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Resumen

Staphylococcus epidermis es una bacteria aerobia que se propaga mediante
alguna fisura que se encuentre en la piel. A partir de la desacetilacion de la quitina
se obtiene el quitosano, un biopolimero soluble en soluciones acuosos acidas,
biodegradable, biocompatible y no toxico, este biopolimero es ideal para la
elaboracion de peliculas utilizadas en la industria alimenticia y biomédica. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto inhibitorio del quitosano con
aceites esenciales contra Staphylococcus epidermis mediante los métodos
bactericidas y bacteriostaticos. Para el método bacteriostatico se colocaron
sensidiscos con las soluciones a evaluar en una caja petri con medio MH vy
haciendo un tapete microbiano con el indculo de la bacteria de interés, mientras
que para el bactericida utilizando una microplaca se mezclé medio MH, la bacteria
e individualmente en tres diferentes concentraciones cada aceite, asi como el
quitosano al 1% y el acido acético. Los resultados demostraron que el aceite de
clavo detuvo el crecimiento de Staphylococcus epidermis, pero no lo erradico, por
otro lado, el aceite de tomillo no permitié el crecimiento de la bacteria, por lo tanto,
su efecto es bacteriostatico, el quitosano al 1% y el acido acético mostraron
propiedades tanto bactericidas como  bacteriostaticas a  diferentes
concentraciones. Con ayuda de los resultados obtenidos podemos observar
nuevas alternativas para el tratamiento de infecciones por bacterias sin el uso de
antibiéticos incorporando biopolimeros que se encuentran de manera abundante

en la naturaleza.

Palabras clave: bacteria, biopolimero, bactericida, bacteriostatico, aceite de

tomillo, aceite de clavo.



Abstract

Staphylococcus epidermis is an-aerobic bacterium that spreads through a break in
the skin. Chitosan is obtained from the deacetylation of chitin, a soluble biopolymer
in aqueous solutions, biodegradable, biocompatible and non-toxic. This biopolymer
is ideal for making films used in the food and biomedical industries. The objective
of this work was to evaluate the inhibitory effect of chitosan with essential oils
against Staphylococcus epidermis using bactericidal and bacteriostatic methods.
For the bacteriostatic method, sensidisks with the solutions to be evaluated were
placed in a petri dish with MH medium and making a microbial mat with the
inoculum of the bacterium of interest, while for the bactericide using a microplate,
MH medium was mixed, the bacterium and individually in three different
concentrations each oil, as well as 1% chitosan and acetic acid. The results
showed that clove oil stopped the growth of Staphylococcus epidermis, but did not
eradicate it, on the other hand, thyme oil does not allow the growth of the bacteria,
therefore, its effect is bacteriostatic, chitosan at 1 % and acetic acid showed both
bactericidal and bacteriostatic properties at different concentrations. With the help
of the results obtained, we can observe new alternatives for the treatment of
bacterial infections without the use of antibiotics, incorporating biopolymers that are

found abundantly in nature.

Keywords: bacterium, biopolymer, bactericide, bacteriostatic, thyme oil, clove oil.
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1. Introduccion

Staphylococcus epidermis es un microorganismo que esta en constante evolucion,
fue considerado por mucho tiempo como un germen contaminante de cultivos. Sin
embargo, ahora se le reconoce como un patégeno importante y es considerado el
agente causal de diferentes afecciones clinicas, entre ellas: Infecciones urinarias
intrahospitalarias, bacteriemia en pacientes inmunosuprimidos, infecciones de
dispositivos médicos o cuerpos extrafios (Garcia, et al., 2003), esta especie de
bacterias aerobias se propagan a través del contacto entrando a los organismos
mediante alguna fisura que se encuentre en la piel, puede ser desde una herida

grande hasta un grano.

La quitina se encuentra de manera abundante en la naturaleza, en exoesqueletos
de crustaceos, insectos y en algunos hongos filamentosos, sin embargo, los
exoesqueletos son es la fuente mas accesible, en especial los crustaceos marinos
Como cangrejos y camarones ya que se encuentran disponibles como desecho de
la industria marisquera. Los crustaceos son la mayor fuente de quitina a nivel
industrial con una producciéon de entre 2.200 Ton. El contenido de quitina en
crustaceos varia entre 2—12% del total de masa corporal, el contenido de quitina,
proteina, minerales y carotenoides en el exoesqueleto de crustaceos varia
dependiendo de la especie, parte del organismo, estado de nutricion y ciclo
reproductivo, el exoesqueleto contiene alrededor del 15— 40% de quitina
(a—quitina) (Colina, et al., 2014).

Puede emplearse como material biestable, este biopolimero es biocompatible,
biodegradable, con propiedades antimicrobianas. Debido a su estructura lineal de
unidades repetidas del mondémero (1 —4)-B-N-acetil glucosamina, es ideal en las
aplicaciones como biosorbente de iones de metales pesados presentes en aguas

residuales (Alcantara & Vilaseca, 2017).

A partir de la desacetilacién de la quitina se obtiene el quitosano, un biopolimero
soluble en soluciones acuosos acidas, biodegradable, biocompatible y no téxico.

Los materiales elaborados con este biopolimero tienen un futuro prometedor, ya



que cuentan con diferentes aplicaciones en las areas del campo biotecnologico y
biomédico, debido a que algunos investigadores probaron su actividad
antimicrobiana en la industria alimenticia, mientras que otros evaluaron su
biodistribucién y los tiempos de retencion en la industria farmacéutica. En areas
como la ortopedia y odontologia, se ha evaluado la capacidad osteo-integradora
que potencializa a estos polimeros para la fabricacion y evaluacién de
plataformas para crecimiento celular y, cirugias periodontales al evaluarse en
forma de geles e hidrogeles inyectables, como componente de compuestos en
cementos para rellenos o6seos y recubrimientos bioactivos que mejoran el

comportamiento de los implantes (Escobar, et al., 2013).

