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RESUMEN

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos ha incrementado considerablemente
por diversos factores como el consumo inadecuado e irracional de los farmacos, dado
a la escasa produccion de nuevos agentes antibacterianos se ha desarrollado una
amplia investigacion en las plantas medicinales, por cuanto representan actualmente
una posibilidad de obtener de ella productos con actividad antibacteriana. EI objetivo
de esta investigacién fue confirmar la actividad antibacteriana de aceites de
Anacardium occidentale frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeuroginosa. El aceite esencial se
obtuvo mediante hidrodestilacion y se identific6 su composicion a través de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM), se identifico el
99 % de los componentes presentes en el aceite esencial, resultado como
componentes mayoritarios el 8-3-carene (79,73 %), seguido por ¢l a-terpinoleno (7,87
%). La actividad antibacteriana se evalué empleando el método de difusion del disco
en agar, el estudio reveld6 que las cepas de Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, y
Pseudomonas aeuroginosa ATCC 27853 resultaron sensibles a la accion del aceite
esencial del Anacardium occidentale, mientras que Klebsiella pneumoniae ATCC
23357 presento resistencia a la accion del aceite esencial ensayado.

Palabras claves: resistencia bacteriana, actividad antibacteriana, Anacardium
occidentale.
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INTRODUCCION

Con el descubrimiento de los antibidticos se ha transformado la historia del
tratamiento de las infecciones, posibilitando a través de la terapéutica la erradicacion
de ciertas patologias. Esto sin duda ha incidido en la mejora de la salud de la
poblacion; y al mismo tiempo en el comportamiento de los antibidticos frente a las
bacterias (Acufial,2003).

Diversos factores ecoldgicos, sociales, economicos, culturales, han incidido a
favor de que numerosas cepas bacterias presenten resistencia a los antibidticos; entre
estos se pueden mencionar: los cambios ecoldgicos en cuanto al empleo de tierras
para la agricultura, desarrollo tecnolégico e industrial, el uso inadecuado e irracional
de los antibidticos tanto en humanos como en animales, la inexistencia en las
farmacias de los antibioGticos prescriptos, lo que imposibilita que se realice el
tratamiento completo y adecuadamente o que se sustituya inoportunamente por otro,
el alto costo de los antibidticos que también incide en que no consuma la cantidad
prescrita; y aunado a todo eso la gran capacidad que poseen las bacterias y microbios
para adaptarse a diferentes ambientes (Becerra, Plascencia, Luévanos, Dominguez y
Hernandez, 2009).

Es relevante tomar en cuenta que en la actualidad hay una tendencia en la
poblacion a confiar sus afecciones primarias de salud en la medicina natural, la cual
se basa en el uso de plantas medicinales, que poseen entre sus compuestos principios
activos con actividad farmacolégica capaz de eliminar o atenuar sintomas de malestar
en el organismo, por lo cual se ha incrementado el interés del estudio de estas plantas
(Cafiigueral, Dellacassa y Bandoni, 2003).

Las plantas medicinales entre otras actividades farmacologicas pueden poseer
actividad antibacteriana, de esta manera se ha revelado el gran potencial que

representan para extraer de ellas agentes anti-infectivos lo cual constituye una



alternativa terapéutica frente a las cepas bacterianas en la actualidad que presentan
maultiples resistencias a antibidticos (Cafigueral, Dellacassa y Bandoni, 2003).

El presente estudio confirmd la actividad antibacteriana del aceite de Anacardium
occidentale frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis y Pseudomonas aeuroginosa. Siendo el Anacardium
occidentale una planta medicinal a la cual se le ha atribuido diferentes propiedades
bioldgicas comprobadas mediante métodos cientificos, por lo cual serealizd esta
investigacion, determinando que entre sus propiedades bioldgicas se encuentra la
actividad antibacteriana.

En este escrito se muestra en el primer capitulo, denominado el problema,
contentivo de los objetivos de la investigacion, la justificacion y la delimitacion del
problema. El segundo capitulo expone algunos antecedentes de la investigacion y
elementos tedricos. El tercer capitulo recoge los métodos que se utilizaran en la
investigacion; por otra parte el capitulo cuarto abarca los resultados y discusiones y
finalmente el capitulo quinto en el cual se encuentran las conclusiones y

recomendaciones obtenidas en la investigacion.



CAPITULO |
Planteamiento del Problema
El problema

La actividad antibacteriana esta dada por la capacidad que tiene un agente de
inhibir o eliminar el crecimiento de un microorganismo, siendo ese agente un farmaco
0 una droga en especifico (antibiotico), el cual puede ser producido de forma natural
0 sintética (Pedraza y Castellanos, 2009). La era de los antibio6ticos se inicia con el
descubrimiento de la Penicilina, en 1928 cuando Alexander Fleming obtuvo dicho
antimicrobiano a partir del moho Penicillium notatum, lo cual marca un amplio
avance en el campo de la medicina pues permitio la erradicacion de enfermedades
infecciosas muy graves como la sifilis, la gonorrea y el tétanos.

A pesar de ello, otros microorganismos presentaron resistencia natural a ciertos
antibioticos, dado por la variacion de la ecologia de los microorganismos ademas de
otras causas; dentro de ellos se puede mencionar el caso de Staphylococcus aureus,
microorganismo que presentd resistencia a la penicilina posterior a la
antibioticoterapia con este antibacteriano. Al igual que el S. aureus diversas bacterias
han presentado resistencia bacteriana a ciertos antibioticos, convirtiéndose en un
problema de salud pablica reemergente de gran preponderancia, el cual ha ido
acrecentandose (Patifio, 2003).

Al respecto, la Organizacion Mundial de la Salud, (OMS) en el afio 2015 asegurd
que la resistencia a los antibioticos constituye en la actualidad una de las mayores
amenazas a nivel mundial asi como también testifica que es cada vez mayor el
namero de infecciones que se vuelven més dificiles de tratar debido a la ineficacia
actual de los antibidticos que se solian utilizar para su tratamiento. Esta organizacion
afirma que la resistencia a los antibidticos es un fendomeno evolutivo natural, aunque

el uso indebido de antibioticos lo incrementa.



La resistencia presentada por las bacterias a los antibidticos es un fenémeno
mediante el cual un agente bacteriano pierde su efecto frente a las bacterias donde
anteriormente ejercia su funcion (Yaguana, 2015). Concretamente la resistencia
bacteriana frente a los antibidticos se considera un problema multicausal y complejo,
asi lo indican Quizphe y cols. (2014), dado entre otras cosas por la alta prevalencia de
enfermedades infecciosas, ausencia de controles de calidad, venta libre de
medicamentos en las tiendas y farmacias asi como también el uso inadecuado de los
antibioticos en el sector agropecuario.

Es importante tomar en cuenta estos factores que ya han sido estudiados por los
autores, y ademas se deben sumar otros, dados por la situacion pais; como lo es la
escases de medicamentos que induce al consumo inadecuado de los mismos, al
consumo de dosis incorrectas de antibioticos, entre otros, generando resistencia
bacteriana y a su vez dificultando el tratamiento de las patologias pudiendo asi
propagarse las infecciones y constituyendo un problema de salud publica
mayor.(Becerra y cols., 2009).

El hombre en su evolucion ha recurrido a las plantas de manera empirica con el
fin de obtener alivio a sus enfermedades. Por ello la ciencia reconociendo sus
propiedades impulsa serias investigaciones al respecto; sin duda el uso de antibioticos
derivados de las plantas, constituye una problematica de interés investigativa desde
las diversas areas de salud (Castafieda y cols., 2008).

Las plantas medicinales han sido utilizadas por diferentes culturas como una
alternativa terapéutica, a pesar de ello no todas han sido estudiadas con una base
cientifica. Muchas propiedades terapéuticas o medicinales han sido atribuidas a
diferentes plantas empiricamente, las cuales se deben evaluar para ser aceptadas
como medicamentos por medio de métodos cientificos y asi determinar tanto la
toxicidad como las propiedades terapéuticas que posean sus principios
activos.(Castafieda y cols., 2008).

El uso de plantas medicinales es el medio de tratamiento mas comdn en la
medicina tradicional, asi lo expone la OMS la cual desempefia un papel importante

en la asistencia sanitaria de las atenciones primarias de la salud. Ademas se describen



aplicaciones en la medicina como fuente de agentes terapéuticos directos, como
materia prima para la sintesis de compuestos semisintéticos mas complejos. Expone
Akerele, (1993), que diversos medicamentos se elaboran a partir de plantas
medicinales o de sus principios activos como lo son la morfina (analgésico), reserpina
(antihipertensivo), entre otros.

Es por esto que la ciencia se ha interesado en el estudio de las plantas, al observar
que gran numero de éstas poseen principios activos con actividades farmacologicas
las cuales tienen la capacidad de aliviar o atenuar sintomas de malestar en el
organismo. En ciertos casos las plantas han presentado actividad antibacteriana y ante
la presencia de un gran numero de cepas bacterianas antibidtico resistentes
actualmente, dichas plantas representan un gran potencial para la obtencién de
agentes anti infectivos (Akerele, 1993). Este interés lleva a plantear la presente
investigacion, dirigida al estudio de la actividad antibacteriana del aceite de la planta
Anacardium occidentale en cepas bacterianas.

Por lo que en esta investigacion se formula el siguiente enunciado holopraxico:
¢Cual es la relacion entre la actividad antibacteriana del aceite de Anacardium
occidentale (Anacardiaceae) frente a cepas bacterianas grampositivas Yy

gramnegativas?

Justificacion de la investigacion

Durante el siglo XVI1I se creia que todas las infecciones bacterianas eran tratables
puesto que existian ya los antimicrobianos creados para ese fin, sin embargo esa idea
fue revocada con la aparicion de bacterias capaces de resistirse al efecto de los
agentes antimicrobianos (Becerra y cols., 2009).

La aparicion de dichos microorganismos resistentes y, aunado a ello factores como
el alto costo de los antimicrobianos, han incidido en la redireccion de la terapéutica
de las afecciones de salud hacia la medicina natural, siendo ésta caracterizada por el
empleo de recursos netamente naturales como lo son las plantas medicinales (Rojas,
Silva, Sanso6 y Alonso,2013).



Si bien la medicina natural o tradicional tuvo sus inicios ancestralmente, en la
actualidad su préactica ha tenido un realce por lo anteriormente sefialado, es por ello
que amerita ser valorado y estudiado con una base cientifica que sustente dichos
conocimientos, y permita mejorar la eficacia en el tratamiento de las infecciones;
considerando que podria constituir un aporte relevante en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas (Rojas y cols., 2013).

Esta investigacion confirmd la actividad antibacteriana presente en el aceite
esencial del Anacardium occidentale; se justifica en tanto se requiere el estudio sobre
la posibilidad de obtencion de agentes antimicrobianos a partir de las plantas
medicinales en particular del Anacardium occidentale con respaldo cientifico, y de
esta manera contribuir con esta necesidad en la poblacion mundial.

Por otra parte, se utilizaron diversos métodos como lo son la obtencion del aceite
esencial a través del método de hidrodestilacion y la identificacion y andlisis de los
componentes del aceite mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas y la evaluacion de la actividad antibacteriana del aceite con el uso del
método de difusion del disco; métodos que sirven de guia para futuras investigaciones
en esta area, y también se llego a algunas conclusiones sobre el desarrollo del estudio
que aportan informacién importante sobre el Anacardium occidentale y su actividad

antibacteriana.

Objetivos de la Investigacion
Objetivo General

» Confirmar la actividad antibacteriana del aceite de Anacardium occidentale
frente a bacterias de referencia internacional como Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae ATCC
23357, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeuroginosa
ATCC 27853.



Obijetivos Especificos
> Extraer el aceite esencial del Anacardium occidentale mediante
hidrodestilacion.
> Identificar los componentes del aceite del Anacardium occidentale mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.
» Comprobar la actividad antibacteriana del aceite obtenido mediante el
método difusion del disco en agar.

> Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial.

Alcances y limitaciones de la investigacion

Esta investigacion se propuso como alcance confirmar la actividad antibacteriana
del aceite de Anacardium occidentale frente a Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeuroginosa.
Para ello se recolectaron hojas de arboles de Anacardium occidentale ubicados en el
jardin botanico de la UNET, estado Tachira.

