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RESUMEN

Los lentes de contacto son susceptibles a la colonizacion bacteriana, usualmente
bajo forma de biopeliculas. La alta demanda de lentes de contacto y su
susceptibilidad a la contaminacién principalmente de Pseudomonas aeruginosa
y Staphylococcus aureus que se da en forma de biopeliculas, es un riesgo latente
para la salud visual de la poblacién. Es por ello que el presente trabajo tuvo como
principal objetivo evidenciar la actividad inhibidora del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum frente a la formacién de biopeliculas de Pseudomonas
aeruginosay Staphylococcus aureus en lentes de contacto blandos. Para poder
cumplir con el presente objetivo, se utilizd el método de cuantificacién de la
formacién de biopeliculas por medio del ensayo de biopelicula estatica. Los
resultados mostraron que el aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum
presenta actividad inhibitoria frente a biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa
a una concentracion de 5 uL/mL, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 a una
concentracion de 5 uL/mL, Staphylococcus aureus a una concentracion de 1,25
uL/mL y Staphylococcus aureus ATCC 25923 a una concentracion de 0,625
uL/mL, logrando un efecto éptimo frente a la formacion de biopeliculas de
Pseudomonas aeruginosa, donde se llegé a reducir en un 23,94% el crecimiento
de dichas biopeliculas mejor que la solucion multipropdsito “Renu Fresh ®”,
mientras que en las biopeliculas maduras, el aceite esencial tuvo mejor actividad
en Staphylococcus aureus ATCC 95923 con una reduccion del 24,85% mejor
que la solucion multipropésito “Renu Fresh ®”. Gracias a ello, se concluye que
el aceite esencial de canela presenta una gran actividad inhibitoria frente a
biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa 'y Staphylococcus aureus inducidas

en lentes de contacto blandos.

Palabras clave: Cinnamomum zeylanicum, aceite esencial, biopeliculas, lentes
de contacto blando, CMI, actividad inhibitoria, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus
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SUMMARY

Contact lenses are susceptible to bacterial colonization, usually in the form of
biofilms. The high demand for contact lenses and their susceptibility to
contamination, mainly of Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus
that occurs in the form of biofilms, is a latent risk to the visual health of the
population. Therefore, the main objective of the present research was to
demonstrate the inhibitory activity of Cinnamomum zeylanicum essential oil
against the formation of biofiims of Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus in soft contact lenses. In order to comply with this
objective, we were used the method of quantification of the biofilms’ formation by
the test of static biology. The results showed that the essential oil of
Cinnamomum zeylanicum presents inhibitory activity against of Pseudomonas
aeruginosa biofilms at a concentration of 5 yL/mL, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 at a concentration of 5 uL/mL, Staphylococcus aureus at a
concentration of 1,25 uL/mL and Staphylococcus aureus ATCC 25923 at a
concentration of 0,625 pL/mL, achieving an optimum effect against the biofilm
formation of Pseudomonas aeruginosa, where the growth of biofilms was
reduced by 23,94% better than "Renu Fresh ®" multipurpose solution, while in
mature biofilms the essential oil had better activity in Staphylococcus aureus
ATCC 95923 with a 24,85% reduction better than the "Renu Fresh ®"
multipurpose solution. As a result, it is concluded that cinnamon essential oil has
a high inhibitory activity against the biofilms of Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus in soft contact lenses.

Key words: Cinnamomum zeylanicum, essential oil, biofilms, soft contact lenses,

MIC, inhibitory activity, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus.
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.  INTRODUCCION

La prevalencia y la incidencia de los problemas oftalmolégicos en el Peru, de
causa desconocida, son los segundos causantes de la discapacidad en el Per(’

y de acuerdo con el nivel socioeconémico, pueden incrementarse o disminuir?.

Dentro de los problemas oftalmolégicos destaca la queratitis, una de las
enfermedades que afecta la cérnea y puede ser ocasionada por bacterias de los
géneros Streptococcus, Staphylococcus, Pseudomonas, Proteus y Neisseria®.
Esta condicidn clinica puede ser ocasionada o potenciada por el uso de lentes
de contacto blandos como una respuesta adversa a la contaminacion de
bacterias, teniendo una incidencia del 0,3 % de la queratitis microbiana®.

El uso de lentes de contacto estd muy expandido, los datos de su uso en los
Estados Unidos, en el ano 2008, fue alrededor de 36 000 000 por afo y es
considerado uno de los factores de riesgo mas altos para el desarrollo de
queratitis microbiana®. Una revision sobre la adhesién microbiana en lentes de
contacto® menciona que las bacterias con mayor formacién de biopeliculas son
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens y Staphylococcus aureus, y que
no solo son las mayores causantes de biopeliculas en los lentes de contacto,
sino que su resistencia a los desinfectantes, antibiéticos y soluciones
multipropésito con desinfectante va en aumento; por lo que se estd dando mas
importancia a los estudios sobre la eficacia de las soluciones multipropdsito

contra microorganismos formadores de biopeliculas, amebas y hongos’-°.

Cinnamomum zeylanicum o “canela” es una planta natural de Sri Lanka del sur
de la India, también es cultivada en Brasil, Birmania, Indonesia, Indias
occidentales e islas del océano Pacifico'. En la actualidad el uso de la canela
esta en diversos campos como la gastronomia, usado como condimento y
saborizante; también la cosmética usando en la incorporacibn como
aromatizante en perfumes y ademas de su importante uso en la medicina natural.

El uso tradicional que se da con la canela es para reducir el riesgo de cancer de

14



colon, coagulante, aumento de la circulacion sanguinea en el utero, regeneracion
de tejidos, etc. Diversos estudios han determinado que la canela incluyendo su
aceite esencial posee actividades importantes como antibacteriano, antimicético,

antiinflamatorio, antioxidante y antidiabético'".

Los paises desarrollados y sub desarrollados tienden al uso de recursos
naturales en las formulaciones farmacéuticas, principalmente en los cosméticos.
Esta tendencia esta reconocida por la Organizacién Mundial de la Salud y
muchos paises estan optando por regularizar este tipo de formulaciones
naturales, tal es el caso de Colombia'? en Sudamérica y a nivel de Europa se
encuentran empresas reguladoras como Ecocert' la cual certifica a los aditivos
naturales como extractos y aceites esenciales que pueden usarse en las

formulaciones farmacéuticas.

Asimismo, existen estudios que demuestran la actividad antimicrobiana de
diversos recursos naturales frente a bacterias resistentes u otros resultados
significativos'#'°. El incremento y la continuacién de estos estudios en recursos
naturales se deben ver sustentados con su aplicacion y uso de estos en
formulaciones farmacéuticas como aditivos naturales', por ejemplo un gel de

limpieza cutanea?.

La mayoria de los estudios en el ambito microbiologico llega hasta una
evaluacion de la actividad antimicrobiana, pudiendo ser mejor aprovechada
evaluando su actividad frente a las peliculas de microorganismos mas
importantes para la salud publica. La capacidad de formacién de biopeliculas no
se restringe a un grupo especifico de microorganismos y se considerada que
bajo las condiciones adecuadas, todos los microorganismos son capaces de
hacerlo, ya que pueden utilizar diferentes superficies?'-22. Oyola determiné que
en un 75% de las cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa provenientes de
dos hospitales de Nivel 1V, son formadoras de biopeliculas?®, mientras que
Salazar obtuvo un 60,4 % de las cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa
formadoras de biopeliculas, provenientes de pacientes de tres hospitales de
Lima Metropolitana durante el periodo de abril y octubre del 201224,

15



1.1.

Obijetivo general

Evidenciar la actividad del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum frente a

biopeliculas de Pseudomonas aeruginosay Staphylococcus aureus inducidas in

vitro sobre lentes de contacto blandos.

1.2.

1.3.

Objetivos especificos

Determinar la concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum frente a Pseudomonas aeruginosa vy
Staphylococcus aureus.

Desarrollar la curva de crecimiento y viabilidad de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus frente al aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum.

Evaluar la actividad del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum en la
formacioén de biopeliculas de Pseudomonas aeruginosay Staphylococcus
aureus en lentes de contacto blando.

Evaluar la actividad del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum en
las biopeliculas maduras de Pseudomonas aeruginosay Staphylococcus

aureus en lentes de contacto blando.

Hipotesis

El aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum inhibe la formacion de

biopeliculas de Pseudomonas aeruginosay Staphylococcus aureus inducidas in

vitro sobre lentes de contacto blandos.
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. GENERALIDADES

2.1. CANELA (Cinnamomum zeylanicum)

Cinnamomum zeylanicum o Cinnamomum verum, cuyo nombre comun es
canela o canela de Ceylon'™, es una de las especias conocidas desde tiempos
antiguos y en China se empleaba ya en el afio 2500 A.C. Los arabes la utilizaban
mucho para aromatizar carnes, ya que la canela contiene un aceite esencial rico

en fenol que inhibe las bacterias responsables de la putrefaccion de la carne?.

2.1.1. Descripcion botanica

Arbol con corteza papirdcea bastante gruesa, lisa y palida perteneciente a la
familia de las laureaceas. En su estado silvestre puede alcanzar los 10 metros
de altura. Es un arbol de hojas perennes de tamano moderado, ovadas, con tres
nervios bien marcados, acuminadas, de borde liso, lanceoladas, verde brillante
por encima y ligeramente mas palidas por debajo, de base aguda o redondeada.
Peciolos de 1,3 a 2,5 cm de largo, aplanados. Flores hermafroditas amarillas,
muy numerosas, cuyo tubo mide 2,5 mm de largo. Frutos morados en baya, de
1 cm de didmetro y de 1,3 a 1,7 cm de largo, oblongo, minuciosamente apiculado,
seco O ligeramente carnoso, morado oscuro, rodeado por el perianto

campanulado ampliado de 8mm de diametro'0-25:26

2.1.2. Habitat y distribucion

Originaria de Sri Lanka y la India, se cultiva en partes de Africa, sureste de la

India, Indonesia, América del Sur, Sri Lanka y la India occidental®.
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2.1.3. Composicion quimica

El aceite esencial de canela se obtiene de las hojas de Cinnamomum
zeylanicum, siendo el principal componente el cinamaldehido (entre 80 a 90%
en el aceite esencial). También contiene eugenol, acetato de cinamilo, alcanfor,

B-cariofileno, linalol y cumarinas'%-27.

2.1.4. Propiedades farmacoldgicas

Usado de manera tradicional en el tratamiento de trastornos dispépticos tales
como afecciones a nivel intestinal, plenitud, flatulencia y pérdida del apetito.
También se utiliza para tratar el dolor abdominal con diarrea, y el dolor asociado

con amenorrea y dismenorrea'®.

En diversas investigaciones con aceite esencial de canela usando hojas de la
misma, se demostré que tiene una gran actividad antibacteriana tanto para
grampositivos y gramnegativos. El aceite esencial presenté actividad
antibacteriana frente a Streptococcus mutans, Streptococcus mitis 'y
Streptococcus salivarius, bacterias causantes de caries dental'®. También
presenta actividad antibacteriana demostrada frente a Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa®°.

Ademas, se ha encontrado que el aceite esencial de canela presenta actividad
antifingica frente a Aspergillus flavus a una concentracion de 2000 ppm?<°.