La biodegradabilidad y actividad antimicrobiana hacen a este biopolimero ideal
para la elaboracion de peliculas utilizadas en la industria alimenticia y biomédica
(Espinosa, et al., 2020). El efecto antimicrobiano del quitosano se atribuye a la
capacidad quelante y a la presencia de un grupo amino con carga positiva que
puede interactuar con los compuestos de carga opuesta que estan presentes en la
superficie de los microorganismos. Especificamente, el grupo amino (-NH,) toma
una carga formal positiva a pH inferiores de 6.3 (-*“NH;) ofreciendo un caracter
catidonico al polimero de quitosano, esta densidad de carga interactua con las
cargas negativas de la pared celular de los microorganismos, generando un
rompimiento o lisis de estas estructuras, que lleva a la pérdida de
compuestos proteicos y  otros constituyentes intracelulares (Valencia,
2015). El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto inhibitorio del
quitosano con aceites esenciales contra S. epidermis mediante los métodos

bactericidas y bacteriostaticos.
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2. Justificacion

En la actualidad debido al uso desmedido de antibi6ticos las bacterias han
generado resistencia a estos, por lo tanto, los ingenieros en biotecnologia no
pueden descansar en la busqueda de alternativas para reemplazar el uso de
antibioticos, es por ello por lo que pensar en diferentes métodos como lo son los
biopolimeros se vuelve una idea novedosa, un ejemplo de biopolimero es el
quitosano. En la actualidad, el quitosano promete ser un biopolimero versatil que
puede ser utilizado en multiples campos de la ciencia, promete nuevas
aplicaciones biotecnologicas y cada vez podemos encontrar nuevas propiedades

fisicoquimicas a las que se les puede dar un uso interesante.

En México, el camardn es la principal especie en la produccidén pesquera, siendo
el estado de Sinaloa el principal productor, seguido por Sonora y Tamaulipas
(SIAP, 2014), gracias a esto ha habido un incremento en el interés por descubrir y
explorar todas las aplicaciones que puedan existir de la quitina y el quitosano, ya
que cuenta con unas excelentes propiedades, es un biopolimero prometedor y un
plus es que debido a su composicion es amigable con el medio ambiente y
ayudara a aprovechar lo que de otra manera seria considerado un residuo como lo

son los exoesqueletos de los crustaceos.
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3. Objetivo general

Evaluar el efecto inhibitorio del quitosano con aceites esenciales contra

Staphylococcus epidermis mediante los métodos bactericidas y bacteriostaticos.

4. Hipotesis

El quitosano con aceites esenciales logra inhibir Staphylococcus epidermis en

pruebas in vitro.

12



5. Marco teorico

5.1. Staphylococcus epidermis (S. epidermis)
S. epidermis es un patdégeno oportunista importante, principalmente en pacientes
que presentan inmunocompromiso o aquéllos a quienes se les han implantados
dispositivos médicos como catéteres intravasculares, valvulas cardiacas o proétesis
articulares. Las infecciones que causa S. epidermis son cronicas y persistentes
por su capacidad de formar biopelicula en superficies bidticas y abiéticas (Ortega
& Franco, 2014).

“‘“Aunque esta bacteria puede usar glucosa para crecer en condiciones
anaerdbicas, en condiciones aerodbicas, la produccion de acido se produce a partir
de diferentes carbohidratos (fructosa, maltosa, sacarosa y glicerol)’
(Ebrahimzadeh, et al., 2014).

S. epidermis es un coco Gram positivo que microscépicamente se observa como
racimos de uvas; a diferencia de S. aureus, esta bacteria no produce la enzima
coagulasa. S. epidermis generalmente es una bacteria inocua, ya que forma parte
del microbiota de la piel y mucosas de los mamiferos, pero bajo ciertas
circunstancias, algunas cepas pueden actuar como patdégenos oportunistas. Hasta
el momento, el principal factor de virulencia que se le conoce a esta bacteria es la
capacidad de formar biopelicula en distintas superficies y materiales (Ugkay, et al.,
2011).

5.2. Quitina
La quitina es, después de la celulosa, uno de los polisacaridos mas abundantes
que se pueden encontrar en la naturaleza, este puede ser encontrado
principalmente en caparazones de crustaceos, insectos y algas. “Posee una
estructura cristalina altamente ordenada y lineal de alto peso molecular constituida

por unidades de N-acetil-D-glucosamina unidas por enlaces B-D (1,4). Es

13



altamente insoluble y presenta baja reactividad.” (Marmol, et al., 2011). En la

imagen 5.2.1 se presenta la estructura de la quitina.

IMAGEN 5.2.1: ESTRUCTURA DE LA QUITINA

Los desechos del camardn (caparazon) son transformados con tecnologia en
productos de alto valor agregado como quitina, quitosan, amino azucares,
proteinas, pigmentos, entre otros, los cuales son utilizados en las industrias

cosmeética, alimentaria, agricola y farmacéutica (Salas, et al., 2017).

Entre las aplicaciones que podemos encontrar para este biopolimero es que
puede sustituir el uso de plasticos, tiene usos dentro de la industria agricola,
tratamiento de aguas, efecto antimicrobiano (Larez, et al., 2019), acelera el

proceso del cuerpo de cicatrizacién, la sintesis del quitosano, entre otras.

