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RESUMEN

En este estudio se determind que los aceites esenciales de Schinus molle, Senecio calvus y
Clinopodium pulchellum obtenidos por dos métodos de extraccion: destilacion por arraste
de vapor de agua e hidrodestilacion con equipo Clevenger, presentan actividad
antimicrobiana frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, con sensibilidad limite
segun la escala de Duraffourd. También se establecio que la concentracion minima
inhibitoria de los aceites esenciales obtenidos por destilacién por arrastre de vapor de agua
fueron de: 100% (V/V) para Schinus molle, 75%(V/V) para Senecio calvus y 50%(V/V) para
Clinopodium pulchellum. Por otro lado, la concentracion minima inhibitoria de los aceites
esenciales obtenidos por hidrodestilacion con equipo Clevenger fueron de: 100%(V/V) para
Schinus molle, 50%(V/V) para Senecio calvus y 50%(V/V) para Clinopodium pulchellum,
frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.

Palabras clave: Aceites esenciales, Streptoccocus pneumoniae, Schinus molle, Clinopodium

pulchellum, Senecio calvus.
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SUMMARY

This study determined that essential oils of Schinus molle, Senecio Calvus and Clinopondium
pulchellum, obtained by two extraction methods: Steam distillation and Hydrodistilation
using the Clevenger-type apparatus. They exhibit antimicrobial activity against
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, with limit sensitivity according to Duraffourd
scale. It was also stablished the minimun inhibitory concentration obtained by Steam
distillation were: 100% (V/V) to Schinus molle, 75% (V/V) to Senecio calvus, and 50% (V/V)
to Clinopondium pulchellum. On the other hand, the minimun inhibitory concentration (MIC)
of essential oils obtained by Clevenger apparatus were: 100% (V/V) Schinus molle, 50%
(V/IV) to Senecio calvus and 50% (V/V) to Clinopodium pulchellum, against Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619.

Keywords: Esencial oils, Streptoccocus pneumoniae, Schinus molle, Clinopodium

pulchellum, Senecio calvus.
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I.  INTRODUCCION

El Peru es un pais megadiverso y cuenta con el 10 por ciento de las especies de flora del
planeta. Alberga alrededor de 25 mil especies diferentes de plantas gracias a las 11
ecorregiones existentes en el territorio; asimismo, el 30 por ciento de ellas son endémicas
del Peru, es decir Unicas en el mundo (SERNARP, 2017).

Desde épocas preincaicas, las plantas medicinales han sido utilizadas por el poblador del
antiguo Peru para tratar enfermedades y curar heridas, ya que muchas de las plantas
medicinales  nativas  tienen  propiedades  antiinflamatorias,  antirreumaticas,
antiespasmadicas, antipiréticas, antifingicas, antimicrobianas, entre otros (Bussmann &
Glenn, 2010). También se sabe que muchas de estas propiedades son atribuidas a metabolitos
secundarios como alcaloides, terpenos, antocianinas, compuestos fenolicos y entre otros a
los aceites esenciales, siendo este Gltimo, que por su compleja composicion, su mecanismo

de accidn no estd muy claro hasta la actualidad.

Entre las enfermedades mas recurrentes en nuestro pais estan las infecciones respiratorias
agudas (IRA), que son un grupo de enfermedades que afectan al aparato respiratorio, ya sea
por virus, bacterias u hongos. Su complicacion mas grave es la neumonia y es la causa
principal de muertes en nifios menores de cinco afios en el pais (MINSA, 2016). Entre estas
neumonias, las neumonias bacterianas son las mas virulentas y es Streptococcus pneumoniae
el agente principal de la mortalidad y morbilidad infantil (OPS/OMS, 2014). A la fecha el
tratamiento adecuado para combatir estas neumonias son los antibi6ticos; sin embargo, cada
dia se evidencia un marcado incremento de la resistencia bacteriana a los antibioticos (OMS,
2018), generando dificultades en el tratamiento convencional. Por otra parte, hay pocas
investigaciones cientificas sobre tratamientos alternativos y el uso de los aceites esenciales

podria ser una alternativa para tratar dichos males.



La historia sefiala que el uso de plantas medicinales es ancestral; pero existe poca
informacion cientifica sobre los procedimientos adecuados para su uso. Por ejemplo, el uso
de material vegetal fresco o seco, la extraccion de los compuestos por métodos diferentes,
son cuestiones por las que podrian variar las propiedades medicinales de sus componentes;
es por esta razon, que el objetivo de la presente investigacion es realizar un estudio
comparativo de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales obtenidos por dos
métodos de extraccion diferentes, tales como destilacion por arrastre de vapor de agua e
hidrodestilacon con equipo Clevenger, de tres plantas medicinales nativas del Peru (Schinus
molle, Senecio calvus y Clinopodium pulchellum) frente a Streptococcus pneumoniae ATCC
49619. Asi mismo, evaluar la concentracion minima inhibtoria de los aceites esenciales de
Schinus molle, Senecio calvus y Clinopodium pulchellum por cada método de extraccion en

estudio.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Molle (Schinus molle L.)

2.1.1. Descripcion boténica

Planta lefiosa, por lo comun de porte arboreo (a veces arbustivo), hasta de 15 m de alto,
frondosa, perennifolia; tronco generalmente robusto, de ramificacion profusa, ramas y
ramillas péndulas, diminuta y esparcidamente pubérulas, glabras con la edad. Hojas con
peciolos de 2 a 6 cm de largo, laminas regularmente imparipinnadas, oblongo-lanceoladas
de 10 a 30 cm de largo, raquis subalado, foliolos (15)21 a 27(41), sésiles, opuestos,
subopuestos o alternos, lineares a lanceolados, de (1.5)2.5a 6 cm de largo y de 0.3 a 1 cm
de ancho, apice agudo a acuminado, usualmente curvado en el extremo, borde entero o algo
aserrado, membranéceos a ligeramente coriaceos, glabros a esparcida y diminutamente
pubérulos, abundantemente provistos de resina aromatica. Inflorescencias axilares,
paniculadas, de 8 a 15(20) cm de largo, menudamente puberulentas, bracteas deltoides,
puberulentas en el dorso, ciliadas en el margen, pedicelos de unos 2 mm de largo,
puberulentos. Flores por lo comun unisexuales; caliz de 5 segmentos ovados a semicirculares,
de unos 0.5 mm de largo, ciliados en el margen; pétalos 5, elipticos a oblongos, de unos 2
mm de largo, Estambres 10, dispuestos en dos series, con filamentos finos de diferente
longitud, de (0.8)1 a 1.5(2) mm de largo, anteras oblongas, de unos 0.8 mm de largo; ovario
supero, 3-carpelar, 1-locular, estilos 3, cortos y gruesos; drupa de color rojo, de alrededor de
5 mm de didmetro, glabra (Rzedowski & Calderon, 1999) (Figura 1).



Schinus molle L. A. rama con hojas y frutos; B. flor masculina; C. flor masculina desprovista del perianto;
D. flor femenina desprovista de una parte del perianto. llustrado por Rogelio Cardenas (dibujos B, Cy D)
y por llnuicamina Mayés (dibujo A),

Figura 1: Estructura vegetal de Schinus molle L., “Molle”
FUENTE: Rzedowski & Calderén (1999)



a. Taxonomia (Chase & Reveal, 2009)

Clado: Angiospermae
Clado: Eudicotyledoneae
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Rosanae Takht.
Orden: Sapindales Juss. ex Bercht & J. Presl
Familia: Anacardiaceae R. Br.
Genero: Schinus L.

Especie: Schinus molle L.

b. Origeny distribucion geogréfica
Ampliamente distribuido en toda America desde el sur de California y oeste de Texas
en Estados Unidos, México, Centroamérica, también en el centro y sur de
Sudameérica, principalmente Per(, aunque se extiende de Ecuador a Chile y Bolivia
(Rzedowski & Calderén, 1999). Vive en los Andes peruanos a altitudes de hasta 3 650

m.s.n.m.

c. Principios activos
Hoja: flavonoides (rutina, quercetina e isoquercetina, triterpenos, antocianidinas, -
sitosterol, taninos, acido galico, acido protocatéquico, glucosa, fructosa, aceites
esenciales (0,5%). Acido linolénico, linoleico, lignocérico, y estearico. Corteza y
semillas: acido estearico. Frutos: aceites esenciales (2,4 %); a- bergamontranseno,
bourboneno, a y 8- canadineno, a y 8- calacoreno, calameneno, canfeno, carvacrol,
- cariofileno, y-copaenocroweacina, y- cubebeno, p-cimeno, butirato de geraniol,
hexanoato de nerol, o y B-felandreno, a y B-pineno, a —terpineol, y-terpineno, o y y-
muroleno, etc. Ademas, cianidina-3-galactdsido, cianidina-3-rutindsido y peonidina-
3-glucdsido. (Condor, 2014). Se han reportado los componentes del aceite esencial

extraido de Schinus molle por método clevenger segun Deveci et al. (Tabla 1).



Tabla 1: Composicion del aceite esencial de hojas de Schinus molle L.