Entre las limitaciones de esta investigacion se encontro el contexto, puesto que la
recoleccion de las hojas de la planta en estudio fue limitada, siendo tomada una
muestra de hojas del arbol de Anacardium occidentale ubicado en el municipio San
Cristobal, estado Téachira, Venezuela. Asimismo representd una limitacion el costo de
los insumos que se requieren para el desarrollo del estudio, de igual manera su
disponibilidad en el mercado, lo que imposibilité a su vez el estudio de los extractos

obtenidos de la planta.



CAPITULO Il
Marco Teorico
Trabajos previos

El estudio sobre el Anacardium occidentale ha permitido precisar de manera
cientifica las diversas propiedades bioldgicas y medicinales que se han obtenido a
partir del mismo. En este capitulo, se muestran diversos estudios realizados a nivel
nacional e internacional que hicieron posible la compresion de las caracteristicas de
composicion y bioactividad que presenta el Anacardium occidentale en sus extractos
y aceite esencial obtenido a partir del pseudofruto, fruto, nuez, corteza, flores y hojas.
Posteriormente se presentan algunos antecedentes historicos y bases tedricas que
contribuyen en el discernimiento necesario para desarrollar el proceso investigativo.

Pallo (2017) realiz6 el estudio titulado: Efecto inhibitorio in vitro del extracto de
la cascara del Marafion (Anacardium occidentale) sobre cepas de Streptococcus
mutans con la finalidad de comparar el efecto inhibitorio del extracto de la céscara
del marafion sobre cepas de Streptococcus mutans. La metodologia empleada en
dicha investigacion fue la obtencion del extracto mediante el método hidroalcoholico,
empleo de cepas de Streptococcus mutans ATCC, y el efecto inhibitorio se investigo
a traves del método difusion del disco en agar, agregando a dichos discos las
sustancias en estudio (extracto de marafion al 40 y 80 %), también fueron empleados
como control positivo el gluconato de clorhexidina al 0,12 % y como control negativo
suero fisiologico y se tomaron en cuenta las condiciones Optimas para el
microorganismo en estudio (anaerobiosis). Los resultados obtenidos por el autor
fueron: En orden decreciente el halo de inhibicién de 7,08 mm producido por el
gluconato de clorhexidina, seguidamente se encuentra el derivado del extracto de
marafion al 80 % con una media de 6,17 mm, y el extracto al 40 % con una media de
4,17 mm. Lo que indica que el extracto del marafion presenta un efecto inhibitorio

frente a cepas ATCC de S. mutans en sus diferentes concentraciones. El presente



estudio es tomado en consideracion en esta investigacion por cuanto sirve de sustento
para el desarrollo de la misma, aportando informacion importante sobre la planta en
estudio (Anacardium occidentale).

Da Silva, Amado, Amaral, Fernandes, Brandao, Monteiro y Meireles (2016):
ejecutaron el trabajo de investigacion denominado: Actividad antimicrobiana y
antioxidante de flores de Anacardium occidentale L. comparada con los extractos de
la corteza y hojas, cuyo objetivo fue evaluar la actividad antimicrobiana y
antioxidante de extractos obtenidos de partes aéreas de la planta en comparacion con
el extracto preparado con las flores. La metodologia empleada fue: Obtencion por
separado de extractos etandlicos de hojas, corteza del tallo y flores, mientras que la
actividad antimicrobiana fue evaluada a través de los métodos de difusion en agar y
dilucion en caldo, ademas los autores determinaron concentraciones bactericidas y
fungicidas minimas contra: Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina,
Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori, Salmonella cholaraesuis, Candida
albicans y Candida tropicalis. La actividad antioxidante se evalud a partir de los
extractos y en funcion de la capacidad secuestrante del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo,
ademas se emplearon métodos colorimétricos y cromatograficos para la
determinacion del perfil fitoquimico. Los resultados obtenidos indican que todos los
extractos ensayados exhibieron tanto actividad antimicrobiana como actividad
antioxidante, siento el més efectivo el extracto de flores al inhibir el crecimiento de
todos los microorganismos probados. Ademas se identificaron &cidos anacéardicos,
galicos, compuestos fendlicos, triterpenos, flavonas y xantonas en todos los extractos
obtenidos. Concluyeron que los extractos de A. occidentale son ricos en metabolitos
bioactivos con un potente efecto antioxidante y antimicrobiano, sobre todo el extracto
de flores, lo que constituye a su vez un potencial biotecnoldgico de A. occidentale
como fuente de compuestos con actividad antimicrobiana de amplio espectro y
antioxidante para su uso en la industria de alimentos y cosméticos. El presente trabajo

se toma en consideracion por aportar informacién de gran relevancia en cuanto a las



propiedades que posee la planta en estudio, sobre los componentes quimicos de la
misma y sirve para hacer futuras comparaciones con los resultados de la investigacién
en curso.

Jesumoronti, Oderilo, Oluwafemi y Olagbadegun (2015) realizaron la
investigacion Variacion en los componentes de aceites esenciales de las hojas de
Anacardium occidentaleque se encuentran en Ondo, en el suroeste de Nigeria. El
objetivo de dicho estudio fue la identificacion mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) de las variaciones en la composicion
de las hojas de A. occidentale halladas en Ondo. El aceite fue obtenido mediante
destilacion con trampa de clevenger. El analisis de CG-EM del aceite esencial de las
hojas frescas de Anacardium occidentale de Nigeria detectd sesenta componentes
dentro de éstos los componentes principales fueron p-cariofileno (17.36 %), a-copano
(13.50 %), germacreno D. (10.67 %), germacreno B (9.93 %) y gamma-cadineno
(8.17 %). Siendo uno de los primeros estudios en reportar la presencia del
germacreno en el aceite esencial del Anacardium occidentale. Esta investigacion es
considerada como trabajo previo puesto que constituye uno de los pocos estudios que
aporta informacion sobre la composicion del aceite esencial de las hojas de la planta
en estudio.

Aguilar, Soto, Saavedra, Hermosilla y Martinez, (2012) realizaron el estudio:
Metabolitos secundarios y actividad antibacteriana in vitro de extractos de hojas de
Anacardium occidentale L. (marafidn) con el objetivo de determinar los metabolitos
secundarios y la actividad antibacteriana in vitro de extractos de hojas de Anacardium
occidentale L. Los métodos utilizados fueron: obtencion inicial del extracto fluido y
la tintura al 20 % a partir del polvo de las hojas de Anacardium occidentale L.. Se
realizé tamizaje fitoquimico y pruebas de calidad de las preparaciones farmacéuticas.
Se determind la actividad antibacteriana (Escherichia coli,Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Salmonella entérica, Shigella sp.) de tres diluciones del extracto
seco (50, 100 y 200 mg/mL) de la tintura al 20 % y de los extractos hexanico,
cloroférmico y acetato de etilo, con posterior caracterizacion fitoquimica. Se obtuvo

que en el extracto fluido y en la tintura al 20 % se detectaron cumarinas y otros
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metabolitos como saponinas, flavonoides, azlcares reductores, aminoacidos libres,
triterpenos/esteroides, fenoles/taninos. El indice de refraccion, la densidad, el pH y
los solidos totales mostraron resultados similares para el extracto fluido y la tintura al
20 %. Ademaés, para estos indicadores no se encontraron diferencias significativas
seis meses después. El extracto seco mostré actividad antibacteriana frente
a Staphylococcus aureus, con los mayores halos de inhibicién para la dilucion de 200
mg/mL. Asimismo, el extracto de acetato de etilo indico el menor crecimiento de esta
bacteria patdgena, segun los halos de inhibicion. En los extractos, cloroférmico y
acetato de etilo, se determinaron cumarinas y azUcares reductores. Concluyendo que
en el extracto fluido y la tintura al 20 % de hojas de Anacardium occidentale se
detectaron mayormente cumarinas y su calidad no se afectd durante seis meses. Los
extractos hexanico, cloroformico y acetato de etilo mostraron actividad
estafilocdcica in vitro. Es considerada esta investigacion pues aporta informacion
sobre actividad antibacteriana in vitro y los extractos obtenidos de la planta en estudio
con dicha propiedad, ademas de proporcionar otros componentes de interés
encontrados en la planta.

Ponce, (2011) realizo el estudio: Actividad antibacteriana del aceite de la cascara
de la nuez del Anacardium occidentale sobre Streptococcus mutans. Estudio realizado
con la finalidad de evaluar la actividad antibacteriana in vitro del aceite de la cascara
de la nuez del A. occidentale a partir de distintas concentraciones (al 100, 60, 50, 40 y
30 %) sobre dos tipos de cepas de Streptococcus mutans (cepas ATCC y cepas
aisladas de muestras de pacientes).La siembra, cultivo y recoleccion del fruto fue
llevada a cabo en la ciudad de Iquitos (Loreto- Pert), la extraccion del aceite se
realiz6 mediante la técnica sélido-liquido o Soxhlet, el diluyente del aceite fue el
Hidroxido de Sodio al 0.1 N, y el control positivo la Clorhexidina al 0,12 %. El aceite
de la cascara de la nuez del Anacardium occidentale en todas las concentraciones
utilizadas presentd accion antibacteriana mediante el método de difusion in vitro,
sobre ambos tipos de cepas de Streptococcus mutans y tuvo mejor actividad
antibacteriana que la Clorhexidina al 0,12 % (p>0,05). No se pudo encontrar

diferencias significativas en la accion antibacteriana del aceite a las diversas
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concentraciones en ambos tipos de cepa, y las cepas de procedencia clinica fueron
estadisticamente mas sensibles que las cepas ATCC. Esta investigacion es
considerada puesto que aporta informacién de gran relevancia en cuanto a la
actividad antibacteriana que posee la planta frente al microorganismo Streptococcus
mutans y las diferentes concentraciones en las que fue empleado, asi como también
las técnicas empleadas para la extraccion de los aceites.

Lafont, Paez, y Portacio, (2011), desarrollaron un estudio titulado: Extraccion y
caracterizacion fisicoquimica del aceite de la semilla (almendra) del marafion
(Anacardium occidentale L.), con el objeto de evaluar diferentes métodos de
extraccion de aceite de la semilla del marafion y la caracterizacion de sus propiedades
fisicoquimicas, la investigacidn consistio en el empleo de diversos mecanismos para
la obtencion del aceite con el fin de determinar el mecanismo mas eficiente, los
mecanismos empleados fueron: proceso de extraccion mecéanica o prensado, y
extraccion con solventes en dos modalidad, inmersion e inmersion-percolacion. Los
investigadores obtuvieron que el mecanismo que mostr6 mas eficiencia fue el
inmersion-percolacion empleando como solvente el hexano, ademas observaron que
el aceite obtenido por este metodo posee buenas caracteristicas organolépticas y
propiedades fisicoquimicas de relevancia, dentro de las que se puede mencionar la
presencia de &cidos grasos de tipo estearico, palmitico, linoleico y oleico (omega 9),
sugiere la posible utilizacion del mismo en la industria alimenticia. Este estudio se
toma en consideracion en la presente investigacion por cuanto presta informacion
relevante en cuanto a la composicion fisicoquimica del aceite esencial del
Anacardium occidentale.

Tello, (2011) efectud el trabajo de investigacion: Accidn antimicrobiana del
Anacardium occidentale sobre Candida albicans y Staphylococcus aureus. Estudio in
vitro con el objetivo de establecer la actividad antiflngica del aceite de la céscara de
la nuez del Anacardium occidentale sobre Candida albicans y la actividad
antibacteriana sobre Staphylococcus aureus empleando para ellos cepas ATCC y
como controles positivos la Nistatina para C. albicans y Clorhexidina al 2 % para S.

aureus. La metodologia empleada para la obtencion-extraccion del aceite fue el
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método de presion, y para evaluar la actividad antimicrobiana el método seleccionado
fue el método de difusion en disco, realizaron diluciones al 25, 50 y 100 % usando
como solvente el Hidréxido de Sodio 0,1 N que a su vez fue utilizado como control
negativo. Los resultados de dicha investigacion indican la inexistencia de actividad
antifangica del aceite frente a C. albicans, pero la presencia de una actividad
antibacteriana marcada sobre S. aureus tanto en cepas clinicas como en cepas ATCC.