5.2.1. Desacetilacion de la quitina
La quitina presenta poca solubilidad, pero se puede aplicar un proceso de
desacetilacion para cambiar este defecto, y de esta manera poder darle mas usos.
Cuando se somete a un proceso llamado “desacetilar”, que significa quitar de la
quitina parte de su estructura, el grupo acetilo, por tratamiento con alcali fuerte a
altas temperaturas para obtener quitosano (Marmol, et al., 2011).

La reaccion de desacetilacion es la que se muestra en la ilustracion 5.2.2.

14
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IMAGEN 5.2.2: DESACETILACION DE LA QUITINA

5.3. Quitosano
“El quitosano fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontrd que al tratar la
quitina con una solucion caliente de hidroxido de potasio se obtenia un producto
soluble en acidos organicos y la nombrd “quitina modificada”. Mas tarde, en 1894,

Hoppe—Seyler fue quien la denominé “quitosano” (de la Paz, et al., 2012).

El quitosano posee mejores propiedades de reactividad y solubilidad, los grupos
acetamido que se encuentran en la estructura de la quitina cambian a grupos
amino. Se ha descrito como un polimero catidnico lineal, biodegradable, de alto
peso molecular, de facil aplicacion y ambientalmente amigable (Marmol, et al.,
2011).

Los grupos aminos que se encuentran en la estructura, le dan la capacidad para
coagular sustancias coloidales (Campo, et al., 2018).
En la tabla 5.3.1 se mencionan las diferencias mas notables entre la quitina y el

quitosano.
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TaBLA 5.3.1: QUITINA VS. QUITOSANO

Quitina Vs. Quitosano

Diferencias Semejanzas

El quitosano cuenta con grupos amino. Ambos sirven para el tratamiento de
aguas.

La quitina se obtiene de la piel de los Son biopolimeros muy importantes

crustaceos, mientras que el quitosano se por su funcién en la industria.

obtiene a partir de esta.

El quitosano es mejor para aplicaciones Presentan estructuras de 6 carbonos.
biotecnoldgicas debido a que es mas soluble

en agua y disolventes organicos.

*Nota: Informacion adaptada de (Marmol, et al., 2011), (Salas, et al., 2017), (Larez, et al., 2019),
(de la Paz, et al., 2012) & (Campo, et al., 2018).

Es uno de los biopolimeros mas estudiados en el mundo, su estructura molecular
permite variadas modificaciones tanto mecanicas como quimicas, de las que se
pueden obtener propiedades que vislumbran un inmenso potencial de nuevos

desarrollos enfocados en su gran mayoria a los biomateriales” (Giraldo, 2015).

El quitosano presenta una gran solubilidad en sustancias acuosas, una baja
toxicidad, es inerte en el tracto intestinal de mamiferos, es biodegradable debido a
la presencia de quitinasas distribuidas ampliamente en la naturaleza en bacterias,
hongos y plantas, asi como en el sistema digestivo de diversos animales (Colina,

et al., 2014), en la figura 1.2 se muestra la estructura del quitosano.
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CH,0H

IMAGEN 5.3.1: ESTRUCTURA DEL QUITOSANO
Otro aspecto muy importante a tener en cuenta por parte del quitosano es su
facilidad de pasar de un estado fisico a otro, esta caracteristica implica una serie
de nuevos desarrollos en tan diferentes campos, que su futuro todavia no esta
escrito (Pedraza, 2015).

Después de la celulosa, la quitina y el quitosano son el segundo suministro mas
grande de biopolimeros naturales que se ha encontrado (Escobar, et al., 2013),
por lo tanto, sus usos y aplicaciones no son limitados, en la tabla 5.3.2 se

mencionan algunas areas de oportunidad y aplicaciones de este biopolimero.

TABLA 5.3.2: AREAS DE OPORTUNIDAD Y APLICACIONES DEL QUITOSANO.

Usos del quitosano en la industria:

Agricultura e Antifungicos
e Estimulador de crecimiento

e Reduce el estrés abidtico.

Hidraulica e Biocoagulantes

e Agente descontaminante

Cosmetologica e Reduccién de pérdida de agua cutanea
e Aumento de elasticidad

e Hidratante

Alimentos e Fibra dietética

e Recubrimiento

17



e Empaque

Medicina e Biomateriales

e Anticoagulante

*Nota: Informacién adaptada de (Giraldo, 2015), (Alava, 2015) & (Reyes, et al., 2020)

5.4. Aceite de clavo
“El aceite de clavo (Syzygium aromaticum), es un compuesto derivado del arbol de
clavo, es una especie perteneciente a la familia Myrtaceae, la cual se caracteriza
por habitar en ambientes principalmente tropicales. Es originaria de Indonesia, y
actualmente se cultiva en Brasil, Haiti, India, Kenia, Madagascar, Malasia,
Mauricio, México, Seychelles, Sri Lanka, Tanzania, entre muchos otros paises.
Crece en suelos ricos en humus arcillosos, asi como en suelos lateriticos (propios
de las regiones calidas, pobres en silice y altos en hierro y alumina), profundos y

sueltos” (Aguilar & Lépez, 2013).

Tiene diversas aplicaciones entre ellas podemos encontrar su efecto
antimicrobiano, gracias a esta propiedad este aceite es utilizado para tratar
infecciones causadas por bacterias y en la industria alimenticia (Calapi, 2022), se
utiiza en la medicina para como estimulo en problemas digestivos, como
antifangico en el area de agronomia (Barrera, 2015), citando a Vazquez, et al.,
2013 “cuenta con propiedades anestésicas ya que contiene un compuesto activo

que es el eugenol (4-alil-metoxifenol)”.

5.5. Aceite de tomillo
El tomillo es conocido también como Thymus Vulgaris, es un arbusto de la familia
Lamiaceae, que es perenne y aromatica, rica en aceite esencial, cuyo principal

componente es el timol (Sartoratto, et al., 2004).