Porcentaje de Aceite
Componentes

(%)
Sabineno 2.56
Alfa-pineno 0.87
Camfeno 0.4
Beta Pineno 0.13
Mirceno 0.47
Alfa-felandreno 6.94
Limoneno, Cineno, Cajeputeno 2.98
Beta-Tujone -
P-cimeno 1.56
Alfa gurjuneno 1.38
Endobornil acetato -
Elemeno -
Beta Elemeno 0.48
Beta-Ceriofileno 4.3
Alfa copaeno 0.47
Trans Cariofileno -
(+) Aromadendreno 0.54
Alfa-humuleno 2.04
Germacreno D 6.54
Biciclogermacreno 1.82
Delta Cadineno 11.28
Alfa Cadineno 0.59
(+) Fenchon 3.24
Elemol 5.11
Ledeno 5.21
Calareno 4.68
Alfa Eudesmol 2.38
Alfa cadinol 10.77

Fuente: Deveci et al. (2010)

Propiedades medicinales y usos
Posee actividad antiflngica, antibacterial, antiviral, insecticida y propiedades
repelentes (Deveci et al., 2010. Gundidza, 1993. Dikshit et al., 1986).

Sus usos medicinales reportados en el Perd son para tratamientos de bronquitis, asma
y resfrio (Bussmann, 2010). También es usado como antireumatico y antinflamatorio
(Arellano, 1992).



2.2. “Huamanripa” (Senecio calvus Cuatrec.)

2.2.1. Descripcion boténica

Hierba perenne rizomatosa 25-40 cm de alto. Tallo escapiforme. Hojas basales
semiarrosetadas, peciolo desarrollado de 3-5 cm de largo membranéacea y glabra; limbo de
color violaceo claro, oblongo espatulado y oblongo lanceolado, 6-9 x 0.5-2 cm, margen
revoluto de bordes enteros, apice semiagudo, atenuado en la base, glabro en ambas caras,
nervadura central notoria en el envés. Hojas caulinares alternas, sésiles. Capitulos
discoideos, en corimbos laxos; involucro discoide, caliculado 10-15 x 10-15 mm, brécteas
uniseriadas, lineal-lanceoladas, agudas, pilosas en el apice. Flores actinomorfas, isomorfas,
hermafroditas; corola tubulosa amarillenta, pentadentada; anteras concrescentes, apice
apendiculado, base obtusa. Aquenio cilindrico y glabro. Papus formado por numerosos pelos
blanguecinos (Loja, 2002).

a. Taxonomia (Chase & Reveal, 2009)

Clado: Angiospermae
Clado: Eucotyledoneae
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Asteranae Takht.
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae Bercht & J. Presl
Genero: Senecio L.

Especie: Senecio calvus Cuatrec.

b. Origeny distribucion geografica
Es nativa de Ecuador, Per y Bolivia. En el Peru se distribuye en Ancash, Cajamarca,

Cusco, Junin, Lima y segin Yarupaitan & Alban (2003) es nativa de Quilcas, Junin.



c. Principios activos
No se han reportado sus principios activos, sin embargo, la actividad antimicrobiana
de algunas de las especies de Senecio fueron evaluadas en microorganismos como
Salmonella typhi ATCC 6539, S. typhimurium ATCC 14028, S. enteritidis INS,
Vibrio cholerae ATCC E-7946 OGAWA, Pseudomonas aeruginosa GT 28, Shigella
flexneri INS, Staphylococcus aureus INS, S. aureus ATCC 6538P y Candida
albicans ATCC 10231 (Alzamora et al., 2001).

d. Propiedades medicinales y usos
Se emplea para el tratamiento de infecciones respiratorias tales como bronquitis,
asma y neumonia (Alzamora et al., 2001; Bussman & Glenn, 2010)

2.3. “Panisara” (Clinopodium pulchellum) (Kunth) Govaerts

2.3.1. Descripcion botanica

Arbusto erguido, poco ramificado, de 1-1,5 m de alto, tallos cuadrangulares en corte
transversal un tanto pilosos. Hojas opuestas, pecioladas, lamina simple, de forma deltoidea,
envés densamente pubescente. Inflorescencia axilar, y con pocas flores, pétalos de color
anaranjado. Caliz y corola pentamera, zigomorfa. Corola tubular, arqueada, el apice
terminado en cinco l6bulos de apice obtuso. Androceo formado por cuatro estambres mas
largos que la longitud de la corola y el gineceo tiene ovario supero 2-carpelar, 4-locular,
estilo simple, estigma bifido. En cada carpelo dos ovulos. El fruto es un esquizocarpo que se

separa en cuatro segmentos (Galan, 2013) (Figura 2).
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Figura 2: Estructura vegetal de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts,

“Panisara”

FUENTE: The Field Museum, Chicago-USA (2009)



a. Taxonomia (Chase & Reveal, 2009)

Clado: Angiospermae
Clado: Eucotyledoneae
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Asteranae Takht.
Orden: Lamiales Bromhead
Familia: Lamiaceae Martinov
Genero: Clinopodium L.

Especie: Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts

b. Origeny distribucién geogréfica
Crece a més de 2 500 m.s.n.m, propio de la serrania peruana, y por lo general
ampliamente distribuida en el centro y norte del pais, en laderas rocosas, ubicado
hacia el norte y oeste del pais. Se encuentra en los departamentos de La Libertad,
Ancash, Cajamarca, Junin y Piura, ademas de ser mas prolifera en meses de lluvia y

ubicada en laderas de cerros (Rodriguez, 2006).

c. Principios activos

El aceite esencial de Clinopodium pulchellum esta compuesto de una gran diversidad
de monoterpenos, dentro de los cuales la mayoria de sus constituyentes son derivados
del mentano, presente en diferentes especies de Mentha.

De acuerdo a esto, la actividad bioldgica reportada respecto a los diferentes
constituyentes derivados de los aceites esenciales presentes en diferentes especies de
Mentha, se caracterizan por una actividad antibacteriana moderada. Benzo et al.
(2007), hallaron en el aceite esencial de C. pulchellum muchos constituyentes
monoterpenos y otros presentes también en el aceite esencial de especies de Mentha.
Esto no excluye por supuesto, que otros metabolitos secundarios, no presentes en el
aceite esencial, puedan contribuir a la actividad bioldgica de esta planta.

Ademas, también son reconocidas las propiedades antioxidantes de los aceites
esenciales de Clinopodium pulchellum, se plantea un sinergismo entre las moléculas

presentes en el aceite esencial, potenciando su capacidad antirradical. A su vez se
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probo la toxicidad aguda de forma oral en ratones albinos, mostrdndose depresion
profunda, incoordinacion motora, respiracion acelerada, piloereccion y sedacion;
siendo la dosis letal media de 777,19 mg/kg (Carhuapoma et al., 2014).

De acuerdo a estudios de Velasco-Negueruela et al. (1983), reportaron que el aceite
esencial de C. pulchellum, posee un contenido de mentona (3,92%), isomentona
(12,16%), alfa-pineno (1,03%), canfeno (0,55%), limoneno (3,14%) y pulegona
(72,42%). Sin embargo, Slavkovska et al. (2013), documentaron variaciones
fenoldgicas en la composicion del aceite, mostrando que la concentracion de
pulegona fue mas alta (76,1%) en la etapa vegetativa, y disminuyd durante la
floracion (49,5%) y etapa de fructificacion (34,7%), ademas, la concentracion de
mentona era mas baja en la etapa vegetativa (7,8%), y luego aumento linealmente

durante la floracion (28,7%) y la fase de fructificacion (48,5%).

e. Propiedades medicinales y usos
Es empleada en la medicina tradicional como un antiséptico oral, ademas se le
atribuye propiedades curativas para problemas gastrointestinales y respiratorios. Las
partes utilizadas suelen ser las hojas, tallos e inflorescencias frescas o secas, para
preparar las decocciones se emplean de 100 a 150 gramos por litro de agua, que se
beben como mates, infusiones y aditivos a otras bebidas como la leche (Bussmann &
Sharon, 2011).

2.4. Meétodos de extraccion de aceites esenciales

a. Destilacion por arrastre de vapor de agua

Es el método mas utilizado y consiste en generar vapor que pasard a través de
material vegetal fresco, el cual cedera su calor latente a la muestra para lograr su
evaporacion. (Peredo-Luna et al., 2009). Formando dos fases inmiscibles a lo largo
de la destilacion (organica y acuosa), por lo tanto, cada liquido se comportara como
si el otro no estuviera presente. Es decir, cada uno de ellos ejercera su propia presion
de vapor y correspondera a la del liquido puro a una temperatura de referencia
(Wankat, 1988).
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Los vapores saturados de los liquidos inmiscibles siguen la Ley de Dalton sobre las
presiones parciales, que dice que: cuando dos o mas gases o vapores, que no
reaccionan entre si, Se mezclan a temperatura constante, cada gas ejerce la misma
presidn como si estuviera solo y la suma de las presiones de cada uno, es igual a la
presion total del sistema. Al destilar una mezcla de dos liquidos inmiscibles, su punto
de ebullicion sera la temperatura a la cual la suma de las presiones de vapor es igual
a la atmosférica. Esta temperatura sera inferior al punto de ebullicion del componente
mas volatil. Si uno de los liquidos es agua (destilacion por arrastre con vapor de agua)
y si se trabaja a la presion atmosférica, se podra separar un componente de mayor

punto de ebullicion que el agua a una temperatura inferior a 100 °C (UNAM, 2010).

Hidrodestilacion de tipo Clevenger

Esta compuesto de un balon, donde se deposita la materia prima molida y una
cantidad conocida de agua pura, ésta se calienta y el aceite esencial con el agua
presente se evaporan continuamente. Un condensador va acoplado al baléon y una
conexion en forma de D, permite acumular y separar el aceite esencial de la mezcla
condensada. El agua floral condensada regresa al balon por el rebose de la conexion

(Cerpa, 2007).

