS -

Endocarditis®
Valvula nativa

Cloxacilina +
(3-5 dias)

gentamicina/

Daptomicina +
gentamicina (35 dias)
Vancomicina

fosfomicina y/o

- En caso de infeccién por SASM, si el filtrado glomerular es menor de 40 ml
o el mciente recibe otra medicacion potencialmente nefrotéxica evitar el e
de gentamicina o sustituirla por daptomidina

- En la infeccion por SASM con CMI de vancomicina >1 mg/L, criterios de s¢
grave o bacteriemia >B dias, considerar la adicion daptomicina.

- En caso de infeccién por SARM la adicién a daptomicina de foshoaniy/o

gentamicina depende de la sensibilidad de la cepa y del riesgo de toxicidaq
Si la cepa es resistente a fosfomicina (CMI>32 mg/L) considerar la sustitucid
cloxacilina o cotrimoxazol.

- La pauta con vancomicina solo debe considerarse si la CMI es <1 mg/L. E
de que la CMI sea O1 mg/L, antes d
existencia de heteroreésicia, tolerancia o efecto inéculo.

Valvula protésica

Cloxacilina + gentamicin&
(15d) + rifampicina

Daptomicina + rifampicina
fosfomicina y/o gentamicina
Vancomicina + gentamicina
(15d) + rifampicina

+

El tratamiento de la infeccidn por cepas productoras de LPV o de superantig

- En caso de infeccion por SASM, sifiétrado glomerular es meor de 40 mL/min
o el paciente recibe otra medicacién potelmente nefrotéxica considerar

sustitucién de gentamicina por daptomiimapor una quinolona (si la cepa

sensible). Iniciar el tratamiento con rifampicinaaatip del 395° dia.

- En la infecciéon por SASM con CIM de vancomicina > 1 mg/L, criterios de s¢
grave o bacteriemia >B dias, considerar la adicién de daptomicina.

- En la infeccion por SARM asociar fosfomicina y/o gentamicina segu
sensibilidadde la cepa y el riesgo de toxicidad renal. Si la cepa es resistg
fosfomicina (CMI>32 mg/L) considerar la sustitucion por cloxacilina
cotrimoxazol.

- La pauta que contiene vancomicina solo debe considerarse si la CMI de
<1 mg/L. En caso dege | a CMI s tesade ilizar wegpdorhicina g
necesario descartar la existencia de heteroresistencia, tolerancia o efecto in(

Neumonia

Cloxacilina

Linezolid
Vancomicina * rifampicina

- En caso de infeccion por una cepa productora de EMtataniento debe incluir
linezolid o clindamicina.

- Si la infeccion por SARM cursa con bacteriemia considerar la asociaciq

linezolid con daptomicina.
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TRATAMIENTO

LOCALIZACION COMENTARIOS -
SASM1 SARM
Infeccion del sistema nervioso| Cloxacilina Linezolid - En caso de infeccion por SASM con CMI de vancomicina >1 mg/L o critegig
certral Vancomicina * rifampicina, sepsis grave, considerar la adicion a cloxaitie linezolid o fosfomicina (si CM
Meningitis fosfomicina o cotrimoxazol 0 2).

- En caso de infeccién por SARM que curse con bacteriemia considerar la g
de daptomicina a linezolid.
- Vancomicina puede administrarse por via intratenal@sis de 10 mg.

Absceso cerebral o epidural
Empiema subdural
Trombosis séptica de los sen|

Venosos
Endoftalmitis Cloxacilina  sisttmica  *| Linezolid - En fase avanzada es necesario practicar una vitrectomia.
intravitrea Vancomicina sistémica + intravitrea
Linezolid

En negrita se resaltan los antibidticos considerados de elecci@stdte antibidticos se mencionan por orden de preferencia.

SASM: Staphylococcus auresensible a meticilinedSARM: Staphylococcus aureussistente a meticilina. LPV: leucocidina de Panton Valentine

'En pacientes alérgicos a la penicilina puede eng#ezualquiera de las pautas recomendadas para tratamiento de la infeccién por SARM

?En cada una de las posibles localizaciones de la infeccién debe considerarse siempre, en primer lugar, el drenajeriéhseegiema), desbridamiento (celulifigscitis) o retirada del
material extrafio (catéter, derivacién ventricular, neuroestimulador, material de osteosintesis) con objeto de recubtiattecinga, disminuir el riesgo de desarrollo de resistencia y poder
acortar la duracion del tratamierdntibiético

®En la infeccién de piel y partes blandas leve se incluye la mayoria de infecciones supuradas (quiste sebaceo o mitadistlhideosadenitis, forinculos, abscesos cutineos, bursitis) y la
celulitis no complicada

“En la infeccion de il y partes blandas de gravedad moderada o alta se incluyen la celulitis complicada, la fascitis necrosante y la piomiositis

°El catéter venoso se ha retirado y se ha descartado razonablemente la existencia de una infeccién endovascularaoela pemtardiograma trans esofagico, undmgpler y, en casos
seleccionados, se ha descartado la existencia de focos metastasicos mediante la practica de una PET u otra prueba de imagen

®Endocarditis mitral o adrtica

"Varios autores del consenso considenaa la asociacion de cloxacilina con daptomicina (en lugar de gentamicina) como la primera alternativa terapéutitaceesitisspor SASM, tanto
sobrealvula nativa como protésica.
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1.4.2.10 MECANISMO DE RESISTENCIA AL TRATAMIENTO

La penicilina es hidralada por la 3actamasa, una proteasa que
hidroliza este anillo lactamico. Actualmente, menos del 5% de las cepas
de Staphylococcus aureuse mantienen sensibles a la penicilina. La
resistencia a la meticilina confiere resistencia a todas las cefalospprina
a todas las penicilinas penicilinasas (oxacilina), este alto nivel de
resistencia requiere la presencia gen meca, que codifica para una
proteina fijadora andbmala de baja afinidad, la PBPLos genes meca se
originaron, probablemente, de diferentespecies de estafilococos
aunque la mayoria de las cepas meticiliesistentes derivan de un
limitado namero de clones, algunas han podido tener un origen
policlonal, que sugeriria una transferencia horizbrde ADN del gen
meca. El gen meca, respondabde la resistencia a la meticilina, se
encuentra localizado en ueatructura genética movil llamada, en ingles,
staphylococcal cassette chromoso(secmec). Se considera que una
cepa deStaphylococcus aureuss resistente a lmeticilina cuando su
concentracion minima inhibitoria (CMI) es igual o superior a 16 mg/L o

cuando la CMI para oxacilina egual o superior a 4 mg/L.

El primer paciente conStaphjococcus aureuscon sensibilidad
intermedia para vancomicina (VISA en ingles) o a glucopeptidos (GISA

fue descrito en Japdn en 1997 desde entonces han aparecido varios casos
mas, generalmente en pacientes sometidos a hemodialisis con infecciones
profundas o asociadas a material protésico con cursos prolongados de
tratamiento con vancomicin&l mecanismade resistencia es debido al
incremento de la sintesis de la pared celular y a alteraciones estructurales
de la pared que limitan la llegada de vancomicina a los lugares
responsables de la sintesis de la pared celular. En estas cepas no se han
detectado ls genes de resistencia vana, vanb o vanc, responsables de la
resistencia a los glucopeptidos de alto nivel olas#as con los

enterococos®” 2,
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1.5ANTIBIOTICOS:
1.5.1 HISTORIA YR,

Sir Alexander Fleming (1881955), bacteri6logo y premio Nobel
britanico, sehizo famoso por el descubrimiento de la penicilina. Nacido
en Escocia, se formo en la Facultad de Medicina del St. Mary's Hospital
de la Universidad de Londres, donde trabaj6 como catedratico de
bacteriologia desde 1928 hasta 1948, afio en que fue nonpvcdesor

emérito.

Fleming desarroll6 importantes investigaciones en los campos de la
bacteriologia, la quimioterapia y la inmunologia. En 1922 descubrio la
lisozima, un antiséptico natural presente en las lagrimas, las secreciones
corporales, la albuming ciertas plantas. ElI descubrimiento de la
penicilina tuvo lugar accidentalmente en 1928 en el curso de sus
investigaciones. Al observar que un moho que contaminaba una de sus
placas de cultivo habia destruido la bacteria cultivada en ella, senté6 las

base para el desarrollo de la terapia con penicilina.