2.2. Biopeliculas

2.2.1. Definicion

Las biopeliculas, segun Lasa, son comunidades de microorganismos que crecen
embebidos en una matriz de exopolisacaridos y adheridos a una superficie inerte
0 a un tejido vivo®'. Las biopeliculas se pueden formar tanto en superficies
biéticas como abidticas, incluyendo tejidos vivos, paredes de los dispositivos
médicos, sistemas de tuberias de agua potable o sistemas acuéticos naturales®.
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Por otro lado, Donlan® efectué una descripcion ampliamente aceptada de una
biopelicula, estableciendo que es “una comunidad microbiana sésil,
caracterizada por células que estan adheridas irreversiblemente a un substrato
o interfase, 0 unas con otras, encerradas en una matriz de sustancias poliméricas
extracelulares que ellas han producido, y exhiben un fenotipo alterado en
relacion con la tasa de crecimiento y transcripcidén génica”. Esta ultima definicién
nos hace entender que la formacion de biopeliculas se da como una alteracion
fenotipica de microorganismos frente a las adversidades que estos encuentren
en el ambiente en que se desarrollan o viven. Estos microorganismos pueden
también vivir bajo su forma plancténica y no mostrar necesariamente la
resistencia caracteristica de una biopelicula frente a las condiciones
desfavorables de ambiente34.

2.2.2. Estructura

Lasa nos dice que, aunque la composicién de la biopelicula es variable en
funcion al sistema de estudio, en general, el componente mayoritario es el agua

gue puede representar hasta un 97% de la biopelicula3'.

Ademads de agua y gérmenes, la matriz esta formada por Sustancias Poliméricas
Extracelulares (SPE), las que constituyen el componente primordial y son
elaboradas por los mismos microorganismos integrantes. Estas SPE estan
compuestas principalmente por polisacaridos, los cuales pueden ser neutros o
polianidnicos (en bacterias Gram negativas) y catiénicos (en bacterias Gram
positivas), caracteristica que les permitira interactuar con distintos
antimicrobianos, de tal forma que estos puedan quedar atrapados en la matriz
sin capacidad para actuar sobre las bacterias®®. Las SPE pueden ser

hidrofébicas, aunque la mayoria son anfipaticass34.
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2.2.3.

Etapas de desarrollo

El ciclo vital de las biopeliculas consta de tres etapas: adhesién, crecimiento y

separacién o desprendimiento.

a)

Adhesion: Las bacterias empiezan a unirse a la superficie, previamente
percibida, mediante apéndices como fimbrias, flagelos, pili o adhesina.
Estos apéndices ayudan a la bacteria a alcanzar la superficie, siendo su
funcidn principal vencer las fuerzas de repulsion. En la adhesion
bacteriana pueden también influir variaciones en la velocidad de flujo,
temperatura y concentracion de nutrientes3®. Por ejemplo, se ha
encontrado que un incremento en la concentracién de diversos cationes
afecta la adhesion de Pseudomonas spp a superficies de vidrio®2.
Crecimiento: Las bacterias ya adheridas comienzan a dividirse formando
una “microcolonia”. Las bacterias empiezan a elaborar un exopolisacarido
que constituye la matriz de la biopelicula. En el caso de Pseudomonas
aeruginosa es alginato y poli-N-acetilglucosamina en Staphylococcus
aureus®.

Separaciéon o desprendimiento: Los tres principales mecanismos para
generar el desprendimiento son: erosién o deslizamiento, separacion y

abrasions®.

2.3. Pseudomonas aeruginosa

2.3.1. Caracteristicas morfoldgicas

Bacteria aerobia gram-negativa con forma de bastoncitos finos con una longitud

aproximada de 1 a 3 um de largo y 0,5 a 1,0 um de ancho. Producen pioverdina

y piocianina, son moviles debido a la presencia de flagelos polares®’.

Toleran un amplio rango de temperaturas de crecimiento (4 - 42°C), asimismo

son capaces de metabolizar diferentes compuestos como fuentes de carbono y

nitrégeno. Esta versatilidad metabdlica le ha dado la capacidad de colonizar un

gran numero de habitats acuéticos y terrestres, presentando cepas resistentes a

antibiodticos, detergentes y metales pesado.
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2.3.2. Formacion de biopeliculas

Para la formacion de biopeliculas, P. aeruginosa produce 3 polisacaridos:
alginato, PEL y PSL. El alginato, un polimero lineal no ramificado compuesto de
acido D-manurdnico y &cido L-gulurénico, contribuye a la estabilidad estructural
y proteccion de las biopeliculas, asi como a la retencién de agua y nutrientes.

Algunos sistemas bacterianos relevantes y factores implicados en la regulacién
de la formacion de biopeliculas de P. aeruginosa son: sistema quorum sensing
(QS) y sistema regulador de dos componentes GacS/GacA y RetS/LadS. EI QS
es una comunicacién de célula a célula utilizada por muchas bacterias para
detectar su densidad poblacional mediante la produccién y la percepcion de
moléculas sefalizadoras que coordinan la produccion de factores de virulencia,
la motilidad y la formacidén de biopeliculas. P. aeruginosa posee dos sistemas
QS principales (las y rhl) que impulsan la produccién (a través de las sintasas
Lasl y Rhll) y la percepcién (por los factores de transcripcién LasR y RhIR) de
moléculas de sefalizacion. Un tercer sistema QS, basado en sefiales de
quinolona (sistema PQS), interactia con los sistemas de las acil homoserina
lactonas (AHLs)39:40,

Los reguladores del sistema quorum sensing “lasR” y “rhl” desempenan papeles
importantes en la formacién de las biopeliculas. El regulador de quorum sensing
“LasR” puede unirse a la regién promotora del operén PSL, lo que sugiere que
el quorum sensing puede regular la expresién del polisacarido PSL. Se ha
informado, también, que el sistema “rhl” interviene en la formacién de las
biopeliculas de P. aeruginosa al mejorar la biosintesis de los polisacaridos PEL.
El sistema PQS, por su parte, esta vinculado a la liberacion de ADN durante el
desarrollo de biopeliculas3®4.
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2.4. Staphylococcus aureus
2.4.1. Caracteristicas morfoldgicas

Bacteria anaerobia facultativa gram positiva, presenta forma de coco inmovil
agrupados como células unicas, en pares, tétradas, cadenas cortas o formando
racimos de uvas. No esporulada, no posee capsula, aunque existen algunas
cepas que desarrollan una capsula de limo. La mayoria de los estafilococos
produce catalasa*'.

2.4.2. Formacién de biopeliculas

La produccion de biopeliculas se describié por primera vez en S. aureus
coagulasa negativo, y esta implicada en la colonizacion y persistencia de la
bacteria en catéteres, proétesis, sondas y algunos dispositivos médicos como los
lentes de contacto. S. aureus produce un exopolisacarido poli-N-
acetilglucosamina que constituye la matriz de la biopelicula y sirve para adherirse
y colonizar nuevos sitios, ademas de proteger a las bacterias de la fagocitosis,
asi como de los antibidticos. La biopelicula puede prolongar la infeccion y

colonizacion41:42,

Se ha demostrado que los genes y productos del locus “ica” presente en
Staphylococcus aureus son necesarios para la formacion de biopeliculas y
relacionados también con la virulencia de la bacteria. Estos genes son regulados
en respuesta al crecimiento anaerdbico y a diversas condiciones ambientales

que llevan a la formacion de la biopelicula*.

2.5. Lentes de contacto

La Academia Americana de Oftalmologia clasifica a los lentes de contacto como
duros y blandos. Los lentes duros mas comunmente utilizados hoy en dia son
los lentes de contacto rigido y permeables al gas (RGP por sus siglas en inglés).
Estan hechos de plastico y otros materiales como la silicona o fluoropolimeros.
Los lentes duros mantienen su forma, sin embargo, permiten un libre flujo de
oxigeno entre los lentes y la cérnea y estos pueden preferirse cuando una
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persona tiene alergias o tiende a formar depdsitos de proteinas en los lentes de
contacto. Los lentes de contacto blandos son la eleccién preferida entre la
mayoria de usuarios de lentes de contacto. Estos lentes son comodos y vienen

en varias versiones, dependiendo de como se quieran usar*4.

2.5.1. Lentes de contacto blando o de hidrogel

Los lentes de contacto blando son la eleccion preferida entre la mayoria de
usuarios. El material usado para la fabricacion de los lentes de contacto blando
son los hidrogeles (entre los que destaca el hidroxietilmetraquilato - HEMA).

Los hidrogeles son materiales épticamente homogéneos, que estdn compuestos
de una fase sélida (el polimero) dispersa en una fase acuosa. Los radicales
hidréfilos contribuyen a la absorcidén del agua en el polimero, y los puentes de
enlaces limitan su absorcidn, la combinacion de ambos determina la hidratacién
del hidrogel*. En la tabla 1 podemos observar la clasificacion de los materiales
de hidrogel por contenido de agua e ionicidad.

Tabla 1. Materiales de hidrogel por contenido de agua

Fuente: FDA. Four lens groups*®

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
(Bajo contenido de  (Alto contenido de  (Bajo contenido de  (Alto contenido de
agua) agua) agua) agua)

No idnico No iénico Iénico Iénico
Crofilcon Alphafilcon A Bufilcon A
Dimefilcon A Altrafilcon Balafilcon A Etafilcon A
Genfilcon A Ofilcon A Bufilcon A Focofilcon A
Hefilcon A & B Omafilcon A Deltafilcon A Methafilcon A, B
Hioxifilcon B Scafilcon A Droxifilcon A Ocufilcon B
lotrafilcon A Surfilcon A Etafilcon A Ocufilcon C
Isofilcon Vasurfilcon A Ocufilcon A Ocufilcon D
Tetrafilcon A Xylofilcon A Ocufilcon E
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Las caracteristicas de absorcién de los LCB hacen que estos aumenten su peso,
lo que aumenta la succion total en el ojo y la resistencia a ser desplazado por la
gravedad, gracias a lo cual se produce mayor estabilidad y mejor visién*4.

2.5.2. Adherencia microbiana a los lentes de contacto

La adherencia microbiana de Pseudomonas aeruginosa y de Staphylococcus
aureus a la superficie de los lentes de contacto es ligeramente superior en los
lentes de base silicona a pesar de que estos tienen una alta permeabilidad al
oxigeno; su superficie hidréfoba se muestra mas propensa a la adicion de
patdgenos que en los del tipo hidrofilico*®4”

2.5.3. Complicaciones oculares asociadas a lentes de contacto

Las complicaciones asociadas al uso de lentes de contacto se pueden evitar
aplicando las medidas de prevenciéon como los lineamientos de la FDA*S,

Estas complicaciones se pueden dividir en:

a) Complicaciones no infecciosas:

e Hipoxia: Cambios inducidos en todas las capas de la cérnea por el
uso de lentes de contacto que tienen poca transmision de
oxigeno“®.