Extraccion con solventes volatiles

Se basa en la facilidad de los disolventes organicos para penetrar en el material
vegetal y disolver sus aceites volatiles, debido a las diferencias de punto de ebullicion
entre el aceite esencial y el solvente. Tiene la ventaja de trabajar a temperaturas bajas,
por lo que no provoca la termodestruccion ni alteracion quimica de los componentes
del aceite. Ademas, ofrece la posibilidad de separar componentes individuales y/o
presentes en poca cantidad. Se utiliza a escala de laboratorio pues a escala industrial
resulta costoso por el valor comercial de los solventes. Se obtienen esencias
impurificadas con otras sustancias (algunas veces toxicas). La muestra seca y molida
se pone en contacto con solventes tales como eter de petroleo, pentano, éter etilico,
alcohol, cloroformo. Estos solventes solubilizan la esencia y extraen otras sustancias
tales como acidos grasos, ceras y pigmentos, que se pueden separar por destilacion
controlada (SENA, 2012).
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d. Extraccion por fluidos supercriticos

Consiste en utilizar como material de arrastre sustancias quimicas en condiciones
especiales de temperatura y presion. EI material vegetal se corta en trozos pequefios,
se licua y se empaca en una cadmara de acero inoxidable por donde se hace circular
un liquido supercritico. Los aceites esenciales se solubilizan y el liquido supercritico
que actua como solvente extractor se elimina por descompresion progresiva hasta
alcanzar la presion y temperatura ambiente. Finalmente se obtiene un aceite puro
(Roman et al., 2016).

e. Eufloracion

Se emplea para la extraccion de esencias de flores delicadas, sensibles al calor y
costosas como: rosa, jazmin, azahar, acacia, violeta, y resinas como la mirra. Los
pétalos frescos se ponen en contracto con una delgada capa de grasa y el perfume
emitido por las flores se absorbe. Después de dos o tres meses, muchas capas de grasa
se saturan con las moléculas perfumadas del aceite de la flor, el cual se trata con
alcohol y luego se destila para obtener la esencia. Es un procedimiento muy costoso
por la mano de obra. Generalmente se sustituye por la extraccion con hexano ligero
como solvente. Este método tiene sus ventajas debido a que la extraccién de algunas
plantas tiene bajo contenido de aceite esencial, y otros métodos destruirian estas
fragiles esencias (SENA, 2012).

2.5.  Microorganismos pat6genos

Los microorganismos patdégenos son aquellos que provocan serias consecuencias y
perjuicios a la salud. Hay diferentes grados de patogenicidad y esto es, en relacion al dafio
que generan en el huésped, ésta a su vez es generada por algunos mecanismos inherentes a
estos microorganismos tales como, adhesividad, invasividad y toxigenicidad. En ocasiones
algn microorganismo puede presentar uno, dos o los tres mecanismos, pero siempre tiende
a predominar uno de ellos o a ser el principal (Romero, 2007). Entre los microorganismos
patogenos mas conocidos y estudiados tenemos a Mycobacterium tuberculosis, causante de
la tuberculosis; Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Bordetella pertussis,
causantes de infecciones respiratorias agudas; Shigella sp., Salmonella sp., Campylobacter

sp., causantes de enfermedades estomacales (por lo general asociadas a alimentos y habitos
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de higiene); Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, asociadas a infecciones
intrahospitalarias y que a la actualidad, segin la OMS (2017), tienen prioridad alta con
respecto a su resistencia a los antimicrobianos; y no podemos dejar de mencionar a Neisseria

gonorrhoeae, causante de la gonorrea.

a. Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
Es un diplococo Gram positivo, capsulado. Presenta morfologia lanceo lada, miden
0,5 a 1 um de didametro y se disponen en pares o diplos. Son anaerobias facultativas.
Para su crecimiento y multiplicacion tiene requerimientos especificos, como aportes
de proteinas y suplementos hematologicos, por lo que es considerada una bacteria
fastidiosa (Preado, 2001).

Su crecimiento en caldos es difuso, y en agar muestra colonias pequefias, grisaceas
y mucoides (acuosas), rodeadas de una zona verde de hemolisis parcial (hemdlisis o)
en el agar sangre de cordero al 5 por ciento. Algunos aislamientos son dependientes
de CO2 (5-7 %), atmdsfera que favorece el crecimiento y el rango de temperatura a
la cual se debe incubar es de 30 - 36 °C (OPS, 2012).

S. pneumoniae es sensible a optoquina y presenta solubilidad en bilis, estos ensayos
son utilizados como pruebas presuntiva y confirmatoria respectivamente. Es un

microorganismo patogeno, clasificado con bioseguridad del tipo I1.

La cepa ATCC (American Type Culture Collection) 49619, es una cepa de referencia
internacional recomendada por la CLSI (2018).

Se ha reportado presencia de actividad antimicrobiana en el extracto cloroférmico de
Phenax rugosus (Perez et al., 2007), extracto crudo de Aspergillus fumigatus
(Sanchez, 2019), extracto hidro-alcohdlico de hojas de Cestrum hediondinum Dun.
(Zapata, 2017), extractos organicos de diversas partes de las plantas Bauhinia sp.,
Sambucus nigra, Eichhornia crassipes y Taraxacum officinale (Rodriguez et al.,
2017), extractos etanOlicos de Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis,

Clinopodium bolivianum y Artemisa abrotanum (Neyra, 2018), extractos de Bellaco
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caspi (Guevara et al., 2012) y el aceite esencial de Clinopodium nubigenum (Kunth)
kuntze (Fonseca, 2016), frente a diferentes cepas clinicas de Streptococcus

pneumoniae.

También, se ha reportado que el aceite esencial de Minthostachys mollis no presenta
actividad atimicrobiana frente a Streptococcus pneumoniae (Pefia & Gutierrez,
2017).

2.6. Reglamentos de bioseguridad

Conjunto de medidas preventivas reconocidas internacionalmente orientadas a proteger la
salud y la seguridad del personal y su entorno. Complementariamente se incluye normas
contra riesgos producidos por agentes fisicos, quimicos y mecéanicos. Modernamente se
incorporan también las acciones o medidas de seguridad requeridas para minimizar los
riesgos derivados del manejo de un organismo modificado genéticamente (OMG), sus
derivados o productos que los contengan, y uso de la tecnologia del ADN recombinante
(ingenieria genética) y otras técnicas moleculares més recientes (MINSA-INS, 2005).

Exiten cuatro niveles de bioseguridad en laboratorios de ensayo, biomédicos y clinicos:
Nivel de Bioseguridad Tipo 1 (NBS-1), Nivel de Bioseguridad Tipo 2 (NBS-2), Nivel de
Bioseguridad Tipo 3 (NBS-3) y Nivel de Bioseguridad Tipo 4 (NBS-4). Estos se encuentran
ampliamente detallados en el manual de bioseguridad en laboratorios de ensayos,
biomédicos y clinicos elaborado por el Instituto Nacional de Salud (2005).

2.7. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana es la capacidad de un producto metabdlico para perjudicar o
inhibir el crecimiento de un microorganismo, estas sustancias pueden actuar de dos maneras:
bactericida, si ésta ha eliminado al microorganismo o bacteriostatica, si ha inhibido su
crecimiento (Lizcano & Vergara, 2008).

Existen algunas técnicas in vitro que determinan si cierto compuesto presenta actividad

antimicrobiana, estas se detallan a continuacion:
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a. Prueba de difusion en agar empleando discos
También llamado método de Kirby- Bauer, por ser quien lo describié por primera
vez, este método esta estandarizado y recomendado por Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2018).

Es una prueba cualitativa y consiste en depositar, en la superficie de agar de una placa
de petri previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel secante
impregnados con los diferentes antibidticos. El disco impregnado de antibiotico se
pone en contacto con la superficie himeda del agar, el filtro absorbe agua y el
antibidtico se difunde radialmente a través del espesor del agar, formandose un
gradiente de concentracion. Transcurridas 18-24 horas de incubacion los discos
aparecen rodeados por una zona de inhibicién, conocida también como halo de
inhibicién (Garcia et al., 2000).

b. Prueba de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La concentracion minima inhibitoria (CMI) de un agente antimicrobiano es la
minima concentracion del agente antimicrobiano que inhibe la multiplicacion y
produccién de un crecimiento visible de una cepa bacteriana dada en el sistema de
prueba, por lo que es una prueba cuantitativa. Determinamos la concentracién en el
laboratorio incubando una cantidad conocida de bacterias con diluciones definidas
del agente antimicrobiano. Utilizando los criterios de interpretacion de la CLSI 2018;
los resultados son interpretados como susceptible, intermedio o resistente (Cavalieri
et al., 2005)

2.8. Aromatograma

Es un método de medida in vitro que se utiliza para probar y medir el poder antibacteriano
de un aceite esencial. Permite observar el comportamiento del patégeno generalmente
identificado, frente a uno o varios aceites seleccionados. Por lo general, se realiza en una
placa Petri con un medio de cultivo y sobre este se colocan discos impregnados con el aceite
esencial en estudio, aqui se observa el crecimiento del microorganismo y su inhibicion se
puede cuantificar mediante la medida de los halos de inhibicion que se formen alrededor de

los discos embebidos con los aceites esenciales (Romero, 2004).
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I1l. METODOLOGIA

3.1. Materiales

e Material Biologico

Muestras vegetales
— Frutos maduros y frescos de Schinus molle
— Hojas frescas de Senecio calvus

— Hojas frescas de Clinopodium pulchellum

Microorganismo

— Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

e Modulo basico de Biologia y Quimica

e Medios de cultivo
— Agar Sangre (AS)
— Agar Mueller Hinton Sangre (MHS)
— Caldo Glicerol

— Caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI)

e Soluciones
— Etanol al 70%
— Suero fisioldgico 0,85% (P/V)