El aceite de tomillo muestra actividad antifungica y antimicrobiana (Matiz, et al.,
2015) ya que su componente mayoritario que es el 1,8-cineol en un 21.5%,
seguido del B-pineno con 20% y el o-cimeno con 17.9%, asi como propiedades

antivirales, citotoxicas y antioxidantes (Rojas, et al. 2015). En cuanto a la
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agricultura este aceite esencial también ha sido utilizado como recubrimiento ya

gue actua como agente microbiano (Ordofiez, et al., 2014).

5.6. Medio Muller-Hinton
El medio de cultivo Muller-Hinton (MH), tiene presentacién como agar, asi como en
caldo, se caracteriza por permitir el crecimiento de una gran cantidad de bacterias
por los nutrientes que lo componen, es universalmente recomendado para las

pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (Barrera & Calderon, 2016).

Se utiliza MH para el procedimiento de difusién en disco estandarizado
(Matuschek, el al., 2014) y para hacer ensayos para la determinacion de
sensibilidad que algunas cepas aerdbicas de crecimiento rapido tienen frente a

ciertos antibiodticos.

En la tabla 5.6.1 se presenta la formula del medio MH agar presentada por Becton,

Dickinson and Company.

TaBLA 5.6.1: FOrRmMuLA MEDIO MH AGAR

Férmula (por litro de agua purificada)

Extracto de carne bovina 20g

Hidrolizado acido de caseina | 17.5g
Almidon 1.5¢
Agar 1709
pH final= 7.3+-0.2

Nota: Ajustada y/o suplementada para

satisfacer los criterios de rendimiento.

En la tabla 5.6.2 se presenta la formula del medio MH broth presentada por

Becton, Dickinson and Company.

TaBLA 5.6.2: FOrRMmuLA MEDIO MH BROTH

Férmula (por litro de agua purificada)

Extracto de carne bovina 20g

19



Hidrolizado acido de caseina | 17.5g
Almidon 1.5¢
pH final= 7.3+-0.2

Nota: Ajustada y/o suplementada con sales

adecuadas para proporcionar 20-25 mg/L de
calcio y 10-12.5 mg/L de magnesio, asi como

a criterios de rendimiento.

5.7. Medio Triptona- soya
El medio Triptona-soya es un medio utilizado para el crecimiento e inoculacién de
ciertos microorganismos de interés, tanto el agar como el medio liquido. Tiene un
muy buen valor nutritivo, es utilizado para el crecimiento y aislamiento de bacterias
aerobicas y anaerobicas y es un muy buen medio para observar el desarrollo de
un gran numero de microorganismos que son exigentes (Biokar, 2018). Favorece
el crecimiento de todos los microorganismos de importancia microbiolégica tanto

grampositivos como gramnegativos, hongos y levaduras.

En la tabla 5.7.1 se presenta la férmula del medio TSA presentada por Becton,

Dickinson and Company (Becton D. a., 2003).

TaBLA 5.7.1: FormuLA mEDIO TSA

Férmula (por litro de agua purificada)

Bacto Tryptone (digerido 15.0¢g

pancreatico de caseina)

Bacto Soytone (digerido papaico 59

de harina de soja)

Cloruro sodico 59
Agar 15.0¢g
pH final= 7.3+-0.2

Nota: Ajustada y/o suplementada para satisfacer los

criterios de rendimiento.

20



En la tabla 5.7.2 se presenta la formula del medio TSB presentada por Becton,

Dickinson and Company. (Becton, 2008).

TaBLA 5.7.2: FormuLA mEDIO TSB

Férmula (por litro de agua purificada)

Bacto Tryptone (digerido 15.049g

pancreatico de caseina)

Bacto Soytone (digerido papaico 3.0g

de harina de soja)

Cloruro sédico 509

Glucosa (dextrosa) 25¢g

Fosfato dipotasico de hidrégeno 25¢g
pH final= 7.3+-0.2

Nota: Ajustada y/o suplementada para satisfacer los

criterios de rendimiento.

5.8. Tubo McFarland 0.5

En 1907 Both Mcfarland introdujo el primer estandar de turbidez para uso en
bacteriologia. Esta escala consiste en replicar la turbidez que generan las
bacterias en un medio utilizando un precipitado elaborado con Cloruro de Bario y
Acido Sulfarico, para asi poder conocer un aproximado de unidades formadoras
de colonia (UFC) por mililitro gracias a la densidad éptica. Existen 10 estandares
con diferentes opacidades, los estandares de McFarland son utilizados como
patrones de turbidez en la preparacion de suspensiones de microorganismos
(Nunez, 2017).

La manera mas efectiva para comprobar si la turbidez entre el tubo patron y el que
contiene el microorganismo de interés es comparando los tubos en un fondo
conformado por lineas blancas y negras dispuestas horizontalmente para que
estas hagan contraste. Una suspension bacteriana equivalente en turbidez a la
turbidez estandar de 0,5 de McFarland contiene aproximadamente 108 bacterias
por ml. (Apéndices, 2009).

21



5.9. Método bactericida y bacteriostatico
Una sustancia antimicrobiana es aquella capaz de inhibir o destruir diferentes tipos
de microorganismos, ya sean virus, bacterias, hongos, hasta parasitos, inhibiendo
su crecimiento o destruyéndose por completo, esto se puede lograr ya sea por el
método bactericida o bacteriostatico. En la microbiologia existen estos dos
métodos para detener el crecimiento de los microorganismos, estos métodos se
llevan a cabo comunmente en pruebas de susceptibilidad in vitro, las
designaciones de bacteriostatico o bactericida pueden variar segun el tipo de

microorganismo (Cordiés, et al., 1998).