¢ Ojo rojo agudo por lentes de contacto: Conocido como sindrome
de lente apretado, reaccion inflamatoria caracterizada por
hiperemia conjuntival, infiltracion corneal y dolor®.

e Reacciones toxicas: la QT se ha atribuido a muchos componentes
de las soluciones multipropdésito, en especial a los conservantes de
estas*®:%0,

e Estrias corneales: Las EC se observan cuando el edema corneal
es superior a 6%. Los lentes de hidrogel de bajo contenido de agua
constituyen un factor de riesgo importante en la aparicion de

estrias*®.
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Complicaciones mecénicas: La interaccion entre los LC y la cornea
pueden causar erosiones corneales, abrasiones y lesiones

arciformes®’.

b) Complicaciones infecciosas

Queratitis bacteriana: Infiltrado corneal supurativo y un defecto
epitelial asociado con la presencia de bacterias. Los agentes
etiolégicos mas frecuentes son Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus 'y Acanthamoeba 485253,

Infecciones virales: Causados por adenovirus y herpes virus 4854,
Infecciones fungicas: Asociadas al uso de soluciones

multipropdsito®.

2.6. Soluciones multipropoésito

Las soluciones multipropésito estan especialmente formuladas para cumplir una

triple funcién: enjuague, desinfecciéon y limpieza®. Estan compuestas, en su

mayoria, por un surfactante, un agente antimicrobiano para desinfeccion y EDTA

como quelante para remover iones de calcio e incrementar el efecto

antimicrobiano, ademas de agentes bufferizantes para mantener el pH estable®”.

Entre los agentes antimicrobianos usados en la formulacién de las soluciones

multipropdsito destacan:

e Hidroxialquilfosfonato: Agente quelante que se une a iones metélicos

divalentes y trivalentes. Este agente antimicrobiano es usado en la

solucién multipropdsito “Renu Fresh ®8,

e Acido bérico: regula el PH y actua, a la vez, como agente antimicrobiano

o EDTA

e Poloxamina

e Dexpantenol **
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lll. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiales y equipos

Material Botanico

e Aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum

Material Bioldgico

e Pseudomonas aeruginosa cepa clinica
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
e Staphylococcus aureus cepa clinica

e Staphylococcus aureus ATCC 25923

Medios de Cultivo

e (Caldo Tripticasa de Soya - TSB (Merck)

e Agar Tripticasa de Soya - TSA (Merck)

e Agar Cetrimide (Merck)

e Agar Manitol Salado (Merck)

e Agar Infusion Cerebro Corazén (Merck)

e Agar Test Desoxirribonucleasa — DNAsa (Merck)
e Caldo Mueller Hinton (Merck)

e Agar Mueller Hinton (Merck)

e Sacarosa (Merck)

e Glucosa (Merck)
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Reactivos

Solucién de Cristal Violeta al 1 % y 0,1 % (Carlo Erba)
Colorante Rojo de Congo (Sigma-Aldrich)
Resazurina (Sigma-Aldrich)

Peroxido de Hidrégeno al 3%

Equipos

Otros

Autoclave Digital (ALP MC-30LDP)

Incubadora Digital (INCUCELL)

Balanza Analitica (Derver XP-300)

Espectrofotémetro UV Visible (Thermo Scientific Helios ZETA)
Densimetro (Mettler Toledo — Densito 30 PX)

Estereoscopio (ZEISS — Stemi 508)

materiales

Lentes de contacto blandos de Etafilcon A (1 Day Acuvue Moist - Jhonson
& Jhonson)

Solucion Multipropoésito (Renu Fresh ®)

Micropipetas (Eppendorf)

Micropipeta Multicanal (Eppendorf)

Microplaca estéril de Poliestireno de 96 pocillos con fondo en U (Thermo
Scientific)

Microplaca estéril de Poliestireno de 24 pocillos (Thermo Scientific)
Placas Petri de vidrio estériles 15 x 100 mm (Pirex)

Frascos Schott

Tubos de ensayo de vidrio (borosilicato)

Viales de vidrio

Pipetas de vidrio 1,2, 5y 10 mL

Tips de 100y 1000 pL
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3.3. METODOLOGIA:

3.3.1. Tipo de estudio

Experimental y prospectivo.

3.3.2. Lugar de Ejecucion

Instituto de Quimica Bioldgica, Microbiolégica y Biotecnologia “Marco Antonio
Garrido Malo”. Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional

Mayor de San Marcos — Lima.

3.3.3. Recoleccion del material botanico

Se utilizé el aceite esencial de hojas de Cinnamomum zeylanicum “Canela”,

obtenido de forma comercial de la empresa Essential Oils Pera (EOP).

La presentacién comercial del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum es
de 10 mL (Figura 1). En la ficha técnica proporcionada por la empresa Essential
Oils Peru del aceite esencial de hojas Cinnamomum zeylanicum, se evidencia el

método de extraccion que es destilacion por arrastre a vapor (Ver Anexo 1).

b3

2 4
* ACEITE ESENCIAL +
ESSENTIALOIL &

CANELA +

¢ 4
K

wimetm [ [ s

Figura 1. Presentacion comercial de 10 mL del aceite esencial de hojas de
Cinnamomum zeylanicum, de la empresa Essential Oils Peru.
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3.3.4. Analisis preliminar del aceite esencial

Se realiz6 andlisis organoléptico mediante el método de Dixit®®; dicho analisis
consto de la inspeccidn visual del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum,
determinando las caracteristicas fisicas como aspecto, color, olor y sabor. En
adicion se le midio la densidad utilizando el equipo Mettler Toledo — Densito 30
PX.

3.3.5. Recoleccion del material bioldgico

Las cepas clinicas y ATCC de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus fueron proporcionadas por el Instituto de Quimica Bioldgica,
Microbioldgica y Biotecnologia “Marco Antonio Garrido Malo” de la Facultad de

Farmacia y Bioquimica — UNMSM.

3.3.6. Identificacion Microbioldgica

Para la identificacibn microbiolégica de las muestras de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus, se procedid segun las especificaciones del
Manual de Procedimientos Bacterioldégico en Infecciones Intrahospitalarias del
Instituto Nacional de Salud®°. Se aisl6 las colonias en TSA y se les someti6 a las
siguientes pruebas:

3.3.6.1. Identificacion de Staphylococcus aureus®’:
Observacion de la Morfologia celular:

Se identificd por observacion microscopica de las cepas aisladas mediante la
tincién Gram. La identificacion positiva es la observacidén de cocos gram positivos
en racimos.
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Crecimiento en Agar Sangre:

Las colonias de Staphylococcus aureus sembradas en agar sangre de carnero,
son lisas, enteras, algo elevadas, de borde entero y la mayoria se ellas presentan
un pigmento que va desde el amarillo crema hasta el naranja. Suelen presentar
B-hemdlisis.

Crecimiento en Agar Manitol Salado:

Las cepas de Staphylococcus aureus sembradas en el agar manitol salado,
acidifican el medio. Las colonias son de color amarillo y el medio alrededor de la

colonia también es de color amarillo.

Prueba de la catalasa:

Esta prueba determina la presencia de la enzima catalasa, ya que las cepas de
Staphylococcus aureus son catalasa positivo. Para su identificacion se utiliza el
peréxido de hidrogeno al 3%. La inmediata efervescencia, que es la formacion
de burbujas, indica como una prueba positiva, ya que la enzima catalasa
descompone el perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno.

Presencia de Desoxirribonucleasa (DNAsa)®'-62

Se basa en la presencia de la enzima termoestable desoxirribonucelasa (DNAsa)
en las cepas de Staphylococcus aureus, que es capaz de hidrolizar el contenido
del acido desoxirribonucleico (ADN) en el medio. Si el medio es acidificado con
HCl al 0,1 N, el ADN precipita hacia fuera (turbidez) y las zonas claras aparecen

alrededor de las colonias positivas para DNAsa.
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3.3.6.2. Identificacion de Pseudomonas aeruginosa®’:
Observacion de la Morfologia celular:

Se identificé por observacidon microscopica de las cepas aisladas mediante la
tincibn Gram. La identificacién positiva es la observacién de bacilos gram
negativos rectos o ligeramente curvados que pueden estar agrupados 0 en

parejas®.

Crecimiento en Agar Cetrimide:

Las colonias de las Pseudomonas aeruginosa son generalmente planas, algo
extendidas, de bordes aserrados, brillo metélico y son bastante mucoides. El
crecimiento de las colonias en el Agar Cetrimide suelen dar una pigmentacion
verde, ya que no todas las cepas de las Pseudomonas aeruginosa dan

pigmentacién. Ademas presentan un olor caracteristico a uvas fermentadas.

Prueba de Oxidasa:

La reaccion de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromooxidasa
que activa la oxidacién del citocromo reducido por el oxigeno molecular, que a

su vez actia como receptor de electrones en la etapa terminal.

Para la prueba se requiere tener humedecido una fraccion del papel con el
reactivo N,N,N,N, tetrametil-p-fenilendiamina en una placa Petri. Con un palillo
se escoge una colonia y se extiende sobre el papel filtro. La prueba es positiva
para Pseudomonas aeruginosa cuando hay un viraje de coloracion azul al

violeta.

Crecimiento a 42 °C:

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa crecen a temperaturas de 42 °C. Para
el desarrollo de la prueba se usé TSA y se incub6 a 42 °C por 24 horas.
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Agar TSI

En este medio se determina la capacidad de la bacteria del uso de hidratos de
carbono o azucares como la lactosa, glucosa y sacarosa, presentes en el medio
TSI. También se evalua la produccién o no de gas y la produccién de &cido
sulfhidrico.

Si hay uso de azucares, cambia el medio a color amarillo y se coloca “A”, la
produccion de gas y del acido sulfhidrico se representa con un “+”, la ausencia

({31}

de estaos es con un “-“ y el no uso de los azucares se representa mediante una

“‘K” 0 “N”. La Pseudomonas aeruginosa da una reaccion K/K o N/N y no hay
produccién de sulfuro de hidrégeno.

Utilizacion de Citrato

Este método sirve para la determinacién si un microorganismo es capaz de

utilizar citrato como unica fuente de carbono para su metabolismo.

La prueba es positiva para Pseudomonas aeruginosa si el crecimiento se da con
una coloracion azul intensa en el pico del medio o presencia de colonias en

ausencia del color azul.

3.3.7. Evaluacion de la capacidad de formacién de biopeliculas

Durante el desarrollo de la tesis se utilizaron cepas ATCC y cepas clinicas de
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus con capacidad formadora
de biopeliculas.

3.3.7.1. Método Rojo de Congo

La capacidad de formacion de biopeliculas se determiné mediante el método de
Rojo de Congo®+%° para las cepas de Staphylococcus aureus.
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Preparacion del medio

Se utilizé el agar BHI previamente reconstituido y suplementado con sacarosa al
5%, esterilizado y mantenido a 45 °C. Se le adiciond el colorante rojo de Congo
esterilizado a dicha temperatura para su posterior homogenizacién y distribucion
en placas Petri estériles. Se dejé solidificar y seguidamente se sembrd las cepas

de Staphylococcus aureus a evaluar,

Lectura de resultados

Se considera a los microorganismos con capacidad formadora de biopeliculas,
al crecimiento de las colonias de color negro. Se considera negativa la prueba si

las colonias presentan coloracién roja o rosada.

