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RESUMEN

Se verifico el efecto del aceite esencial de Lantana camara L. sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus'y
Escherichia coli. El aceite se obtuvo por el método hidrodestilacion, a partir del de hojas de L. camara, se utilizd
concentraciones de 25, 50, 75 y 100% de aceite usando etanol absoluto como diluyente. Para determinar la
inhibicion de crecimiento antibacteriano se emple6 el método de difusion en pozo; anadiendo 25 pl de cada
concentracion en pozos de 6 mm de didmetro sobre placas petri con Agar Mueller Hinton los cuales fueron
sembrados con S. aureusy E. coli por superficie, con concentraciones similares al tubo N° 0.5 del Nefeloémetro de
Mac Farland (1.5 x 108 UFC/ml); utilizando Vancomicina y Cloranfenicol como controles para S. aureusy E. coli
respectivamente. La lectura se realizo a las 24 horas de incubacion a 37°C midiendo el halo de inhibicion en cada
ensayo. Los resultados mostraron que hay mayor inhibicién a mayor concentracion del aceite esencial (p<0,05),
siendo la concentracion de 100%, la que logré inhibicion méaxima con 33 mm para S. aureus. Se concluye que el
aceite esencial de L. camara muestra efecto inhibitorio sobre el crecimiento del S. aureus'y E. coll.
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ABSTRACT

The objective of this research was to demonstrate the effect of essential oil of Lantana camera L. on growth of
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The Lantana oil was obtained by distillation method from the leaves,
and concentrations of 25, 50, 75 and 100% of oil using absolute ethanol as solvent was used. Diffusion in well
method was used to determine the antibacterial growth inhibition: it was added 25 pl of each concentration in
wells of 6 mm diameter over Petri dishes with Agar Mueller Hinton which were stocked by surface with S. aureus
and E. coli, at concentrations similar to the tube N ° 0.5 of the Nephelometer of Mac Farland, using Vancomycin
and chloramphenicol as controls for S aureus and E coli, respectively. The results showed that there is greater
inhibition at higher concentration of essential oil (p<0,05), being the concentration of 100%, to achieve maximum
inhibition with 33 mm for S. aureus. Concluding that the essential oil of L. camara shows inhibitory effect on the
growth of S. aureus and E. coll.
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INTRODUCCION

Dadas las cualidades antisépticas de plantas aromaticas y medicinales, sus extractos y aceites
esenciales han sido reconocidos desde la antigiiedad como fuente de agentes terapéuticos, debido a que
producen mas de 100 000 metabolitos secundarios, muchos de los cuales son antibacterianos!-23.

Lantana camara L (Vervenaceae), popularmente conocida como “Hierba de la maestranza” en el Pert,
presenta varios terpenoides, esteres y alcaloides con actividad antipirética y antiespasmodica que le
confiere propiedades bactericida, nematicida, antimutagénica insecticida y repelente contra insectos
vectores de la malaria. Su aceite es amarillo con olor caracteristico y presenta reconocidos
antibacterianos como, limoneno, timol, geraniol, a-fenlandreno, germacreno-D, sabileno, B-cariofileno,
E-nerolidol, a-humuleno, linalool, a-terpineol, entre otros#5.6.7:8,



A nivel mundial, el 70% de enfermedades diarreas agudas (EDAs) son atribuidas a las enfermedades
trasmitidas por alimentos (ETAs) contaminados con microorganismos, tales como, Sa/monella spp.,
Shigella spp., Campylobacter spp, Escherichia coli'y rotavirus o por intoxicaciones alimentarias como
las producidas por Bacillus cereusy Staphyllococcus aureus';12,13.14,