Dzamic, Gbolade, Ristic y Marin (2009) realizaron un estudio denominado:
Composicion del aceite esencial del Anacardium occidentale en Nigeria, siendo su
objetivo la identificacion de la composicion del aceite esencial de las hojas del A.
occidentale, estudio que relevd los componentes presentes en el aceite esencial,
indicando que en su mayoria los componentes corresponden a monoterpenos (62,6%)
y sesquiterpenos (31,1 %), ademas en el estudio identificaron componentes no
terpenoides (5,2 %). EI componente que predominé en el aceite fue el B-felandreno
con un 42,7 %, consecuentemente el p-Cariofileno con un 4,4 %, el a-Pineno en un
4,3 % y el Germacren D en un 4,0 %. Los autores lograron la identificacion del 98,5
% del total de la muestra y el estudio les permitié observar la diferencia en la
composicion del aceite esencial obtenido de las hojas en comparacién con otros
estudios en los cuales se habia obtenido el aceite a partir de flores y fruto del
Anacardium occidentale. Este trabajo es relevante para esta investigacién por cuanto
servira para el analisis y comparacion de los resultados en relacion con la
composicion del aceite esencial.

Los estudios anteriormente descritos demuestran las diversas propiedades que
estan presentes en el Anacardium occidentaleL., lo que favorece el desarrollo de la
presente investigacion por cuanto permite discernir entre los métodos y técnicas
empleados, asi como las diferencias en la composicion de la planta con el paso del
tiempo y con las diferentes condiciones a las que se han realizado los distintos
estudios.

13



ANTECEDENTES HISTORICOS
La investigacion sobre la resistencia a los antibidticos tuvo su primicia tiempo
después de la invencion de la penicilina durante la segunda guerra mundial, ante la
aparicion de mecanismos de evasion frente a los antibidticos expresados por parte de
los microorganismos como mecanismo de supervivencia (Organizacion Mundial de la
Salud, 2001)
La Organizacion Mundial de la Salud, indica en su tratado “Estrategia mundial de la
OMS para contener la resistencia a los antimicrobianos” del afio 2001, que la
resistencia bacteriana constituye una problematica antigua reconocida en sus inicios
como una amenaza a la eficacia del tratamiento y que posteriormente parecid
resolverse con la aparicion de nuevos antimicrobianos, no obstante en la actualidad
las bacterias han desarrollado resistencia a la mayoria de los antibidticos y es por ello
que constituye actualmente uno de los mas alarmantes problemas de salud publica,
en cuanto surge la necesidad de incrementar la investigacion con la finalidad de
combatir las infecciones ocasionadas por microorganismos resistentes a
antimicrobianos.
Antes de la creacion de los antibidticos, la poblacidn atraveso varios cambios en sus
creencias en relacion al origen de las enfermedades y por consiguiente el remedio
para su curacion, una de las principales alternativas yacia en emplear plantas a las
cuales se le otorgaban efectos medicinales-curativos tal como indica Rojas, y cols.,
(2013).

Por otra parte, Dominguez, (1973) acota que las plantas tienen un papel de gran
importancia para el hombre por su participacion e interaccion en los ciclos biologicos
asi como por las propiedades que ofrece, ya sea curacion o intoxicacion. El presente
trabajo de investigacion se aboca a determinar una de las muchas propiedades
bioldgicas presentes en las plantas como es la actividad antibacteriana, con la
finalidad de hallar una alternativa para tratar las enfermedades infecciosas causadas

por bacterias resistentes a antibacterianos.
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BASES TEORICAS

Familia Anacardiaceae
Es una familia que abarca aproximadamente 600 especies y alrededor de 80 géneros,
los cuales se encuentran ampliamente distribuidas en todo el mundo, frecuentemente
en las zonas tropicales, aunque pueden observarse también pero en menor proporcion
en zonas templadas (Martinez y Ceballos, 2005).

Debido a su amplia distribucion a nivel mundial, las plantas pertenecientes a la
familia Anacardiaceae representa un importante registro fosil, asi como también se
reconoce la gran significancia que tiene dicha familia en el ambito maderero e
industrial internacionalmente, conforman arboles de muy buena calidad y resistentes
a la pudricion (Pell, 2004).

Caracteristicas botanicas de la familia Anacardiaceae

La familia Anacardiaceae es reconocida mundialmente puesto que muchos de los
géneros y especies que la constituyen brindan ademas de semillas y frutos
comestibles, componentes con propiedades medicinales, cualidad que le aporta mayor
relevancia internacionalmente (Pell, 2004).

Las especies pertenecientes a la familia Anacardiaceae se caracterizan por ser
mayormente arboles, que en cuanto a sus frutos presentan una amplia diversidad,
mientras que una de las caracteristicas principales de dicha familia es la presencia de
canales resiniferos. La mayoria de los generos presentes en la familia
Anacardiaceaeproducen  frutos  drupaceos, aunque  presentan  diversas
variacionespropias de su género, asi como de los requerimientos geogréaficos,
nutricionales, entre otros (Pell, 2004).

Ademas presentan hojas que pueden ser simples o compuestas segun sea el caso,
asi como flores perfectas o imperfectas, es relevante destacar que se ha descrito que
en las especies pertenecientes a la familia Anacardiaceae se encuentran presentes
compuestos como taninos, resinas o latex que son de caracter toxicos y/o irritantes

(Juérez y Novara, 2012).
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Caracteristicas de la familia Anacardiaceae

Es una familia principalmente tropical y subtropical; en América se encuentran 25
de sus géneros y aproximadamente 125 especies, segun lo describe (Cabrera, 2005);
de é&rboles, arbustos y raramente lianas, normalmente de hojas alternas y con
frecuencia pinnado-compuestas, aunque también se dan las hojas simples. Las flores
son regulares y bisexuales, pero en ocasiones son unisexuales, perfectas o
imperfectas, actinomorfas, pequefias; dispuestas en paniculas, a menudo muy largas.
Estas poseen tipicamente 5 sépalos unidos, 5 pétalos libres y de 5 a 10 estambres
insertados en un disco carnoso. El fruto es generalmente una drupa, pudiendo ser
igualmente una nuez o una sdmara (Cabrera, 2005).

Esta familia es conocida por poseer compuestos fenolicos los cuales han sido
descritos en irritaciones de la piel, asi como también es comdn encontrar en las
plantas pertenecientes a la familia de las Anacardiaceas terpenos, politerpenos y
taninos (Tello, 2011). Ademas las plantas pertenecientes a esta familia, en su mayoria
producen resinas que ademas de ser descritos como causantes de dermatitis son
también responsables de conferirle aroma y sabor caracteristico a las partes jovenes
de dichas plantas (Juarez y Novora, 2012).

Diferentes plantas de la familia Anacardiacea se encuentran distribuidas
generosamente por todo el territorio venezolano segun estudios realizados por (Ledn,

2003), muchas de ellas incluyendo el género Anacardium.

Géneros y especies mas importantes de la familia Anacardiaceae
Dentro de los géneros y especies mas relevantes de esta familia se pueden mencionar
mangos (Mangifera indica L. y otras especies), pistachos (Pistacia vera L.),
anacardos (Anacardium occidentale L.) y granos de pimienta rosa (Schinus
terebinthifolia L.) (Pell, 2004), los cuales son representativos de un gran valor
econdémico debido a que producen frutos comestibles, asi mismo otras especies de la

familia Anacardiaceae son empleadas de manera ornamental y/o industrial (Juarez y
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Novara, 2012). En la tabla N° 1 se describen algunas de las especies pertenecientes a

la familia Anacardiaceae y las actividades bioldgicas que se le atribuyen.

Tabla N° 1. Actividad biol6gica de algunas especies de la familia Anacardiaceae

Planta Actividad Biologica
Actividad antidermatofitica y
Spondias mombin L. antimicrobiana
Actividad antiinflamatoria y analgésica,
Mangifera indica L. disminucidn del grado de fenémenos
oxidantes
Schinus terebithifolius raddi Actividad antimicrobiana

Fuente: Elaboracion propia a partir de Pell, (2004).

La familia Anacardiaceae abarca dentro de sus géneros al género Anacardium, el
cual se encuentra constituido por alrededor de 11 especies, donde la especie
Anacardium occidentale es la mayormente conocida y estudiada, seguida por la
especieAnacardium humile (conocida popularmente como caju 0 cajui de campo) y

Anacardium nana (Cardoso, Ré-Poppi, Coelho, Yasunaka y Schleder, 2010).

Especie Anacardium occidentale

El Anacardium occidentale (merey) es un arbol pequefio que puede alcanzar una
altura méaxima de 10 metros, no presenta mayores requerimientos en cuanto a la lluvia
y presenta sensibilidad a bajas temperaturas por cuanto se considera un arbol tropical
(Hoyos, 1994).

Asi mismo, describe el autor que el Merey posee una corteza externa grisacea e
interna blancuzca, ramas de color gris claro y una copa de forma irregular y tupida.
También describe sus hojas oblongo-obovadas de color verde-amarillento, tienen un
tamafio promedio de 12 cm de largo por 5 cm de ancho; mientras que las flores suelen
tener un mayor tamafio, son generalmente rosa-amarillento, se disponen en paniculas

terminales.
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El merey posee un fruto que es considerado doble, integrado por una baya falsa

originada del peddnculo de la flor y por la nuez que constituye el fruto verdadero y
que procede del gineceo y contiene la Unica semilla (Roth,1974).
El pseudofruto es drupaceo de 3 cm de diametro por 3,5 cm de largo, posee forma
reniforme y su color puede variar entre el rojo y amarillo dependiendo de si es joven
o envejecido (Cabrera, 2005). Este es comestible, jugoso, de sabor acido y astringente
(Hoyos, 1994).

La nuez o semilla se encuentra sobre un tallo engrosado el cual constituye lo que
se conoce como el falso fruto, tiene forma arrifionada mide de 1,5 a 2 cm de ancho
por 1,5 a 3 cm de largo, dicha variacion depende de la fertilidad de los suelos; La
semilla entre otras cosas es rica en aceite y almidones (Cabrera, 2005).

Crece preferiblemente a temperaturas entre 24 y 30°C, en Colombia y Venezuela
se encuentra en altitudes entre los 300 a 1000 msnm y se reproduce generalmente por
semillas aunque en estado de cultivo se propaga por injerto; existen sembradios
silvestres en el estado Bolivar, Anzoategui y Monagas donde se utiliza como una
industria casera en la produccion de turrén, mazapan (Valera, 2012).

Ademas se ha atribuido a ésta planta diversas propiedades medicinales entre las
cuales resaltan el uso del jugo como antidiarreico, el aceite de la semilla para
eliminacién de verrugas y la decoccidn de la corteza como antidiabético entre otros
(Vit, 2003). En la figura N° 1 se muestran detalles de las caracteristicas de las hojas,

flor, fruto y pseudofruto de la especie A. occidentale.

Figura N° 1 Detalles de la especie Anacardium occidentale
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Clasificacion taxonémica del Anacardium occidentale
Reino: Plantae.

Division: Magnoliophyta.

Clase: Magnoliopsida.

Orden: Sapindales.

Familia: Anacardiaceae.

Género: Anacardium.

V V V V V V VY

Especie: Anacardium occidentale.

Ficha botanica de Anacardium occidentale
Segun Vit, (2003).
» Especie: Anacardium occidentale L.
» Familia: Anacardiaceae.
» Nombres comunes: Cajueiro (Brasil), cashew (USA), marafién (Costa Rica,
Ecuador, Per(), merey (Colombia, Venezuela).
> Habito: Arbol.

» Floracion: En los meses de Junio a Julio.
A continuacion en la tabla N° 2 se muestra a manera de resumen algunos de los

componentes que se han hallado al estudiar diversas partes del Anacardium

occidentale.
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Tabla N° 2. Componentes quimicos presentes en el Anacardium occidentale.

Componentes quimicos presentes en el Anacardium occidentale
Parte del A. occidentale Componente observado
Acidos fenolicos, galicos, p-hidroxibenzdico y
Hojas cindmico
a-pineno
Flavonoides (levoepicatequina)
Cascara del tronco Taninos, flavonoides
Corteza del tronco Compuestos aromaticos como acido anacardico,
cardol y anacardol; taninos y polifenoles.
Fruto Acido anacardico, cardol, taninos, 4cido galico
Semilla Globulina “Anacardeina”

Fuente: Elaboracion propia a partir de Cabrera, 2005.

Propiedades bioldgicas presentes en el Anacardium occidentale

Diversas propiedades biolégicas han sido adjudicadas al Merey como es conocido
popularmente el Anacardium occidentale, dentro de las méas relevantes se pueden
mencionar, propiedad antihipertensiva, antiinflamatoria, capacidad de inhibicion de la
formacién de granulomas, propiedad bactericida, antibacteriana, antipirética y
propiedad hipoglicemiante (Cabrera, 2005).