Fleming fue nombrado sir en 1944. En 1945 compartié el Premio Nobel
de Fisiologia y Medicina con los cientificos britanicos Howard Walter
Florey y Ernst Boris Chain por sus contribuciones al desarrolla de

penicilina.

1.5.2 DEFINICION:

Derivado @&l grieg o , anti , 0 c oastantibigticos donwn o vi da
amplio grupo de sustancias quimicas producidas por varias especies de
microorganismos (bacterias, hongos y actinomicetos), que suprimen el
crecimiento deotros microorganismos, y originan su destruccion. En los

altimos tiempos, el uso del término se ha ampliado para incluir
compuestos sintéticos como las sulfonamidas y las quinolonas, que

presentan tambn actividad antimicrobiang> *%-**:
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1.5.3 CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS®® #42,

Actualmente

disponemos de wuna amplia gama dgentes

antimicrobianos sistémicos.

Se clasifican elos siguientes grupos:

1.5.3.1Segun la accién del antibiético sobre la bacteria

a) Bacteriostaticos:

Inhiben la multiplicacion bactema

Vv

Vv
Vv
Vv
Vv

Anfenicoles
Lincosaminas
Macrolidos
Sulfamidas

Tetraciclinas

b) Bactericidas:

Poseen la propiedad de destruir la bacteria.

Vv

Vv
Vv
Vv
Vv

Betalactamicos
Aminoglucdsidos
Glicopéptidos
Quinolonas
Rifampicinas.

1.5.3.2Segun el mecanismo de accion sobrelbacteria.

a) Antibidticos que inhiben la sintesis de la pared celular.

Afectan la formacién del polimero peptidoglicanoe

conforma laestructura de la pared bacteriana

Vv

\%
\Y,
\%

Penicilinas
Monobactamicos: aztreonam, carumonam,
tigemonam

Carbapenem: Imipenem, meropemen
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b)

d)

Cefalosporinas
Vancomicina
Fosfomicina

Bacitracina

< < < < <

Teicoplamina

Antibiéticos que ejercen su accibn a traves de la
membrana celular yafectan su permeabilidad:

Vv Polimixinas

Vv Colistinas

V Anfotericina B

Antibidticos que inhiben la sintesis de proteinas a nivel
ribosomal:
Vv Los que actuan sobre la subunidad 30s

A Aminoglucosidos

A Aminociclitoides

A Tetraciclinas
Vv Los que actuan sobre la subunidad 50s
A Macrélidos
A Lincosamidas
A Anfenicoles

Antibioticos que inhiben la sintesis de los acidos nucleicos
Vv Quinolonas

\% Rifampicinas
Antibioticos antimetabolitos:

Antagonizan los pasos metabolicos esilgesis del acido

foélico.
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Vv Trimetroprima
V Sulfonamidas

1.5.3.3Clasificacion segun su estructura quimica

a)

)

Betalactamicos

Vv Penicilinas

Vv Cefalosporinas
Vv Monobactamicos
Carbapenems

Aminoglucésidos
Macrolidos
Tetraciclinas
Lincosaminas
Quinolonas
Sulfonamidas
Rifamicinas
Cloranfenicoles

Antibiéticos péptidos

Otros: Metronidazol, Acido Fusidicblitrofuranos

AMINOGLUCOSIDOS

Los aminoglucoésidos son un grupo importante de antibidticos que se
caracterizan por teneminoazucares con uniones glucosidicas, obtenidas
generalmente del Streptomyces. Fueron dadosnacer en clinica en
1944 con la introduccion de kstreptomicina. Estos antibidticos tienen
un espectrode accion limitado, pero complementario al de las
penicilinas.
negativos con poca accion sobredoserobios y limitada sobre los gram

positivos. No harevolucionado en forma sustancial en los Ultiraies

143145

Estan principalmente dirigidas sobgérmenes gram
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V Mecanismos de accion
Son bactericidasgeben alcanzar el citoplasma bacteriano para
poder ejercer su accion a nivel ribosomal. A través de difusion,
atraviesan la membrana externa por poros formados por proteinas
porinas, luego realizan el pasaje de la membrana celular por un
mecanismo activoxdgenodependiente, ingresando al citoplasma
bacteriano provocando alteraciones de su funcionamiento, se unen
a polisomas e inhiben kintesis bacteriana. El sitio de accién es
la subunidadibosémica 30s, éstas constituyen el sitio de unién
del ARNt al ribosoma donde el aminoglucésido provasaa
alteracion en la union codéanticodén y lecturaerronea del
cbdigo genético, con produccién de ymateina andmala, la cual
unida a las alteraciones de maembrana producen la muerte

bacterian&™> %,

V Mecanismos de resistencia

Su nivel de resistencia es bajo. Existen tres mecanigsiaos

resistencia:

1. Inactivacién enzimatica, la m&gcuente

2. alteracion del ingreso: falla deenetracion de la membrana
citoplasmatica

3. Alteraciéon del sitio de union al ribosoma: muitm de la
proteina S12°,

V Farmacocinética
La biodisponibilidad oral es muy baja y erratica. &lninistra
por via IM donde se absorbe completaagidamente. La union a
proteinas es muy baja. N@sa la barrera hematoencefalica, si la

placenta y l@nddinfa. Se exreta por filtracion glomerulaf’.

V Espectro antibacteriano
Todos los aminoglucésidos son antibioticos de espeethacido.

Actuan sobre bacterias aerobias gnaegativas.Sobre las gram
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positivas solo ejercen un efecto potenciadiios letalactamicos.
146

V Clasificacién de los aminoglucésidos™*.
« Estreptomicina
0 Neomicina
0 Kanamicina
0 Gentamicina
0 Tobramicina
0 Amikacina
0 Netilmicina
0 Espectinomicina

0 Paromicina

V Reacciones adversas

Se observa nefrotoxicidad, ototoxicidad dependiente de la
concentracion de aminoglucésidos en la endolirflqueo
muscular por inhibicion de la liberacion de acetilcolina por el
terminal colinérgico que se pone de manifiesto en miastenia
gravis, insuficiencia renal sin correccion de dosis, inyeccion en
bolo IV e interaccion con drogas curarizantes. Se describe
sindrome de malabsorcidon con neomicina. Otros efectos adversos
son nauseas, vOmitos, anorexia leve (neomicina, Yy
paramomicina), neuropatias periféricas y neuritis éptica. No

deben ser usadas en embarazadas (Sordera contjénita)

1.5.4 MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS™*":
Los antibioticos realizan por regla general los siguientes mecanismos de
accion:
1.5.4.1Agente que inhiben la sintesis de la pared celular.
La pared celular es una estructura exclusiva de la bacteria; por lo

tanto el uso de sustancias quédan a este nivel aseguran una
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accion antibacteriana selectiva en este grupo se incluye a los

betalactamicos.

1.5.4.2Agentes que modifican la permeabilidad de la membrana

celular.

El empleo de agentes que actlan a este nivel se basa en que las
membranas celulasede algunas baterias se alteran con mas
facilidad que las membranas de células animales, lo cual permite
una actividad relativamente selectiva como por ejemplos:
Detergentes tipo polimixina B

Antifungicos polienicos tipo Nistatina y Anfotericina B

1.5.4.3Agentes que inhiben la sintesis proteica.

1544

La unidad funcional de la sintesis proteica en las bacterias son los
ribosomas 745, constituidos por dos subunidades; 5§ 306S

los cuales al ser inhibidas por sustancias que actian a este nivel
interrumpen la siesis proteica necesaria para las funciones
vitales de las baterias; los agentes son:

Sobre la subunidad 38: aminoglucdsidos, tetraciclinas.

Las subunidades 58: macrolidos (eritromicina), cloranfenicol,

lincosamidas (lincosamina, clindamicinas)

Agentes que inhiben la sintesis o funcion de los &cidos
nucleicos.

Los agentes o sustancias que actian a este, nivdben
funciones vitales en el sistema nuclear bacteriano por lo tanto se
produce la extincion de la bateria; las siguientes acciones son:
Inhibiendo la replicacién del ADN: quinolonas

Impidiendo la transcripcion rifampicina y actinomicina.

Inhibiendo la sintesis de metabolitos esenciales (bloqueo de la
formacion de bases purinas y pirimidinas: sulfonamidas,

diaminopirimidinas (trimrtoprin, pemetamida , metotrexato )
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.  DEFINICIONES OPERACIONALES

2.1 VARIABLES

2.1.1 Variable Independiente

A Extracto alcohdlico de hojas dehacardium occidentaleinnfi Ca s h 0 0

2.1.2 Variables Dependientes
A Actividad anti Staphylococcus aureus
2.2 INDICADORES

2.2.1 Indicador Independiente

Extractoalcohdlico de las hojas denacardium occidentaleinn.