3.3.7.2. Método del tubo

Para las cepas de Pseudomonas aeruginosa, la capacidad formadora de
biopeliculas se determiné mediante el método del tubo segln Christensen®®,

Preparacion del medio e Incubacion

Se utilizé caldo TSB reconstituido y suplementado con glucosa, esterilizado y
enfriado. Se inoculd una colonia correctamente aislada al caldo TSB
suplementado e incubado por 24 horas a 37 °C. Terminada la incubacién se
realizé una dilucion del inéculo en caldo TSB suplementado, se transfirié a un

tubo y se incubé a 37 °C por 48 horas.

Lavado y tincién

Luego de la incubacion se procedié al descarte del medio del tubo, lavado y
secado del mismo. Se utilizé la solucién de Cristal Violeta al 1% para la tincién
del tubo, finalmente se lavé y seco para su lectura.
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Lectura de resultados

La prueba es positiva cuando se evidencia un anillo adherido a las paredes del
tubo, ademas de una pelicula fina pero visible en la pared y al fondo del tubo.

3.3.8. Eleccion del lente de contacto

Los lentes de contacto blandos utilizados fueron del polimero Etafilcon A que es
el copolimero de hidroxietil metacrilato y acido metacrilico de la marca 1-Day

Acuvue Most ®, fabricados por Jhonson & Jhonson.

Los lentes de contacto blando de Etafilcon A fueron seleccionados por la forma
de presentacion en el mercado (Ver Tabla 2) y por los antecedentes del uso de

estos tipos de lentes®®.

Tabla 2. Caracteristicas técnicas del lente de contacto 1-Day Acuvue Most ®

CARACTERISTICAS
Fabricante
Marca
Presentacion
Tipo de lente
Material
Contenido acuoso
Diametro (mm)
Curva base (BC)
Protecciéon UVA/UVB

Instrucciones de uso

DESCRIPCION
Jhonson & Jhonson Vision Care Inc.
1-Day Acuvue Moist ®
Caja de 30 unidades
Lente de contacto blando
42% polimero / Etafilcon A (Hidrogel)
58 %
14.2
8,5
Si

Uso diario
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3.3.9. Eleccion de la Soluciéon Multipropdsito

La solucién multiproposito utilizada fue de la marca Renu Fresh ® fabricados por
Bausch & Lomb, segun la recomendacion de Noel y Villanueva®®.

3.3.10. Método de difusion en agar

La prueba de difusién en agar se basa en la inhibicién del crecimiento de
bacterias, mediante la difusion de las sustancias activas un medio sélido. Esta
actividad se evidencia por la formacién de halos claros alrededor de la sustancia

activa®7-99,

Preparacion del inéculo

Las bacterias correctamente aisladas fueron suspendidas en solucién salina al
0,9% estéril. Se ajusto la turbidez al equivalente de 0,5 de la escala McFarland,
esta escala equivale a una concentracion aproximada de 1-1,5 x 108
UFC/mL57:9,

Preparacion de la muestra

El aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum fue trabajado a las
concentraciones de 10%, 50% y 100%. Se utilizd6 como medio diluyente el
DMSQ'.

Preparacion de las placas

Se utilizd6 agar Mueller Hinton previamente reconstituido, esterilizado y a una
temperatura de 45 °C. Los inoculos de las bacterias fueron suspendidos en el
agar a la proporcion de 1 mL de inéculo por cada 100 mL de medio de cultivo,
para su posterior homogenizacién y distribucién de 25 mL de medio mas inéculo
en placas Petri de vidrio estériles de 90 mm de diametro. Se dej6 solidificar, se
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rotuld cada microorganismo y se le hicieron pozos con la ayuda de un

sacabocado con 9 mm de diametro externo.

Adicion de la muestra e incubacion

A cada pocillo se le agregé 100 pL del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum a las concentraciones previamente establecidas 100%, 50% y 10%.
Se dejo reposar por 60 minutos para su difusién en el medio de cultivo a
temperatura ambiente y se llevé a incubacion a 37 °C por 24 horas. Como blanco
se utilizé el diluyente DMSO para contrarrestar cualquier efecto de inhibicién del
mismo hacia las bacterias en estudio.

La prueba se realizé por triplicado para cada microorganismo en estudio.

Lectura de resultados

Se observaron las zonas de inhibicion del crecimiento en forma de halos, estos
fueron medidos y expresados en milimetros. En la medida de los halos de

inhibicion se incluyd la medida del pozo.

3.3.11. Método de Microdilucion

Para la prueba de Microdilucién colorimétrica se utilizd el protocolo CLSI M07-
A09 modificado®, para determinar la menor concentracién capaz de inhibir el
crecimiento de las bacterias.

Preparacion de la muestra

Para la prueba de Microdilucién se diluyd mililitros del aceite esencial
Cinnamomum zeylanicum en DMSOQO y caldo Muller Hinton en diluciones dobles
seriadas adaptando el esquema de diluciones de drogas insolubles en agua del
protocolo CLSI M07-A09%°. Se obtiene 10 diluciones doblemente concentradas
finales que estan en el rango de 0,157 — 40 uL/mL del aceite esencial
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Cinnamomum zeylanicum. La concentracion final del DMSO fue igual o menor al
5%.

Preparacion del control de esterilidad

Se utilizé como control de esterilidad el caldo Mueller Hinton con resazurina’®7!
de acuerdo al protocolo. Por cada 20 mL de caldo Mueller Hinton se agregé 0,1
mL de la solucion de resazurina 20 mg/mL.

Preparacion del inéculo

Antes de la prueba de microdilucién, se realizd un aislamiento de los
microorganismos en estudio 24 horas antes en agar TSA, con la finalidad de
obtener un mayor nimero de células viables. Posterior a la incubacién, se
preparé el indculo de los microorganismos en solucion salina estéril al 0,9% a la
escala 0,5 McFarland, que es equivalente a 1 — 1,5 x 108 UFC/mL. El inéculo fue
diluido dos veces, la primera 1:30 y la segunda 1:5 con caldo Mueller Hinton para
obtener un indculo final de 1 x 108 UFC/mLS°.

Posterior a la dilucién del inéculo, se procedio de tal manera que por cada 20 mL
de indculo diluido se agregd 0,1 mL de resazurina 20 mg/mL7°,

Procedimiento de la prueba de microdilucién

La prueba de microdilucion se realizé en microplacas de 96 pocillos estériles con
fondo en U”'. La distribucién de la muestra se realiz6 teniendo en cuenta el

diseno de la bandeja de microdilucién (Ver Tabla 3)

La microplaca de 96 pocillos posee 12 filas en las que se distribuyé de la

siguiente manera:

- Enlaprimera fila (A1 —H1), 200 pL del control de esterilidad.
- Enlafila2alafila 11 (A2-H2, A3-H3, A4-H4, A5-H5, A6-H6, A7-H7, A8-
H8, A9-H9, A10-H10 y A11-H11), 100 uL de las diluciones doblemente
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seriadas de la muestra del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum'y

100 uL del indéculo de cada microorganismo con el indicador resazurina.

- Enlafila12 (A12 — H12), 200 pL de inéculo como control de crecimiento

o control positivo.

Las microplacas se incubaron a 37 °C por 24 horas en condiciones aerébicas.

Tabla 3. Disefo de la bandeja de microdilucion colorimétrica

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |CE|4 | 20 | 10 | 5 | 25 | 1,25 | 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | CP
B [CE|40 | 20|10 | 5 | 25 | 1250625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | CP
C |[CE|40 |20 | 10 | 5 | 25| 1,25 | 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | CP
D CE |40 |20 |10 | 5 | 25| 125 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | CP
E |CE|40 | 20 | 10 | 5 | 25 | 1,25 | 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | CP
F CE |40 | 20 | 120 | 5 | 25 | 1,25 | 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | CP
G |CE |40 | 20| 10| 5 | 25 |1,25] 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | CP
H CE |4 | 20 |10 | 5 | 25| 1,25 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078 | CP

Nota: todas las concentraciones estan en uL/mL
Leyenda:

- CE: Control de esterilidad
- CP: Control Positivo

- Pa: Pseudomonas aeruginosa cepa clinica
- Pa ATCC: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

- Sa: Staphylococcus aureus cepa clinica
- Sa ATCC: Staphylococcus aureus ATCC 25923

Lectura de los resultados

Pa

Pa
Pa
ATCC
Pa
ATCC

Sa

Sa
Sa
ATCC

Sa
ATCC

La lectura de los resultados se realiz6 se manera visual. Cualquier cambio de

color de purpura a rosado e incoloro se registraron como positivo. La

concentracion mas baja en la que no se produjo cambio de color, se considerd

como el valor de la CMI. Los promedios de tres valores fueron calculados y
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reportaron como la CMI7%7!, Para una correcta lectura de la CMI se sigui6 de

acuerdo a las recomendaciones de Wiegand et al.”".

Interpretacion de resultados

La interpretacion de los resultados se tomO en cuenta los parametros de
Paredes’ y Holetz’3. Se considerd que el aceite esencial posee una actividad
antimicrobiana cuando el CMI < 1000 pg/mL. La actividad antimicrobiana se

clasifica de la siguiente manera (Ver Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion de la actividad antimicrobiana segun el valor del CMI

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA CMI
Débil actividad 500 a 1000 pg/mL
Moderada actividad 100 a < 500 pg/mL
Buena actividad <100 pg/mL

3.3.12. Curva de crecimiento y viabilidad

Se realizé la curva de crecimiento de los microorganismos en estudio frente a
una concentracion ya determinada del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum, para evaluar la efectividad del aceite esencial en el estado
plancténico de cada uno de los microorganismos. Se utilizé6 el método segun

Artini et al.”* con modificaciones.

Preparacion del inoculo

Al iniciar la prueba, se aislé cada microorganismo en estudio por agotamiento en
placas Petri con TSA y se incub6 a 37 °C por 24 horas. Finalizado la incubacién
se eligié una colonia correctamente aislada y se inocul6 en 10 mL de TSB
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(Inéculo 1) previamente reconstituido, esterilizado y enfriado; se llevd a

incubacion por 14 horas a 37 °C y con agitacién constante’.

Culminada la incubacion del Indculo 1, se realizé una dilucion de 1:100 en TSB
(Inéculo 2). Se incubd el Inoculo 2 por cuatro horas a 37 °C y con agitacion

constante.

Al término de la incubacion del Indculo 2, se usé en los grupos que contienen el

indculo para la prueba de la curva de crecimiento y viabilidad.

Preparacion de la bateria de tubos

Adicional al in6culo, se preparé lo siguiente en 09 tubos de borosilicato por cada

grupo de estudio (Ver Tabla 5):

- Inéculo: Dilucion del indéculo 1:100 después de las cuatro horas de
incubacion.

- Solucion Multipropésito (SMP): Caldo TSB doble concentracién,
esterilizado y enfriado. Al caldo se le adicionara el inéculo a razén de 1:50.
Adicionar a ello se mezclara con la Solucién Multipropésito estéril.

- Aceite: Caldo TSB esterilizado y enfriado. Se le anadira el inéculo a razén
de 1:100. La concentracién correspondiente del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum para cada bacteria, fueron el CMI, la doble y
cuadruple concentracién del CMI, previamente ya determinadas.