Equipos

Tabla 2: Equipos utilizados para la investigacion

Equipo Marca Modelo Numero de serie  Ubicacion

Refrigeradora eléctrica L FFTR-
doméstica de 490 I. Frigidaire 1817LW SIS INS - 1RA
Cabina de seguridad
bioldgica - camara de Labconco SIM 223323 INS —IRA
bioseguridad clase ii
Turbidimetro Siemens  Micross can 15104 INS - IRA
Agitador de tubos Ika BG3 7.100888 INS - IRA
Balanza analitica de .
precision Sartorius CP323S 18708922 INS - IRA
Agitador magnetico con
plancha de calentamiento Cimared  SP131320-33 1313051228516 INS - IRA
18 cm x 18 cm
Eaui N .
25quJ|po debafiomariade 1o mmert SIM W350713056 INS - IRA
Incubadora de cultivo de Thermo
02 de 170 1. Scientific IF110PLUS D413.0620 INS - IRA
Congeladora eléctrica Thermo i i
vertical hasta -80° ¢ Scientific INS - IRA
Potenciémetro de mesa
o e;f;:;‘::(’s YSeNsorde  pretler  ORION 3 Ba8156 INS - IRA

P Toledo STAR
Estufa de temperatura UNALM -Lab.
constante con aireacion Memmert - - Fitoquimica
Equipo de destilacion por Armado - - UNALM -Lab.
arrastre de vapor de agua In - house Fitoquimica
Equipo de hidrodestilacion ~ Armado - - UNALM -Lab.
de tipo Clevenger In - house Fitoquimica




3.2. Meétodos

3.2.1. Recoleccion de las muestras

a. Schinus molle
Se recolectaron frutos maduros frescos de arboles cultivados en el distrito de

Cieneguilla — Lima, durante mes de julio del 2018.

b. Senecio calvus
Se recolectaron plantas frescas en el Area de Conservacion Regional
Huaytapallana, provincia de Huancayo - Junin, durante el mes de agosto del 2018

c. Clinopodium pulchellum
Se recolectaron plantas frescas en la provincia de Yungay — Ancash, durante el

mes de enero del 2019.

3.2.2. Transporte de las muestras frescas

Para conservar en Gptimas condiciones las muestras se transportaron en una caja de carton
con base de papel craft con la parte lustrosa en contacto con la muestra, una vez colocada
las muestras frescas fueron espolvoreadas con alcohol de 96 °C por cada 2 cm de espesor de
muestra y finalmente cubiertas con el papel craft. EI tiempo de transporte fue de 10 horas

desde la recoleccién de la muestra hasta su destilacion.

3.2.3. ldentificacion de las muestras

Schinus molle, Senecio calvus y Clinopodium pulchellum fueron identificados en el Herbario
MOL del Departaento de Biologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina. Las

constancias se consignan en el Anexo 1.
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3.2.4. Proceso de extraccion de los aceites esenciales

La extraccion de los aceites esenciales se realizd por la técnica de destilacidn por arrastre de
vapor de agua y por hidrodestilacion con equipo Clevenger, de cada una de las especies, en
el laboratorio de Fitoquimica del departamento de Quimica de la Facultad de Ciencias, de la

Universidad Nacional Agraria La Molina.

a. Destilacion por arrastre de vapor de agua (Peredo-Luna et al., 2009)
Para este proceso se utilizaron muestras frescas de cada una de las especies en
estudio. Los aceites esenciales obtenidos se preservaron en viales oscuros para

protegerlos de la luz y en refrigeracion, hasta su utilizacion.

Figura 3: Destilador por arrastre de vapor de agua

b. Hidrodestilacion con equipo Clevenger (Cerpa, 2007)
Para este proceso se utilizaron muestras secas de cada una de las especies en estudio,
éstas fueron secadas en estufa a 40 °C hasta peso constante (lbarz, 2011).
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Figura 4: Hidrodestilador con equipo Clevenger

3.2.5. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

La prueba de susceptibilidad antimicrobiana se realiz6 en el Laboratorio de Infecciones
Respiratorias Agudas (IRA) del Instituto Nacional de Salud (INS) sede de Jesus Maria
(Anexo 2.)

a. Agente bioldgico para las pruebas antimicrobianas
El agente biologico fue Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 liofilizado (Anexo
3) y fue proporcionado por el Laboratorio de Infecciones Respiratorias Agudas (IRA)
del INS - Jesus Maria.

b. Activacion de las cepas
Se hidraté la cepa de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 liofilizada con 1ml de
caldo BHI (Brain Heart Infusion) y se sembrd en placas de Agar Sangre de Cordero
al 5 por ciento (AS), preparado “in-house”, en Camara de Flujo Laminar de
Bioseguridad tipo Il. Luego se incubaron en estufa en un ambiente con 5 por ciento
de CO2 a 37 °C por 24 horas (INS — IRA, 2005).
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C.

d.

e.

Preparacion del indculo

Se realizaron resiembras de las cepas activadas en placas de Agar Sangre de Cordero
al 5 por ciento (AS). Luego se incubaron en estufa en un ambiente con 5 por ciento
de CO2 a 37 °C por 24 horas.

Antibidticos control
Para el control de la susceptibilidad antimicrobiana se utilizaron antibidticos en
discos recomendados por la guia del CLSI 2018 (Clinical and Laboratory Standards

Institute) para Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 (Tabla 3).

Tabla 3: Antibidticos utilizados como controles positivos

Concentracion

Nombre del antibiotico Abreviacion
(ng/disco)
Cloranfenicol C 30pg
Oxacilina OX lug
Trimeptoprin-Sulfametoxazol SXT 25ug(1:5)

Aromatograma y antibiograma control por método Kirby-Bauer

Se inocularon placas de agar Mueller Hinton Sangre (MHS) con una dilucién
equivalente a 0.5 en la escala de McFarland de Streptococcus pneumoniae ATCC
49619.

Para el aromatograma se embebieron los discos de difusion estériles con 10 pl de
cada aceite esencial en estudio. Se colocd un disco con aceite por placa y un disco
estéril como control negativo y control de esterilidad. Se hicieron tres repeticiones

de cada muestra.

El antibiograma se realizo con antibioticos control en discos (Tabla 2) y se colocaron

tres por cada placa. Se hicieron tres repeticiones de cada una.

Todas las placas de incubaron en estufa en un ambiente con 5 por ciento de CO; a
37 °C por 24 horas.
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3.2.6. Prueba de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los aceites esenciales

La concentracion minima inhibitoria se realizd en el Laboratorio de Infecciones
Respiratorias Agudas (IRA) del Instituto Nacional de Salud (INS) sede de Jesus Maria
(Anexo 2).

a. Preparacion de las diluciones de aceites esenciales

C.

Para realizar las diluciones de los respectivos aceites esenciales se utilizé aceite
vegetal de girasol estéril. Se hicieron tres diluciones de cada aceite esencial
(75%(V/IV), 50% (VIV) y 25%(V/IV)).

Las diluciones se prepararon en microtubos esteriles de 0,5 ml y se homogenizaron
(Tabla 4).

Tabla 4: Diluciones de los aceites esenciales de Schinus molle, Senecio calvus y

Clinopodium pulchellum para evaluar la concentracién minima inhibitoria

Dilucion a?:/eoi{lestizgiZI Volum_en de aceite  Volumen final
%(VIV) ) de girasol (ul) (un
100% 80 0 80
75% 60 20 80
50% 40 40 80
25% 20 60 80
0% (Control) 0 80 80

Preparacion del indculo de S. pneumoniae ATCC 49619

Se realizaron resiembras de las cepas activadas en placas de Agar Sangre de Cordero
al 5 por ciento (AS). Se incubaron en estufa en un ambiente con 5 por ciento de CO»
a 37 °C por 24 horas.

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
Se inocularon placas de agar Mueller Hinton Sangre de Cordero al 5 por ciento
(MHS) con una dilucion equivalente a 0.5 en la escala de McFarland de

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.

23



Luego, se embebieron los discos de difusion estériles con 10 pl de cada dilucién de
aceite esencial, se colocé un disco por cada dilucién y un disco esteril como control
negativo y control de esterilidad por placa. Se realizaron tres repeticiones de cada

muestra.

Todas las placas de incubaron en estufa con 5 por ciento de CO2 a 37 °C por 24 horas.

3.2.7. Interpretacion de los resultados

Se midieron los halos de inhibicion, en milimetros (mm), de cada disco con un Vernier. La

interpretacion de los resultados se realizo segun la escala de Duraffourd siendo:

— Sensibilidad nula (-) para un diametro menor a 8 mm
— Sensibilidad limite (+) para un didmetro entre 8 a 14 mm
— Sensibilidad media (++) para un diametro entre 14 a 20 mm

— Sensibilidad alta (+++) para un didmetro mayor a 20 mm

3.2.8. Andlisis estadistico

Se realizaron modelos lineales generales y mixtos para considerar la heterogeneidad de
varianza durante el estudio (Di Rienzo, Macchiavelli, & Casanoves, 2017) para la actividad
antimicrobiana y concentracion minima inhibitoria. Se analizd la normalidad usando la
prueba de Shapiro-Francia (Shapiro & Francia, 1972). La homocedasticidad es una
propiedad fundamental del modelo de regresion lineal general y esta dentro de sus supuestos
béasicos, por lo que haciendo un grafico de dispersion de residuos versus valores predichos
se debe observar una nube de puntos sin patrén alguno, es decir, patron aleatorio (Di Rienzo
et al., 2008). Se utiliz6 el programa INFOSTAT 2018.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Recolecciéon de las muestras

a. Schinus molle
Se recolectd 2000g de racimos de frutos maduros y frescos de arboles cultivados,

obtenidos en el distrito de Cieneguilla, Lima (Figura 3(A)).