S. aureus produce una variedad de toxinas de proteina extracelular, incluyendo las enterotoxinas,
sindrome de shock tdxico toxina exfoliativa 1 (TSST-1), toxina (ET), hemolisinas y coagulasa @529,
Las enterotoxinas son un grupo serologico de proteinas diferentes (A, B, C1-3, D, E y F) causantes de
intoxicacion alimentaria estafilococica, que es una intoxicacion comun que resulta del consumo de
alimentos que contienen cantidades tan pequefias como 100 ng de una o mds enterotoxinas
preformadas!!.12.13, Los sintomas tienen un inicio rapido y comprenden nauseas, vomitos con o sin
diarrea y dolores abdominales, a su vez se han reportado muertes por infecciones de S. aureus debido a
los severos desordenes gastrointestinales!4. Su presencia en alimentos se interpreta como indicador de
contaminacion por malas practicas de higiene de los manipuladores de alimentos, convirtiendo a los
manipuladores de alimentos en los mayores agentes transmisores, siendo la principal fuente de
contaminacion por cepas de S. aureus asociadas a Intoxicacion Alimentaria Estafilococica (IAE)!.14. La
diseminacion de S. aureus enterotoxigénico desde el manipulador al alimento se puede producir por
contacto directo e indirecto, por medio de la descamaciéon normal de piel o por medio de aerosoles
procedentes del tracto respiratorio cuando se estornuda, tose o habla, asi como falta de higiene en
materiales y equipos!L:13.14,

Se ha informado que en el Perq, entre 1993 y 2001, se registraron 12 brotes de enfermedades
producidas por el consumo de productos lacteos, los cuales comprendieron 11,5% del total de casos de
enfermedades transmitidas por alimentos en esos afios, estos brotes afectaron a 1 278 personas (de ellas,
24 fallecieron), Entre sus agentes causales se encontr6 a .S. aureus con 1,6% de incidencia!s.

E. coli presenta una alta incidencia de casos siendo los nifios de 1 a 5 afios y los ancianos susceptibles
a la infeccion, utilizando multiples mecanismos similares a otras bacterias que infectan mucosas, con
las etapas de adhesion y colonizacion de la mucosa, evasion de los mecanismos de defensa,
multiplicacion y dafio tisular ¢9. El ganado de leche o carne sano puede contaminarse durante el proceso
de sacrificio y procesamiento “0),

En el Pert, el primer hallazgo de E. co/i O157:H7, principal causante de ETA por esta bacteria, se hizo
en las heces de una lactante que provenia de Tacna, la cepa present6 los 3 factores de virulencia y en un
estudio de 102 muestras de carne molida de bovino en Lima metropolitana encontraron un 22.55%
positivo para E. coli O157; del total de positivos se analizaron 10 (43.48%) cepas, comprobandose que
todas eran E. colf O157:H7 @9, En el 2001, en Tacna, se observo un aumento del nimero de diarreas
disentéricas, con un incremento de 197 a 235 casos, siendo el grupo etario de 1 a 4 afios el mas afectado
con 136 casos (57.8%); de éstos, la mayoria (78.7%) procedian del distrito de Tacna y so6lo 10.7% del
distrito Alto de la Alianzal!6.17.18,

Teniendo en cuenta la importancia de las ETAs en la salud de la poblacion, resulta justificable la
busqueda de alternativas de tratamiento con aceites de origen vegetal de especies disponibles. En este
contexto, la presente investigacion tuvo por determinar el efecto de las concentraciones de 25, 50, 75 y
100% (289.7; 579.4; 869.1 y 1158.8 mg/ml) del aceite esencial de Lanfana camara L. sobre el
crecimiento de Staphylococcus aureusy Escherichia coll.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico

o Aceite esencial de Lantana camara L. “Hierba de la maestranza”

e Cultivos de Staphylococcus aureus procedente del Laboratorio de Microbiologia y Tecnologia de
Alimentos de la Universidad Nacional de Trujillo en 2014. Cultivo de Escherichia coli procedente
del Laboratorio de Andlisis de Alimentos y Aguas de la Municipalidad Provincial de Trujillo en
2014.

Obtencion e identificacion de Lantana camara.