A Concentracion (C1) ; 75mg/ml
A Concentracior (C2) ; 150mg/ml
A Concentracion (C3) ; 300mg/ml

2.2.2 Indicador Dependiente

Didmetros de los halos de inhibicion @gftracto alcbdlico de hojas de
Anacardium occidentalé. frente aStaphylococcus aureugl cual se

cuantifico realizando etélculo del Porcentaje del Efecto Inhibitorio
Relativo (PIR) respecto al control positivose aplicd la siguiente

expresion (Martinez, 1996

% Efecto Inhibitorio = (Media diametro halo de inhibicifn x 100
Diametro halo de inhibicién contrpbsitivo
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2.3 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Variable Definiciéon Indicador indices Definiciéon Tipo de
Independiente conceptual operacional variable
Extracto Material vegetal, qu¢ Las concentracioneside Especie La especie vegetal | Escala nominal

Alcohdlico de las
hojas de
Anacardium
occidentalel.
recolectadas eel
Centro Poblado
Cruz del Sur

mediante umproceso
demaceracion a
temperatura
ambiente y medianti
rotavaporse obtuvo
el extracto

alcohdlico.

extracto Alcohdlicale las
hojas deAnacardium
occidentale.. (casho)

z

A 75mg/ml

A 150 mg/ml
A 300mg/ml

recolectada

Cantidad usada

Hora de la colectsd

Parte utilizada

Solvente utilizado

limpia y pesada puest
enmaceracion
alcohdlica a
temperatura ambientg
para la extraccion del

extracto

Tipo de variable
cualitativa y/o

cuantitativa
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Variable Definicion Indicador indices Definicion Escala vy tipo
Dependiente conceptual operacional de variable
Actividad Actividad que inhibe Segun halos de la zona de | Segurescala de Respuesta del Escala
Antibacteriana| el crecimiento de inhibicion del extracto mediciénDuraffourd®” | Staphylococcus nominal.
del Extracto microorganismos | alcohdlico obtenido, comparad aureusfrente a las
Alcohdlico de causado por los con el control positivo segin| A Resistente: R diferentes Tipo de
las hojas de metabolitos CLSI para los métodos kirby | A Intermedio: | concentraciones variable
Anacardium | secundarios presentt Bauer A Sensible :S del extracto cualitativa y/o
occidentalel. en el extracto alcohdlicode las cuantitativa

(casho)frente a
Staphyococcus

aureus

Alcohdlico de las
hojas deAnacardium
occidentald..

(casho)

hojas de
Anacardium
occidentald..

(casho)
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HIPOTESIS

El extracto alcohdlico de las hojas éalacardium occidentaleifin. (Cashg, en disintas

concentraciones presergetividad antibacteriana vitro frente aStaphylococcus aureus
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CAPITULO Il
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.  METODOLOGIA

1.1METODO DE INVESTIGACION

1.1.1 Tipo de Estudio:
Se emplé un disefio experimental, descriptivo, prospectivo y longitudinal.
A Experimental: porque se evatuun fenémeno dado introduciendo elementos
gque modifica el comportamiento de las variables en est(ektracto
alcohdico de las hojas y microorganismtds mismas que fueron medidos en

determinados momentos.

>

Descriptivo: porque el estudio describié e interpret6 en forma clara y
detallada los hechos obtenidos en la investigacion.

>

Prospectiva porque se desarroll6 haaalante del tiempo

>

Longitudinal : porque permitid realizar la recoleccion sistematica de las

variables involucradas en funcion del tiempo.

1.2DISENO DE LA INVESTIGACION

En la presente investigacion se empleé el estudio experimental, descriptivo, prospectiv
longitudinal, cuyo objetivo principal estuvo basado en encontrar la actividad anti
Staphylococcus aureugytilizando el método dedifusion en disco (KirbyBauer),
representada en halos de inhibicién que tuvieraxéthcto alcohdlico obtenido de las
hgas deAnacardium occidentale L(casho)a las concentraciones d& mg/ml, 150
mg/ml, 300 mg/ml
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1.3POBLACION Y MUESTRA

13.1

1.3.2

POBLACION VEGETAL

Estuvo constituida por el conjunto de hojas selm&nacardium occidentale

Linn.

MUESTRA VEGETAL

Estuvoconstituido por 100 gr de hojas seca®\dacardium occidentalk.

1.3.2.1 Criterios de Inclusion de la Muestra Vegetal:

AArbol deAnacardium occidentalkinn. (Casho) sin fruto.

AArbol de Anacardium occidentalkinn. (Casho) con menos de tres
metros de altura.

AHojasverdesde Anacardium occidentale LingCasho).

AHojas sanas deAnacardium occidentale Linn (Casho).
remlectados durante las primeras horas de la mafiana (8 a 10 a.m.)

AHojas deAnacardium occidentale Lin{Casho) sin presencia de
hongos.

AHojas deAnacardium occidentale Linr{Casho)sin inflorescencias

AEspecie vegetal identificada por el botanico.

1.3.2.2 Criterios de Exclusion de la Muestra Vegetal:

AArbol deAnacardium occidentale LingCasho) con fruto.

AArbol de Anacardium occidentale Linr{Casho) con nside tres
metros de altura.

AHojasamarillasde Anacardium occidentale LingCasho).

AHojas sanas deAnacardium occidentale Linn (Casho).
remlectadosen las horas de la tarde.

AHojas deAnacardium occidentale LinfCasho) con presencia de

hongos.
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AHojas @& Anacardium occidentale Linn (Casho) con
inflorescencias

AEspecie vegetal no identificada por el botanico.

1.3.3 CEPA BACTERIANA
Seutilizo la cepaStaphylococcus aureus

1.4 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

141 RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

1411 RECOLECCION DE LAS MUESTRAS VEGETALES

La muestra vegetal se recolectél Centro Poblado Cruz del Sgkm.

8 Carretera Iquitos Nauta) ubicada en eDepartamento de Loreto
(selva baja)Provincia de Maynadistrito de San Juan Bautista entre
el rio Nanay y la carretera Iquiée Nauta, y tiene una latitud de
3.84333 y longitud73.3342 (ver Anexo N°0407)

Para la recoleccion del material vegetal se siguieron los siguientes
pasos:

z

A Seleccion de las especiesAtecardium occidentalk. :

Para la seleccidn de las muestragetales se tuvo en
Consideracioios siguientes factores:
- Edad de la planta.

- Estado vegetativo.

A Seleccion de materia prima:

Se selecciondas hojas verdes, frescas, en buen estado de
Anacardium occidental&éinn. cuyo certificado fue otorgado
por el Herbarium Amazonense de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruangd ANEXO N° 03). En donde el botanico

determiro la categoria taxondémica, empleando descriptores
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morfologicos, claves de identificacion, bibliografia

especializadg estereoscopifver Anexo NO2).

1.4.2 LAVADO DE LA MATERIA PRIMA:
Las hojas se sometieron a la accion de hipocloriteodé al 3% por espacio
de 3 minutos. Luego se enjuagd con agua a chorro continuo para despojarlos

de contaminantes.

1.4.3 SECADO DE LA MATERIA PRIMA:
Las hojas fuern sometidas a calentamiento; ubicadas en el area de desecador
de muestras vegetales del IMMEF Salud (bicada erPasaje San Lorenzo
N°205, Distrito de San Juan BautistaretoPert) , a 37°C por8 dias.(ver
Anexo N°08).

1.44 TRITURADO Y PESADA DE LA MATERIA PRIMA:
Seguidamente se procedid a triturar las hojas secas, con la ayuda de una
licuadora.Sellevé a una balanza analitica para saber el peso (irexl Anexo
N°09,10)

1.45 METODO DE OBTENCION DEL EXTRACTO ALCOHOLICO

1.4.5.1 Obtencion del Extracto Alcohéticde Las Hojas & Anacardium

occidentale L(casho).