Segun Paredes & Roca, (2004) los agentes antimicrobianos se comportan de
diversas maneras: como bactericidas y bacteriostaticos. Como bactericidas,
producen la muerte de los microorganismos responsables del proceso infeccioso.
Pertenecen a este grupo los antibidticos B-lactdmicos, aminoglucésidos,
rifampicina, vancomicina, polimixinas, fosfomicina, quinolonas y nitrofurantoinas.
Como bacteriostaticos, inhiben el crecimiento bacteriano, aunque el
microorganismo permanece viable, de forma que, cuando se suspende el
tratamiento, puede volver a recuperarse y multiplicarse. El hecho de que un
agente sea bactericida o bacteriostatico depende de su mecanismo de accion v,

por tanto, de su estructura.
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6. Materiales y Métodos

6.1. Preparacion del medio TSA

a) Materiales

Balanza analitica

Frasco schott/Matraz Erlenmeyer
Espatula

Autoclave

Campana de extraccion

Papel tipo parafilm

Cajas Petri

b) Reactivos

Medio TSA en polvo
Agua

c) Preparacion

En la balanza analitica se pesaron 16 gr de TSA en polvo y se
diluyeron en 400ml de agua, después se colocd la mezcla en un
frasco schott o en su defecto un matraz con un corcho. Seguido se
esterilizé6 en autoclave por 15 min a 121 °C y 101 Pa. Una vez listo,
se dejé enfriar un poco, y en la campana de extraccion, se vertio el
contenido en cajas Petri estériles, gelificado el agar se taparon las

cajas Petri y se refrigero para su resguardo.

6.2. Preparacion medio TSB

a) Materiales

Balanza analitica

Espatula

Vaso de precipitado de 500 ml
Autoclave

Campana de extraccion

Tubos de ensayo de 10 ml

b) Reactivos
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Medio TSB en polvo

e Agua

c) Preparacion

En la balanza se pesaron 12 gr de TSB en polvo, estos se diluyeron
en 400ml de agua en un vaso de precipitado, una vez preparado el
medio se verti6 el contenido en tubos de ensayo (9 ml
aproximadamente por tubo), estos tubos se colocaron en autoclave y
se esterilizé por 15 min a 121 °C y 101 Pa. Los tubos obtenidos con

medio TSB se refrigeraron y resguardaron.

6.3. Preparacion del medio Muller-Hinton agar

Materiales

Reactivos

Balanza analitica

Frasco schott/Matraz Erlenmeyer
Espatula

Papel tipo parafilm.

Autoclave

Campana de extraccion

Cajas Petri

Medio MH en polvo
Agua

Preparacion

En la balanza analitica se pesaron 14.8 gr de MH en polvo y se
diluyeron en 400ml de agua. Se colocé la mezcla en un frasco schott
(puede ser también en un matraz con un corcho). Seguido de esto se
esterilizé6 en autoclave por 15 min a 121 °C y 101 Pa. Después se
dejé enfriar un poco, el contenido se vacié en cajas Petri estériles
dentro de la campana de extraccion. Una vez gelificado el agar se

taparon las cajas Petri, refrigeraron y resguardaron.
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6.4. Preparacion del Muller-Hinton caldo

Materiales

e Balanza analitica

e Espatula

e \aso de precipitado de 500 ml
e Autoclave

e Campana de extraccion

e Tubos de ensayo de 10 ml
Reactivos

e Medio TSB en polvo
e Agua

Preparacién

e En la balanza analitica se pesaron 8.8 gr de MH en polvo y se
diluyeron en 400ml de agua en un vaso de precipitado. Los tubos de
ensayo estaban previamente limpios y esterilizados. Después se
dejaron enfriar un poco, en la campana de extraccién, se vacio el
contenido en los tubos de ensayo (9 ml aproximadamente por tubo).
Se colocaron en autoclave para esterilizar por 15 mina 121 °C y 101
Pa. Los tubos obtenidos con medio MH broth se refrigeraron y

resguardaron.

6.5. Preparacion del quitosano al 1%
a) Materiales

e Matraz Erlenmeyer

e Probeta

e Espatula

e Balanza analitica
b) Reactivos

e Quitosano

e Acido acético 1%
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c) Procedimiento para 200 ml de quitosano al 1%.
e Se midieron 200 ml de acido acético al 1% en una probeta. Después
se pesaron 2 g de quitosano en la balanza analitica. El quitosano se
mezclo con el acido acético.

*Para fines del experimento el quitosano se esterilizé en autoclave.

6.6. Siembra de S. epidermis

Materiales

e Caja Petri con medio TSA
e Campana de extraccion

e Asa

e Mechero

e Papel tipo parafilm

e Incubadora
Reactivos

e Alcohol

e S. epidermis
Procedimiento

e En la campana de extraccion, se abrid6 una caja de siembra pura de S.
epidermis. Se remojé el asa en el alcohol y se pasd por el mechero para
esterilizar. Una vez que el asa estuvo fria, se tomé una muestra de S.
epidermis. Con ayuda del asa contaminada con S. epidermis, se realizé un
estriado por la caja Petri con TSA. La caja Petri se cerrd, contaminada, y se

colocé en la incubadora a una temperatura entre 32 y 35 °C por 48 horas.

6.7. Inoculacion

Materiales

e Campana de extraccion

e Mechero
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e Asa

e Incubadora
Reactivos

e (Caja Petri con siembra de S. epidermis
e Alcohol
e Tubo de TSB

Procedimiento

e En la campana de extraccion, se abridé la caja de siembra pura de S.
epidermis. Se remojé el asa en el alcohol y se pasd por el mechero para
esterilizar. Una vez que el asa estuvo fria, se tomé una muestra de S.
epidermis. Se introdujo el asa en el tubo con TSB. El tubo, ahora
contaminado, se coloco en la incubadora a una temperatura entre 32 y 35

°C por 48 horas.