Ademas cabe destacar que otras propiedades bioldgicas han sido descritas por el
empleo empirico de las diferentes plantas en remedios caseros, tales como, jugo del
pseudofruto para controlar la tos y aftas, propiedad antidiarreica de la corteza hervida,

y uso de su capacidad corrosiva para el tratamiento de verrugas (Cabrera,2005).

Aceites esenciales
Son las fracciones liquidas volatiles, generalmente destilables por arrastre con
vapor de agua, que contienen las sustancias responsables del aroma de las plantas y
gue son importantes en la industria cosmética, de alimentos y farmacéutica. Se
encuentran generalmente formando mezclas complejas de hasta mas de 100

componentes que pueden ser compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos,
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alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y &cidos), monoterpenos, sesquiterpenos y
fenilpropanos (Martinez, 2003).

Dichos componentes se denominan segun Martinez, Valencia, Jiménez, Mesa y
Galeano, (2008) como metabolitos secundarios, los cuales a pesar de no ser
esenciales para llevar a cabo los procesos fisioldgicos del organismo que los sintetiza,
son generalmente bioactivos. Con la ayuda de pruebas quimicas de caracterizacion
como lo es la fitoquimica se procede a la identificacion de los diferentes metabolitos.
La presencia de los compuestos en los aceites esenciales obtenidos puede verse
modificado por factores como la época de recoleccién de la planta, el contexto
geogréfico y modificaciones genéticas, tal como lo exponen (Martinez y cols., 2008).

Existe una clasificacion segun el origen biosintético de los componentes quimicos
presentes en los aceites esenciales descrita por los autores Claus y Tyler, (1965)
quienes los clasifican como derivados terpénicos que se forman por la ruta del
acetato-acido mevaldnico y derivados aromaticos que se forman por la ruta del acido

siquimico-fenilpropanoide.

Meétodos de obtencion de aceites esenciales

Diversos métodos de destilacion se emplean industrialmente para la obtencion de
aceites esenciales o volatiles a partir de las plantas, la seleccion entre los mismos
dependera de las condiciones que posea el material vegetal, Claus y Tyler (1965)
describen los siguientes métodos: Destilacion con agua, destilacién con agua y vapor
de agua, destilacion directa con vapor de agua, hidrolisis enzimatica de los glicésidos,
método de la escudilla, método de enfleurage, extraccion con disolventes, destilacion
destructiva.

Otros autores como Kuklinski, (2009) plantean otras clasificacion dicotomica en
concordancia con lo establecido en la farmacopea, siendo métodos oficiales, los que
abarcan la destilacion por arrastre de vapor y los métodos mecénicos (expresion) vy,
métodos no oficiales, que incluyen extraccion con disolventes organicos, extraccion
con grasas (enflorado, digestion y método neumatico) y extraccion con gases

licuados.
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Hidrodestilacion

Técnica que segun Kuklinski (2009) es utilizada generalmente en material vegetal
que no se ve alterado por la ebullicion, en este caso la sustancia en estudio y el agua
se ponen en contacto y son llevados a ebullicion hasta que el agua convertida en
vapor de agua arrastre toda la materia volatil (aceite y agua) consigo hasta que se
condensen en la cAmara condensadora, posteriormente se recolecta en un recipiente

para luego ser separados el agua y el aceite.

Método de inyeccion de vapor de agua

Empleado principalmente en aquellos casos en que el material vegetal, seco o
fresco sufre alteraciones por la ebullicion, por ende el vapor de agua se genera en otra
parte y llega por una tuberia hasta el recipiente que contiene el material vegetal Claus
y Tyler, (1965). El material vegetal y el agua no se encuentran en contacto en
principio, puesto que la corriente de vapor de agua es la que arrastra los aceites
esenciales que posteriormente se condensan junto con el agua y se recolectan, dicha

mezcla se puede separar dado que forman dos fases (Kuklinski, 2009).

Destilacion por arrastre de vapor

Martinez, (2003) indica que la muestra vegetal generalmente fresca y cortada en
trozos pequefios, se encierra en una camara inerte y es sometida a una corriente de
vapor de agua sobrecalentada, la esencia asi arrastrada es posteriormente condensada,
recolectada y separada de la fraccion acuosa. Esta técnica es muy utilizada
especialmente para esencias fluidas asi como también se utiliza a nivel industrial
debido a su alto rendimiento, la pureza del aceite obtenido y porque no requiere

tecnologia sofisticada.

Métodos mecanicos (expresion)
Claus y Tyler, (1965) indican que es una técnica empleada debido a que ciertos
aceites esenciales o volatiles no puedes destilarse sin que se descompongan, aplicada

mayormente en frutos, este método consiste en hacer que los aceites esenciales salgan
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de las cavidades donde se encuentran mediante la expresion, puede ser tambien por
puncion o rallado de la corteza del fruto y la corriente de agua arrastre el zumo del
fruto, por decantacion se procede a la separacion de los aceites esenciales del agua
(Kuklinski, 2009).

Extraccidn con disolventes organicos apolares

Método que segin Kuklinski, (2009) emplea disolventes organicos apolares de
bajo punto de ebullicion como el diclorometano y el hexano, con la finalidad de
obtener aceites esenciales menos volatiles provenientes de material vegetal de peso
molecular elevado. Con dicho procedimiento no solo se obtienen aceites esenciales,

por lo que es necesario realizar una purificacion posterior de los extractos obtenidos.

Extraccion con grasas

Ciertos materiales frescos presentan muy bajas cantidades de aceites volatiles por
lo que se dificulta su obtencidn por los métodos convencionales, es por ello que se
emplea un procedimiento que Kuklinski (2009) y Claus y Tyler, (1965) describen
como la transferencia de los aceites esencial obtenidos del material vegetal a una
sustancia grasa, inodora y blanda. Dentro de este principio metodoldgico se encuentra
el enfleurage, la digestién de la droga vegetal en grasa fundida y el método

neumatico.

Extraccién con gases licuados

Método de obtencion de aceites esenciales a partir de muestras vegetales que
emplea condiciones especiales como elevada presion y baja temperatura asi como el
uso de gases como el butano, propano y dioxido de carbono. Estas condiciones se
emplean para que el gas se mantenga en estado solido, el presente método es sefialado
por Kuklinski, (2009) como poco agresivo frente al material vegetal y muy selectivo.
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Métodos de identificacion de los aceites esenciales
Los aceites esenciales pueden ser identificados a través del uso de diversas
metodologias empleadas para ello, dentro de los cuales se pueden destacar,
Cromatografia de gases, espectrometria de masas, cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas y calculo de indices de Kovats.

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Gutiérrez y Droguet, (2002) describen que la cromatografia de gases es una
técnica separativa que tiene la cualidad de conseguir la separacion de mezclas muy
complejas. Pero una vez separados, detectados, e incluso cuantificados todos los
componentes individuales de una muestra problema, el Unico dato de que disponemos
para la identificacion de cada uno de ellos es el tiempo de retencion de los
correspondientes picos cromatograficos. Este dato no es suficiente para una
identificacion inequivoca, sobre todo cuando analizamos muestras con un nimero
elevado de componentes, como es frecuente en cromatografia de gases capilar.

Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera casi
inequivoca cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los
componentes individuales de una mezcla sin separar previamente sus componentes,
debido a la extrema complejidad del espectro obtenido por superposicion de los
espectros particulares de cada componente (Gutiérrez y Droguet, 2002).

Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas, da lugar a una técnica que permite la
separacion e identificacién de mezclas complejas. La utilizacion de la cromatografia
de gases acoplada a un espectrometro de masas requiere sistemas especiales de
conexion. En principio, se trata de dos técnicas que trabajan en fase gaseosa y
necesitan una muy pequefia cantidad de muestra para su analisis, por lo que son muy
compatibles (Gutiérrez y Droguet, 2002).

El dnico obstaculo serio a la hora de realizar su acoplamiento es que el efluente
que emerge de la columna cromatografica sale a presion atmosférica y debe
introducirse en el interior del espectrometro de masas que trabaja a alto vacio.

Actualmente, el acoplamiento directo resulta facil cuando se utiliza la cromatografia
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de gases capilar, que es el caso méas habitual. En resumen, una mezcla de compuestos
inyectada en el cromatografo de gases se separa en la columna cromatogréfica
obteniendo la elucién sucesiva de los componentes individuales aislados que pasan
inmediatamente al espectrémetro de masas. Cada uno de estos componentes se
registra en forma de pico cromatografico y se identifica mediante su respectivo
espectro de masas (Gutiérrez y Droguet, 2002).

En este proceso, el espectrometro de masas, ademas de proporcionar los espectros,
actla como detector cromatografico al registrar la corriente idnica total generada en
la fuente idnica, cuya representacion grafica constituye el cromatograma o “TIC”
(total ion current). En efecto, la corriente idnica generada por todos los iones da lugar
a un pico gaussiano de area proporcional a la concentracion del compuesto detectado
(Gutiérrez y Droguet, 2002).

Las sustancias idoneas para emplear la Cromatografia de gases-Espectrometria de
masas son aquellos que posean inmerso en si moléculas en concentraciones desde
ppb 0 ppm y que tengan temperatura, peso molecular o polaridad de bajo a mediano
(Stashenko y Martinez, 2010).

Indices de Retencion

“La retencion de los analitos en una columna es funcion de sus presiones de vapor y
de las fuerzas intermoleculares que gobiernan sus relaciones con la fase estacionaria”
(Stashenko y Martinez, 2010).

Los indices de retencion, son pardmetros empleados puesto que permiten la
identificacion definitiva de los compuestos presentes en una mezcla, esta dada por la
correlacion directa entre los parametros cromatograficos y los parametros
espectroscopicos tanto de las sustancias problema como de las sustancias patrones
(Stashenko y Martinez,2009).
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Célculo de los indices de Kovats

Se basan en la medicion de tiempos de retencidn relativos con respecto a una serie
homologa de n-parafinas, separadas isotérmicamente y corridas bajo las mismas
condiciones experimentales que las de la muestra (Stashenko y Martinez, 2010).
Los KI (indices isotérmicos) se calculan con base en la siguiente formula:

K| = 100n + 100 log trx-1log trn

log trn-log trn

Siendo n el numero de 4tomos de carbono en la n-parafina que eluye antes del
compuesto de interés (su tiempo de retencion es tRx) y tRn y tRN son tiempos de
retencion de las n-parafinas con los nimeros de atomos de carbono n y N,
respectivamente, que eluyen inmediatamente antes y después del analito de interés
(Stashenko y Martinez, 2010).

Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares que se reproducen mediante fision
binaria, pertenecen al grupo de los procariotas, siendo una de sus caracteristicas la
presencia de ADN dispuesto de manera circular y cerrado, sin membrana nuclear;
poseen pared celular la cual esta constituida por péptidoglicano y algunas varias
segun el grupo bacteriano (Pirez y Mota, 2008).

Segun su forma pueden clasificarse en tres grupos, cocos, bacilos y espirilos, dicha
forma se puede observar microscopicamente (debido a su tamafio que va de 0,5 -3
pum) mediante el uso de tinciones. La tincion o coloracion mas empleada puesto que
permite la diferenciacion entre bacterias no solo de acuerdo a su forma sino también
segun la afinidad con los colorantes empleados, es la tincion Gram; sin embargo
existen otras tinciones como lo son Ziehl Neelsen, Azul de metileno, entre otras
(Pirez y Mota, 2008).

La tincion de Gram se fundamenta en el empleo de un colorante primario (cristal

violeta), un mordiente (lugol), decoloracion (alcohol acetona) y un colorante
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secundario (safranina), la diferencia en la respuesta de las bacterias a dicha tinciones
la existente en la pared celular de las mismas, siendo grampositivas aquellas que se
observen color azul violeta y gramnegativas aquellas que se observen color rosado
(Pirez y Mota, 2008).

La pared celular de las bacterias grampositivas esta constituida por una capa
gruesa de péptidoglicano, la cual retiene el colorante cristal violeta; mientras que en
las bacterias gramnegativas la pared celular estd conformada por membrana celular,
espacio periplasmico con una capa fina de péptidoglicano y una membrana externa
contentiva de lipopolisacaridos (LPS) constituidos por el lipido A, por el polisacarido
central o core y por la cadena lateral O, en este caso al poseer una capa delgada de
péptidoglicano no se retiene el colorante primario y con la accion de la decoloracion
es eliminado, por lo que la estructura bacteriana adquiere la tincion del colorante
secundario (Pirez y Mota, 2008).