Se obtuvo 1710g de frutos maduros y frescos (Figura 3(B)).

Figura 5: A. Racimos de frutos de Schinus molle. B. Frutos frescos de Schinus

molle.

b. Senecio calvus
Se recolectd 1000g de plantas frescas, obtenidas en el Area de Conservacion

Regional Huaytapallana, en la provincia de Huancayo, Junin (Figura 4(A)).



Se obtuvo 703.4g de hojas frescas (Figura 4(B)).

Figura 6: A. Plantas de Senecio calvus. B. Hojas frescas de Senecio calvus.

Clinopodium pulchellum
Se recolectd 2000g de plantas frescas, obtenidas de la provincia de Yungay, Ancash

(Figura 5(A)).

Se obtuvo 460.5g de hojas frescas (Figura 5(B)).

Figura7: A. Planta de Clinopodium pulchellum. B. Hojas frescas de Clinopodium

pulchellum.
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4.2. ldentificacion de las muestras
Schinus molle, Senecio calvus y Clinopodium pulchellum fueron identificados en el Herbario
MOL del Departamento de Biologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina con los
siguientes nimeros de constancia (Anexo 1.):

a. Schinus molle L.: 030-2019-HM-UNALM

b. Senecio calvus Cuatrec.: 029-2019-HM-UNALM
c. Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts: 031-2019-HM-UNALM

4.3. Proceso de extraccion de aceites esenciales

4.3.1. Destilacion por arrastre de vapor de agua

Se utiliz6 material vegetal fresco de cada especie y se coloco en el destilador por arrastre

de vapor de agua. Los pesos destilados y sus rendimientos se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5: Pesos de los aceites esenciales destilados (g) y rendimiento (%(w/w)) de

los aceites esenciales obtenidos por el método de destilacion por arrastre de vapor

de agua
Destilacion por arrastre de vapor de agua
Peso fresco Peso de aceite Rendimiento
Muestra vegetal ) )
(o) esencial destilado (g) (% (wiw))

Schinus molle 60.0 1.79 2.99%
Senecio calvus 264.0 1.61 0.61%
Clinopodium pulchellum 209.5 1.27 0.61%

4.3.2. Hidrodestilacion con equipo Clevenger

Para este proceso primero fue necesario la estabilizacion de la muestra, para ello, se

secaron las muestras en una estufa con aire circulante a 40 °C y se realiz6 una curva de
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secado cuyos valores se detallan en la Figura 6 para Schinus molle; en la Figura 7 para
Senecio calvus y en la Figura 8 para Clinopodium pulchellum.
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Figura 8: Curva de secado de los frutos frescos de Schinus molle, a

temperatura constante de 40 °C
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Figura 9: Curva de secado de las hojas frescas de Senecio calvus, a
temperatura constante de 40 °C
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Figura 10: Curva de secado de las hojas frescas de Clinopodium pulchellum,

a temperatura constante de 40 °C

Luego las muestras secas fueron molidas para obtener muestra particulada y procesadas con
agua destilada en un hidrodestilador con equipo Clevenger, obteniéndose los pesos
destilados y sus rendimientos detallados en la Tabla 6.

Tabla 6: Pesos de los aceites esenciales destilados (g) y rendimiento (%(w/w)) de

los aceites esenciales obtenidos por el método de hidrodestilacion con equipo

Clevenger
Destilacion por arrastre de vapor de agua
Peso fresco Peso de aceite Rendimiento
Muestra vegetal ) )
(9) esencial destilado (g) (% (wiw))

Schinus molle 97.60 2.48 2.54%
Senecio calvus 138.58 0.7 0.53%
Clinopodium pulchellum 91.72 0.5 0.53%
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Tabla 7: Tabla comparativa de los rendimientos de extraccion de los aceites
esenciales de Schinus molle, Senecio calvus y Clinopodium pulchellum obtenidos

por destilacion por arrastre de vapor de agua e hidrodestilacion con equipo

Clevenger
Rendimiento de extraccion (% (w/w))
Aceite esencial Destilacion por arrastre Hidrodestilacion con
de vapor de agua equipo Clevenger
Schinus molle 2.99% 2.54%
Senecio calvus 0.61% 0.53%
Clinopodium pulchellum 0.61% 0.53%

El rendimiento de un aceite esencial no solo depende del volumen de aceite esencial
destilado y el peso de la muestra, sino que también hay factores ambientales que intervienen
en éste como la edad del cultivo, condiciones climaticas, labores agricolas, métodos de
extraccion (Angulo, 2015). Sin duda todos estos factores son importantes y permiten que la

calidad y rendimiento de los aceites esenciales sean 6ptimos.

En este estudio se puede observar que el rendimiento de extraccion de los aceites esenciales
de Schinus molle, Senecio calvus y Clinopodium pulchellum por el método de destilacion
por arrastre de vapor de agua es mayor que con el método de hidrodestilacion con equipo
Clevenger (Tabla 7). Esto podria deberse a que en el proceso de secado de la muestra parte
del aceite esencial se ha evaporado, si no es asi este resultado podria sugerir que se obtiene
una mejor calidad de aceite esencial por el método de destilacién por arrastre de vapor de
agua, sin embargo, para llegar a esta conclusién es necesario realizar mas estudios
controlando las variables ambientales antes mencionadas que intervienen en el rendimiento
de extraccion del aceite esencial y hacer repeticiones para su respectivo analisis estadistico.

A su vez se midieron los indices de refraccion de cada aceite esencial obtenido (Tabla 8).
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Tabla 8: Indice de refraccién de los aceites esenciales de Schinus molle, Senecio
calvus y Clinopodium pulchellum

Rendimiento de extraccién (% (w/w))

Aceite esencial Destilacién por arrastre  Hidrodestilacion con
de vapor de agua equipo Clevenger
Schinus molle 1.4752 1.4779
Senecio calvus 1.5092 1.4987
Clinopodium pulchellum 1.4768 1.4841

El indice de refraccion del aceite esencial de Schinus molle obtenido por destilacion por
arrastre de vapor de agua es 1.4752 y se encuentran dentro de los rangos reportados (1.476
- 1.484) por Plaza & Ricalde (2015). Por otro lado, el indice de refraccion del aceite esencial
de Clinopodium pulchellum extraido por el método de destilacion por arrastre de vapor de
agua en este estudio es 1.4768, cuyo valor es similar a los reportados anteriormente: 1.475
(Tapia, 2018), 1.489 (Cueva, 2017), 1.494 (Carhuampoma et al., 2014). Sin embargo, no se
han reportado valores de indices de refraccion para el aceite esencial de Senecio calvus hasta
el momento. Cabe resaltar que tampoco se han reportado valores de indices de refraccion
para ningun aceite esencial de las especies vegetales en estudio por el método de

hidrodestilacion con equipo Clevenger.

4.4. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

La prueba de susceptibilidad antimicrobiana se realiz6 en el Laboratorio de Infecciones
Respiratorias Agudas (IRA) del Instituto Nacional de Salud (INS), en la sede de Jesis Maria
(Anexo 2). El agente microbioldgico utilizado fue Streptococcus pneumoniae ATCC 496109,

brindado por dicha institucion.

La cepa Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 liofilizada fue activada y preparada para
la prueba de susceptibilidad antimicrobiana (Figura 9), considerando todos los estandares de
Bioseguridad tipo Il (INS - IRA, 2005). Se realiz6 la prueba por triplicado.
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Figura 11: Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, cultivada en

agar sangre de cordero al 5% (AS)

Los halos de inhibicién se midieron con un Vernier en mm, detallado en las Tablas 9 y 10,
y se muestran en la Figura 10.
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Tabla 9: Medida de los halos de inhibicion de los aceites esenciales de Schinus molle, Senecio calvus y Clinopodium pulchellum por el método
de destilacion por arrastre de vapor de agua

Actividad antimicrobiana

) ) Destilacion por arrastre de vapor de agua
Aceite esencial

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3 Promedio Escala de y
Interpretacion

(mm) (mm) (mm) (mm) Duraffourd
Schinus molle 9.26 9.2 9.18 9.21 + Sensibilidad limite
Senecio calvus 9.46 10.4 9.82 9.89 + Sensibilidad limite
Clinopodium pulchellum 10.6 10.7 10.88 10.73 + Sensibilidad limite

Tabla 10: Medida de los halos de inhibicion de los aceites esenciales de Schinus molle, Senecio calvus y Clinopodium pulchellum por el

método de hidrodestilacion con equipo Clevenger

Actividad antimicrobiana

] ] Hidrodestilacién con equipo Clavenger
Aceite esencial

Repeticion 1~ Repeticion 2~ Repeticibn 3~ Promedio Escala de .
Interpretacion

(mm) (mm) (mm) (mm) Duraffourd
Schinus molle 9.24 8.72 9.06 9.01 + Sensibilidad limite
Senecio calvus 8.92 9.02 9.74 9.23 + Sensibilidad limite

Clinopodium pulchellum 9.86 9.84 9.92 9.87 + Sensibilidad limite
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Figura 12: Halos de inhibicidn de los aceites esenciales de Schinus molle, Senecio calvus y Clinopodium pulchellum destilado por el
método de arrastre de vapor de agua (1A, 2A y 3A respectivamente) y por hidrodestilacion con equipo Clevenger (1B, 2B y 3B
respectivamente), frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. C. Halos de inhibicion de los controles positivos, antibidticos SXT
(Trimetropin — Sulfametoxazol 25g), C (Cloranfenicol 30ug) y OX (Oxacilina 1jug)



La interpretacion de la actividad antimicrobiana segun la escala de Duraffourd para el aceite
esencial de Schinus molle, Senecio calvus y Clinopodium pulchellum obtenidos por
destilacion por arrastre de vapor de agua e hidrodestilacion con equipo Clevenger frente a
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 es sensibilidad limite, estos resultados determinan

que si hay actividad antimicrobiana, aunque baja.