Las plantas fueron recolectadas en el Centro poblado El Trépico, Distrito de Huanchaco, Provincia de
Trujillo, Departamento La Libertad (a 50 m.s.n.m.), transportadas al laboratorio de Farmacognosia de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo para la extraccion del
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aceite esencial. Una muestra de la planta fue llevada al Herbario de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Nacional de Trujillo para su identificacién taxondmica.
Extraccidn del aceite esencial9.20,21
Se seleccionaron las hojas que no presentaron lesiones, separandolas de los tallos e inflorescencias (4.
El lavado se realiz6 con agua corriente para eliminar particulas extrafias, suciedad y restos de tierra,
posteriormente fueron puestas a orear por 24 horas y para la extraccion. Se empled el método de
Hidrodestilacion, para lo cual se utilizo 12 000 g de hojas colocandose 150 g en un matraz esférico
esmerilado de 2 000 mL de capacidad. Se procedi6 a llenar con agua destilada el balon destilador, previa
instalacion del conducto refrigerante, y se hizo circular el agua a través del mismo. Luego se llevo a
calentamiento hasta desprendimiento de un liquido inmiscible conteniendo vapor de agua condensada y
el aceite esencial, que fueron recolectados en un embudo de decantacion. El tiempo fue de 60 min
aproximadamente contandose desde el instante en que cay6 la primera gota en la pera de decantacion.
Se elimind el agua y se separd el aceite en un frasco de color ambar.
Almacenamiento
El aceite colectado se guardd en frascos de color ambar debidamente rotulados, debido a que son
inestables fotoquimicamente y se deshidratd con Na,SO4 anhidro “47:58), Se conservo en refrigeracion a
4°C hasta el momento de su utilizacion.
Constantes fisicas del aceite esencial
Para determinar la densidad se utilizé un densimetro digital Densymeter DM A35- Aton, obteniendo
una densidad de 1.1588 g/ml (1 158.8 mg/ml) y para el indice de refraccion, el refractémetro de circulo
Carl Zeis se obtuvo el valor del indice de refraccion: 1.576
Preparacion de los indculos bacterianos22.23,
e Reactivacion de cultivos de Staphylococcus aureus'y Escherichia coli
Se tomo6 una azada de cada cultivo conservado, se sembraron en 4 ml de caldo Infusion Cerebro-
Corazén (BHI) respectivamente, se llevd a incubar a 37°C por 24 horas. Luego se sembro la
suspension en Agar Baird Parker y MacConkey respectivamente, se llevaron a incubar a 37°C por
24 horas. Se seleccionaron colonias que presentaron caracteristicas culturales propias. De las
colonias se tom6 una azada, se realizo la coloracion Gram y se observo a 100x. Una vez comprobada
la pureza, de la parte restante de la colonia se sembré en agar nutritivo semisolido inclinado.
e Preparacion de indculo
Se realizo a partir del cultivo puro de cada bacteria sembrado en Agar nutritivo con 18 horas de
incubacion. Se hizo una suspension en 5 ml de agua destilada esteril, a una turbidez equivalente al
tubo N° 0.5 del nefelometro de Mac Farland (1.5 x 108 UFC/ml).
¢ Preparacion de las diferentes concentraciones del aceite esencial de L. camara L.
El aceite puro obtenido fue considerado como tratamiento al 100% (p=1158.8 mg/ml), a partir del
cual se realiz6 diluciones para obtener las concentraciones de 25, 50, 75 y 100% (289.7; 579.4; 869.1
y 1158.8 mg/ml) utilizando como solvente etanol absoluto (control).
Prueba de Inhibicion del Crecimiento?2+:28:26
Método de Difusion en Agar: (i) la actividad antibacteriana se determindé mediante el método de
difusion en agar. Se sirvio 25 ml de Agar Miiller-Hinton en placas Petri, (ii) las placas se llevaron a
secar en la estufa por 10 minutos para eliminar exceso de humedad, (iii) pasados los 10 minutos, se
agregd 0,1 ml de suspension bacteriana y con ayuda de asa de Drigalsky se sembr6 uniformemente,
dejando reposar por 20 minutos, (iv) en condiciones de esterilidad se hizo un pozo con un sacabocado
con un diametro de 6 mm en cada placa, (v) se inocul6 25 ul de muestra a concentraciones de 25, 50,75
y 100% (289.7; 579.4; 869.1 y 1158.8 mg/ml) de aceite esencial en cada uno de los pozos de las placas,
en otra placa se coloco 25 ul de etanol absoluto como control; y discos de Vancomicina y Cloranfenicol
(30ug/disco) siendo el control positivo para S. aureusy E. coli, respectivamente, (vi) se siguié el mismo
procedimiento para el cultivo de E. coli con la diferencia que el tiempo de incubacion para la preparacion
del inoculo fue de 7 horas, (vii) luego se dejo en reposo durante una hora, permitiendo una mejor difusion
de la muestra en el agar y (viii) después se llevo a incubacion a 37°C de 18 a 24 horas(®
Lectura: La lectura de los resultados se realizo en base a la presencia de los halos de inhibicion del
crecimiento (mm), formados alrededor de cada pocillo por efecto de la actividad antibacteriana del aceite
esencial a concentraciones de 25, 50,75 y 100%, los cuales se midieron, luego se restd los 6 mm del
pozo para ser comparados posteriormente>%62. Las mediciones se realizaron en 4 direcciones y se saco
el promedio. Las pruebas se realizaron por triplicado con 5 repeticiones.
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Analisis de Datos