El extracto se obtuvempleando el método de maceracion, con etanol
al 70% a temperatura ambiente, con renovacion del solvente cada 7
dias, hasta agotamiento. El solvente se elimind mediante presion
reducida (690 mmHg) a 55°Ca concentracion del extracto se realizé

en las instalaciones del laboratorio de Fitoquimica del LIPNA, ubicada
en Psje Los Paujiles S/N AA.HH. Nuevo San Lorenzo, distrito de San

Juan Bautista, provincia de Maynas. El extracteemiib se pesé y
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conservo en frasco de vidrio hasta el momento de utilizarlos &*4°C
(ver Anexo N05,1115).

Porcentaje de rendimiento™".

El porcentaje de rendimiento de cada extracto seco fue calculado

usando la siguiente formula:

% de Rendimiento = Peso del extracto secox 100

Peso de la droga seca

1.46 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD Anti Staphylococcus aureus
1.4.6.1 Obtencidn de la cepa de Staplylococcus aureus
La cepa fue proporcionada p@ Area de microbiologia de la
Direccion Ejecutiva de Saluimbiental, ubicada en la Calle Alzamora
N°410(ver Anexo N°22).

1.4.7 PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD POR DIFUSION DE DISCO. (ESTA
PRUEBA SE REALIZO POR TRIPLICADO).

Se utiliz6 la técnica de difusion de disco en Agar de KBhyer(ver Anexo
N°06), prueba qge permii0 medir la susceptibilidadin Vitro de
microorganismos patdégenos y Fitopatégenos frente a una sustancia o la
mezcla de varias sustancias desconocidas de origen vegetal con potencial

antimicrobiand™™.

1.4.7.1 Esterilizacion de los materiales a utilizar %
La esterilizacion de los materiales se realmédiante la accion de
calor seco (en la estufa de esterilizacion), se aplico temperatura-de 150
170 °C durante 2 horas.
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Preparacion de material para su esterilizacion:

Se siguio las siguientes recomendaciqres Anexo N°16):

Preparacion De Tubos Y Matraces

T

Los tubos, matraces y frascos antes de esterilizar llevan sus tapones
de agodon,en los cuales los tapones deben cerrar suavemente no
muy flojos ni apretados, ni largos ni cortos.

Tubos: formar un deterinado niumero de tubos después de haber
sido taponado, se le empaqueta con papel Kraft y se le amarra, en
su defecto se le envuelve con papel solo las zonas de las bocas,
rotular.

Frascos y Matraces: ambos se taponan con algodon y se cubre con

papel Krafty se amarra con hilo pabilo, rotular.

Preparacién Proteger Las Pipetas

1 En el extremo de succidén de cada pipeta introducir una porcion de

algodon con auxilio de una aguja o puntero delgado, evitando que
guede muy ajustado.

Cortar tiras de papel de unos 3 dm ancho, en una de las puntas
del papel envolver la punta de la pipeta en forma oblicua y
envolver toda la longitud de la pipeta girandose en espiral en forma
ajustada y en la parte terminal de la boquilla se remata con una
torsibn para protegerla y sempe el resto del papel sobrante,

rotular.

Preparaciéon De Placas Petri

1 Cortar el papel al tamafio adecuado de la placa.

1 Con la parte brillante del papel hacia fuera se envuelve la placa

poniéndose ésta en el centro, se envuelve la placa tomandose dos
extremos opuestos al papel, dandose una vuelta alrededor de ella,
los otros dos extremos del papel se doblan en triangulos,

rematandose con fuertes doblez hacia el dorso de la placa, dandose

una apariencia de paquete de regalo.
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Procedimiento Para La Esterilizacion En Horno

Lavar los materiales con detergente y enjuagar con abundante agua.
Secar los materiales con una toalla.

Coloque el material a esterilizar.

Ponga el termostato en 150°C.

Encienda el horno, y gradue el reloj a 1 hora

Si hay ventilador verifiqugue esté funcionando.

=4 =4 4 A4 A -4 -2

Vigile el termdmetro, cuando la temperatura llegue a 150°C siga

calentando durante 1 hora méas.

1 Si el horno no es automatico apaguelo. Espere que la temperatura
descienda a 60°C. Abra la puerta del horno, y recién retire los
materials. Si lo desea espere a que se enfrié.

1 El papel empleado abra tomada un color marrén oscuro. Si el papel

es amarillo palido indicara que el horno no ha calentado lo

suficiente. Si el papel se ha ennegrecido indicara que el horno se ha

calentado demasiado.

Preparacién de los Medios de cultivo

Los Medios de cultivo Agar MuellerHinton, Agar tripticasoya de
soya y Caldo tripticasoya de soya, se prepararon teniendo en
consideracion las indicaciones del fabricantéugron preparados 2

dias antes de realizargaueba(ver anexo N°20)

Preparacion de los Discos

Se utilzd papel de filtro Whatman N° 02 (didmetro 6 mm) y un
perforador convencional. Los discos fueron esterilizados en horno a
180°C por 1h y 30 m(ver Anexo N°17).

Preparacion de la Solucion Stock™?

y de la Macrodilucién
del extracto.

Se preparo lasolucion stock deextracto alcohdlico de las hojas de
Anacardium occidentale.l(casho)a la concentracibn d600mg/ml, el

volumen de 10 mla partir de lacual se realizdiluciones sucesivas
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para obener las concentracione® 75mg/ml, 150mg/ml, 300mg/ml
las cuales fueronsalas en la pruebaVer Anexo N°18,19)

Preparacién de los Discos Impregnados con el extracto 2.

Para preparar los discos de los extractos se trabajaron con tres
concentracioesde 75, 150 y 300 mg/mdd extractoobtenido de las

hojas de Anacardium occidentald.. (casho) Los extractos fueron
disueltos eragua destilada estéril. Posteriormente se le agregd a cada
uno de ellos 15 pl de las diferentes concentraciones de Iextost y

se le dej6 secar a temperatura ambiente por un peB@duainutos,

para su usqVer Anexo N°27).

Purificacién de la Cepa ™°.

Para la activacion de la bacteria, la cepa se replico en agar tripticasa de
soya por el método de doulacion por egtias, luego se incubo en
estufa a 37°C por 24 Horg¥.er Anexo N°23,24)

Preparacion del Inéculo™>.

De las placas de cultivo de agar especifico se selecciondé 5 colonias
aisladas de apariencia similar.
Se toco la superficie de la colonia con asa dalsia y transfirio a un

tubo de 5 ml de caldo de tripticasa de soya.

Se incubd a una temperatura de 35 °C de 2 a 6 lfeeasAnexo
N°25), hasta alcanzar la densidad bacteriana equivalente al tubo N° 1
(1,5x1¢ UFC/mI) del patrén de turbidegquivalente &.5 de Mac
Farland?® (ver Anexo N%26) por comparacién visual con el estandar
(ver anexo N°28, para realizar este paso correctamente se us6 una luz
apropiada y se observd los tubos contra un fondo blanco con lineas

negras contrastantes.
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Inoculacién en las placas ** (ver Anexo N29).

1 Después de los 15 minutos de ajustada la turbidez del in&aulo

sumergido un hisopo estéril en la suspension, se roto el hisopo
varias veces presionando firmemente sobre la pared interior del
tubo por encima del niveledl liquido para remover el exceso del
inoculo.

1 Antes de realizar la siembra, se atemperé las placas de agar Mueller
Hinton, preparado minimamente 2 dias antes de la prueba

1 Seinoculo la superficie seca de la placa de MuHénton (pH 7.2
a 7.4) estrianal con el hisopo en tres direccioram angulo de 65°
para garantizar la distribucion homogénea del cultivo.

1 Antes de colocar los discos se dejo secar la placa a temperatura
ambiente durante B 5 minutos para que se absorba el exceso de
humedad.

1 La pruela se realiz6 por triplicado.
Aplicacion de los discos™, (ver Anexo N°30).

1 Después d& minutosde realizada la siembra, se aplico los discos
con el extracto deAnacardium occidentald. (Casho) a las
concentraciones de 75, 150 y 300 mg/ml, antibidf@entamicina
10 pg) y control negativee mp ap ad o ¢ agna déastladz | d
estéril) sobre la superficie del agar de forma manual con la ayuda
de una pinza estéril. Se presiond ligeramente para asegurar el
contacto uniforme, sin introducir el disco dragar.

91 Los discos fueron colocados a 2,5 cm de distancia entre ellos y a
1.5. cm del borde de la placa Pémiaximo seis por caja)

1 No se recolog los discos una vez que toroa contacto con el
agar porque la difusibn comienza instantdaneamenge glteraria

losresultados.
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Incubacion de las Placas **°.