A continuacion en la figura N° 2 se muestra un diagrama que permite identificar las
caracteristicas de mayor relevancia en la pared celular de las bacterias grampositivas

y gramnegativas.
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Figura N° 2.Diagrama de la pared bacteriana. Grampositiva a la derecha y
gramnegativa a la izquierda (Pirez y Mota, 2008).

Bacterias en estudio

Staphylococcus aureus
Es uno de los microorganismos con mayor importancia dentro del género

Staphylococcus, se trata de bacterias esféricas grampositivas que suelen disponerse en
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forma de racimos; se caracterizan por un crecimiento rapido, produccion de hemdlisis
y parte su patogenicidad se ve relacionada estrechamente a la capacidad de producir
toxinas extracelulares (Brooks, Carrol, Butel, Morse y Mietzner, 2011).

Es capaz de producir una amplia gama de enfermedades, que van desde
infecciones cutaneas y de las mucosas relativamente benignas, tales como foliculitis,
forunculosis o conjuntivitis, hasta enfermedades de riesgo vital, como celulitis,
abscesos profundos, osteomielitis, meningitis, sepsis, endocarditis 0 neumonia.
Ademas, también puede afectar al aparato gastrointestinal, ya sea por presencia fisica
de Staphylococcus aureus o por la ingesta de la enterotoxina estafilocdcica secretada

por la bacteria (Zaraza, 2012).

Enterococcus faecalis

Existen alrededor de 12 especies constituyentes del género Enterococcus, siendo
E. faecalis y E. faecium los patdgenos mas frecuentes, a pesar de formar parte de la
microbiota habitual se ha descrito infecciones por dicho microorganismo,
vinculandose a infecciones intrahospitalarias. Cabe destacar que E. faecalis posee
resistencia intrinseca a la penicilina, aztreonam y cefalosporinas (Brooks y cols.,
2011).

Son clasificados como cocos grampositivos, anaerobios facultativos, catalasa
negativos y la mayoria aglutinan con anticuerpos especificos para el grupo D de
Lancefield. El reservorio de mayor preponderancia es el hombre en un 80%, se
describe que dicha bacteria realiza diseminacion de persona a persona. A pesar que
forma parte de la microbiota habitual podria llegar a causar patogenicidad
dependiendo de varios factores dentro de los que se encuentra presencia de co-

morbilidad, y someterse a transplantes, entre otros (Ortega, 2010).

Pseudomonas aeuroginosa
Bacteria perteneciente al género Acinetobacter, con accion patogena invasiva y
toxigénica en el ser humano, siendo capaz de afectar a personas con algin

compromiso de base o inmunosupresion, siendo comun el hallazgo a nivel

28



intrahospitalario. Se trata de una bacteria anaerobia obligado y que en cuanto a la
terapéutica debe ser tratada adecuadamente, puesto que el uso de un solo agente
antibacteriano suele resultar ineficaz, fendmeno explicada por la capacidad de ejercer
mecanismos de resistencia frente a los antibacterianos. (Brooks y cols., 2011)

Segln Zaraza, (2012) esta bacteria pertenece a la familia Pseudomonadaceae y es
un bacilo gramnegativo aerobio con un flagelo polar. Cuando se cultiva en medios
adecuados produce piocianina, un pigmento azulado no fluorescente. Muchas cepas
producen también el pigmento verde fluorescente pioverdina; al igual que otras
pseudomonas fluorescentes, produce catalasa y oxidasa, asi como amoniaco a partir
de la arginina, y puede utilizar citrato como Unica fuente de carbono.

Puede causar diversos tipos de infecciones pero rara vez causa enfermedades
graves en personas sanas sin algun factor predisponente. Coloniza
predominantemente partes dafiadas del organismo, como quemaduras y heridas
quirurgicas, el aparato respiratorio de personas con enfermedades subyacentes o las
lesiones fisicas en los 0jos. Desde estos lugares puede invadir el organismo y causar
lesiones destructivas o septicemia y meningitis (Zaraza, 2012).

Escherichia coli

Perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, y por ello posee las caracteristicas
principales de este grupo, tales como su forma bacilar, se observa gramnegativo en
tincion, se encuentran dentro de la micriobiota habitual y en ciertas ocasiones se
encuentra actuando como patogeno (Brooks y cols., 2011). La especie Escherichia
coli constituye una de las especies mayormente aisladas en los laboratorios clinicos,
capaz de ocasionar infecciones leves asi como septicemias (Koneman, Winn, Allen,
Janda, Procop, Schereckenberger y Woods, 2008).

Es una de las especies bacterianas mas estudiadas, y no solamente por sus
capacidades patogénicas, sino también como sustrato y modelo de investigaciones
metabolicas, genéticas, poblacionales y de diversa indole (Zaraza, 2012).
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Klebsiella pneumoniae

Al igual que la especie Escherichia coli, forma parte de la familia
Enterobacteriacea, cursa con ciertas caracteristicas especificas que permiten su
identificacion a nivel de laboratorio, como lo es crecimiento mucoide, presencia de
capsula de polisacarido de gran tamarfio, positividad para la prueba de citrato de
Simons y negatividad para la motilidad (Brooks y cols., 2011).

Klebsiella pneumoniae fue descrita por Carl Friedlander como agente causal de
neumonias graves, por ello denominado antiguamente como “Bacilo de Friedlander”,
con respecto a la distribucién de dicha bacteria se documenta que se encuentra
ampliamente distribuida en la naturaleza, asi como en el tracto digestivo de animales
y humanos (Koneman y cols., 2008)

Esta bacteria gramnegativa asimila y fermenta la lactosa, esto se puede observar
en el agar MacConkey donde las colonias son de color rosado y en el medio Kliger
fermenta la glucosa y lactosa ademas de producir gas. Ademas es un conocido
patdgeno que afecta primordialmente a individuos inmunosuprimidos y en particular
a los recién nacidos hospitalizados en unidades neonatales (Hoyos, Rivera, Hoyos,
Mesa y Alfaro, 2007).

Antibidticos

La quimioterapia antimicrobiana tiene sus inicios como ciencia en el siglo XX, y
para el afio 1950 aproximadamente se centran las investigaciones en aquellas
sustancias de origen microbiano Ilamados antibidticos, siendo una de las
caracteristicas primordiales en éstos la modificacion sintética de los farmacos
(Brooks y cols., 2011).

Los antibioticos son coadyuvantes del sistema inmune siempre y cuando se usen
adecuadamente, de lo contrario el mal uso de los antibidticos propicia un agente
causal resistente (Sanchez, 2013)

Los antibidticos pueden clasificarse de acuerdo a la tincion gram de las bacterias
en antibidticos contra grampositivos y antibidticos contra gramnegativos; se pueden

clasificar también segun el efecto de su accidn en bacteriostaticos y bactericidas;
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ademas son clasificados segn su estructura quimica en antibidticos betalactamicos,
cefalosporinas e inhibidores de betalactamasas, y ademas pueden ser clasificados
segun su mecanismo de accion (Brugueras y Morejon, 1998). A continuacion se

presenta la clasificacion de los antibidticos segin su mecanismo de accion.

Antibioticos que inhiben la sintesis de la pared celular

Las bacterias, como se menciond anteriormente poseen una pared celular
constituida por péptidoglicano entre otros compuestos, a través de la inhibicion de la
sintesis de dicha pared celular se logra cumplir un efecto que en la mayoria de los
casos es bactericida. Dentro de los antibidticos que emplean éste mecanismo de
accion se encuentran las penicilinas, cefalosporinas, vancomicina, fosfomicina,

tercoplanina y bacitracina (Patifio,2003).

Antibioticos que inhiben la sintesis de proteinas

Las bacterias sintetizan proteinas mediante los ribosomas, estructuras presentes en
las células bacterianas; los antibidticos pertenecientes a esta clasificacion actlan
inhibiendo dicha sintesis, lo cual resulta en la imposibilidad de supervivencia de los
microorganismos (Patifio, 2003). Asimismo es relevante mencionar que es
contraproducente la asociacion de antibioticos que actlen sobre la inhibicién de
sintesis de proteinas ya que los mismos actlan por competitividad al sitio de union

(Brugueras y Morejon, 1998).

Antibioticos que inhiben la integridad de la membrana

Antibidticos como las polimixinas, colistinas, nistatina y anfotericina B tienen la
capacidad de inducir cambios en la membrana citoplasmatica alterando asi el medio
intracelular bacteriano y ocasionando un efecto antimicrobiano selectivo (Patifio,
2003)
La figura N° 3 permite evidenciar de manera resumida los mecanismos de accion de
los antibacterianos y los mecanismos a través de los que las bacterias crean

resistencia a dichos agentes antiinfectivos.
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ANTIBIOTICOS
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Figura N° 3. Mecanismos de accion y de resistencia antibidtica
Fuente: (Alvo, Téllez, Sedano y Fica, 2016).

Resistencia bacteriana

Se denomina resistencia al proceso mediante el cual un microorganismo o bacteria
es capaz de disminuir la accion de los agentes antimicrobianos, la misma puede darse
por diferentes factores, la resistencia bacteriana constituye un problema clinico
(Riveron, Lopez, Ponce y Machado, 2003).

Asimismo, algunos autores afirman que la resistencia bacteriana se ha convertido
en uno de los problemas de salud publica mas grandes del mundo por cuanto las
enfermedades ocasionadas por cepas resistentes a los antibiéticos causan una amplia
morbilidad y mortalidad (Quizhpe y cols., 2014). Dentro de los factores relacionados
con la resistencia bacteriana se pueden referir los siguientes: uso inadecuado de los
antimicrobianos, alto costo de los antibidticos, y globalizacion y migracion (Becerray
cols., 2009).

Las bacterias presentan la capacidad de resistir a los antibidticos por diversos

factores, mediante la adquisicion de dicha resistencia a traves de mutaciones, genes
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de resistencia adquiridos de otros microorganismos (conjugacion, trasduccion,
plasmidos) y  por adaptaciones metabdlicas a los farmacos, denominandose
Resistencia intrinseca o natural, o pueden presentar Resistencia Adaptativa a los
antibidticos, mecanismo que se da por procesos mayormente fenotipicos dentro de los
que se pueden mencionar: indiferencia al farmaco, persistencia o latencia, y
biopeliculas (Becerra y cols., 2009).

Actividad antibacteriana

Pedraza y Castellanos, (2009) la describen como la capacidad que tiene un agente
de inhibir o eliminar el crecimiento de un microorganismo ante un farmaco o una
droga en especifico (antibidtico), el cual puede ser producido de forma natural o
sintética con la finalidad de disminuir el crecimiento de bacterias Yy/o
microorganismos o eliminarlos por completo.

Histéricamente se ha conocido el empleo de sustancias naturales para el
tratamiento de infecciones, dentro de ellas se encuentran alimentos y plantas con
poder antiséptico (Rojas y cols., 2013). Es por esto que se han ido ampliando las
investigaciones sobre dichos antimicrobianos naturales empleados tradicionalmente y
en mayor proporcion en zonas tropicales donde se dan con mas facilidad y son usadas

para la automedicacion (Akerele, 1993).

Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Son pruebas in vitro que se realizan con la finalidad de determinar una medida de
la accion o eficacia de los antibidticos frente a un microorganismo, las empleadas con
mayor frecuencias son las pruebas de dilucién en medio de cultivo y pruebas de
difusion en agar. La prueba de susceptibilidad que se empled en esta investigacion
por ser uno de los recomendados por el National Commitee for Clinical Laboratory
Standar (NCCLS), es la prueba de difusion de disco en agar o método de Kyrbi-
Bauer, es un método cualitativo caracterizado por ser facilmente estandarizable y se
emplea en microorganismos no exigentes de crecimiento rapido (Taroco, Seija y
Vignoli, 2008).
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ConcentracionMinima Inhibitoria (CMI)

Es un método cuantitativo, que permite determinar tanto la concentracion minima
inhibitoria (CMI) como la Concentracion minima bactericida (CMB), dicho método
puede emplearse a través de microdiluciones o macrodiluciones en caldo o dilucién
en agar (Taroco y cols., 2008).