Los datos obtenidos fueron sometidos al test de Kolmogorov—Smirnov para determinar si presentan
distribucién normal (Normal: p>0.05 y No Normal: p<0.05). Como los valores siguieron una
distribucién normal fueron analizados con la prueba de Anova, para determinar diferencia significativa
entre los tratamientos, luego se aplico la prueba de comparaciones multiples paramétricas de Tukey con
un intervalo de confianza del 95% para determinar diferencia significativa entre concentraciones de
aceite y entre el control (Vancomicina y Cloranfenicol); para lo cual se utilizaron los programas
estadisticos SPSS Statistics 20.0 para Windows y Microsoft Office Excel 2013.

RESULTADOS

En la Fig. 1 se presentan los resultados de los didmetros promedios de los halos de inhibicion del
crecimiento de Staphylococcus aureus a concentraciones de 25, 50, 75 y 100%, (289.1, 579.4, 869m1 y
1158.8 mg/ml) del aceite esencial de Lantana camara L., observandose que el mayor efecto inhibitorio
lo tiene la concentracion de 100% que presenta un halo de inhibicién de 33 mm. También se observa
que existe diferencia significativa entre las concentraciones estudiadas y que el efecto inhibitorio
aumenta a mayor concentracion del aceite esencial de Lantana camara L.

En la Fig. 2 Se presentan los resultados de los didmetros promedios de los halos de inhibicion del
crecimiento de Escherichia coli a concentraciones de 25, 50, 75 y 100% (289.1; 579.4; 869,1 y 1158.8
mg/ml) del aceite esencial de Lantana camara L. Observandose que el mayor efecto inhibitorio lo tiene
la concentracion de 100% que presenta un halo de inhibicion de 11.87 mm. También se observa que
existe diferencia significativa entre las concentraciones estudiadas y que el efecto inhibitorio aumenta a
mayor concentracion del aceite esencial de Lantana camara L.

En la Fig. 3 se presentan los resultados de los didmetros promedios de los halos de inhibicion del
crecimiento de Staphylococcus aureus'y Escherichia coli, a las concentraciones de 25%, 50%, 75% y
100% (289.1; 579.4; 869,1 y 1158.8 mg/ml) del aceite esencial de Lantana camara L. Se observa que
es mayor la inhibicion del crecimiento en S. aureus 'y menor en E. coll.

DISCUSION

Los efectos antimicrobianos de muchas hierbas y especias se han conocido durante siglos, utilizandose
para aumentar la vida util de los alimentos, cuyas propiedades antimicrobianas se le atribuyen a sus
principios activos2324, actuando como agentes inhibidores de una amplia gama de bacterias26.27.28, Tal es
el caso del aceite esencial de L. camara que es una planta ornamental popular, crece en regiones
tropicales y subtropicales242930, es fuente de fosforo y potasio al emplearse como abono, larvicida,
pesticida en el control de plagas de insectos, termiticida, repelente de moscas del ganado3233.34.35.36, Tiene
un amplio uso en la medicina tradicional,549 para curar gran variedades de enfermedades
gastrointestinales, antipirético, diurético, antimalarico, antihelmintico, antirreumatica, cicatrizante,
antioxidante, antibacteriana, antiinflamatoria, antiulcerogénica, anticancerosa, antitumoral,
antimutagénico, enfermedades hepaticas, purificador de la sangre, bronquitis, tos, asma, (14 contra la
lepra y sarna27.28:35.36,