Las placas sacubaron después de 15 minutos de aplicadogise®s

por 18 horas a 37°C. se realizaron las pruebas por triplica@der
Anexo N°31).

Después del tiempo recomendado de incubas@éexamind cada placa

y se midio los didmetros de los halos de inhibicion alrededor de cada

disco.

Lectura de las placas e interpretacién de los resultados ™.
(ver Anexo N<32).

1 Para la lectura de las placas se tuvo en cuenta que el crecimiento de
la bacteria sea confluente en toda la placa, se trabajo en una
superficie adecuada para poddservar adecuadamente los halos
Se midi6 los diametros de las zonas de inhibicion completa
(incluyendo el didmetro del disco$}ando ua regla.

1 Se mantuvo iluminaalla parte posterior a la placa Petri con una luz
reflejada localizada a unos cuantos centimetros sobre fondo negro.

1 Se tuvo la precaucion de observar la placa siguiendo una vertical
directa para evitar una lectura errénea de las marcas de la regla por
efecto del paralelismo.

1 El punto final se tomé como el area que no muestra un crecimiento
obvio visible, que podra ser detectado mediante observacion visual,
no incluyendo velo de crecimiento o colonias muy pequefias que
podran ser detectadas solo con mucliiguliad en el borde de la
zona.

1 Luego se procedio a la toma de datos.
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1 De acuerdo con los tamafios de la zona de inhibicion que presento

la muestra frente a los microorganismos se consideré como
indicador lo siguiente:

Tabla N°09: Clasificacion de la dividad antimicrobiana segun el porcentaje de

inhibicion.
ACTIVIDAD POR%EENTA‘]E
ANTIMICROBIANA INHIBICION
Inactivo < 40%
Poco activo 407 50%

Moderado activo 5171 75%

Buena actividad >76%

Fuente: Protocolo de estudio de la actividad antimbiana IMETT

ESSALUD 2007°%,

1.5 MATERIALES

151 MATERIAL VEGETAL

A Extracto Alcohdlico de las hojas danacardium occidentalel.
(cashg.

1.5.2 MATERIAL BIOLOGICO

A Cepa Staphylococcus aureus

153 MATERIALES DE LABORATORIO:

A Soporte Universal.

A Embudos.

A Maceradores

A Balones de destilacion

A Frascos de vidrio con tapa rosca color ambar.
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Mecheros de alcohol.

PlacasPetri

Asas bacteriologicas en argolla de nicromo
Espatulas

Micro pipetas

Puntas amarillas 10 a 10Q estériles
Puntas azules de 100 a 10Q0estériles
Erlenmeyers de 250 y 500 ml,100,25
Matraz 1000 ml.

Pipetas de 1, 2,5y 10 ml.
Probetas de 16, 100, 250 y 1000 ml.
Gradilla para tubos de ensayo
Tubos de ensayo de 5y 7 ml.

Vasos precipitados de 5, 10, 20, 50 y 100 ml.
Tubos de ensayo con tapdén rosca
Mortero y pilon.

Bagueta.

Goteros.

Pinzas estériles.

Picetas

Regla graduada en mm.

Hisopos estériles.

Papel parafilm

Papel filtro.

Encendedor.

Maskintape

Escobillas.

Perforador convencional

Papel aluminio

Papel Kraft

Papel toalla.

papel filtroWattmanN°2.
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Algodon

Bolsas Ziploc
Marcadores indelebles
Tijeras

Hilo pabilo.

Gorros

Mascarilla

Guantes

Mandil de laboratorio
Toallitas.

Termos.

Gel refrigerante.

DROGAS E INSUMOS QUIMICOS:

> > > > > > D>

Agua desmieralizada no estéril y estéril.
Etanol 70%

Etanol 96%

Estandar de McFarlar@l5

BaCha 0.048 M

H,SO,a 0.18 M

Disco de sensibilidad de Gentamicina 10 pg

EQUIPOS E INSTRUMENTOS:

> > > >

Balanza analitica.
Refrigeradora.
Cocina Eléctrica.
Licuadora

Marca IMACCO
Modelo BL999
220V-60M, 350 v
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Rota vapor:

Serie 04030305030300681
Marca HEIDOLPH
Modelo LABORATA 4001
Bomba de Vacio:

Serie 34813)04/348178
Marca VACUUBRAND
Modelo PC 3001

Bafio Termostético:

Serie LCE 02261.1-0391
Marca LAUDA

Modelo ALPHARA 24
Rango de T-25 A 85°C,230 V 50/60 Hz
Bafio Maria

Serie 1293083D

Marca HEIDOLPH
Modelo OB 2001

T° 240°C

Autoclave

MarcaSturdy SA232.
Esterilizador JSB
Incubadora JSB

Modelo ST 220 V.

1.5.6 MEDIOS DE CULTIVO PARA Staphylococcus aureus

A
A
A

Agar MuellerHinton.
Agar tripticasoya de soya.

Caldo tripticasoya de soya.
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1.6 TECNICAS USADAS EN LA RECOLECCION DE DATOS
La coleccion de las muestras vegetales se realiz6 en el caamu@almentese coletaron
en sacos aproximadamentéd3 dela especie dénacardium occidentalk., las cuales
fueron codificadas, y llevadas al labarad para ser lavadagl procesamiento de las
mismas se realizd esl Laboratorio deFitoquimica dela Facultad deFarmacia y
Bioquimica de la UNAPel IMET- Es Salud y LIPNA.

1.7ANALISIS DE DATOS
El procesamiento de datos con respecto a las variablesudéese realiz6 mediante el

software estadistico SPSS 21.0 para Windows y Minitab version en espafiol, los cuales
nos permitié elaborar cuadros de distribucion de frecuencia, gréaficos y calcular los datos

estadisticos necesarios para el estudio.

1.7.1 Técnicagde Andlisise Interpretacion dellnformacion.

El andlisis e interpretacion de la informacion se realiz6 empleando las

técnicas:

1 Estadistica descriptiva para el analisis univariado calculando las
medidas de resumen para luego describir lo que expresa la
informacion.

1 La estadistica inferencial para el andlisis multivariado calculando los
estadisticos a través del analisis de regresion mdultiple, Andlisis de
varianza de un factor, para hallar el tipo de asociacion entre las

variables en estudio.

1.8LIMITACIONES

z

A Hojas infectadas por hongos o parasitos.

A Hojas recolectadamn las horas de la tarde.

A Extracto alcohdlico de otras especies.

A Cepa bacteria que no s8&phylococcus aureus
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PROTECCION DE LOS DERECHOS HUMANOS Y BIOSEGURIDAD

El &rea de microbiologjalonde se realizlbs ensayos experimentalesnstituye un
medio ambiente de trabajo especial que pueden presentar riesgos de enfermedades
infecciosas para las personas que trabajan en el laboratoricacdeeél. Por ellos se

contécon las estrictasiedidas de bioseguridad®.

NORMAS GENERALES DE TRABAJO EN EL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA®? 6,

Un laboratorio de Microbiologia es un lugar convenientemente habilitado donde se
pueden manejar y examinar microorganismos. Este tipo de trabajo debevaao la

cabo con una buena técnica aséptica, y por tanto se requiere un arilmpiatey
ordenadoy trabajarsiempre en condiciones de esterilida¢en campanas de esterilidad
biolégica o en la proximidad de la llama de un mechero de alcohol o d&gagye los
microorganismos que se manipulen no sean considerados patdgedoss$os cultivos

de todos los microorganismos deben ser manejados con precaucion por su potencial

patogenicidad.

Es necesario cumplir d®EQUISITOS BASICOS
1. Restringir la pesencia de los microorganismos en estudio a sus recipientes y medios de

cultivo para evitar el riesgo de contaminarse uno mismo o0 a un compariero.
2. Evitar que los microorganismos ambientales (presentes en piel, pelo, aire, ropa, etc.)

contaminen nuestrasuestras.

Para mantener estas condiciones, es necesario respetar una sBIQGRMAS DE

SEGURIDAD:

1. Trabajar con calmay concentracion.

2. Esimprescindible el uso de bata de laboratorio.

3. Lavarse las manos con agua y jabbimiaiar y finalizarel traba.

4. El lugar de trabajo debe estar siempre limpio y ordenAdtes de comenzaes
conveniente desinfectar la superficie de trabajo. Los desinfectantes mas habituales

para esto son la lejia y el alcohol (etanol 96°).
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5. Los microorganismos deben manejarsgmgire alrededor de la llama. Se deben evitar
los desplazamientos innecesarios por el laboratorio, ya que pueden crear corrientes
gue originen contaminaciones o producir accidentes.