La distribucién de los tubos se realizdé teniendo en cuenta el monitoreo de las
horas las cuales fueron: 0, 1, 2, 4, 6, 18, 20, 22 y 24.

Todas las baterias de los grupos fueron trabajados por triplicado.
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Tabla 5. Distribucién de la bateria de tubos por grupos

TIEMPO DE INCUBACION (Horas)
GRUPOS 0 1 2 4 6 18 20 22 24
Bateria 1 x 9 tubos
Inoculo
5 mL inéculo (Control Bateria 2 x 9 tubos
Negativo)
Bateria 3 x 9 tubos
Bateria 1 x 9 tubos
SMP
(Control Bateria 2 x 9 tubos
Positivo)
Bateria 3 x 9 tubos
Bateria 1 x 9 tubos
Aceite A Bateria 2 x 9 tubos
Bateria 3 x 9 tubos
Bateria 1 x 9 tubos
Aceite B Bateria 2 x 9 tubos
Bateria 3 x 9 tubos

Bateria 1 x 9 tubos

Bateria 2 x 9 tubos

Bateria 3 x 9 tubos

Nota: Esta tabla es como referencia para una sola bacteria

Leyenda:

- SMP: Solucién Multipropésito
- Aceite cc A: Aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum concentracién A (CMI)

- Aceite cc B: Aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum concentracion B (2CMI)

- Aceite cc C: Aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum concentracion C (4CMI)

Procedimiento de la prueba

Todos los grupos fueron incubados por 24 horas a 37 °C. Los tubos se fueron
retirando de la incubadora en las horas previamente establecidas y se llevaron a
una temperatura de 4 °C para su posterior lectura en el espectrofotémetro UV-
Visible.
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Una vez terminado la incubacién de 24 horas, se procedi6 a realizar la lectura de
la Densidad Optica (DO) en el espectrofotémetro UV-Visible a una longitud de
onda de 600 nm”4.

Interpretacion de Resultados

Al obtener datos de la Densidad éptica de los diferentes grupos, estas se

interpretaran en forma de Curva logaritmica con funcién al tiempo de incubacion.

El grupo del Inéculo se considera como control negativo y el grupo del In6culo
mas la Solucién Multipropésito, como control positivo.

Se espera que la actividad antibacteriana del aceite esencial de Cinnamomum

zeylanicum, sea mejor o igual que la actividad de la Soluciéon Multipropésito.

3.3.13. Evaluacion de la eficacia del aceite esencial Cinnamomum

zeylanicum durante la formacion de la biopelicula

Para esta evaluacién se utilizé el método de la cuantificacion de la formacion de
biopeliculas, especificamente el ensayo de la biopelicula estatica segun Artini et

al.”* con modificaciones.

Preparacion del inéculo

Para evaluar la eficacia del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum durante
la formacion de biopelicula en los lentes de contacto blandos, se procedera la
preparacién del inéculo’ con el mismo procedimiento de la curva de crecimiento

y viabilidad, detallado anteriormente.

Al igual que la prueba anterior se trabajara con el Inéculo 2y en los grupos de
estudio a evaluar. Se utilizara los lentes de contacto blandos.
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Preparacion de los grupos
Los grupos de estudio fueron preparados de la siguiente manera: (Ver Tabla 6)

- Control: Dilucién 1:100 del Inoculo 2 después de las cuatro horas de
incubacion.

- Solucion Multipropésito (SMP): Caldo TSB doble concentracién,
esterilizado y enfriado. Al caldo se le adicionara el indculo a razén de 1:50.
Posteriormente en la prueba se mezclara con la Solucion Multipropdsito
estéril a razén de 1:1.

- Aceite: Caldo TSB esterilizado y enfriado. Se le anadira el inéculo a razén
de 1:100. La concentracién correspondiente del aceite esencial de

Cinnamomum zeylanicum para cada bacteria.

La distribucion de los grupos se realizé teniendo en cuenta el monitoreo de las
horas las cuales fueron: 2, 4 y 8 horas. Los grupos de los aceites fueron

trabajados por triplicado.

Procedimiento de la prueba

Para la prueba se utilizaron las placas de poliestireno de 24 pocillos estériles.
Los pocillos fueron distribuidos por grupos y por bacteria, se utilizé una placa por

cada hora establecida.

A los pocillos se le adicionaron un total de 2 mL de todos los grupos ya
establecidos (Ver tabla 6), seguidamente se procedié a colocar los lentes de
contacto blandos estériles tal y como se muestra en la figura 2. La incubacién
fue a 37 °C por la cantidad de horas ya establecidas 2, 4 y 8 horas.

Una vez terminado el tiempo de incubacién, se procedi6 a retirar los lentes en
placas de poliestireno de 24 pocillos estériles y nuevas, teniendo en cuenta el
mismo esquema de distribucién de la Tabla 6. Se lavaron con solucién salina
estéril los lentes y los pocillos donde se realiz6 la incubacién.
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/ Pocillo de la microplaca de poliestireno \

2 mL del
in6culo /v[ Lente de contacto ]

blando estéril

. /

Figura 2. Forma de colocar el lente de contacto blando en los pocillos de la

microplaca de poliestireno. Referencia de un pocillo con inéculo de la bacteria.

Terminado el tiempo de lavado, se dejaron secar a temperatura ambiente. En los
pocillos iniciales de incubacion y en los nuevos pocillos donde se colocaron los
lentes de contacto, se le adicionaron 2 mL de cristal violeta al 0,1% y se dejaron
por 15 minutos.

Culminado los minutos de tincion, se procedié al lavado con solucién salina
estéril tantas veces sea necesario hasta que salga todo el cristal violeta. Se dej6
secar a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de secado, se procedi6 a

decolorar con 2 mL de la solucién de Alcohol — Acetona 80:20 (74).

Se determiné la densidad 6ptica (DO) de la solucién coloreada en un
espectrofotometro UV-Visible a una longitud de onda de 590 nm (74).
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Tabla 6. Disefio de la distribucién en una microplaca de poliestireno de 24

pocillos en la formacién de biopeliculas.

GRUPOS

1 2
A TSB Pa
B vacio Pa ATCC
C vacio Sa
D vacio Sa ATCC

4 5 6
AC AC AC
+ + +
Pa Pa Pa
AC AC AC
+ + +
Pa ATCC | Pa ATCC | Pa ATCC
AC AC AC
+ + +
Sa Sa Sa
AC AC AC
+ + +
Sa ATCC | Sa ATCC | Sa ATCC

Nota: Se utilizé una placa por cada hora de incubacion.

Leyenda:

- TSB: Caldo TSB

- SMP: Solucién Multipropésito.

- AC: Aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum (para cada bacteria fue el 4CMI segun

la curva de crecimiento y viabilidad)

- Pa: Pseudomonas aeruginosa cepa clinica

- Pa ATCC: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

- Sa: Staphylococcus aureus cepa clinica
- Sa ATCC: Staphylococcus aureus ATCC 25923

Interpretacion de Resultados

Al obtener datos de la Densidad éptica de los diferentes grupos, estas se

interpretardn de tal manera que a mayor absorbancia mayor formaciéon de

biopelicula.
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Los resultados se expresaran en porcentajes de concentracion de la biopelicula,
tomando como referencia el grupo de inéculo como un total de 100 %, donde el
menor porcentaje en los otros grupos sera evidencia de una mayor inhibicién en

la formacion de biopeliculas en lentes de contacto blando.

El grupo del In6culo se considera como grupo Control positivo, el grupo del

In6culo mas la Solucién Multipropésito como control negativo.

Se espera que la actividad del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum, sea
mejor o igual que la actividad de la Solucién Multipropésito frente a la formacion
de biopeliculas en los lentes de contacto blando.

3.3.14 Evaluacion de la eficacia del aceite esencial Cinnamomum

zeylanicum en una biopelicula madura

En esta evaluacién se utilizé el método de la cuantificacion de la formacién de
biopeliculas, especificamente el ensayo de la biopelicula estatica segun Artini et

al.™ con modificaciones.

En este experimento se busca demostrar la efectividad del aceite en una
biopelicula preformada inducida in vitro de las bacterias en estudio, frente a una

solucion multipropoésito existente en el mercado.

Preparacion del inéculo

Para evaluar la eficacia del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum una
biopelicula madura inducida in vitro en los lentes de contacto blandos, se
procedera la preparacion del inéculo con el mismo procedimiento de la curva de

crecimiento y viabilidad, detallado ya anteriormente.

Al igual que la prueba anterior se trabajara con el Inéculo 2 y en los grupos de
estudio a evaluar. Se utilizara los lentes de contacto blandos.
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Preparacion de los grupos

Los grupos de estudio fueron preparados teniendo en cuenta las dos fases, la
primera de formacion de biopeliculas y la segunda que es la evaluacion de la

actividad del aceite en dicha biopelicula madura.
Para la primera fase se distribuy6 de la siguiente manera (Ver Tabla 7)

- Control: Dilucién 1:100 del Inoculo 2 después de las cuatro horas de
incubacion.

- Solucién Multipropésito (SMP): Dilucién 1:100 del Inéculo 2 después de
las cuatro horas de incubacion.

- Aceite: Dilucién 1:100 del Inoculo 2 después de las cuatro horas de

incubacion..
En la segunda fase, se afadié lo correspondiente a cada grupo (Ver tabla 8)

- Control: Caldo TSB esterilizado y enfriado.

- Solucién Multipropésito (SMP): Soluciéon Multipropésito estéril.

- Aceite: Caldo TSB esterilizado y enfriado. Se le afadira la concentracion
correspondiente del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum para

cada bacteria.

La distribucion de los grupos se realizd teniendo en cuenta las bacterias a
estudiar. Los grupos de los aceites fueron trabajados por triplicado.
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Tabla 7. Disefio de la distribucién en la microplaca de 24 pocillos para la
formacion in vitro de la biopelicula.

GRUPOS

Nota: Esta placa fue incubada por 18 horas para la induccion de las biopeliculas in vitro en los
lentes de contacto blando

Leyenda:

- TSB: Tripticasa soya broth (Caldo TSB)

- SMP: Solucion Multiproposito.

- Pa: Pseudomonas aeruginosa cepa clinica

- Pa ATCC: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
- Sa: Staphylococcus aureus cepa clinica

- Sa ATCC: Staphylococcus aureus ATCC 25923

Procedimiento de la prueba

Se utilizaron las placas de poliestireno de 24 pocillos estériles. Los pocillos
fueron distribuidos por grupos y por bacteria (Ver tablas 7 y 8). La prueba cuenta
con dos fases: Formacién in vitro de la biopelicula de las bacterias en estudio y
evaluacioén de la actividad del aceite en dicha biopelicula madura.
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Para la primera fase, se le adicionaron un total de 2 mL de indculo a todos los
pocillos. El inéculo es referente a las bacterias en estudio (Ver tabla 7),
seguidamente se procedi6 a colocar los lentes de contacto blandos estériles tal
y como se muestra en la figura 2. La incubacién fue por 18 horas a 37 °C.

Una vez terminado el tiempo de incubacién, se procedié con la segunda fase.
Los lentes y los pocillos fueron lavados tantas veces sea necesario con la
solucién salina 0,9% estéril, para asi remover las bacterias que no forman parte
de las biopeliculas preformadas tanto en el lente de contacto y en los pocillos de

la microplaca. Se dejaron secar a temperatura ambiente.