Se ha reportado actividad antimicrobiana del aceite esencial de Schinus molle frente a
Streptococcus mutans (Rivadeneira-Cajas & Alvarez-Velazco, 2015), Escherichia coli
(Ramirez & Soto, 2018), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Rocha et al., 2012) y
también de actividad antimicrobiana nula contra Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas

aeuriginosa segin Moncada (2013).

Enel 2017, se reportd la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Senecio calvus frente
a Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CMI: 10ug/ml) y Bacillus subtilis (CMI: 0.625ug/ml)
por Alderete (2017). A su vez, se ha reportado actividad antimicrobiana del aceite esencial
de Clinopodium pulchellum frente a Candida albicans (Tapia, 2018), Escherichia coli y

Staphylococcus aureus (Cueva, 2017).

Cabe resaltar que no se ha reportado anteriormente actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de Schinus molle, Senecio calvus y Clinopodium pulchellum frente a
Streptococcus pneumoniae por lo que esta investigacion constituye conocimiento generado

para estudios posteriores.

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales dependen de su composicion; en el
caso del aceite esencial de Schinus molle se ha registrado predominancia del
biciclogermacreno (20.5%), betaacariofileno (19.7%) y el espatulenol (19.2%) en su
composicion (Muhr et al., 2015); asi tambien, para el aceite esencial de Clinopodium
pulchellum se ha reportado que la pulegona es su compuesto mayoritario (Velasco-
Neueruela & Alonso, 1983); y recientemente se ha determinado que en el aceite esencial de
Senecio calvus predomina el v-terpineno (Alderete, 2017). Sin embargo, hay autores que
refieren que estos no actlan solos, sino que hay una sinergia entre otros compuestos no

mayoritarios, dando como resultado su actividad antimicrobiana.
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Con este estudio se abren investigaciones futuras para evaluar los posibles usos alternativos
o complementarios de los aceites esenciales de Schinus molle, Clinopodium pulchellum y

Sencecio calvus frente a Streptococcus pneumoniae.

Segun el analisis estadistico realizado, para Schinus molle y Senecio Calvus, con el analisis
de varianzas (ANOVA), se obtiene un p-valor > 0.05, por lo que se interpreta que no hay
diferencias significativas entre la actividad antimicrobiana de los aceites obtenidos por
destilacion por arrastre de vapor de agua e hidrodestilacion con equipo Clevenger (Figuras
13y 14).
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Figura 13: Comparacion de la extraccion del aceite esencial de Schinus molle
por destilacion por arrastre de vapor de agua e hidrodestilacion con equipo

Clevenger
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Figura 14: Comparacion de la extraccion del aceite esencial de Senecio calvus
por destilacion por arrastre de vapor de agua e hidrodestilacion con equipo

Clevenger

Sin embargo, para Clinopodium pulchellum el p-valor < 0.05, por lo tanto si hay diferencias
significativas entre la destilacién por arrastre de vapor de agua e hidrodestilacion con equipo
Clevenger (Figura 15).
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Figura 15: Comparacion de la extraccion del aceite esencial de Clinopodium
pulchellum por destilacion por arrastre de vapor de agua e hidrodestilacion con

equipo Clevenger
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Esto quiere decir que la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Clinopodium
pulchellum obtenido por el método de destilacion por arrastre de vapor de agua presenta
mayor halo de inhibicion frente a Streptococcus pneumoniae que el obtenido por el método

de hidrodestilacion con equipo Clevenger.

45. Concentracion minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria se llevd a cabo en el Laboratorio de Infecciones
Respiratorias Agudas (IRA) del Instituto Nacional de Salud (INS), sede de Jesus Maria. El
agente microbioldgico utilizado fue Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 de la siembra

anterior.

La prueba se realizé por triplicado, los halos de inhibicién fueron medidos con un vernier en
mm Yy se muestran en la Figura 16. La concentracion minima inhibitoria para el aceite
esencial de Schinus molle extraido por destilacion por arrastre de vapor de agua fue del 100
por ciento, para Senecio calvus del 75 por ciento y Clinopodium pulchellum del 50 por ciento
(Tabla 11). Del mismo modo, la concentracion minima inhibitoria para el aceite esencial de
Schinus molle extraido por hidrodestilacion con equipo Clevenger fue del 100 por ciento,

para Senecio calvus y Clinopodium pulchellum del 50 por ciento cada uno (Tabla 12).
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Figura 16: Halos de inhibicién de las diluciones del aceite esencial de Schinus molle, Senecio calvus y
Clinopodium pulchellum destilado por el método de arrastre de vapor de agua (1A, 2A y 3A
respectivamente) y por hidrodestilacion con equipo Clevenger (1B, 2B y 3B respectivamente) frente a
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619



Tabla 11: Medida de los halos de inhibicién de las diluciones del aceite esencial de
Schinus molle, Senecio calvus y Clinopodium pulchellum por el método de destilacion

por arrastre de vapor de agua

DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR DE AGUA

. . . . Clinopodium
Aceite esencial Schinus molle Senecio calvus oulchellum

Dilucién 100%

R1 (mm) 9.22 9.96 10.38

R2 (mm) 9.50 9.44 10.50

R3 (mm) 9.34 9.64 10.72
Promedio (mm) 9.35 9.68 10.53

Escala de Duraffourd + + +

Interpretacion

Sensibilidad limite Sensibilidad limite

Sensibilidad limite

Dilucién 75%
R1 (mm) 6.96 8.04 9.22
R2 (mm) 7.10 7.86 9.44
R3 (mm) 7.00 8.22 9.12
Promedio (mm) 7.02 8.04 9.26
Escala de Duraffourd - + +

Interpretacion

Sensibilidad nula

Sensibilidad limite

Sensibilidad limite

Dilucion 50%
R1 (mm) 0.00 7.20 8.26
R2 (mm) 0.00 7.36 8.72
R3 (mm) 0.00 7.42 7.94
Promedio (mm) 0.00 7.33 8.31
Escala de Duraffourd - - +

Interpretacion
Dilucion
R1 (mm)
R2 (mm)
R3 (mm)
Promedio (mm)

Sensibilidad nula

0.25
0.25
0.25
0.25

Sensibilidad nula

25%
7.74
6.82
7.56
7.37

Sensibilidad limite

6.96
6.20
7.00
6.72

Escala de Duraffourd

Interpretacion

Sensibilidad nula

Sensibilidad nula

Sensibilidad nula




Tabla 12: Medida de los halos de inhibicién de las diluciones del aceite esencial de

Schinus molle, Senecio calvus y Clinopodium pulchellum por el método de

hidrodestilacion con equipo Clevenger

HIDRODESTILACION CON EQUIPO CLEVENGER

Aceite esencial Schinus molle Senecio calvus Clinopodium
pulchellum
Dilucién 100%
R1 (mm) 8.96 9.44 10.00
R2 (mm) 8.98 9.18 9.86
R3 (mm) 9.05 9.02 9.92
Promedio (mm) 9.00 9.21 9.93
Escala de Duraffourd + + +
. Sensibilidad Sensibilidad - .
Interpretacion limite limite Sensibilidad limite
Dilucion 75%
R1 (mm) 6.98 8.96 9.02
R2 (mm) 7.20 8.70 8.98
R3 (mm) 7.36 8.70 8.90
Promedio (mm) 7.18 8.79 8.97
Escala de Duraffourd - + +
Interpretacion Sensibilidad nula Senlsi:g::(ledad Sensibilidad limite
Dilucién 50%
R1 (mm) 0.00 8.92 8.52
R2 (mm) 0.00 8.14 8.10
R3 (mm) 0.00 8.04 7.86
Promedio (mm) 0.00 8.37 8.16
Escala de Duraffourd - + +
Interpretacion Sensibilidad nula Senlsi::::édad Sensibilidad limite
Dilucion 25%
R1 (mm) 0.00 7.52 6.30
R2 (mm) 0.00 7.84 6.42
R3 (mm) 0.00 7.88 6.20
Promedio (mm) 0.00 7.75 6.31

Escala de Duraffourd

Interpretacion

Sensibilidad nula Sensibilidad nula

Sensibilidad nula




La concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de Schinus molle, obtenido por
destilacion por arrastre de vapor de agua, frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
es del 100 por ciento y resulta el mismo valor (100%) por hidrodestilacion con equipo
Clevenger. Esto quiere decir que su uso se limita a su estado mas puro. Por otra parte, la
concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de Senecio calvus obtenido por
destilacién por arrastre de vapor de agua frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
es del 75 por ciento, no obstante, el mismo obtenido por hidrodestilacion con equipo
Clevenger es del 50 por ciento. Es asi que su uso mas conveniente seria el obtenido por

hidrodestilacién con equipo Clevenger.

Por ultimo, la concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de Clinopodium
pulchellum obtenido por destilacion por arrastre de vapor de agua frente a Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619 es del 50 por ciento y de igual forma obteniéndose por

hidrodestilacién con equipo Clevenger.