6. Esta prohibido comer, beber y fumar. Cuando se manipulan microorganiagngae

evitar llevarse las manos a la boca, nariz, ojos, etc.

7. Para deshacerse del material contaminado se utilizaran los recipientes adecuados, que
seran esterilizados posteriormentinca se debe tirar nada contaminado por la
fregadera o a la basura conan.

8. Bajo ningun concepto debe sacarse ninguna muestra contaminada del laboratorio.

9. No se debe pipetear nunca con la boca. Utilizar siempre pipeteadores manuales.

10. En caso de accidente (ruptura de material, derramamiento de microorganismos, etc.)

sedebeavisar inmediatamente al responsable del laboratorio

El presente trabajo se realikéjo los principios de Ia3 R (Reduccion, Refinamiento,
Reemplazo)xreado por Russell y Bursh’ en la cual pudimo®educir a cero el
namero de animaleseemplazando por microorganismgsRefinamos las pruebas
experimentales por un métoddeaihativo de mayor sensibilidgdReemplazamogpor

un método alternativim vitro *°¢.
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CAPITULO IV
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RESULTADOS:

1.1 DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DE HOJAS.

TABLA N° 10: Rendimientodel Extracto Alcohdlico de las hojas é@acardium occidentalé

(Casho), por maceracion en frio y posterior concentracién en rotavapor

Nombre Cientifico Tipo de Maceracion Ren((j;/rslento
Hojas deAnacardium occidental¢ Maceracion en frio a
. . 10.64%
Linn. (casho) temperatura ambiente
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1.2 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE Anacardium occidentale L. "CASHO"
1.2.1 Método de difusién de disco (KirkyBauer)

TABLA N° 11: Actividad antibacterianabtenida del Extracto alcohélico daacardium occidental@Cashg frente aStaphylococcus aureus

Segun Diametro de la zona de inhibicion.

EXTRACTO ETANOLICO DIAMETRO DE LA ZONA DE
} INHIBICION ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA (&)
CONCENTRACION
PARTE DE LA (bzh *
PLANTA (mm) RESULTADO %
(mg/mL) _ , RESULTADO
X + SD (Kirby i Bauer) INHIBICION

" 75 6.0 £0.0 RESISTENTE 34.29 INACTIVO

§ 150 6.7 £0.6 RESISTENTE 38.29 INACTIVO

T 300 8.0+£0.0 RESISTENTE 45.71 POCO ACTIVO

CONTROL POSITIVO GENTAMICINA 175+04 SENSIBLE

* Esquema DZI frente a Control positivo

Resistente : <12mm
Intermedio : 13- 14mm
Sensible : >15mm

Fuente: MPPSAMDD .

& Actividad antimcrobiana/ Porcentaje de inhibicion
Inactivo : < 40%

Poco activo : 40 50%

Moderadamente activo: 5175%

Buena actividad :> 76 %

Fuente: IMEFESSALUD 2007,
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En latabla N°11, se muestra el promedio y desviacion estandar de los diametros de la
zona de inhibicion quee obtuvieron en las lecturas del ensayo de disco difusion, a
diferentes niveles de concentraciones del extralciwholicode hojas déAnacardium

occidentald.. (Casho)frente aStaphylococcus aureus

El control Positivo (Gentamicina 10 ug), obtuvo umrpedio de 17.5 mm. en el
Diametro de la zona de inhibicion (DZI), encontrandose como resultado SENSIBLE

segun parametros del método de Kirdyauer (>15 mm = Sensible).

El extracto alcohdlico de hojas damacardium occidentale. (Casho) se evaluaron a
concentraciones de 75, 150 y 300 mg/ml. encontrandose diametros en la zona de
inhibicion de 6.0mm., 6.7mm., 8.0 mm. respectivamente, los cuales obtuvieron como
resultados RESISTENTE, por encontrarse por debajo del parametro de comparacion

segun control pEitivo (<12 mm = Resistente).

La actividad antibacteriana se mide principalmente por el porcentaje de inhibicion que
demuestra el extracto alcohdlico a las diversas concentraciones evaluadas.
Encontrandose 34.29% y 38.29% en las concentraciones de 75mndsa mg/ml
respectivamente; lo cual demuestra ser Inactivo freBtaghylococcus aureus.

En la concentracion de 300 mg/rek obtuvo un porcentaje de inhibicion de 45.71%,

considerandolo como Poco Activo.
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Grafico N°01: Categorizacion deExtractoalcohélico deAnacardium occidentale I(Casho) frente a
Staphylococcus aureusegun Diametro de la zona de inhibicién.

Gentamicina | G == 17.5
300mg/mi | (—— 8
momm m Resistente <12mm
i B Intermedio 13-14mm
h_h .
150mg/m | (== 6.7 Sensible >15mm
\
75mg/ml 6
0 5 10 15 20

En elgrafico N°01, se muestra la categorizacion de las diferentes concentraciones del
extracto alcoholico dAnacardium occidemle L.y del control positivo (Gentamicina
10ug), respecto al Diametro de la Zona de Inhibicion (DZI) frer&aphylococcus

aureus.

El grupo control positivo obtuvo un diametro de inhibicién de 17.5mm, lo cual lo
categoriza como Sensible segah manal de procedimiento para la prueba de

sensibilidad antimicrobianaop el método de disco difusion.
Los grupos con las diferentes concentraciones del extracto alcoholmadardium

occidentalelL., obtuvieron valores de DZI menores a 12mm, por lo cuahtsgoriza

como Resistente.
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GRAFICO N°02: Actividad antibacteriana dénacardium occidentalk."Casho" frente &taphyloccoccus
aureus seglin Porcentaje de inhibicion.
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En elgréfico N°02, se muestra los porcentajes de inhibicion del extracto alcohu#
Anacardium occidentalé. en las diferentes concentraciones frentetaphylococcus

aureus.

Los resultados encontrados con las diferentes concentracionestrdeto alcohdlico
de Anacardium occidentald.. fueron 34.29% (conc. 75mg/ml), 38.29% r{co
150mg/ml) y 45.71% (conc. 300mg/ml); dentro de los cuales solo el grupo de mayor

concentracion encontrd una clasificacion de POCO ACTIVO.
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DISCUSION

La utilizacion de sustancias naturales extraidas de plantas en el tratamiento de
diferentes enferedades incluyendo las de etiologia infecciosa, constituye en la
actualidad un desafio en la medicina y se ofrece como una alternativa,
especialmente en aquellas dolencias para las que no existe un remedio adecuado
¥ o cuando la medicina tradicional @sa alternativa complementaria a la
profesional para amplios sectores de la sociedad sobre todo para los sectores
menos favorecidos y los indigenas que no llegan a tener acceso a la medicina

clinica®®.

La especie vegetaAnacardium occidentale L.conaido vulgarmente como
Casho, Marafion; crece y se desarrolla ediVarsidad dda Amazonia. Se
extiende por todos los trépicos del Nuevo y del Viejo Mundo. Desde el sur de
México hasta Per( y Brasil, de Cuba a Trinidad. Se le cultiva en la India y

Malasia. Su limite geografico (zonas cultivadas) va de los 27° N a los 28° Sur
21,2327,78, 87

En el Per(,A. occidentaleL. (Casho) es empleado como medicina popular
antidiarreico, antiverrugoso, antidiabético y tratamiento de enfermedades renales
entre otra’> .

En el presente estudio se evalud, la actividad antibacteriana del extracto
alcohodlico de hojas de Anacardium occidentale .Lfrente a cepas de
Staphylococcus aureusnediante el método de Difusion en disco (Kirby
Bauer).

Se utilizaron las hojasoa superficie amplia y de color verde, en las cuales se
concentra la mayor parte de los metabolitos secundarios solubles en alcohol
(sustancias polares), las cuales fuelamvadas ydepositadas en el cuarto de

desecacion de plantas medicinales del IMESSalud.
Lashojas secas dénacardium occidentdl. (casho) presentaron poca humedad
e higroscopicidad, dando la certeza y confiabilidad a que la droga vegetal en

estudio no presentérecimiento de bacterias, de hongos ni la hidrdlisis de sus
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constituyentegmetabolitos secundarios). En algunas farmacopeas, las literaturas
mencionan un limitado contenido de agua, especialmente en las drogas que
tienen la facilidad de absorberla, o en las drogas en las cuales el exceso de agua
causa su deterioro. Para el cagAnacardium occidentdl. (casho)el tiempo

requerido para el secado de las hojas fudeo@ dias.