Terminado el secado se procedié de la siguiente manera: al grupo de control
positivo o inoculo, se le anadi6 2 mL de TSB, al grupo de la solucion
multipropdsito o control negativo, 2 mL de la solucion multipropédsito y al grupo
del aceite, 1 mL de TSB y 1 mL de TSB con el aceite a la concentracién
determinada por bacteria, tal y como se muestra en la tabla 9. Se llevo a
incubacion por 24 horas a 37 °C.

Culminada la incubacién, los lentes fueron colocados en una nueva microplaca
de poliestireno de 24 pocillos, teniendo en cuenta el mismo esquema de
distribucién de las tablas 7 y 8 Se lavaron con solucién salina estéril los lentes y

los pocillos donde se realizaron las incubaciones.

Terminado el tiempo de lavado, se dejaron secar a temperatura ambiente. En los
pocillos iniciales de incubacion y en los nuevos pocillos donde se colocaron los
lentes de contacto, se le adicionaron 2 mL de cristal violeta al 0,1% y se dejaron
por 15 minutos.
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Tabla 8. Disefio de la distribucién en la microplaca de 24 pocillos para la
evaluacion del aceite en la biopelicula madura.

GRUPOS

Nota: Esta placa fue incubada por 24 horas.
Leyenda:

- TSB: Tripticasa soya broth (Caldo TSB)

- SMP: Solucién Multiproposito.

- AC: Aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum (para cada bacteria fue el 4CMI segln
la curva de crecimiento y viabilidad))

- Pa: Pseudomonas aeruginosa cepa clinica

- Pa ATCC: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

- Sa: Staphylococcus aureus cepa clinica

- Sa ATCC: Staphylococcus aureus ATCC 25923

Terminado el tiempo de lavado, se dejaron secar a temperatura ambiente. En los
pocillos iniciales de incubacién y en los nuevos pocillos donde se colocaron los
lentes de contacto, se le adicionaron 2 mL de cristal violeta al 0,1% y se dejaron

por 15 minutos.

Culminado los minutos de tincion, se procedié al lavado con la solucién salina

0,9 % estéril tantas veces sea necesario hasta que salga todo el cristal violeta.
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Se dejo secar a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de secado, se
procedié a decolorar con 2 mL de la solucién de Alcohol — Acetona 80:2074.

Se determiné la densidad optica (DO) de la solucién coloreada en un

espectrofotometro UV-Visible a una longitud de onda de 590 nm.

Interpretacion de Resultados

Al obtener datos de la Densidad éptica de los diferentes grupos, estas se
interpretaran de tal manera que a mayor absorbancia mayor presencia de la
biopelicula maduras.

Los resultados se expresaran en porcentajes de concentracion de la biopelicula,
tomando como referencia el grupo de inéculo como un total de 100 %, donde el
menor porcentaje en los otros grupos sera evidencia de una mayor actividad

frente a biopeliculas maduras inducidas in vitro en los lentes de contacto blando.

El grupo del Inéculo se considera como grupo Control positivo, el grupo de la
Solucién Multiprop6sito como control negativo.

Se espera que la actividad del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum, sea
mejor o igual que la actividad de la Solucién Multiproposito frente a las
biopeliculas maduras inducidas in vitro en los lentes de contacto blando.

3.4. Organizacion de la informacion

La organizacion de toda la informacion recolectada en el presente estudio se
dispuso en tablas y figuras.

3.5. Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos obtenidos, se utilizé la estadistica descriptiva
mediante la media aritmética y la desviacion estandar.
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IV. RESULTADOS

4.1. Analisis preliminar del aceite esencial

En la tabla 9 se muestra las caracteristicas sensoriales y la densidad del aceite

esencial Cinnamomum zeylanicum.

Tabla 9. Propiedades fisicas del aceite esencial Cinnamomum zeylanicum.

PROPIEDADES DESCRIPCION
Aspecto Liquido oleoso traslucido
Color Amarillo intenso a naranja
Olor Fuerte olor caracteristico
Sabor Acre
Densidad 1,006 (23,3 °C)

La densidad del aceite esencial Cinnamomum zeylanicum, fue determinado a

través del Densimetro de la marca Mettler Toledo — Densito 30 PX.

4.2. Identificacion microbioldgica

4.2.1. Identificacion del Staphylococcus aureus

Los resultados de la identificacion microbioldgica para Staphylococcus aureus
segun las especificaciones del Manual de Procedimientos Bacterioldégicos en
Infecciones Intrahospitalarias del INS®?, dieron positivo para la cepa clinica de
Staphylococcus aureus. Se tomé como referencia a la cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 en las pruebas bioguimicas realizadas.

Segun la morfologia celular por tincibn Gram se muestra cocos gram positivos

distribuidos en forma de racimos. Las colonias que crecieron en el Agar sangre
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fueron lisas, algo elevadas de borde entero y de color crema, presentando -
hemdlisis. Se confirmd la cepa al dar positivo en la prueba de Catalasa, Manitol
y DNAsa.

4.2.2. Identificacion de Pseudomonas aeruginosa

Los resultados de la identificacion microbioldgica para Pseudomonas aeruginosa
segun las especificaciones del Manual de Procedimientos Bacteriolégicos en
Infecciones Intrahospitalarias del INS®°, dio positivo para la cepa clinica de
Pseudomonas aeruginosa, tomando como referencia a la cepa de Pseudomona
aeruginosa ATCC 9027.

La morfologia celular por tincibn Gram fue de bacilos gram negativos. Las
colonias que crecieron en el agar Cetrimide fueron lisas, planas, extendidas, de
borde aserrado, aspecto mucoide y de color verde tanto para la cepa clinica
como la cepa ATCC 9027. El crecimiento a 42°C en el agar TSA fue positivo al
igual que las pruebas bioquimicas como oxidasa y citrato. En la prueba de

fermentacién de azucares dio negativo.

4.3. Evaluacion de la capacidad de Formacion de Biopeliculas

Los resultados de la evaluacién de la capacidad formadora de biopeliculas segun
el método del tubo, dio positivo para las cepas de Pseudomonas aeruginosa
clinicas y se tom6 como referencia a la Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.
segun el método del tubo dio positivo. Se quedd con la cepa clinica que dio mayor
formacién de biopelicula segun el método.

Los resultados las cepas de Staphylococcus aureus clinica segun el método de
rojo de Congo, dio positivo para una cepa clinica. Se tomé como referencia al
Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Figura 3. Resultado del método del tubo. Figura 4. Resultado del método de
1. Pseudomonas aeruginosa cepa clinica Rojo de Congo para Staphylococcus

2. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. aureus cepa clinica.

4.4. Actividad antimicrobiana

4.4.1. Método de difusion en agar

Los resultados de este estudio se muestran en la tabla 10 y la figuras 5.

Tabla 10. Actividad antibacteriana del aceite esencial de Cinnamomum

zeylanicum mediante el método de difusion en Agar.

Microorganismos

Zona de Inhibicion (mm)

100% 50% 10%
Pseudomonas aeruginosa 27,35+0,96 26,73+1,25 24,70+1,25
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 26,81 £1,47 27,21 £ 0,66 24,00 = 0,23
Staphylococcus aureus 3462+1,37 34,97+055 31,62x0,72
Staphylococous aureus 40,61 +0,32 41,97 +0,37 40,04 +0,48

ATCC 25923

Leyenda: Los resultados estan expresados en Promedio + Desviacion estandar.
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Figura 5. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum al 100% por el método de difusion en agar. 1. Pseudomonas
aeruginosa 2. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 3. Staphylococcus aureus
4. Staphylococcus aureus ATCC 25923

4.4.2. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por el método de

microdiluciéon colorimétrica en placa.

Los resultados de la determinacion del CMI del aceite esencial de Cinnamomum

zeylanicum se muestran en la tabla 11 y figuras 6y 7.

56



Tabla 11. Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial de Cinnamomum

zeylanicum.
Microorganismos CMI (uL/mL)
Pseudomonas aeruginosa 1,250 £ 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 1,250+ 0
Staphylococcus aureus 0,313+ 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,104 + 0,045

Leyenda: Los resultados estan expresados en Promedio + Desviacion estandar.

Aceite esencial Cinnamomum zeylanicum pL/mL

\X r( )\ 7(' :
\ .\”’\"\j;

'\‘\

\)‘ ,'/

Leyenda: CE. Control de Esterilidad. CP. Control Positivo 1. Pseudomonas aeruginosa cepa

clinica. 2. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Figura 6. Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria del aceite

esencial de Cinnamomum zeylanicum en Pseudomonas aeruginosa.
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Aceite esencial Cinnamomum zeylanicum pL/mL

10

Leyenda: CE. Control de Esterilidad. CP. Control Positivo 1. Staphylococcus aureus cepa
clinica 2. Staphylococcus aureus ATCC 25923

Figura 7. Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria del aceite

esencial de Cinnamomum zeylanicum en Staphylococcus aureus.
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4.5. Curva de Crecimiento y Viabilidad

Los resultados obtenidos de la actividad del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum en tres concentraciones diferentes, realizado en una curva de
crecimiento de cada microorganismo en estudio, se presentan en las siguientes
tablas 13y 14 y en las figuras 08, 09, 10y 11

Para cada microorganismo se usé tres concentraciones diferentes, se tomaron
como referencia el CMI promedio (Concentracion A) y sus dobles
concentraciones (Concentracion B —2CMI y Concentraciéon C —4CMI), tal y como

se muestra en la tabla 12

Tabla 12. Concentracién del aceite esencial de Cinnamomum Zzeylanicum

usadas en la curva de crecimiento y viabilidad.