La caracterizacion de su aceite esencial y sus metabolitos con actividad antimicrobiana permitieron
identificar los componentes mayoritarios, los cuales presentan actividad antimicrobiana son el -
cariofileno, zingibereno, germacreno-D, y-curcumeno, linalol, y a-humuleno, limoneno, valecene, acido
lantico, Sabineno, a-caryophyllene, davanone37.38.39.40
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Fig. 1. Inhibicién del crecimiento en mm de Staphylococcus aureus frente a las concentraciones de 25,
50, 75 y 100% del aceite esencial de Lantana camara L. y de los grupos control Vancomicina y etanol-
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Fig. 3. Comparacion de didmetros promedios de los halos de inhibicion del crecimiento de Staphylococcus
aureus'y Escherichia coli a las concentraciones de 25, 50, 75 y 100% frente al aceite esencial de Lantana camara
L.

S. aureus es sensible frente a las concentraciones de 25 y 50% del aceite esencial de L. camara, con
formaciones de halos de inhibicion del crecimiento de 11.47 y 17.80 mm, respectivamente; pero estos
halos son menores si los comparamos con el halo de inhibiciéon del crecimiento formado por el
antibiotico Vancomicina (control) con 20.53 mm (p<0,05. La concentracion de 75% (869,1 mg/mL)
present6 un halo de inhibicién del crecimiento de 24.73 mm, con un valor de p< 0.05 con respecto al
halo formado por Vancomicina que fue de 20.53 mm, esto indica que la concentracion de 75% es
significativamente mayor al formado por el control. Un mejor resultado presento la concentracion de
100% (1158.8 mg/mL) con un diametro de 33 mm, mayor en comparacién con el control (p < 0.05),
indicando que existe diferencia significativa con el formado por la Vancomicina, siendo esta
concentracion eficazmente sensible para .S. aureus.

La inhibicién con mayor significancia se observa a una concentracion de aceite esencial mas alta
(100%). A bajas concentraciones se observd que el efecto inhibitorio es reducido con respecto al
crecimiento de microorganismo, en comparacion con el control. Este resultado permite asegurar que S.
aureus es significativamente mas sensible a las concentraciones de 75y 100% (869,1 y 1158.8 mg/ml)
del aceite esencial de L. cdmara que el antibidtico Vancomicina. Estos resultados coinciden con estudios
realizados previamente respecto de la actividad antimicrobiana contra S. aureus, K. Pneumoniae y E.
colp donde se encontraron que el aceite esencial es efectivo contra B. cereus, B. pumilus, B. subtilis, S.
aureus, E. coli, K. pneumoniaey P. aeruginosa.

Se ha indicado que la actividad antibacteriana esta relacionada con la proporciéon quimicas de los
compuestos principales, asi como de los componentes menores, donde la actividad antimicrobiana puede
atribuirse a varios compuestos activos, asi como a los efectos sinérgicos entre ellos, la variabilidad de
quimiotipos, ciclo vegetativo, proceso de obtencidn del aceite, las partes de la planta con sus estadios
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de desarrollo, la ubicacion geografica, el clima, solubilidad del aceite, el rango de difusion en el agar, la
evaporacion, concentracion de los componentes activos y tipo de bacterias utilizadas3!.36.39.40.41

Los aceites esenciales interactiian afectando a la membrana plasmatica, interfiriendo en la cadena
respiratoria con la produccidén de energia (ATP); de modo que si la integridad de la membrana es
destruida, entonces las propiedades de barrera, matriz para las enzimas y transductor de energia se ven
comprometidos.

E. colipresenta menor inhibicion del crecimiento frente al aceite de L. camara para las concentraciones
estudiadas de 25, 50, 75 y 100%, pues lo halos formados fueron de 4.37; 6.8; 9.47 y 11.87 mm
respectivamente, presentando un menor diametro, en comparacion con el halo de inhibicion del
crecimiento formado por el antibiotico Cloranfenicol (control) que fue 20.67 mm y aunque E. coli
muestra cierto grado de inhibicion, las concentraciones no son eficaces comparandolas con el control (p
< 0.05). Se ha reportado actividad antimicrobiana de este asceite frente a £. coli'y se ha observado que
E. colipresento halos de inhibicion del crecimiento con un promedio de 10 mm.