6.8. Preparacion del tubo McFarland 0.5

Materiales

e Matraz Erlenmeyer

e Tubo de ensayo
Reactivos

e Acido sulfarico 0.18M
e Cloruro de Bario 0.048M

Procedimiento

e Para preparar 100 ml, se mezclaron en un matraz Erlenmeyer 99.5 ml de
acido sulfurico a 0.18M y 0.5 ml de cloruro de Bario a 0.048M. El resultado

de esta mezcla se pasé a un tubo de ensayo para fines del experimento.
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6.9. Metodologia para método Bacteriostatico

Este experimento se realizé por triplicado.

Materiales

Campana de extraccion

Mechero

Asa

Sensi discos de 6mm estériles

Tubos tipo eppendorf

Filtros milipore

Jeringas

Cotonetes estériles

Micropipetas (de 100 a 1000 ul y de 10 a 100 ul)
Papel tipo parafilm

Reactivos

Alcohol

Cajas Petri con medio MH
Tubos de ensayo con TSB
Siembra de S. epidermis
Aceite de clavo

Aceite de tomillo
Quitosano al 1%

Acido acético

Cloranfenicol

Procedimiento

Se inoculdé un tubo de TSB con S. epidermis que se dejo en la incubadora
entre 32 y 48 hrs, esto hasta que alcanzd la turbidez del estandar
McFarland 0.5. Previamente se esterilizaron en frio, con filtros milipore, los
aceites esenciales (se recomienda reservar en tubos tipo eppendorf). Se

comparo el indculo con el tubo McFarland 0.5, cuando la turbidez fue la
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misma se procedié a hacer 2 diluciones para tener una concentracion de 10
a la 6 logaritmos por mL. Las diluciones se hicieron con un 1 ml del inéculo.
Se remojo el cotonete en el inéculo para hacer un tapete en una caja Petri
con medio MH. Se colocaron 2 sensidiscos por caja. En cada sensidisco se
colocaron 10ul de la solucion a evaluar. La caja se cerrd y se dejo durante

48 hrs en la incubadora a 32°C para obtener resultados.

6.10. Metodologia para método Bactericida

Este experimento se realizara por triplicado.

Materiales

Microplacas

Tubos tipo eppendorf

Filtros milipore

Jeringas

Micropipetas (de 20 a 200 pl y de 10 a 100 pl)

Reactivos

Alcohol

Medio MH agar

Tubos de ensayo con TSB
Siembra de S. epidermis
Aceite de clavo

Aceite de tomillo
Quitosano al 1%

Acido acético

Procedimiento

Se inoculdé un tubo de TSB con S. epidermis que se dejo en la incubadora
entre 32 y 48 hrs, esto hasta que alcanzé la turbidez de McFarland 0.5.
Previamente se esterilizaron en frio, con los filtros milipore, los aceites

esenciales (se recomienda reservar en tubos tipo eppendorf). Se compard
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el inéculo con el tubo McFarland 0.5, cuando la turbidez fue la misma se
procedié a hacer 2 diluciones para tener una concentracion de 10 a la 6
logaritmos por mL. Las diluciones se hicieron con un 1 ml del in6culo. Se
preparé6 5 ml de medio MH agar + aceite de tomillo, clavo o quitosano a
diferentes disoluciones (50, 100,150 y 200 ppm). En una microplaca estéril
se colocaron 150 ul del medio MH agar y 20 ul del inéculo. La microplaca
se cerrd y dejo durante 48 hrs en la incubadora a 32°C para obtener

resultados.
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7. Resultados y Discusion

7.1. Resultados

7.1.1. Método bacteriostatico

Los resultados del método bacteriostatico se muestran de la tabla 7.1.1 ala7.1.5
los cuales fueron evaluados midiendo los halos de inhibicion obtenidos para los
diferentes compuestos que se probaron en el presente trabajo (aceites esenciales

de clavo y tomillo, quitosano 1%, acido acético y cloranfenicol).

Como resultado el aceite esencial de clavo (tabla 7.1.1.) presenté un promedio de
halo de inhibicion de 13.3733 mm de diametro, con una desviacion estandar de
0.8025.

TaBLA 7.1.1: RESULTADOS DEL METODO BACTERIOSTATICO DEL CLAVO

Resultados de Clavo
# de Sensidisco a | Sensidisco b

repeticion
5 13.17 12
6 14 .44 13.33
7 13.65 13.65

Media 13.3733333
D. Estandar | 0.80251272

En las imagenes 7.7.1, 7.1.2 y 7.1.3 se muestran visualmente los resultados
obtenidos del método bacteriostatico del clavo, en las tres imagenes podemos
observar claramente la formacion de los halos de inhibicion sobre el tapete

bacteriano.
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Imagen 7.1.1: Clavo (5) IMAGEN 7.1.2: CLavo (6)

IMAGEN 7.1.3: CLavo (7)

Para el método bacteriostatico se tomé como control el cloranfenicol, que es un
antibiético que se utiliza como tratamiento contra la bacteria que se utilizé para el
experimento, obteniendo halos de inhibicion de 51.6 mm y una desviacion
estandar de 2.6 (tabla 7.1.2).
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TABLA 7.1.2: RESULTADOS DEL METODO BACTERIOSTATICO DEL CLORANFENICOL

Resultados de Cloranfenicol
# de Sensidisco a Sensidisco b
repeticion

5 50.49 52.86
6 55.59 52.71
7 48.36 49.18
Media 51.6

D. Estandar 2.69436016

De las imagenes 7.1.4 a la 7.1.6 podemos observar el efecto bacteriostatico que

tiene el cloranfenicol contra S. epidermis.