Concentracion del aceite esencial de

Microorganismos Cinnamomum zeylanicum

A B C
Pseudomonas aeruginosa 1,25 pb/mL 2,5 uL/mL 5 pl/mL
Pseudomonas aeruginosa 1,25 ul/mlL 2.5 uL/mL 5 ul/mL

ATCC 9027
Staphylococcus aureus 0,313 uL/mL 0,625 pL/mL 1,25 uL/mL

Staphylococcus aureus
ATCC 25923 0,104 yL/mL 0,313 uL/mL 0,625 pL/mL
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Tabla 13. Resultados de la Densidad Optica (DO) en la curva de crecimiento de

Pseudomonas aeruginosa 'y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

GRUPO TIEMPO (horas)
0 1 2 4 6 18 20 22 24
Inéculo 0,0055 | 0,0057 | 0,0070 | 0,0142 | 0,0310 | 0,3977 | 0,6752 | 0,8402 | 0,7417
(Control + + + + + + + + +
© Negativo) | 0.0005 | 0,0006 | 0,0015 | 0,0026 | 0,0025 | 0,099 | 0,2140 | 0,2157 | 0,3766
7]
8 SMP 0,0043 | 0,0057 | 0,0050 | 0,0053 | 0,0067 | 0,0063 | 0,0067 | 0,0080 | 0,0067
S (Control + + = = = = + + +
3 Positivo) 0,0029 | 0,0021 | 0,0017 | 0,0045 | 0,0042 | 0,0015 | 0,0025 | 0,0010 | 0,0035
(D)
: 0,0073 | 0,0082 | 0,0098 | 0,0086 | 0,0123 | 0,0172 | 0,0204 | 0,0262 | 0,0278
© Aceite A + + + + + + ¥ + +
g 0,0067 | 0,0067 | 0,0074 | 0,0010 | 0,0045 | 0,0084 | 0,0073 | 0,0075 | 0,0175
(S) 0,0067 | 0,0070 | 0,0077 | 0,0083 | 0,0090 | 0,0097 | 0,0113 | 0,0090 | 0,0117
S Aceite B + + B + + & " P +
8 0,0077 | 0,0056 | 0,0025 | 0,0042 | 0,0140 | 0,0085 | 0,0031 | 0,0061 | 0,0049
Q
0,0060 | 0,0043 | 0,0057 | 0,0047 | 0,0053 | 0,0057 | 0,0060 | 0,0057 | 0,0080
Aceite C t t + + + + + + +
0,0020 | 0,0025 | 0,0015 | 0,0031 | 0,0015 | 0,0025 | 0,0044 | 0,0035 | 0,0020
Inéculo 0,0287 | 0,0303 | 0,0337 | 0,0428 | 0,0597 | 0,5003 | 0,5672 | 0,7102 | 0,6937
Q (Control + + + + + + + + +
2 Negativo) | 0.0012 | 0,0020 | 0,0010 | 0,0297 | 0,0525 | 0,1514 | 0,0232 | 0,1060 | 0,1720
<
) SMP 0,0207 | 0,0223 | 0,0220 | 0,0247 | 0,0240 | 0,0273 | 0,0267 | 0,0273 | 0,0277
8 (Control + i + + + + + ¥ +
£ Positivo) 0,0015 | 0,0035 | 0,0036 | 0,0090 | 0,0046 | 0,0075 | 0,0025 | 0,0045 | 0,0068
S
S~ 0,0390 | 0,0469 | 0,0395 | 0,0348 | 0,0429 | 0,0591 | 0,0601 | 0,0791 | 0,0785
% g‘ Aceite A + + + + + + + + +
0 0,0282 | 0,0085 | 0,0210 | 0,0189 | 0,0100 | 0,0180 | 0,0320 | 0,0155 | 0,0035
g
o 0,0350 | 0,0353 | 0,0330 | 0,0387 | 0,0397 | 0,0413 | 0,0550 | 0,0507 | 0,0480
S Aceite B + + + + + + + T i
_g 0,0197 | 0,0174 | 0,0046 | 0,0195 | 0,0276 | 0,0114 | 0,0104 | 0,0181 | 0,0183
S
% 0,0240 | 0,0258 | 0,0230 | 0,0223 | 0,0203 | 0,0217 | 0,0220 | 0,0277 | 0,0293
Q Aceite C * * + + + + + + +
0,0115 | 0,0040 | 0,0171 | 0,0120 | 0,0137 | 0,0180 | 0,0085 | 0,0182 | 0,0191

Leyenda: Los resultados estan expresados en Promedio + Desviacién estandar.
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Figura 8. Curva de viabilidad de Pseudomonas aeruginosa frente a la Solucién
Multipropésito (SMP) y el aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum.
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Figura 9. Curva de viabilidad de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 frente a
la Solucién Multipropésito (SMP) y el aceite esencial de Cinnamomum

zeylanicum.
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Tabla 14. Resultados de la Densidad Optica (DO) en la curva de crecimiento

Staphylococcus aureus 'y Staphylococcus aureus ATCC 25923.

TIEMPO (horas)
GRUPO
0 1 2 4 6 18 20 22 24
Inéculo 0,0169 | 0,0161 | 0,0223 | 0,0539 | 0,3721 | 1,1202 | 1,2825 | 1,2870 | 1,2754
(Control + + + + + o ¥ + +
Negativo) | 0.0103 | 0.0044 | 0,0097 | 0,0477 | 0,0225 | 0,1412 | 0,0508 | 0,0350 | 0,0280
(%)
3 SMP 0,0098 | 0,0094 | 0,0105 | 0,0097 | 0,0115 | 0,0123 | 0,0112 | 0,0139 | 0,0115
5 (Control + + + + + + + + +
S Positivo) | 0.0032 | 0,0008 | 0,0017 | 0,0013 | 0,0044 | 0,0051 | 0,0008 | 0,0005 | 0,0005
(7
8 0,0172 | 0,0204 | 0,0219 | 0,0305 | 0,0261 | 0,0298 | 0,0380 | 0,0407 | 0,0398
o Aceite A + + + + + + + + +
8 0,0044 | 0,0094 | 0,0128 | 0,0165 | 0,0104 | 0,0336 | 0,0157 | 0,0464 | 0,0160
9
E“ 0,0161 | 0,0167 | 0,0155 | 0,0163 | 0,0171 | 0,0153 | 0,0167 | 0,0199 | 0,0145
Q Aceite B * * + + + + + o +
S 0,0101 | 0,0126 | 0,0062 | 0,0132 | 0,0049 | 0,0123 | 0,0134 | 0,0048 | 0,0021
7]
0,0092 | 0,0098 | 0,0101 | 0,0099 | 0,0106 | 0,0107 | 0,0108 | 0,0112 | 0,0109
Aceite C + + + e + + + 5 +
0,0026 | 0,0064 | 0,0057 | 0,0113 | 0,0032 | 0,0056 | 0,0049 | 0,0065 | 0,0095
Inéculo 0,0144 | 0,0155 | 0,0262 | 0,0420 | 0,0994 | 0,6201 | 1,0052 | 1,0438 | 1,0765
3 (Control + + + + + ¥ + + +
o Negativo) | 0.0025 | 0,0043 | 0,0017 | 0,0137 | 0,0119 | 0,0807 | 0,1270 | 0,0472 | 0,0267
=
< SMP 0,0121 | 0,0126 | 0,0101 | 0,0144 | 0,0108 | 0,0129 | 0,0108 | 0,0104 | 0,0103
'g (Control + + + + + + + + +
o Positivo) | 0.0020 | 0,0013 | 0,0006 | 0,0023 | 0,0010 | 0,0030 | 0,0032 | 0,0005 | 0,0005
S
i Q 0,0166 | 0,0205 | 0,0250 | 0,0565 | 0,0860 | 0,9227 | 1,0350 | 1,0847 | 1,1176
2o | Aceite A + + + + + + + + +
8 4 0,0008 | 0,0110 | 0,0126 | 0,0039 | 0,0191 | 0,0113 | 0,0968 | 0,0728 | 0,0271
o
8 0,0195 | 0,0166 | 0,0206 | 0,0201 | 0,0180 | 0,0192 | 0,0206 | 0,0190 | 0,0198
= Aceite B + t + + + + + + +
S 0,0071 | 0,0077 | 0,0126 | 0,0059 | 0,0076 | 0,0136 | 0,0161 | 0,0083 | 0,0117
&
b 0,0177 | 0,0122 | 0,0121 | 0,0102 | 0,0114 | 0,0117 | 0,0107 | 0,0111 | 0,0100
Aceite C + + i + + + 4 + +
0,0056 | 0,0086 | 0,0047 | 0,0053 | 0,0095 | 0,0042 | 0,0091 | 0,0070 | 0,0085

Leyenda: Los resultados estan expresados en Promedio + Desviacion estdndar.
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Figura 10. Curva de viabilidad de Staphylococcus aureus frente a la Solucion
Multipropésito (SMP) y el aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum.
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Figura 11. Curva de viabilidad de Staphylococcus aureus ATCC 25923 frente a
la Solucién Multipropésito (SMP) y el aceite esencial de Cinnamomum

zeylanicum.
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4.6. Evaluacion de la eficacia del aceite esencial Cinnamomum zeylanicum
durante la formacion de la biopelicula.

Los resultados obtenidos en la evaluacion del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum durante la formacion de biopeliculas de los microrganismos en
estudio, inducidos in vitro en los lentes de contacto blando, se presentan de la
siguiente manera: en la tablas 16 los resultados de las lecturas de la Densidad
optica (DO) y en las figuras 12 y 13, el porcentaje de la concentracién de la
biopelicula con referencia al grupo control en los lentes de contacto blando y en
los pocillos de la microplaca de poliestireno.

Para cada microorganismo se utilizé la concentracibn mas alta del aceite
esencial Cinnamomum zeylanicum (Ver tabla 15) que es el equivalente a 4 veces
el CMI. Esta concentracidén se determind después de la evaluacion de la curva
de crecimiento y viabilidad donde las concentraciones mas altas en cada
microorganismo demostraron tener una actividad igual o mejor que la solucion

multiproposito en la curva de crecimiento y viabilidad.

Tabla 15. Concentracién del aceite esencial de Cinnamomum Zzeylanicum
usadas en la evaluacion de la eficacia del aceite esencial Cinnamomum
zeylanicum durante la formacién de biopeliculas inducidas in vitro en lentes de

contacto blando.

CONCENTRACION DEL ACEITE

MICROORGANISMOS ESENCIAL DE Cinnamomum zeylanicum

Pseudomonas aeruginosa 5 pL/mL
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 5 ub/mb
Staphylococcus aureus 1,25 puL/mL
Staphylococcus aureus 0,625 uL/mL

ATCC 25923
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Se realiz6 las lecturas de la Densidad Optica (DO) a los lentes de contacto
blando y a los pocillos de la microplaca de poliestireno de 24 pocillos, con la
finalidad de la comparacién de las biopeliculas formadas en ambos sustratos.

Tabla 16. Resultados de la Densidad Optica (DO) en la evaluacién de la eficacia
del aceite esencial Cinnamomum zeylanicum durante la formacion de

biopeliculas inducidas in vitro.

DO Lentes de Contacto DO Microplaca de
GRUPOS blando (600 nm) poliestireno (600 nm)
2H 4H 8H 2H 4H 8H

Inéculo  0,0068 0,0077 0,0090 0,0807 0,1715 0,3246

SMP 0,0059 0,0052 0,0047 0,0380 0,0608 0,0642

Pseudomonas
aeruginosa

0,0040+ 0,0035+ 0,0034+ 0,0274+ 0,0555+ 0,0545+

Aceite  “50003 00008 00012 00103 00048  0,0059

Inéculo  0,0047 0,0054 0,0067 0,0703 0,0970 0,1710

SMP 0,0040 0,0042 0,0048 0,0496 0,0635 0,0718

ATCC 9027

Aceite 0,0033+ 0,0032+ 0,0083+ 0,0368+ 0,0470+ 0,0629 +
0,0004 0,0004 0,0011 0,0035 0,0133 0,0149

Pseudomonas
aeruginosa

§ In6culo 0,0045 0,0054 0,0062 0,0705 0,0906 0,1099
(Y
S 3
§ g SMP 0,0037 0,0042 0,0040 0,0555 0,0602 0,0624
-& (1]
8 Aceite 0,0034 + 0,0036 * 0,0031 + 0,0460 + 0,0542 + 0,0575 +
» 0,0009 0,0006 0,0006 0,0091 0,0094 0,0071
% S Inéculo 0,0054 0,0061 0,0068 0,0472 0,0863 0,0979
O
SE o
\: g % SMP 0,0053 0,0043 0,0031 0,0407 0,0608 0,0623
ge-
8 % Aceite 0,0048 + 0,0036 * 0,0025 + 0,0351 + 0,0584 + 0,0629 +
» 0,0004 0,0002 0,0007 0,0089 0,0106 0,0082
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Figura 12. Comparacion de la eficacia de la Solucién Multipropésito (SMP) y el aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum
durante la formacién de la biopelicula de los microorganismos en estudio, inducidas in vitro en los lentes de contacto blando.
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Figura 13. Comparacion de la eficacia de la Solucién Multipropésito (SMP) y el aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum
durante la formacién de la biopelicula de los microorganismos en estudio, inducidas in vitro en los pocillos de la microplaca de
poliestireno.
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4.7. Evaluacion de la eficacia del aceite esencial Cinnamomum zeylanicum
en una biopelicula madura.