Dicho método es estandarizado por el National Commitee for Clinical Laboratory
Standars (NCCLS) asi como otros métodos, los cuales tienen en comdn su capacidad
de obtener resultados comparables y reproducibles, asi como también el empleo de
microorganismos pertenecientes a cepas de control de calidad con resultados

conocidos (Taroco y cols., 2008).

Método de difusion de disco en agar

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana que consiste en la difusion de discos
impregnados de determinados antibidticos sobre la superficie de un agar en el cual ha
sido previamente inoculada una concentracidn estandarizada del microorganismo en
estudio, se procede a incubar por 24 horas para pasado el tiempo realizar la lectura de
los resultados a la prueba también denominada antibiograma (Murray, Rosenthal y
Pfaller, 2009).

La lectura se lleva a cabo a través de la medida del halo de inhibicién o zona de
inhibicidn de crecimiento del microorganismo, de tal manera que a mayor halo de
inhibiciobn mayor sera la actividad del antibiotico frente al microorganismo en

estudio (Murray y cols., 2009).

Método de dilucion

Es un método cuantitativo que emplea cantidades escalonadas de antimicrobiano,
generalmente se utilizan diluciones al doble del antibiético a evaluar, tiene como
finalidad determinar la de sustancia antibacteriana necesaria para inhibir el
crecimiento de la bacteria inoculada. Este método puede emplearse en agar 0 en

caldo, existiendo en la actualidad una variante realizada en placas de microdilucion
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que permiten el desarrollo de dicho método con mayor simplicidad (Brooks y cols.,
2011).

Plantas medicinales

Son aquellas plantas que tienen la capacidad de elaborar ciertos productos
denominados principios activos, dichos compuestos son los que ejercen actividad
farmacologica bien sea de manera beneficiosa o perjudicial sobre el organismo por
cuanto la utilidad primordial de los principios activos contenidos en las plantas
medicinales es el de servir como droga 0 medicamento para atenuar o disminuir una
enfermedad mediante la neutralizacidon del desequilibrio organico que representa la
enfermedad (Mufioz, 2002).

Diversos medicamentos han sido obtenidos a partir de plantas medicinales dentro
de los que se pueden destacar la atropina, codeina y morfina; asi como también a
partir de las plantas medicinales que se usan como materia prima se pueden adquirir
compuestos semisintéticos mas complejos. Es por ello que las plantas medicinales
son altamente valoradas, sobre todo en paises en vias de desarrollo ya que disminuye

la dependencia e importacion de medicamentos. (Akerele, 1993)

Fitoterapia

Desde tiempos inmemoriales se han usado las plantas con finalidades curativas
incluso por un tiempo fueron el Unico recurso del cual disponian los médicos y de alli
nace el interés por profundizar los conocimientos sobre las plantas medicinales y los
productos que se obtienen a partir de ellas (Avello y Cisternas, 2010).

En 1980 la fitoterapia se conceptualizaba como una terapia complementaria que
utilizaba plantas o partes de ellas donde el empirismo de la medicina tradicional se
transforma en fundamento cientifico (Avello y Cisternas, 2010). Actualmente se
define como la ciencia encargada del estudio de la utilizacion de productos de origen
vegetal bajo una finalidad terapéutica, la fitoterapia se basa en el uso de drogas
vegetales que no es mas que la porcidn especifica de la planta medicinal que se utiliza

en la terapéutica (Canigueral y Dellacasa, 2003).
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Anteriormente la fitoterapia o el uso de drogas vegetales no era tan importante,
pero en la actualidad esto ha cambiado, puesto que segun estudios estadisticos se
logra evidenciar el aumento por parte de la poblacion en el empleo de preparados de
la fitoterapia para el tratamiento de afecciones leves, ya que se ha descrito que estos
productos no son aptos para para situaciones agudas o de emergencia (Carfiigueral y
Dellacasa, 2003).

Productos naturales vegetales

Son aquellos producidos de manera dindmica por las plantas, denominados
también metabolitos, los cuales se encuentran en equilibrio entre su sintesis y
degradacion por lo cual se encuentran generalmente constituyendo una concentracion
constante dentro del sistema vegetal productor. Estos metabolitos o también Ilamados
compuestos quimicos celulares pueden ser clasificados en primarios y secundarios;
clasificacion basada en lo esenciales que son o no para la funcionalidad o vitalidad de
la materia viva (Ringuelet y Vifia, 2013).

Los metabolitos primarios son aquellos que llevan a cabo las funciones vitales, y
dentro de estos se pueden mencionar los glusidos, lipidos, proteinas y acidos
nuléicos; por otra parte los metabolitos secundarios son aquellos que ejercen
funciones sin fines estrictamente vitales pero que tienen gran importancia ya que han
sido investigados histéricamente por su utilidad en la empresa farmacéutica puesto
que en muchos casos los metabolitos secundarios sirven como materia prima para

sintetizar otros componentes de gran utilidad (Ringuelet y Vifia, 2013).

Terpenos
Los terpenos de acuerdo con (Garcia y Perez-Urria, 2009) constituyen uno de los
grupos més numerosos de metabolitos secundarios, incluye derivados de los esteroles,
esteroles, pigmentos carotenoides y hormonas. Los terpenos son especialmente
Ilamativos para fines comerciales por su utilidad para conferir aromas y fragancias a
diferentes productos a nivel industrial, asi como son de gran interés en el campo de la

salud por poseer propiedades biologicas como actividad antimicrobiana, entre otras.
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Todo ello debido a su capacidad natural de oxigenacion, demostrado por la presencia
en estos de alcoholes, fenoles, aldehidos que son los que confieren los olores, sabores
y propiedades terapéuticas caracteristicos (Claus y Tyler, 1965).

Son sintetizados por la ruta metabolica del acido meval6nico y son procedidos de
la union de unidades de isopreno, e indican (Garcia y Perez-Urria, 2009) que pueden
ser clasificados de acuerdo a la cantidad de isopropenos que contengan en:

monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y politerpenos.

Monoterpenos

Los monoterpenos se consideran uno de los principales componentes quimicos
presentes en los aceites esenciales constituidos por dos unidades de isoprenos, los
mismos pueden ser 0 no oxigenados, siendo generalmente los no oxigenados los que
constituyen la mayor proporcion de los constituyentes de los aceites esenciales (Claus
y Tyler, 1965). Ademas indican (Sepulveda, Porta y Rocha, 2003) que representan
un potencial en cuanto a su actividad bioldgica de defensa en aquellas plantas que los
producen. Uno de los monoterpenos mas conocido es el limoneno que constituye el

aceite esencial del limén.

Sesquiterpenos

Son compuestos quimicos derivados de la ruta del acido mevalénico al igual que
los monoterpenos, cuya diferencia es que los sesquiterpenos estan constituidos por
tres unidades de isoprenos. (Beyer y Walter, 1987) indican que pueden encontrarse
formando sistemas ciclicos o cadenas hidrocarbonadas alifaticas abiertas, de acuerdo
con ellos se clasifican en sesquiterpenos aciclicos, monociclicos, biciclicos y
triciclicos. Un ejemplo de compuesto sesquiterpeno monociclico es el bisaboleno que
se encuentra en las esencia de limones y hojas de pino. A continuacion se muestran

las estructuras quimicas de algunos sesquiterpenos en la figura N°4.
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Limoneno Bisaboleno

Figura N° 4. Estructura quimica del limoneno y bisaboleno.

Fenilpropanos

Las plantas sintetizan gran cantidad de componentes presentes en sus aceites
esenciales, dentro de estos se encuentran los compuestos fendlicos, también Ilamados
fenilpropanoides o polifenoles, biosintetizados por la ruta del acido siquimico(Garcia
y Pérez-Urria, 2009). Por otra parte es importante resaltar que estos compuestos se
caracterizan principalmente por poseer en su estructura un anillo aromatico que puede

tener uno o mas grupos hidroxilos (Sepulveda, Porta y Rocha, 2003).

Dentro de este grupo llamado fenilpropanoide se encuentran incluidos gran
variedad de compuestos que van desde &cidos fendlicos hasta polimeros mas
complejos tales como los taninos y la lignina (Garcia y Pérez-Urria, 2009).Uno de los
compuestos ejemplares de los fenilpropanoides es el &cido caféico, el cual ha sido
estudiado y se ha determinado que posee una importante actividad antioxidante

(Sepulveda y cols., 2003), su estructura se evidencia en la figura N°5.

OH
OH

AN

COO”
Acido caféico

Figura N° 5. Estructura quimica del &cido caféico.
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Variables de la investigacion

Tabla N° 3. Operacionalizacion de las variables.

forma natural o}

ATCC 25922

Variables | Tipo | Definicién conceptual cl?;;irrz;icciioé:al Dimensiones Indicadores
* Color, olor,
sabor y
K deqsidad.
= *Tiempo de
2 -Caracteristicas retencion y
% o organolépticas abund_ancia
L5 Cromatografia de obtenida de los
85 & | Fracciones liquidas g -Cromatograma de | diferentes
<3 & | volatiles, contentivos Ssasgztrzcrgg':?iga dg los compuestos compuestos
g3 T | de sustancias M.'Esas volatiles presentes | presentes en el
8 E & | responsables del aroma ' en los aceites aceite esencial
ET § de las plantas _indice de Kovats esenciales tales de la planta
= § = | (Martinez, 2003). " | como: Anacardium
S £ monoterpenos, occidentale
2 sesquiterpenos y *Comparacion
=3 diterpenos. de los espectros
g de masas con la
O base de datos
Nist 05, Wiley
6ta edicion.
Cepas
Grampositivas:
-Staphylococccus
aureus ATCC
Capacidad que tiene 25923
z un agente de inhibir o -Enterococcus
B eliminar el crecimiento | -Método de faecalis ATCC
2 2 | de un microorganismo | difusién de Kirby- | 29212 .
@ c ) . -Sensible
o & | ante un farmaco o una | Bauer en disco 0
= g droga en especifico | de pozos. Cepas -Resistente
= =3 (antibidtico), el cual Gramnegativas:
2 O | puede ser producido de -Escherichia coli
3
<

sintética (Pedraza vy
Castellanos, 2009).

-Pseudomonas
aeruginosa ATCC
27853

- Klebsiella
pneumoniae ATCC
23357

Fuente: Elaboracion propia. (Duque, 2018)
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Sistema de hipétesis
Este estudio corresponde con una investigacion confirmatoria, en este sentido se

propone las posibles respuestas a la pregunta de investigacion.

Hipdtesis Alternativa (Ha):

Existe una relacion causal entre la composicion quimica del aceite de Anacardium
occidentale y la actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Pseudomonas

aeuroginosa.

Hipatesis Nula (Ho):
No existe una relacion causal entre el aceite de Anacardium occidentale y la
actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeuroginosa.
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CAPITULO Il
MARCO METODOLOGICO
Tipo de investigacion

El proceso investigativo realizado, responde a un estudio confirmatorio; el cual de
acuerdo con Hurtado, (2007) “...requiere de una explicacion previa o una serie de
supuestos o hipotesis. Su objetivo es verificar una o mas hipotesis derivadas de una

teoria, a partir de la experiencia directa.”.

Disefio de Investigacion

Para la presente investigacion se asumio el disefio experimental, debido a que se
confirm¢ la actividad antibacteriana del aceite de Anacardium occidentale mediante
algunos métodos con determinadas condiciones; de tal forma que se pudo observar
sus reacciones o efectos frente a las cepas que se estudiaron. En este sentido, fue
necesario la manipulacion y control de las variables.

El disefio alude a las decisiones que se toman en cuanto al proceso de recoleccion
de datos y de experimentacion en el caso de las investigaciones confirmatorias como
la que se presenta en este proyecto, que permitan a la investigadora lograr la validez
interna de la investigacion, es decir, tener un alto grado de confianza de que sus

conclusiones no son erradas. (Hurtado, 2007).

Poblacion y Muestra
De acuerdo con Hernandez, Fernandez, y Baptista, (2003) la unidad de estudio es
lo primero que se debe definir, es decir sobre el qué se van a recolectar datos; en este
caso fue sobre la planta Anacardium occidentale situada en el jardin botanico de la

UNET, se dispuso para el andlisis el Laboratorio del Instituto de Investigaciones de
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la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Laboratorio de Investigaciones de Bioquimica

General de la Universidad de Los Andes, desde enero de 2018 hasta mayo 2019.