IMAGEN 7.1.4: CLORANFENICOL (5) IMAGEN 7.1.5: CLORANFENICOL (6)

33



IMAGEN 7.1.6: CLORANFENICOL (7)

Observando los resultados de la tabla 7.1.3 el quitosano muestra actividad

bacteriostatica, con halos de inhibicion con una media de 11.465 mm y una

desviacion estandar de 0.8939.

TaBLA 7.1.3: RESULTADOS DEL METODO BACTERIOSTATICO DEL QUITOSANO 1%

Datos quitosano 1%

i C.je. .| Sensidisco a | Sensidisco b
repeticion
5 11.19 11.69
6 12.85 12.74
7 11.24 10.64
Media 11.465
D. Estandar 0.8939519

Siguiendo con las imagenes 7.1.7 a la 7.1.7 podemos observar los halos de

inhibicién que se describen en la tabla 7.1.3. de esta manera observamos el efecto

bacteriostatico del quitosano sobre la bacteria de interés.
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IMAGEN 7.1.8: QuiTosano 1% (6)

ImAGEN 7.1.9: Quitosano 1% (7)

El aceite de tomillo (tabla 7.1.4) no presentd crecimiento bacteriano, es decir que
no se observo halo de inhibicion alguno para este aceite en especifico.
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TABLA 7.1.4: RESULTADOS DEL METODO BACTERIOSTATICO DEL TOMILLO

Resultados de Tomillo
# Qe_ . Sensidisco a Sensidisco b
repeticion

5 0 0
6 0 0
7 0 0
Media 0
D. Estandar 0

En las imagenes 7.1.10, 7.1.11 y 7.1.12, se puede ver que el tomillo no permite

que S. epidermis presente algun tipo de reproduccion bacteriana o crecimiento.

IMAGEN 7.1.10: TomiLLo (5) ImAGEN 7.1.11: TomiLLo (6)
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ImAGEN 7.1.12: TomiLLO

Tomando en cuenta que el quitosano fue preparado con acido acético, se tomo

como control este compuesto y viendo los resultados, el acido acético también

presenta actividad antimicrobiana en ambos métodos, los resultados se muestran

en la tabla 7.1.5. muestra que la media de los halos de inhibicion del acido acético

es de 9.5 mm y la desviacion estandar de 1.9, mientras que en el método

bactericida no hubo crecimiento bacteriano.

TaBLA 7.1.5: RESULTADOS DEL CONTROL CON ACIDO ACETICO

Resultado de Acido acético

# de Sensidisco a | Sensidisco b
repeticion
5 10.33 10.84
6 7.46 7.46
7 8.67 12.33
Media 9.5
D. Estandar 1.9750519

El principal motivo para hacer un segundo control para este experimento con el

acido aceético, era comprobar si este potenciaba de alguna manera el efecto del

quitosano para detener el crecimiento bacteriano, y los resultados que se
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presentan de las imagenes 7.1. 13 a la 7.1.15 podemos observar que
efectivamente hay un halo de inhibicion.

ImaceN 7.1.13: Acipo Ackrico (5) Imacen 7.1.14: Acioo AceTico (6)

IMaGeN 7.1.15: Acipo AcETico (7)
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7.1.2. Método bactericida

En las tablas de 7.1.6 a la 7.1.9 muestran los resultados del método bactericida
contra S. epidermis, para este método se evalud la ausencia o presencia de la

bacteria.

Los resultados obtenidos con el quitosano nos muestran que en cuanto a la
actividad bactericida no se observo crecimiento de S. epidermis en ninguno de los

pocillos a diferentes diluciones (tabla 7.1.6).

TaBLA 7.1.6: RESULTADOS DEL METODO BACTERICIDA DEL QUITOSANO 1%

Resultados Quitosano 1%
Concentracion R1 R2 R3
50 ppm X X X
100 ppm X X X
150 ppm X X X
200 ppm X X X

*Las “x” representan la ausencia de crecimiento de S. epidermis, mientras que “0” representan
crecimiento

Como se muestra en la imagen 7.1.16, el quitosano al 1%, no permiti6 que la
bacteria de interés creciera, esto lo hace un buen agente bactericida en todas las

concentraciones con las que se experimento.

IMAGEN 7.1.16: QuiTosano 1%
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En el método bactericida el clavo no logré eliminar el crecimiento bacteriano, como
se muestra en la tabla 7.1.7.

TABLA 7.1.7: RESULTADOS DEL METODO BACTERICIDA DEL CLAVO

Clavo
Concentracion R1 R2 R3
50 ppm o] o) o]
100 ppm o] o] o]
150 ppm o] o) o]
200 ppm o] o] o]

*Las “x” representan la ausencia de crecimiento de S. epidermis, mientras que “0” representan
crecimiento

En la imagen 7.1.17 se puede observar codmo en todos los pocillos, con diferentes

concentraciones de clavo, hay crecimiento de S.epidermis. Por lo tanto podemos

descartar al clavo como método bactericida.

ImAGEN 7.1.17: CLAvVO

El tomillo, una vez mas, no permitio el crecimiento de la bacteria, como se puede

observar en la tabla 7.1.8, por lo tanto podemos concluir que este aceite tiene

efecto bactericida.
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TABLA 7.1.8: RESULTADOS DEL METODO BACTERICIDA DEL TOMILLO

Tomillo
R1 R2 R3
50 ppm X X X
100 ppm X X X
150 ppm X X X
200 ppm X X X

*Las “x” representan la ausencia de crecimiento de S. epidermis, mientras que “0” representan
crecimiento

Observando la imagen 7.1.18 se puede vislumbrar como no hay presencia ni
crecimiento bacteriano. Por lo cual el aceite de tomillo es un agente bactericida.