El método escogido para la extraccion del extracto alcohdlico de las hojas de
Anacardium occidentdl. (cashofue mediante la técnica de maceracioririen

a temperatura ambien{@7°C) " 2" %1 Después de la maceracionfen, se

filtré (utilizando papel filtro) paraposteriormenteconcentrarlo en rotavapor a
una temperatura dg5° Cy auna presion de 690 mm Hg, obteniemtlextracto

alcohdico de las hojas danacardium occidentdl. (casho)

Los resultados obtenidos en el presente estudio referente al Rendimiento del
extracto fue de 10.64%

Los métodos méas usados en la actualidad para evaluar actividad antimicrobiana

de sustancias exidas de plantas medicinales son: el método de KiBauer o

disco difusién y el método de pocillos o excavacion que también sirven para

hallar no sélo la potencia de los antibacterianos, sino también, la resistencia de
algunos microorganismos a ciertostildticos o sustancias usadas como

posibles antibi6ticos™.

En nuestro estudio utilizamosBaaleyr m®t odo
se utilizé como Control positivo (Gentamicina 10 ug), ademas del extracto

alcohdlico deA. occidentaleen 3 nivelesle concentraciones.

Los diametros de los halos de inhibicion del control posittvenfamicina 10

ug) fuede 17.5+ 0.4 mm, frente &. aureus Lo cual, segun eManual de
Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por el Método de
Disco Difusion del Instituto Nacional de Salud, lo califica como SENSIBLE
(Categoria clinica definida para las pruebas de susceptibitidatto. Implica

gue una infeccion debida a la cepa bacteriana estudiada puede ser tratada
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apropiadamente con la dosis @atibidtico recomendada para el tipo de
infeccion y la especie infectante, a menos que existatmaindicaciones).

En estudios similares realizados por Rodriguez M, Zevall§a Besarrollados

en el Instituto de Medicina Tradicional Es salud; utilizeon como control
positivo al antibidtico Gentamicina 10 ug y obtuvieron un diametro de inhibicion
de 20.4 mmy 19.9 mm.; asimismo Rios N, Davild® Rojas, Ochoa, Ocampo

y Mufioz **® En una evaluacién de actividad antimicrobiana y concentracién
minima inhibitoria de distintos extractos de plantas medicinales; donde
utilizaron como controles positivos Sulfato de Gentamicina 1.0 ug/ml,

clindamicina 0.3 ug/ml y nistatina 1.0 ug/ml.

Segun los resultados obtenidos, respecto a la evaluacion de la actividad
antibacteriana del extracto alcohodlico de hojasAdacardium occidentale L.
frente aStaphylococus aureus se obtuvo desde 6.0 mm hasta 8.0 mm de
didmetro de zona de inhibicion (DZIl), el cual nos indic6 como resultado
RESISTENTE en comparaciéon con losit@rios de categorizacién ddanual

de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método
de disco difusion, frente a su control positivo; donde indica que cuando se utiliza
como antibiotico de control positivo sulfato de GentanaciO ug; se categoriza
comoResistentecuando el halo de inhibicion se encuentra <12mhmbeymedio
cuando el halo de inhibicion es deil34 mm ySensiblesi es >15mm.

Con estos resultados encontrados se calculé el porcentaje de inhibicion para
determina la actividad antibacteriana, obteniéndose en las concentraciones de
75mg/ml, 150mg/ml y 300mg/ml. unos porcentajes de inhibicién del crecimiento
bacteriano de 34.29%, 38.29% y 45.71% respectivamente. Segun la clasificacion
de la actividad antibacteriamer porcentaje de inhibicion, se considera Inactivo

si el porcentaje de inhibicion es <40%, Poco activoi (80%), Moderadamente
activo (511 75%) y con Buena actividad >76%; lo cual solo al grupo tratado con
concentracion de 300mg/ml obtuvo POCA ACTIVIDAntibacteriana (<76%).
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Al respectoBhandari y otros *®. indicaron resultados positivos en la actividad
anti estafilocécica del extracto seco Blerberis asiaticaMartinezy otros *°’.
encontraron actividad bactericida frentEeherichiacoli con wna concentracion
de 0,40 mg/mL de la fraccion "Y" del producto liofilizado Aleoccidentalelo
cual demuestra que los extractos acuosos y alcohdlicAsatzidentalgposeen
actividad antibacteriana.

Tello J.**®realizo unaesis de pregrado dondelizid el aceite de la cascara de la
nuez deA. occidentaldrente aS. aureusy encontré actividad antimicrobiana
mayor que su control positivo (clorhexidina) y manifiesta que presenta en su
composicién un alto contenido de acido anacardico tales comd gardalinol

gue son sustancias que presentan actividad antibacterianas, y que las hojas
carecen de dichos compuestos en su estructura.

Resultados similares fueron los encontrados por Omojasola P, AWE S,
guienes evaluaron la actividad antibacteriaaaegtractos acuosos y etanolicos

de hojas deA. occidentale revelando la presencia de saponinas, taninos y
compuestos fendlicos, ademas de la presencia de alcaloides y glicosidos; y

respecto a la actividad antibacteriana fue considerada con poco actividad

Quizés la compleja estructura de la pared celular de las bacterias gram positivas,
constituida por 5 a 10 % de muranilpéptidos que actia como barrera, influy6é en

una menor sensibilidad del producto para estas concentraciones. Asimismo, la
obtencién y prificacion de los principios pudiera incrementar su potencial

antibacteriano.
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ll.  CONCLUSIONES

Segun logesultados obtenidos en el presdrdbajo se puede concluir que:

A Se dtuvoel extracto alcoholico de las hojasAieacardium occidentale
Linn. (Casho) empleandal método de maceracion en frio a temperatura

ambiente.

A El rendimiento del extracto alcohdlico de las hojas Afeacardium
occidentale L(casho) fue de 10.64 %.

A Los diametros déa zona de inhibicion del extracto alcohdlico de hojas de
Anacardium occidentale (Casho),fue de6.0mm., 6.7mm., 8.0 mra las
concentaciones de 75, 150 y 300 mg/ml., respectivamente,clzdes
obtuvieron como resultados RESISTENTE, por encontrarse por debajo del

pardmetro de comparacion segun control pasii2 mm = Resistente).

A No se evidencio concentracion minima inhibitoria a las dosis prabadas

110



Silvia Margarita Gomez Seopa & JohEdward Pereira Sandoval

Facultad de Farmacia y BioquimicaUNAP

IV. RECOMENDACIONES

A Raalizarfraccionamientoaislamiento y purificacién de los componentes mas
abundantes que se encuentre en la especie idmté@e las hojas de
Anacardium occidentaleL. (cashg9 como alcaloides, flavonoides vy
triterpenosesteroides para probar cuél de las fracciones tiemaejorefecto
antibacteriano 0 determinar un sinergismo entre sus componentes ya

mencionados.

A Realizar dsefios de ensayos adrdcterianogon diferentes controles positivos
como oxacilina, penicilina y eritromicina , conaddjetivo de profundizar su

estudio.
A Determinar quéfactores comoconcentracion,temperatura y tiempo de
incubacion durante el desarmlde la evaluacion puedan interferir en el

ensayaealizado

A Desarrollar otros ensayos para corroborar la sensibiidéchicrobianade
esta especigcasho)y asi validar los resultados obtenidos en este estudio.
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5.2.-URL's

1- Anacardium occidentale.

Disponible enhttps://es.wikipedia.org/wiki/Anacardium_occidentale

2.- Maranidén Anacardium occidentalePeru Ecolégico

Disponible enhttp://www.peruecologico.com.pe/flo_maranon_1.htm
3.- Gonzalo O, Boehme C. Infecciones Staphylocécicas. Universidad la Frontera.
Unidad de Infectologia. Pag.1

Disponible enhttp://www.med.ufro.cl/.../infecciones.

4.- La penicilina el hallazgo que cambio la historia de la medicina

Disponible enhttp://www.educastur.princast.es/.../
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ANEXO N° 01

DATOS DE PASAPORTE DE COLECCION DE ESPECIES DE LAS
PLANTAS MEDICINALES EN ESTUDIO
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ANEXO N° 02

SISTEMA DE CLASIFICACION DE Adolf Engler, MODIFICADO POR H.
Melchior (1964), DE Anacardium occidentale L.
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ANEXO N° 03

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE Anacardium
occidentale L.