Estadisticamente, Schinus molle obtuvo un p-valor > 0.05 en el analisis de varianzas
(ANOVA), por lo que no hay diferencias significativas entre el método de extraccion por
destilacion por arrastre de vapor de agua e hidrodestilacion con equipo Clevenger (Figura
17).
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Figura 17: Comparacion de la concentracion minima inhibitoria del aceite
esencial de Schinus molle extraido por destilacion por arrastre de vapor e

hidrodestilacion con equipo Clevenger
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Sin embargo, Senecio Calvus obtuvo un p-valor < 0.05 en el andlisis de varianzas (ANOVA),
por lo que si hay diferencias significativas entre el método de extraccion por destilacion por

arrastre de vapor de agua e hidrodestilacion con equipo Clevenger (Figura 18).
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Figura 18: Comparacion de la concentracion minima inhibitoria del aceite
esencial de Senecio calvus extraido por destilacion por arrastre de vapor e

hidrodestilacion con equipo Clevenger

Finlmente, Clinopodium pulchellum obtuvo un p-valor > 0.05 en el andlisis de varianzas
(ANOVA), por lo que no hay diferencias significativas entre el método de extraccién por
destilacion por arrastre de vapor de agua e hidrodestilacion con equipo Clevenger (Figura
19).
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Figura 19: Comparacion de la concentracion minima inhibitoria del aceite

esencial de Clinopodium pulchellum extraido por destilacién por arrastre de

vapor e hidrodestilacion con equipo Clevenger




V. CONCLUSIONES

1. Se determind que si existe actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
obtenidos por destilacion por arrastre de vapor de agua de Schinus molle, Senecio
calvus y Clinopodium pulchellum frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619,

segun la escala de Duraffourd tienen sensibilidad limite (+).

2. Se determind que si existe actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
obtenidos por hidrodestilacion con equipo Clevenger de Schinus molle, Senecio
calvus y Clinopodium pulchellum frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619,

segun la escala de Duraffourd tienen sensibilidad limite (+).

3. Enla comparacién de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales obtenidos
por destilacion por arrastre de vapor de agua y por hidrodestilacion con equipo
Clevenger de Schinus molle y Senecio calvus frente a Streptococcus pneumoniae
ATCC 49619, con un intervalo de confianza del 95 por ciento, se establecio que no
hay diferencias significativas entre estos dos métodos de extraccién. Sin embargo, se
demostré que si hay diferencias significativas entre el método de destilacién por
arrastre de vapor de agua e hidrodestilacion con equipo Clevenger para Clinopodium

pulchellum, con un intervalo de confianza del 95 por ciento.

4. Se establecio que la concentracion minima inhibitoria del aceite esencial obtenido
por destilacion por arrastre de vapor de agua de Schinus molle es 100 por ciento,
de Senecio calvus 75 por ciento y de Clinopodium pulchellum 50 por ciento, frente a

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.



5. Se establecio que la concentracion minima inhibitoria del aceite esencial obtenido
por hidrodestilacion con equipo Clevenger de Schinus molle es 100 por ciento, de
Senecio calvus 50 por ciento y de Clinopodium pulchellum 50 por ciento, frente a

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.

6. Con un intervalo de confianza del 95 por ciento se determiné que no hay diferencias
significativas entre el método de destilacion por arrastre de vapor de agua e
hidrodestilacion con equipo Clevenger para obtener la concentracion minima
inhibitoria de los aceites esenciales de Schinus molle y Clinopodium pulchellum
frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. Sin embargo, se demostr6 que si
hay diferencias significativas entre el método de destilacion por arrastre de vapor de
agua e hidrodestilacion con equipo Clevenger para la concentraciéon minima
inhibitoria del aceite esencial de Senecio calvus frente a Streptococcus pneumoniae

ATCC 49619, con un intervalo de confianza del 95 por ciento.

7. Cabe resaltar que, en esta investigacion se determind por primera vez la actividad
antimicrobiana de Senecio calvus, Schinus molle y Clinopodium pulchellum y su
respectiva concentracion minima inhibitoria frente a Streptococcus pneumoniae
ATCC 496109.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar una caracterizacion quimica de la composicion de los aceites esenciales
extraidos para un mejor entendimiento del comportamiento de su actividad

antimicrobiana.

Realizar estudios sobre actividad antimicrobiana de mezclas de aceites esenciales,

para potenciar sus efectos frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 496109.

Con los datos obtenidos en esta investigacion, se podria considerar al aceite esencial
de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts para futuras investigaciones como

antimicrobiano frente a Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.

Realizar estudios con otras especies vegetales medicinales del Perd, para evaluar la
actividad antimicrobiana de sus aceites esenciales frente a Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619.
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VIIl. ANEXOS



Anexo 1: Certificados de Identificacién de las muestras vegetales en estudio en el
Herbario MOL “Augusto Weberbabuer” de la Universidad Nacional Agraria La

Molina

L HOMINEM Wil s,
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA fﬂ
FACULTAD DE CIENCIAS = -=%‘}_
Departamento Académico de Biclogia P, T

La Molina, 27 de noviembre de 2019

COMNSTANCIA
029-2019-1M-UMNALM

Mediante 1a presente se infarma e la fmuestra cetnitida per In Srta. Rosana Hetsabe "n.-’e.‘.gn Abad
p!D\.‘(‘:ni.cnrc del Area de Conscrvacidn chions]]_ Huz:(mpallnnu, p[(n'i.uc'm de  Huancayo,
departamento de Junin, a 4720 m s n. m. (coordenadas 1175534075, TETO4T10.1'W),
correspondiente al  proyecto de  investipacidn  <ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
ACEITES ESENCIALES OBTENIDOS POR DOS METODOS DE EXTRACCION
DIFERENTES DE TRES ESPECIES VEGETALES MEDICINALES PERUANAS,
FRENTE A Streprococcus preumonizer, ha sido estudiada en el Herbario del Dieparaamenta de
Biologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina (MOL) para su determinacion taxondmica.
El examen ¥ reconocimiento de los caracteres motfoldpicos de orden cualimtive y cuantdmdvo en
tal espécimen permiten concluir que corresponde a la especic Saweda cafws Cuatrec, de la familia
Asteraccac,

La clasificacidn raxondmica de la especie sepin el sistema APG TV (Angicsperm Phylogeny Group,
2016} es la sipudente;

Clada : anpiospermas (= Anglospetimac)
Clado : mesangiospermas (= Mesangiospermae)
Clado 3 eudicotileddneas (= BEndicotyledoneae)
Clado i punnétidas (= Gunnerdae)
Clade ; pentapétalas (= Pentapetalas)
Clads : superastéidas
Clado z asréridas
Clado £ cuastéridas (= pencidnidas)
Clado z campantlidas
Chrden ¢ Asterales
Familia ¢ Astemcene
Género i Senecia L.,
Especie % Senecio calvoes Cuatrec.

Atentamente

3 ﬁgﬂ,ﬂlﬂiﬂ "ﬂ‘{_
Metrcedes Flores Fumeriel N, % Pyt T Acturo Grangd Paucar
Jefe 74 AT Investy r Adjunin
Herbaria del Dpto. de Biologi (MOL) MEnTo DE ® Herbrio {lel Dypto. de Bioldgia (ML)
Faculiad de Ceencias Facaltad de Ciencias
Tniversidad Macional i\hl'[aris. T2 Malina Universidad Macional ,"\.Emria La bolina

B  herbariomol@lomolina.edupe & www lamaling edu pedfacultadicienciasichiologia/herkariof
*  Av.La Molna s/n La Melna - Lima - Lima ~ Pend B Teif: 814 7000 anexo 489
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* HOMINEM

= =]

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE CIENCIAS
Departamento Académico de Biologia

La Molina, 27 de noviembee de 2019

CONSTANCIA
030-201 9-HIM-UNALM

Mediante I presente se informa que ks muestm remitida por la Srta, Roxana Betsabé Vega Abad
proveniente del distito de Cieneguilla, provincia de Tima, depattamento de Lima (coordenadas
1250553 975, T6EAT04.67W)  correspondiente 3l proyecto de investigacion «WACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DE ACEITES ESENCIALES OBTENIDOS POR DOS
METODOS DE EXTRACCION DIFERENTES DE TRES ESPECIES VEGETALES
MEDICINALES PERUANAS, FRENTE A Surcprococcus prenmontfacy, ha sido estudiada
en ¢l Herbado del Departamento de Biologia de In Universidad Wacional Agrada La Molina (MOL)
para su determinacidn taxonamica. Fl examen y reconocimiento de los caracteres morfoldgicos de
orden cualitative y cuantdtatvo en (sl espécimen permiren concluir que corresponde a la especie
Schimwer sl Lo de la familia Anacardiaceae.