ImAaGEN 7.1.18: TomiLLO

En la tabla 7.1.9 se presentan los resultados del control con acido acético, en los

cuales podemos observar que tampoco se presentod crecimiento de S. epidermis.

TaBLA 7.1.9: RESULTADOS DEL METODO BACTERICIDA DEL ACIDO ACETICO

Vinagre
R1 R2 R3
X X X
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*Las “x” representan la ausencia de crecimiento de S. epidermis, mientras que “0” representan
crecimiento.

Mostrando la imagen 7.1.19, podemos observar en los resultados del control, que
la bacteria de interés no muestra crecimiento en ninguno de los pocillos de la

microplaca, por lo tanto el vinagre si tiene capacidad bactericida.

ImAGEN 7.1.19; Acipo AcETico
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7.2. Discusion de Resultados
Segun Pastrana, et al., (2017) los aceites esenciales y sus componentes cuyas
propiedades antibacterianas estan evidentemente relacionadas con su caracter
lipofilico, presentan un efecto antibacteriano contra las bacterias gram negativas,
dado que ellas poseen una membrana externa rica en lipopolisacaridos que le
proporciona una superficie hidrofilica. Se conoce de manera parcial, la
composicién quimica de las sustancias antimicrobianas de las especias; sin
embargo, los componentes mas comunes son los taninos, aldehidos y acidos
organicos. Asi mismo, Yaima, et al., (2009) demostraron concretamente que
derivados fendlicos tales como el carvacrol y el eugenol provenientes de clavo y
tomillo causan la desintegracion de la membrana de E. coliy S. typhiurium. El
eugenol, componente mayoritario del aceite de clavo de olor, actua inhibiendo la
produccion de enzimas extracelulares, tales como amilasas y proteasas, lo que

provoca el deterioro de la pared y un alto grado de lisis celular.

En un estudio realizado por Coy & Acosta (2013) demostraron que el aceite de
tomillo tiene 30 componentes, 43% corresponden a monoterpenos no oxigenados,
40% a monoterpenos oxigenados y porcentajes mas pequefios de compuestos
tipo sesquiterpeno, el mismo estudio, sefiala que el aceite de tomillo inhibié de

manera exitosa distintos tipos de bacterias Gram negativas, hasta en un 60%.

Valencia (2015) realizd una revision literaria en la que menciona que una de las
principales razones para que el quitosano posee actividad antimicrobiana es la
presencia de un grupo amino con carga positiva a pH inferior a 6.3 (carbono 2) el
cual interactia con las cargas negativas de la pared celular de los
microorganismos, generando un rompimiento o lisis de estas estructuras, que lleva

ala pérdida de compuestos.

Segun Valenzuela & Arias (2012) la actividad antibacteriana del quitosano es mas
compleja y difiere entre bacterias gram-positivas y gram-negativas debido a la

diferente composicién de la superficie celular entre ambos tipos de bacterias, los
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investigadores  coinciden que posee tres posibles acciones: caracter

cationico, agente quelante y penetracion al interior de la célula.

Pérez, et al., (2014) obtuvieron que de las concentraciones que tienen quitosano a
partes iguales a las concentraciones de acido acético, no son tan efectivas, como
aquellos, en los cuales las concentraciones de quitosano estan por encima de las
del acido acético. Aunque el acido acético no es el que ocasiona la inhibicion, si
juega un rol muy importante dado que a mayor concentracion de acido acético

mayor es la solubilidad del polimero y la protonacion de los grupos amino (*NHs).

El modo de accion del cloranfenicol es que inhibe la sintesis proteica de las
bacterias, en un fragmento extraido de un articulo escrito por Clavo & Martinez
(2009), se expone la manera en que este medicamento funciona que es que los
ribosomas bacterianos estan formados por dos subunidades (30S y 50S) aqui
diferentes componentes pueden ser lugares de unidén para los antimicrobianos,
proteinas L para el caso del cloranfenicol, La mayoria de los antibidticos de este
grupo tienen actividad bacteriostatica, aunque los aminoglucésidos se comportan
como bactericidas. La accion bactericida o bacteriostatica también va a depender
de las concentraciones del antimicrobiano, y del microorganismo afectado.
Cordiés, et al. (1998) mencionan que el cloranfenicol puede inhibir la sintesis de
las proteinas en las bacterias, este antibidtico se une a los ribosomas bacterianos

y bloguean la accién del RNA mensajero, este bloqueo en ocasiones es reversible.
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8. Conclusion

En las pruebas bacteriostaticas, el aceite de clavo, el quitosano al 1% y el acido
acético mostraron halos de inhibicion mostrando que estos compuestos si
detuvieron el crecimiento de Staphylococcus epidermis, el aceite de tomillo no

mostrd crecimiento bacteriano en ninguna de las repeticiones realizadas.

Para el método bactericida el aceite de tomillo, el quitosano al 1% y el acido
acético erradicaron la bacteria en las 3 diferentes concentraciones que se
utilizaron para evaluar esta capacidad, mientras que el aceite de clavo no mostro

capacidad bactericida.

De igual manera, podemos concluir que el acido acético que se utiliza en la
elaboracién del quitosano ayuda a este en su efecto antimicrobiano, el quitosano
por si solo también presentd propiedades antimicrobianas que ayudan a eliminar y

detener el crecimiento de S. epidermis.

Gracias a este trabajo de investigacion podemos ver las nuevas alternativas para
el manejo de infecciones por bacterias, el uso de biopolimeros como el quitosano
es un campo muy novedoso y con ayuda de los avances tecnoldgicos, cada vez

se encuentran mas aplicaciones para este.
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