La muestra en esta investigacion corresponde con lo que plantean Hernandez y
cols., (2003) como muestra no probabilistica; estuvo representada por las hojas del

Anacardium occidentale.

Sistema de Variables
Hernandez y cols., (2003) definen las variables como una propiedad que puede
variar y cuya variacién es susceptible de medirse u observarse.

Entre la diversidad de variables se pueden mencionar; las variables dependientes,
la cual de acuerdo con estos autores “no se manipula, sino que se mide para ver el
efecto que la manipulacion de la variable independiente tiene en ella.” (pag. 190); en
esta investigacion se representd la variable dependiente por la actividad

antibacteriana.

Las variables independientes representan los tratamientos o condiciones que el
investigador controla para probar sus efectos sobre algin resultado ésta se manipula
durante el curso de la investigacion a fin de entender los efectos de tal manipulacion
sobre la variable dependiente, en esta investigacion la variable independiente estuvo
representada por la composicion quimica del aceite esencial de Anacardium

occidentale.

Técnicas y Procedimientos de la investigacion
Recoleccion de la planta y preparacion previa del material vegetal
La especie vegetal Anacardium ocidentalese recolectd en el Jardin Botanico de la
Universidad Nacional Experimental del Tachira, Venezuela, fue identificada
botanicamente en el Herbario de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes. Se realizd examen y separacion manual de las partes

deterioradas. El material vegetal fresco utilizado fue de 1000g.
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En la figura N° 6 se puede observar como se realizé el pasaje del material vegetal.

T3

Figura 6. Pesaje de las hojas frescas de Anacardium occidentale

Obtencidn del aceite esencial

Una vez recolectada y preparada la planta, se licud (Figura N° 7) y se someti6 a un
proceso de hidrodestilacion (Figura N° 8) con la intencion de obtener el aceite
esencial concentrado por arrastre con vapor, en este procedimiento se logr6 obtener
un total de 1,5 mL de aceite esencial concentrado de Anacardium occidentale, el cual
se almacend en un frasco bajo condiciones idéneas de temperatura (4-6 °C) para

evitar su degradacion.

Figura 7. Licuadora industrial METVISA. Figura 8. Hidrodestilacion.
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Andlisis de identificacion del aceite esencial

Para el analisis de identificacion se emple6 un cromatografo Hewlett-Packard
modelo 5973 serie I, el cual se puede observar en la figura N° 8, equipado con
columna capilar HP-5 MS (30 m de longitud, de 0,2 mm de didmetro interno, con un
espesor de pared de 0,25 um). La temperatura del puerto de inyeccion fue de 230°C y
la del cuadrupolo 150 °C. Se utiliz6 helio como gas portador, a un flujo de 0,9
mL/min ajustado a una velocidad lineal de 34 m/s. La energia de la fuente de
ionizacion fue de 70 ev con un rango de barrido de 40-500 amu a 3.9 scans/s. Se
inyect6 1,0 ul del aceite diluido en éter dietilico con una relacion de split de 1:100.
Llevando a cabo la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG/EM). La identificacion de los componentes del aceite se realizd por
comparacion de sus espectros de masas con los reportados en la base de datos de la
libreria Wiley 6ta Edicion y los indices de Kovats reportados en la literatura.

=

Figura N° 9. Cromatografo de gases, Hewlett-Packard.

Evaluacion de la actividad antibacteriana del aceite esencial
Microorganismos de ensayo

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana se seleccionaron 5 especies
bacterianas: 2 especies de bacterias grampositivas y 3 especies de bacterias

gramnegativas, empleando en todos los casos cepas de referencia internacional
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pertenecientes a la Coleccién de Cultivos Tipo Americano (ATCC) y éstas se
obtuvieron del cepario del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis del Estado Meérida, las cuales son:
% Cepas Grampositivas:

Staphylococcus aureus ATCC 25923
. Enterococcus faecalis ATCC 29212

% Cepas Gramnegativas

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
. Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC 23357

Preparacion de in6culos

La preparacion se realizd a partir de cultivos puros y frescos en un medio de
cultivo bésico; se procedié a tomar una pequefia cantidad de colonias con un asa en
aro para luego ser suspendidas en una solucion de Cloruro de sodio (NaCl) al 0,85 %
estéril, hasta alcanzar la turbidez equivalente al patron 0,5 McFarland
(10678UFC/mL).

Evaluacion de la actividad antibacteriana por el método de difusion en agar

El in6culo preparado anteriormente se sembrd en la superficie del agar con un
hisopo estéril. Se colocaron discos de papel de filtro de 6 mm de diametro a los que
se les adicionaron 10 pL del aceite esencial obtenido de Anacardium occidentale; con
su respectivo control negativo (DMSO: disco con solvente dimetil sulféxido). El
control positivo estd representado por discos de antibacterianos comerciales que

inhiben el crecimiento de los microorganismos a ensayar:
+«+ Discos de antibiotico comercial para las bacterias Grampositivas:

. Para Staphylococcus aureus: Eritromicina.
. Para Enterococcus faecalis: Ampicilina.
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X/

++ Discos de antibiotico comercial para las bacterias Gramnegativas:
. Para Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa:

Piperacilina

Preparacion de las placas e inoculacion

En las placas de Petri se colocaron 20 mL del preparado de agar Mueller Hinton
estéril dejandose solidificar a temperatura ambiente. Una vez preparadas las placas se
inocularon en forma homogénea en la superficie de cada una de ellas con los indculos

bacterianos, utilizando para ello un hisopo de algodén estéril. (Velasco y cols., 2007)

Colocacion de los discos impregnados
Una vez que las placas fueron debidamente inoculadas, sobre la superficie se
colocaron en forma equidistante los discos impregnados con el aceite esencial de

Anacardium occidentaley los controles negativo y positivo.

Preincubacion e incubacion
Después de la colocacion de los discos en las placas de agar Mueller Hinton, éstas
se preincubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos y a continuacién se

incubaron a 37°C durante 24 a 48 horas en la estufa. (Rondén y cols., 2006)

Lectura de las pruebas

Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedié a inspeccionar cada una de las
placas. Se consider6 como resultado positivo o sensible (actividad antibacteriana)
cuando un halo de inhibicién del crecimiento microbiano se observaba alrededor del
disco, dicho halo fue medido y se expreso la magnitud de la medicion en milimetros.
En el caso contrario, la ausencia del halo de inhibicion se interpreté como negativo o

resistente (sin actividad antibacteriana).
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Concentracion minima inhibitoria (CMI)

La determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) se realizé con
aquellos microorganismos que mostraron zonas de inhibicion, siguiendo la
metodologia descrita por Ronddn y cols.,(2005).

La CMI se realiz6 diluyendo el aceite con el solvente dimetil sulfoxido (DMSO)
se seleccion6 dicho solvente por cuanto no afecta el crecimiento bacteriano; las
diluciones preparadas fueron de concentraciones: 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20,
10, y 5 pg/ml. Posteriormente se impregnaron los discos de papel de filtro con
10pL de cada dilucion y consecutivamente se dispusieron de manera equidistante en
la superficie del agar, se llevaron a incubacion durante 24 h a 37 °C, transcurrido éste
tiempo se procedid a observar si habia actividad antibacteriana (visible por la
aparicion de halos de inhibicion) y se procedié a medir los halos de inhibicién del

crecimiento bacteriano (Rondon y cols., 2005).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
Resultados
Obtencion del aceite esencial

Las hojas de Anacardium occidentale fueron pesadas (1 Kg) y posteriormente
sometidas a un proceso de hidrodestilacion por arrastre de vapor empleando para ello un
aparato Clevenger, con la finalidad de extraer el aceite esencial. A partir de esta técnica
se obtuvo 1,5 mL, lo que corresponde a un rendimiento de 0,15 %. Las caracteristicas
observadas en el aceite fueron: color amarillo claro, aspecto transparente, y olor

caracteristico.

Andlisis de identificaciéon del aceite esencial

El estudio realizado empleando el método de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas permitio la identificacion de los componentes presentes en el
aceite esencial del Anacardium occidentale, identificandose exitosamente el 99 % de
la muestra. Se hallaron e identificaron los 10 componentes presentes, los cuales se
describen en la tabla N° 4, se muestran las estructuras quimicas de todos los
componentes identificados en la figura N° 10. EI componente mayoritario del aceite
esencial es el 5-3-careno constituyendo un 79,73 % de la muestra total. Todos los
componentes identificados se clasifican como terpenos, especificamente
monoterpenos, los cuales fueron reclasificados y se muestran en el grafico N° 1,
siendo Monoterpenos Hidrocarbonados No Oxigenados (5 %) dentro de los que se
encuentran el a-pineno, el (Z)-p-ocimeno y el (E)-B-ocimeno; Monoterpenos
Monociclicos (12 %) constituidos por el a-felandreno, el a-terpineno, el limoneno, el
y-terpineno y el a-terpinoleno y Monoterpenos Biciclicos (83 %) representados por el

a-pineno y el 5-3-careno.
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Tabla N° 4. Composicion quimica del aceite esencial de Anacardium occidentale.

N° Componente TR % IKcal | IKtab
1 a-pineno 5,138 2,26 939 932
2 Mirceno 6,373 3,08 984 088
3 a-felandreno 6,752 0,98 996 1002
4 6-3-careno 6,959 79,73 1002 1008
5 a-terpineno 7,067 1,23 1005 1014
6 (2)-p-ocimeno 7,290 0,76 1012 1032
7 Limoneno 7,381 1,08 1014 1024
8 (E)-p-ocimeno 7,878 0,78 1034 1044
9 y-terpineno 8,209 0,74 1049 1054

10 a-terpinoleno 9,068 7,87 1085 1086

Nota. TR: Tiempo de retencion; IK: indice de Kovats.

Fuente: Proceso investigativo.

erceno
a-pineno a-phellandrene
8-3-carene a-terpineno (2)-B-ocimene Limoneno
H
(E)-B-ocimene
a-terpinoleno
y-terpineno

Figura N° 10. Estructuras quimicas componentes del aceite esencial A. occidentale.
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Monoterpenos

hidrocarbonados

no oxigenados
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Monoterpenos
monoclicos
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Monoterpenos
biciclicos
83%

Gréfico N° 1. Clasificacion de los compuestos hallados en el aceite esencial del

Anacardium occidentale.

Mirceno
3%

a-Terpinolen
8%

6-3-Carene
80%

Grafico N°2. Componentes mayoritarios presentes en el aceite esencial del

Anacardium occidentale.
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A continuacion se indican en la tabla N°6 los items que se observaron y se reportaron
en cuanto a las caracteristicas especificas del aceite esencial obtenido de las hojas del

Anacardium occidentale.

Tabla N° 5. Caracteristicas organolépticas, fisicas y quimicas obtenidas del

aceite esencial de Anacardium occidentale.

Caracteristica aceite esencial

Anacardium occidentale

Aspecto Transparente
Color Amarillo claro
Olor Caracteristico
Peso de hojas () 1000,00
Volumen del aceite (mL) 1,5
Rendimiento % 0,15
Componente mayoritario d-3-careno

Fuente: Proceso investigativo.

Evaluacion de la actividad antibacteriana

El ensayo con el aceite esencial puro de la especie Anacardium occidentale
mediante el método de difusién del disco en agar, mostré actividad antibacteriana
contra cepas ATCC, obteniéndose los siguientes halos de inhibicion: en el ensayo con
Escherichia coli halo de 9 mm, para Staphylococcus aureus de 9 mm, Pseudomonas
aeruginosa de 8mm y en Enterococcus faecalis el halo de inhibicion obtenido fue de
23 mm. El aceite esencial fue probado también en cepas ATCC de Klebsiella
pneumoniae sin mostrar actividad antibacteriana.

Los controles positivos para las cepas ensayadas se usaron segun lo establecido
por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), el cual indica el tipo
de antibidtico que debe usarse para cada especie. En la tabla N° 8 se muestran los
reportes obtenidos para cada antibidtico ensayado en los microorganismos.

En el presente ensayo, el aceite esencial presentd halos de inhibicion un poco
mayores al didmetro del disco (6 mm) y menores que los controles positivos que se

emplearon.
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Para la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de Anacardium occidentale se procedi6 a realizar diluciones de
concentraciones 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 y 5 ppm, a partir de las cuales
se llevé a cabo el método de difusién del disco en agar, tomando 10 pl de cada
dilucion para impregnar los diferentes discos empleados en el ensayo.