@lunmp s e T
Recursos Naturales

CONSTANCIA N2 24

EL COORDINADOR DEL HERBARIUM AMAZONENSE, AMAZ-CISENA, Df LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE LA AMAZONIA PERUANA

HACE CONSTAR:

Que, I3 muestra boténica presentado por los Bachilleres: SILVIA MARGARITA GOMEZ
SEOPA ylmﬂiwmmmmdemedonmcuv&oqﬁno
de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana; es parte de la tesis titulada:
“EVALUACION DE LA ACTIVIDAD Ant-Staphylococcus oweus DEL  EXTRACTO
ALCOHOLICO DE HOIAS DE Anccordium occidentole Linn. “casho™ MEDIANTE 6L
METODO DE DIFUSION EN DISCO KIRBY-BAUER". La cual fue verificado e identificado en
este Herbarium Amazonense - AMAZ, CIRNA-UNAP, que a continuacion se indican:

Cod. Amar N* Familla Nombre CGemtifico MNombee Vulg s
25350 ANACARDIACEAE  Anacardium ocoidentole L “casho*

Se expide [a presente constancia sl interesado para los fines Que se estime

convernente.
iguitos, 13 de Abeil del 2015
Blgo.
Divecodint Povastaray - iQulcs, ey Comrirc de STreeaSgactis do Reosscs Neliraee =
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ANEXO N° 04

UBICACION GEOGRAFIA DEL CENTRO POBLADO CRUZ DEL SUR
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ANEXO N° 05

DIAGRAMA DE FLUJO DE LA OBTENCION DEL EXTRACTO
ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Anacardium occidentale Linn(CASHO)

Recoleccion déa planta

A 4

Seleccion de partes Utiles

\4

Secado a 37°@ dias

\4

Triturado + 1cm

v Maceracion dinamica a T°

Extraccion co alcohol Ambientecon renovacion de
—>
solvente cada 7 dias hastd
l agotamiento
Filtracion

\ 4

Concentracion

En Rotavapor por

— eliminacion del Solvente

Mediante presién reducida
l (690mm Hg) a 55°C

Extracto alcohdlico
(Almacena enrefrigeraciéna 4°C)

138



Silvia Margarita Gomez Seopa & JohEdward Pereira Sandoval

Facultad de Farmacia y BioquimicaUNAP

ANEXO N° 06

DIAGRAMA DE FLUJO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

(Difusion en disco Kirby i Bauer)

Confirme identificacidn de los aislamientos
Prepare un subcultivo en agar no selectivo.

&~

Prepare indcufo

N

Inocule caldo Mueller-Hinton co

Método opcional de crecimiento

algunas colonias bien aisladas; incube a
35°C hasta que se vuelva turbio.

Preparacion tipica de la suspension
n Prepare suspension de la bacteria a
probar en salina estéril o caldo no

selectivo.

N

Ajuste turbidez

g

Compare la suspensidn con el estdndar 0,5

de McFarland y ajuste turbidez sequn sea
necesario con salina estéril o cultivo puro
hasta lograr la densidad apropiada.

i

Realice control de Inocule placa de agar Mueller-Hinton
cafidad apropiodo ~ =&——-; con hisopo para aecimiento confluente.
del medio Deje secar.
Reafice controf de calidad Cologue los discos sobre la placa con
apropiado de los discos *-(—)- pinzas estériles.* No mueva los discos
de antimicrobianos : una vez que hayan tocado el agar
No use un aniffo de disco; los didmetros de zona
pueden solaparse y entonces no serd véido.
Incubar
| lea primero las zonas +
de inhibicién de la cepa Mida apropiadamente los didmetros de
de control de calidad. la zona con una regla. Interprete segdn
Si estdn dentro de -« los estandares NCCLS. Registre e
fos limites, lea las informe los resultados.
cepas en prueba.

05  suspension
Mcfarland  de prueha

"
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ANEXO N°07

RECOLECCION DE LAS HOJAS, DE Anacardium occidentale L. (casho)
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ANEXO N° 08

SECADO DE LAS HOJAS DE Anacardium occidentale L. (casho)

-
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ANEXO N° 09

TRITURADO DE LAS HOJAS SECAS DEL Anacardium occidentale L.
(casho)
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ANEXO N° 10

PESADA DE LAS HOJAS (TRITURADAS) DE Anacardium occidentale L.
(casho)
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ANEXO N° 11

MACERADO DE LAS HOJAS DE Anacardium occidentale L. (casho)
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ANEXO N° 12

FILTRADO DE LA MACERACION DE LAS HOJAS DE Anacardium
occidentale L. (casho)
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ANEXO N° 13

ELIMINACION DE UN DISOLVENTE A PRESION REDUCIDA
(ROTAVAPOR)

< W30

Liave do
acia . Saida  Conewda

l [ deagua svacio Enyada

B
Pt s SRS L da agua

Fuentehttp://rodas.us.es/file/116d2368582012481b
2357fffa2b34/2/modulo_general_SCORM.zip/pagina_19.htm
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ANEXO N° 14

CONCENTRACION DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE
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ANEXO N° 15

SECADO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Anacardium
occidentale L. (casho)

ANEXO N° 16

ESTERILIZACION DE LOS MATERIALES
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ANEXO N° 17
ESTERILIZACION DE LOS DISCOS DE SENSIBILIDAD

ANEXO N° 18

PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DEL EXTRACTO ALCOHOLICO
DE LAS HOJAS DE Anacardium occidentale L. (casho)
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ANEXO N°19

OBTENCION DE LA MACRODILUCION DEL EXTRACTRO ALCOHOLICO
DE LAS HOJAS DE Anacardium occidentale L. (casho)
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ANEXO N° 20

PREPARACION DEL AGAR MUELLER HINTON, AGAR TRIPTICASA DE
SOYA Y CALDO TRIPTICASA DE SOYA

a. PREPARACION DEL AGAR MUELLER HINTON

Composicion g/L
Infusion de carne 2.0
Hidrolizado de caseina 17.5
Almidon 1.5
Agar-Agar 17.0

Preparacion:

Disolver 38 del polvo en un litro de agua purificada. Mezcle bien. Caliente agitando
frecuentemente y hiérvala durante 1 minuto para disolver completamente el polvo.
Autoclave a 121°C durante 15 minutos. Evite calentar demasiadiu&os.

Este lote de agar Mueller Hinton ha sido probado y cumple los limites de aceptacion del
protocolo M6 actual publicado por el National Commitee for clinical Laboratory
Standars de Estados Unidos. Analice muestras del producto final para verficar
rendimiento usando cultivos de control tipicos y estables.

*Ajustada y/o suplementada para satisfacer los criterios de rendimiento. Para uso en
laboratorio

*pH final: 7.3+0.1 Higroscopico

* Mantener el envase bien cerrado.
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b. PREPARACION DEL AGAR TRIPTICASA DE SOYA

Composicion g/L
Peptona de caseina 15.0
Peptona de harina de soya 5.0
Cloruro sédico 5.0
Agar-Agar 15.0

Preparacion:

Disolver 40 g del polvo en un litro de agua purificada. Mezcle bien. Caliente

ligeramene para disolver completamente el polvo. Autoclave a 121°C durante 15

minutos. Evite calentar demasiado la solucion.

*pH final: 7.3+0.2 Higroscopico a 25 °C
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c. PREPARACION DEL CALDO TRIPTICASA DE SOYA
MEDIO DIGERIDO DE SOYA- CASEINA

Base para medio universal. Cumple con las especificaciones USP/EP/JP, si

procede.
Composicion g/L
Digerido pancreético de caseing 17.0
Digerido papainico de soya 3.0
Dextrosa 2.5
Cloruro sédico 5.0
Fosfato Dipotasico 2.5

Preparacion:

Suspenda 3fdel polvo en uritro de agua purificada. Mezcle bien. Caliente ligeramente
para disolver completamente el polvo. Autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Analice muestras del producto final para verificar su rendimiento usando cultivos de
control tipicos y estables.

Fomula aproximada * por litro

*Ajustada y/o suplementada en la medida necesaria para cumplir los criterio de
rendimiento.

Para uso en laboratorio

*pH final: 7.3+0.2 Higroscopico

Higroscépico * Manténgase el envase bien cerrado.
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