Al comparar los halos de inhibicion del crecimiento de S. aureusy E. coli frente a las concentraciones
de 25, 50, 75 y 100% del aceite esencial de L. camara L, se comprobo que hay diferencia significativa
(p <0.05) entre ambas bacterias, es decir se observa que .S. aureus presenta mayor grado de sensibilidad
frente al aceite esencial en comparacion a E. coli en todos los tratamientos. Estos resultados concuerdan
con investigaciones previas donde se obtuvo zonas de inhibicion en £. coli de 13 mm, P. aeruginosa 15
mm, S. aureus 22 mm, inhibiciones de 24 y 20 mm para E. coli'y S. aureus, respectivamente; actividad
inhibitoria del aceite esencial de L. camara L. contra, B. subtilis, S. aureus, E. coli, a concentraciones
de 500, 500 y 250 mg/mL, respectivamente; con el extracto de reporto halos de inhibicion en S. aureus
del4 mm (200 mg/mL), Pseudomona sp. 16 mm (190 mg/ml) y B. cereus 16 mm (210 mg/ml), y al
trabajar con extractos de hojas y encontraron halos de inhibicion de 21,7 mm contra S. aureus?6:29.39.4041,
Al mismo tiempo, se ha descrito actividad contra S. aureus, mas no contra E. coli, tal es el caso de
Kurade efal?s y Benites et al32, Dubey et al40; Barreto et al22, de igual manera se reportaron casos donde
S. aureus no presenta inhibicion del crecimiento.

Segtn los resultados obtenidos con S. aureus'y E. coli en comparacion con los hallazgos de otras
investigaciones, si bien coinciden con el mismo efecto inhibitorio, la eficacia del aceite esencial de L.
camara resulto ser mayor en el caso de S. aureus, esto de debid posiblemente a la variacion en su
composicion®40. El mecanismo de accion de los terpenos y sesquiterpenos no se entiende
completamente, se especula que participan en la disrupcion de la membrana por los compuestos
lipofilicos, describiendo 3 posibles vias de accion: aumentando la permeabilidad de la membrana a iones
pequefios, afectando la estabilidad estructural de la membrana y desestabilizando el empaquetamiento
de la bicapa lipidica. Como era de esperarse las bacterias Grampositiva (S. aureus) fue mas susceptibles
al efecto antimicrobiano!3.17,

E. colien el trabajo presenta menor inhibicion del crecimiento al aceite de L. camara L. que S. aureus,
estos resultados son similares a los obtenidos previamente; esta diferencia se deberia que las bacterias
Gramnegativas, muestran una resistencia intrinseca a una gran variedad de aceites esenciales, la que se
relaciona con la superficie hidrofila de su membrana externa, rica en lipopolisacaridos que forman una
barrera impermeable en contra de los agentes toxicos, impidiendo el paso de pequefias moléculas
hidrofilicas a través de la membrana externa debido a la accion de las proteinas porinas. Sin embargo,
las macromoléculas hidrofobicas como la de los componentes de los aceites esenciales, son incapaces
de penetrar la barrera. Esto lleva a pensar que el pequefio halo de inhibicién producido por el aceite
esencial de L. camara L. en E. coli puede deberse a su contenido de terpenoides (monoterpenos y
sesquiterpenos), que seguin investigaciones anteriores, son identificados como los componentes
mayoritarios en las fracciones volatiles de las hojas y flores!8:26,

De acuerdo a los resultados obtenidos y basandose en trabajos anteriores, se puede afirmar que S.
aureus presento mayor inhibicion del crecimiento frente al aceite de L. camara L. que E. coli'y que este
efecto inhibitorio contra bacterias Gram positivas se deberia a los componentes propios del aceite asi
como también a la estructura y constitucion de las membranas bacterianas!%-22.17, Quedando demostrado
que la familia del genero Verbenacea presenta potencial en la medicina por su efecto antimicrobiano en
bacterias de interés clinico y alimentario, en especial L. camara L. que presenta diversos usos no solo
para la medicina sino también en la industria alimentaria.
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