Este ensayo indico la concentracién minima inhibitoria para los microorganismos

en estudio, los cuales se reflejan en la tabla N° 6.

Tabla N° 6. Concentraciones minimas inhibitorias obtenidas.

Microorganismo Concentracion minima inhibitoria
(ppm)

Escherichia coli 5

Staphylococcus aureus 20

Pseudomonas aeruginosa 5

Klebsiella pneumoniae -

Enterococcus faecalis 5

Fuente: Proceso investigativo.

El ensayo de la actividad antibacteriana y los resultados obtenidos del mismo se
reflejan en la tabla N° 7, en la cual se pueden ver los halos de inhibicién hallados en
cada caso ademéas se muestran los halos de inhibicion obtenidos en el caso de los

controles positivos.
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Tabla N° 7. Actividad antibacteriana del aceite esencial de Anacardium

occidentale frente a cepas ATCC.

Concentracién Microorganismos ATCC
(ppm) Zonas de inhibicién (mm)
S.aureus | E. faecalis | E. coli K. pneumoniae | P. aeruginosa

100 7 7 7 NI 8
90 7 7 7 - 8
80 7 7 7 - 8
70 7 7 7 - 8
60 7 7 7 - 7
50 7 7 7 - 7
40 7 7 7 - 7
30 NI 7 7 - 7
20 - 7 7 - 7
10 - 7 7 - 7
5 - 7 7 - 7
AP 9 23 9 - 8
CP 32 32 27 27 27

AP: Aceite puro. CP: Control positivo. NI: No inhibio.

Fuente: Proceso investigativo.

Discusién

La obtencion del aceite esencial de las hojas del Anacardium occidentale se llevd
a cabo por el método de hidrodestilacion, obteniendo un rendimiento de 0,15 %. Con
respecto a las caracteristicas organolépticas obtenidas en el presente estudio no son
comparables con los trabajos empleados como sustento en esta investigacion puesto a

la diferencia en las técnicas empleadas para la obtencidn del aceite esencial.
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Los componentes identificados en la presente investigacion del aceite esencial de
las hojas del Anacardium occidentale coinciden con estudios anteriores a pesar de las
diferencias geograficas, en cuanto a que la mayor proporcion del aceite esencial esta
constituida por monoterpenos.

En el presente estudio se obtuvo que el aceite esencial de las hojas de Anacardium
occidentale esta constituido por monoterpenos en su totalidad, mientras que Dzamic y
cols., (2009) en su trabajo de investigacion hallaron que los monoterpenos constituian
un 62,6 % del aceite obtenido, seguido de los sesquiterpenos que conformaron un
31,1 %; por otra parte Montanari y cols., (2012) indican que el aceite esencial hallado
en su estudio estaba constituido por 80,7 % por sesquiterpenos hidrocarbonados, 4,7
% por monoterpenos hidrocarbonados, asi como los sesquiterpenos oxigenados
constituyeron un 3,8 %.

Los estudios que se han realizado sobre la identificacion de la composicion del
aceite esencial de las hojas del A. occidentale confluyen en varios de los componentes
presentes existiendo diferencias en las proporciones en las cuales se encuentran
presentes, hecho que pudiera deberse a las variaciones geoambientales de las
localidades de las cuales se obtuvieron las muestras de la especie vegetal en estudio.

Por otra parte, una de las investigaciones que sirven como antecedente al estudio
encontr6 como componente mayoritario el B-felandreno (42,7 %), seguido del B-
cariofileno (4,4 %), continua con el a-pineno (4,3 %) Dzamic y cols., (2009).
Mientras que Jesumoronti y cols., (2015) revelan en su investigacion como
componente mayoritario el B-cariofileno (17.36 %), hallandose luego el a-copano
(13.50 %), seguido del germacreno D (10.67 %), el germecreno B (9.93 %) y gamma-
cadineno (8,17 %).

Estas investigaciones fueron realizadas en Nigeria, sin embargo la obtencién de la
muestra vegetal en los dos casos fue de zonas y tiempos diferentes, por cuanto a pesar
de hallar similitudes, se logra observar notoriamente diferencias porcentuales en la
composicion del aceite esencial del Anacardium occidentale. Montanari y cols.,

(2012) realizaron un estudio en Brasil en el cual hallaron como componentes
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mayoritarios al (E)-cariofileno (15,42 %), continuado con el germacreno-D (11,50 %)

y el a-copaeno (10,30 %).

Al comparar los resultados referidos en dichos estudios con los obtenidos en la
presente investigacion se puede notar una marcada diferencia en los componentes
mayoritarios, los cuales en esta investigacion estdn conformados por el 8-3-carene
(79,73 %), seguido por el a-terpinoleno (7,87 %). EI componente mayoritario del A.
occidentale hallado en esta investigacion fue determinado también como el
componente mayoritario del Myracrodruon urundeuva, en el estudio realizado por
Montarani y Cols., (2012) con un 78,80 %, cabe destacar que dicha especie es

perteneciente a la familia Anacardiaceae.

El componente 8-3-carene no ha sido ampliamente investigado, sin embargo se
puede decir que se le atribuye actividad bronco constrictora, capacidad irritante y la
actividad con mayor relevancia para este estudio, actividad antibacteriana. Esta
actividad antibacteriana se muestra estrechamente relacionada con su naturaleza
hidréfoba-lipofilica lo que le permite atravesar con mayor facilidad la membrana
bacteriana generando dafios a éste nivel que se traducen en una mecanismo de accion

antibacteriano (Montanari y Cols., 2012).

Si bien los mecanismos por los cuales los aceites esenciales inducen una actividad
antibacteriana no han sido muy bien dilucidados, el estudio realizado por Montanari y
Cols., (2012) constituye un precedente relevante el cual dirige la atencion hacia el
efecto producido por el aceite esencial a nivel de la membrana bacteriana,

denominada por los autores como una peroxidacion de los lipidos.

Ahora bien, en cuanto a la actividad antibacteriana en el presente estudio se
definié como aquella capacidad que poseen algunos agentes de inhibir o eliminar el
crecimiento de las bacterias y se evalu6 empleando el método de difusion del disco en
agar. En este sentido es importante mencionar que diversos autores han realizado
estudios en los cuales queda en evidencia la presencia de actividad antibacteriana en

extractos y aceites obtenidos de hojas, flores, frutos, nuez y corteza del tronco del

55



Anacardium occidentale, aunado a ello se ha descrito también actividad antiflngica,
capacidades que se adjudican mayormente a la presencia de metabolitos en sus

componentes con actividad farmacologica y bioldgica.

Dentro de los estudios que sirven como soporte a esta investigacion, en cuanto a
los ensayos de actividad antibacteriana realizados a partir el aceite esencial del A.
occidentale Ponce, (2011) investigo la actividad antibacteriana presente en el aceite
esencial del A. occidentale obtenido a partir de la cascara de la nuez, los resultados
obtenidos por el autor destacan una accion antibacteriana marcada frente a S. mutans,
evidenciada por formar halos de inhibicion del crecimiento bacteriano mayores a 21
mm, siendo mas activo que el control positivo empleado en dicho estudio
(Clorhexidina 0,12 %). Tello, (2011) quien también investigd la capacidad
antibacteriana del aceite de la cascara de la nuez, reveld en sus resultados el gran
potencial que representa el mismo, puesto que la actividad antibacteriana demostrada
por el aceite en estudio fue de halos de inhibicion mayores a 13 mm frente a S.
aureus, coincidiendo con Ponce, (2011) en poseer mayor accion antibacteriana que la

Clorhexidina empleada como control positivo en el ensayo.

En esta investigacion el aceite esencial obtenido de las hojas del Anacardium
occidentale se ensayo0 frente a 5 cepas ATCC, dos de ellas grampositivas (S. aureus y
E. faecalis) y tres cepas gramnegativas (P. aeruginosa, E. coli y K. pneumoniae);
ensayo en el cual se observO la capacidad presente en el aceite esencial del A.
occidentale de inhibir el crecimiento bacteriano, lo que demuestra la actividad
antibacteriana presente en el mismo. Se realizd el ensayo tanto del aceite puro como

de diluciones del aceite esencial con DMSO.

Los resultados obtenidos fueron halos de inhibicién para el caso de S. aureus de 9
mm en el aceite puro y en las diluciones de 7 mm, en el caso de E. faecalis el aceite
puro mostrd una actividad antibacteriana marcada con un halo de inhibicion de 23
mm y en las diluciones un halo de inhibicion de 7 mm, para E. coli se obtuvo en el

aceite puro un halo de inhibicién de 9 mm y de las diluciones 7 mm, y finalmente
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para P. aeruginosa el aceite puro mostr6 un halo de inhibicion de 8 mm vy las
diluciones halos entre 7-8 mm. En esta investigacion se realizé el ensayo del aceite
puro obtenido de las hojas del Anacardium occidentale frente a cepas de K.
pneumoniae, sin embargo no se observo inhibicion del crecimiento de esta bacteria,

lo que indica la resistencia que posee la bacteria frente al aceite esencial ensayado.

En la tabla N° 8 se muestra de manera resumida la comparacion de los
resultados obtenidos en la presente investigaciéncon respecto a los trabajos que

sirvieron como sustento de la misma.

Finalmente es destacable indicar que se determinaron las concentraciones minimas
inhibitorias a las cuales el aceite esencial tuvo la capacidad de inhibir los
microrganismos ensayados, siendo estos: para S. aureus 40 ppm, E. faecalis 5 ppm,

E. coli 5 ppm y P. aeruginosa 5 ppm.

Tabla N° 8. Comparacion de resultados de actividad antibacteriana del A.

occidentale.
lé%‘i‘;;’ Ponce (2011) Tello (2011)
Microorganismos
AE- Hojas AE- Cérllsuc:Zra de la AE- Cé;]sucszra de la
S. aureus 9 mm - 13 mm
E. faecalis 23 mm - -
E. coli 9 mm - -
K. pneumoniae NI - -
P. aeruginosa 8 mm - -
S. mutans - 21 mm -

AE: Aceite esencial. NI: No inhibid.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Empleando el método de hidrodestilacion por arrastre de vapor se obtuvo el
aceite esencial de la muestra vegetal, obteniendo 1,5 ml lo que implica un

rendimiento del 0,15 %.

Mediante el método de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas se logré analizar el 99 % de la muestra, identificando 10 componentes,
siendo los componentes mayoritarios el 3-3-careno con un 79,73 %, el a-
terpinoleno con un 7,87% y el Mirceno con 3,08%. Se identificaron 10
componentes presentes en la mezcla, los cuales corresponden en su totalidad a

monoterpenos.

Se determino que el aceite esencial presenta actividad antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus con una CMI de 40 ppm, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus faecalis con una CMI de 5 ppm.

Se determin6 que el microorganismo Klebsiella pneumoniae presenta
resistencia a la accion antibacteriana presente en el aceite esencial del

Anacardium occidentale.

Los resultados obtenidos en cuanto a la identificacién del aceite esencial del

Anacardium occidentale representan un aporte importante, dadas las
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variaciones halladas por las diferencias geograficas y ambientales del sitio de

recoleccion de la planta en estudio.

La actividad antibacteriana dada por el aceite puro mostr6 una eficacia
ligeramente mayor aunque no muy significativas en el caso de E. coli, S.
aureus y P. aeruginosa que las diferentes diluciones, mientras que en el caso
de E. faecalis el aceite puro presenté mayor actividad antibacteriana que las

diversas diluciones obteniéndose un halo de inhibicion de 23mm.

La investigacion representa un aporte al conocimiento de la actividad
antibacteriana presente en el aceite esencial frente a S. aureus, E. faecalis, E.
coli y Pseudomonas aeruginosa y asimismo una altenativa terapéutica de
enfermedades causadas por bacterias resistentes a los antibioticos

tradicionales.
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=

Recomendaciones

Ensayar otros métodos de extraccion del aceite esencial que exhiban mayor

rendimiento de obtencion.

Ensayar el aceite esencial obtenido de las hojas del Anacardium occidentale

frente a otras bacterias asi como frente a hongos.

Investigar la composicion y actividad antibacteriana del Anacardium

occidentale recolectada en otras localidades del pais.

Ensayar la actividad antibacteriana mediante la técnica de difusion en pozo
modificada para determinar si algunos compuestos polares del aceite esencial

no quedaron retenidos en el papel de filtro.
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