La clasificacidn mxondmica de la especie segiin el sistema APG IV {Angiosperm Phylogeny Group,
2016} es la siguience:

Clado angiospermas [= Angiospertiae)
Clado mesangiospermas (= Mesanglospermae)
Clado endicotileddneas (= Eudicntyledoneac)

Clada punnéeidas (= Guoneridac)
Clade pentapétalas (= Pentapetalae)
Clado superrésidas
Clado rasidas
Cladao curedaidas
Clado tmilvicas
Clrden Sapinndules
Familia Anacardiaceae
GCeéneto Schinus J.

specie

Atentamente,

Mercodes Flores Pim}ntﬂ
Juft

Herhazia del Drpto, de Biologia (MOL)

Facultad de Ciencias

Universidad Nacional Agrania La Maling

Schinus modle L.

e MOy

d.F rturo Granda Patcar
Invesripador| Adjunio
Herbagio dehDrpto. de Biolopid (MOL)

Facultad de Cienins
Univeesidad Macional Agrara La Molinn

&  herbardomol@lamaoline.edupe £ wenwlamelina.edu.peifaculladicienciascbinlaginherbariof
#  Av.Ls Maline g La Maling - Lima - Lima—Fert @ Talf: 614 7800 anexo 489
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UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA ey
FACULTAD DE CIENCIAS =
Departamento Académico de Biologia

-
@

La Molina, 27 de noviembre de 2019

CONSTANCIA
031-2009-HM-UNALM

Mediante In presente se informa que la muestrs remitida por la Srta. Roxana Bersabé Vega Abad
provenicnte del distrito de Yungay, provineis de Yungay, departamento de Ancash, a 2500 m 5. .
m. (coordenadas 9°0756.6"S, T7°44°45.8" W), eorrespondicnte al proyecte de investigacion
SACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE ACEITES ESENCIALES CBTENIDOS POR
DOS METODOS DE EXTRACCION DIFERENTES DE TRES ESPECIES
VEGETALES MEDICINALES PERUANAS, FRENTE A Streptoceccus pneumaniaes, ha
sidos esrudiada en el Herbario del Departamente de Biolopia de la Universidad Nacional Agrada La
Molina (MOL) para su dererminacion taxondmica. El examen y reconocimicnto de los caracteres
motfoldgeos de orden cualitativo ¥ cuantiaove on ml espécimen permiten comcluir que
corresponde 1 la especie Clivopoding podchelfuns (Funth) Govaerts de [a familia Lamiacese.

La clasificacidn tivondmica de la especie segin el sistema APG 1V {Angiosperm Phylogeny Group,
2016) es Ia sipulente:

Clada : angiospermas (= Angiospermac)
Clado ¢ mesamrospennas (= Mesangospermae)
Clado : eudiconleddneas (5 Hudicotyledoneae)
Clado i punnénidas (= Gunneridae)
Clada 3 pentapéralas (= Pentapetalae)
Clado ¢ supemstétidas
Clada : astendas
Clado i euastéridas (= penciinidas)
Clada 7 Limidas
Orden ¢ Lamiales
Familia z Lamiaceae
Géneto : Clinopodium 1.

Especic ¢ Clinopodinm pulehellum (Kunth) Govaens

O
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Atentamente,

Mercedes Flores Pimentel
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Anexo 2: Resolucion de aprobacion y consentimiento del desarrollo de proyecto de tesis
en el Laboratorio de Infecciones Respiratorias Agudas del Instituto Nacional de Salud

— Jesus Maria

SECTOR SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

g Ay

v 3
O 0

N, (339-2019 a,-'./p// /N

RESOLUCION DIRECTORAL

L. 19 ENE. 208

Visto. ol expediente N* 00019250-18 y Nota Infoemativa N* (X1 4 -2019-0E1-OGITT-OPEANS, de la
Oficina Ejecutiva de Investigacidn, de la Oficina General de Investigackin y Transferancia Tecnoldgica
del instituto Nacional de Salud, por ef cual solicita aprobacitn de proyecto de investigacidn;

CONSIDERANDO:

Que, ol Manual de Organzacidn y Funciones aprobaco por RJ N°® 267-2003-J-0PDANS establece
que la Oficing General oe Investigacion y Transferencia Tecnologica (OGITT), organo asesor do la
Alta Direccion, tiene como funcidn ¢l promover el desarrolio y ejecucion de la investigacion y la
tecrologia apropiada en salud y de su transferencia en ef sector salud a la comunidad,

Que, segin se desprende 0o fa Nota informativa del visto, contoniendo la opinién favorable del Comité
Institucional de Etica en Investigacién del Instituto Nacional de Salud (INS), se ha emitido conformidad
8l proyecto de tesis de Investigacion tilulado: “ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE ACEITES
ESENCIALES OBTENIDOS POR DOS METODOS DE EXTRACCION DIFERENTES DE TRES
ESPECIES VEGETALES MEDICINALES PERUANAS, FRENTE A STREPTOCOCCUS
PNEUMONIAE®, version 1, Cédigo OT-023-18;

Qua, de conformidad con fas atribuciones establecidas en el punto 6.2.2.4 do la Directiva N°® 045-
INS/OGITT-V.01 "Directiva para & Gestidn de Proyecios de Investigacion en Salud en el Insttuto
Nacional de Saiud" aprobada por Resolucidn Jefatural N* 133-2018-J-OPEANS; asi como lo
estatiecido en & punto 538 en concordancia con el punto 5.36 del Procedimiento Técnico
Planificaciin de Proyecios de Investigacion PRT-INS-003 Ed. 1, aprobado por Resolucidn Jefatural N*
195-2016-J-OPEANS,

Con el visto bueno del Director Ejecutivo de la Oficina Ejecutiva de Investigacién de la OGITT del INS;
SE RESUELVE:

Articulo 1*.- APROBAR e proyecio de lests de Investigacidn “ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
ACEITES ESENCIALES OBTENIDOS POR DOS METODOS DE EXTRACCION
DIFERENTES DE TRES ESPECIES VEGETALES MEDICINALES PERUANAS,
FRENTE A STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE", versién 1, de fecha 31.12.2018,
Cédigo: OT-0023-18; detallado en el anexo No.1 adjunio, que forma parte integrante de
la presente Resolucidn por los fundamentos expuestos en la parte considerativa de la
presente Resolucién,
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Anexo 3: Certificado de analisis de la cepa Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

AL

CERTIFICATE OF ANALYSIS

(Visual cbservabon method)

Cultures are examined macroscopically and
mcrescopically after incubation. Cuttures show no
evidence of aberrant growth

ATCC® Number: 49619™
Lot Number: 70002256
Organism: Streptococcus pneumoniae 262
Product Format: Bacterial cells suspended in an appropriate cryoprotectant
Expiration Date: Not applicable
Storage Conditions: 2°C to 8°C for freeze-dried cultures; - 80'C or colder for frozen cultures
Note: Do not store frozen vials in freezers with a defrost cycle, as this will expose the
vials to increased temperatures.
Test | Method Specification Rosult
Gram stain and cell morphology | Gram stain (when applicable} and call morphology are | Gram postive, non-motile, coooi in
(Visual cbservasion method) consstent with the organism being lesled. ;g?sgzm&:v chaing with
Colony description Colony description is consistent with the organism Flat, opaque, smooth, entire, glistening
{Visual obearvation method) TG Sc.
Purlty Sample matenal is Inoculated onto non-salectve media. | No swdence of aberrant growth

{E-test, microbroth diution, Kirby
Bauver. dak diffusion, bloMérieux
VITEK® 2 AST card. o olher)

and interpreted following CLS! guidetines (when
applcable). Resuits are consistent with the organism
being lested,

Viability (confluency plate) Sample matenal is viable. Discrote cpk:nios {300+) on dilution plate,

{Visual observation method) A

Phenotypic testing Sample matenal is evaluated with a definad tatlery of 95% idenlilication o Straplococcus
phenotypic tests induding evaluation by bioMérieux paeumoniae using Vitek 2 Compact
WVITEX™ 2 Compact. Results are consistent with the
organism baing tested

identification by MALDI-TOF Sample matenal is evaluated by MALDI-TOF MS Using the in vivro diagnostic (IVD)

fechnology testing. Identification is consistent with the organism database, identfication is consisient with
being tested, the organism being tesied

Genotyplc testing Sample materal is evaluated by 18S ribosomal gene Mentificaton is consistent with the
sequencing. Results are consistent with the organiem organism being tested
veing teated.

Antiblotic susceptibility testing Sample materal is evaluated for antibiotic susceptibiity | Consistent with the ceganism being tested

Robbin L Smith

Ogiktally sipwd by st L Smih

OM crre Bt LSmisy oA B0 ourOualy Avurance Spe slit smed srarsheecsag o US

Daw 0170020152929 SO0

ATCC
10801 University Bouevard

ww.alce.org

Trootds Dos 1D 310

Manassas, VA 20110-2209 USA

Quality Assurance Specialist; Quality Assurance

~Page 1of2-

Teorydal Pevaeet 4

Fax: 703-365-2750
E-mad. tech@atcc.org
or conlact your loca dstributor

Terrghes DMt Date 12315014
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ATCC

ATCC® Number: 49619™
Lot Number: 70002256

CERTIFICATE OF ANALYSIS

ATCC hereby represents and warrans that the material provided under this certificate is pure and has been subjected 10 the lesis and
procedures specified and that the results descrnbed, along with any other data provided in this certificate, are true and corract to the
bast of the company's knowledge and bellef. This cenificate does not extend to the growth and'or passage of any wing organism or
cell ine beyond what is supplied within the container received from ATCC,
Ths product i intended 1o be used for laboratory research use only. I ig not intended %or use in humans, animals, or for
diagnostics. Appropriate Biosalely Level (BSL) practicas should always be used with this matedal. Reler 10 the Product Inforrmation

Sheet for nstructions on the correct use of this product

ATCC products may not be resold, modified for resale, used to provide commercial services, or to manutacture commercial

products without prior written agreement from ATCC.

© 2014 American Type Culture Collection. The ATCC trademark and trade name are owned by the Amencan Type Culture

Collection.

ATCC

10801 University Boulevard
Manassas, VA 20110-2209 USA
WWW.ACE Org

Teoplaw Doc 10 311

-Page20f2-

Temglyie Resgion 4

800-638-6597 or 703-3856-2700

Fax: 703-365-2750
E-mail: tech@atcc org
or contact your iocal distrbutor

Teergham Efbctan Oue 12315014
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