Los resultados obtenidos en la evaluacion del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum en biopeliculas maduras de los microrganismos en estudio,
inducidos in vitro en los lentes de contacto blando, se presentan de la siguiente
manera: en la tabla 17, los resultados de las lecturas de la Densidad 6ptica (DO)
y en las figuras 14 y 15, el porcentaje de la concentracion de la biopelicula con
referencia al grupo control tanto en lentes de contacto blando como en la
microplaca de poliestireno.

Para cada microorganismo se utilizaron las mismas concentraciones del aceite
esencial Cinnamomum zeylanicum (Ver tabla 15), al igual que en la anterior

prueba.

Tabla 17. Resultados de la Densidad Optica (DO) en la evaluacién de la eficacia
del aceite esencial Cinnamomum zeylanicum en las biopeliculas maduras

inducidas in vitro.

DO Lentes de Contacto DO Microplaca de

Microorganismos blando (600 nm) poliestireno (600 nm)

Control SMP Aceite Control SMP Aceite

Pseudomonas 0,0040 + 0,6912 +
Seruoimoss 00135 00051 ‘poiot 14308 09187 or
Pseudomonas
aeruginosa 0,0125 0,0055 0608318; 1,3155  0,6943 0643312;
ATCC 9027 : :
Staphylococcus 0,0028 + 0,4687
hyloco 00117 00045 ‘0 09600 06080 oo,
Staphylococcus
aureus 0,0106  0,0055 06083?; 10432  0,6943 066127177;
ATCC 25923 : :
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Figura 14. Comparacién de la eficacia de la Solucién Multipropésito (SMP) y el
aceite esencial Cinnamomum zeylanicum en los lentes de contacto blando, en
las biopeliculas maduras inducidas in vitro.

70.00% ST 65359 66.56%
© 59.59%
S 60.00%
2 52.78%
o % 48.82%
8 50.00% 48.31% 8.82%
S
-Q O,
3
o 30.00%
o
S 20.00%
s
[
8 10.00%
[
[e]
O 0.00%

SMP Aceite

= Pa mPa ATCC = Sa mSa ATCC

Figura 15. Comparacién de la eficacia de la Solucion Multipropésito (SMP) y el
aceite esencial Cinnamomum zeylanicum en la microplaca de poliestireno, en las

biopeliculas maduras inducidas in vitro.
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Figura 16. Microplaca de poliestireno con los lentes de contacto blando,
después de la incubacion de 18 horas para la formacion in vitro de las
biopeliculas.

Figura 17. Microplaca de poliestireno después de la incubacién, tratamiento y

tincién con la solucién de cristal violeta.
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Figura 18. Lente de contacto Figura 19. Lente de contacto blando con

blando estéril en el Estereoscopio biopeliculas maduras de Pseudomonas

“ZEISS-Stemi 508”.

aeruginosa ATCC 9027 inducidas in vitro.

Figura 20. Lente de contacto blando

con la Solucién Multipropésito sobre
de
ATCC

biopeliculas maduras

Pseudomonas aeruginosa

9027 inducidas in vitro.

Figura 21. Lente de contacto blando

con aceite esencial Cinnamomum
zeylanicum sobre biopeliculas
maduras de Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027 inducidas in

vitro.
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V. DISCUSION

El uso de lentes de contacto estd muy expandido, los datos de su uso en los
Estados Unidos, segun Patel et al., son alrededor de 36 000 000 por afio y es
considerado uno de los factores de riesgo mas altos para el desarrollo de
queratitis microbiana®. En una revisién hecha por Willcox sobre la adhesion
microbiana en lentes de contacto se menciona que las bacterias con mayor
formacién de biopeliculas son Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens y
Staphylococcus aureus, y que no solo son las mayores causantes de biopeliculas
en los lentes de contacto, sino que su resistencia a los desinfectantes,

antibidticos y soluciones multipropdsito con desinfectante va en aumento®.

Muchas soluciones multipropésito aseguran mantener los lentes blandos
asépticos y libres de microorganismos segun la informacién brindada por sus
insertos. Sin embargo, segun Campbell, una nueva formulacion mostré mejor
efecto en comparacién al efecto casi nulo obtenido por la solucién multipropdsito
“Renu Fresh ®"°. También, Santos et al. menciona que la eficacia de las
soluciones multipropésito depende del material del lente y no solo de sus
componentes®. Asimismo, Kilvington et al. mencionan que el correcto
almacenamiento de las soluciones multipropdsito es de suma importancia, pues
debido a sus componentes una evaporacion parcial de las mismas afecta

significativamente su eficacia®®.

El aceite esencial de hojas de Cinnamomum zeylanicum ha demostrado tener
actividad antimicrobiana frente a Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus. Segun el estudio realizado por Hadri et al. y del mismo modo el estudio
realizado por Raeisi, el aceite esencial de canela presenta actividad
antimicrobiana frente a diversos microorganismos entre los que destacan
Escherichia coliy Staphylococcus aureus?®76, Esta actividad antimicrobiana ha
podido ser corroborada en el presente trabajo gracias a los resultados obtenidos
por el método de difusion donde se obtuvo un halo de inhibicién de 27,35 mm en
Pseudomonas aeruginosa y de 40,71 mm en Staphylococcus aureus, halos de
inhibicidbn semejantes a los obtenidos por Hussein et al. y Raeisi, los cuales
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fueron en promedio de 25,00 mm para Pseudomonas aeruginosa y 30,00 mm
para Staphylococcus aureus bajo las mismas condiciones?%77. Segun el método
de microdilucién colorimétrica, se obtuvo el CMI para la Pseudomonas
aeruginosa y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 el valor de 1,25 uL/mL, en
Staphylococcus aureus un valor de 0,313 pL/mL y en Staphylococcus aureus
ATCC 25923 un valor de 0,104 uL/mL. Los datos obtenidos difieren de los
resultados de Mohammad et al. que obtuvo un CMI de 6,3% para
Staphylococcus aureus?® y al comparar con los resultados obtenidos, el valor del
CMI de Staphylococcus aureus expresado en porcentaje equivale a un 0,0313%,
la diferencia se debe al tipo de aceite y el desarrollo del método de microdilucion
colorimétrica y las diluciones realizadas, Mohammad utiliz6 aceite esencial de la
corteza mientras que en el presente estudio se utilizd el aceite esencial de las
hojas. Segun Hussein los valores del CMI para Pseudomonas aeruginosa es
1/250 que equivale al 0,4%, mientras que para el Staphylococcus aureus es de
1/128 que equivale al 0,781%; estos resultados también difieren con los
resultados obtenidos mostrando que el CMI obtenido es menor a los resultados
de Mohammad et al. y Hussein et al., al igual que Mohammad et al., Hussein et

al. usaron el aceite esencial de la corteza de Cinnamomum zeylanicum?®77.

Las curvas de crecimiento se realizaron para verificar la viabilidad del método y
con la finalidad de demostrar que realmente existié6 una reduccién de la carga
bacteriana en el estado plancténico de las bacterias usadas. En el caso de
Pseudomonas aeruginosa, tanto en la cepa ATCC 9027 como en la cepa clinica,
se pudo observar una reduccion significativa de la carga bacteriana debido a la
accion del aceite esencial de canela a las concentraciones de 1,25, 25y 5
uL/mL, siendo la concentracién mas efectiva la de 5 uL/mL. Sin embargo, el
aceite esencial de canela presenté un mayor efecto en la cepa clinica en
comparacién con la cepa ATCC 9027, esto puede deberse a que la cepa ATCC
es una cepa pura y certificada que no ha sufrido ningun tipo de deterioro o
alteracién como si podria haber sucedido con la cepa clinica. En la cepa clinica
de Staphylococcus aureus se pudo observar una reduccién de la carga
bacteriana por accion del aceite esencial de canela a las concentraciones de
0,313, 0,625 y 1,25 pL/mL, siendo la mas efectiva la de 1,25 pL/mL y en
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Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923 una reduccidn de la carga bacteriana
por accion del aceite esencial de canela a las concentraciones de 0,313 y 0,625
uL/mL, siendo la de 0,625 pL/mL la més efectiva. La concentracion de 0,104
UL/mL de aceite esencial de canela no presentd una reduccién tan marcada de
la carga bacteriana en el estado plancténico en comparacién con los resultados
obtenidos por las otras concentraciones, posiblemente debido a que se trata de
una concentracién realmente baja que siendo obtenida bajo el método de
microdilucién colorimétrica en placa, no pudo reflejarse claramente en la curva

de crecimiento.

Asimismo, podemos observar en los resultados una clara inhibicion tanto de la
formacion de biopeliculas como de las biopeliculas maduras en los lentes de
contacto blandos. El aceite esencial de canela obtuvo una reduccion de 80,76%
de la concentracion de biopeliculas maduras de Pseudomonas aeruginosa en
lentes de contacto blandos. Por otro lado, la solucion multipropésito “Renu Fresh
®” dio como resultado una reduccion del 62,22% de la concentracion de
biopeliculas del microorganismo en mencion. Asimismo, se observé una
reduccion del 72,96% de la concentracibn de biopeliculas maduras de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 en los lentes de contacto blandos usando
el aceite esencial de canela y una reduccion del 48,11% de la concentracién de
biopeliculas maduras usando la solucidbn multipropdsito. Gracias a estos
resultados podemos observar una mayor actividad frente a biopeliculas por parte
del aceite esencial de canela en comparacion a la solucién multipropdsito “Renu
Fresh ®” comercializada en la actualidad. Cabe resaltar que en la evaluacién de
la actividad del aceite esencial de canela en biopeliculas maduras, se utilizé la
solucién multipropésito tal y como se indica en su inserto, al igual que en los
trabajos de Artini y Noel®®74.  Por lo que se puede apreciar que sin una
preformulacion adecuada para el aceite esencial, la actividad mostrada nos

indica una mejor actividad que la solucién multipropésito “Renu Fresh ®”.

La influencia de las caracteristicas superficiales del sustrato tiene también un
importante impacto en la etapa inicial de la formacién de la biopelicula’®. Una de
estas caracteristicas es la energia superficial o tension superficial, ya que las

superficies con alta energia superficial como el acero inoxidable o el oro favorece
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la condicidn de hidrofilia, mientras que la de baja energia superficial como las
resinas, la hidrofobia’®. Al evaluar las superficies empleadas como los polimeros
en los lentes de contacto y el poliestireno en la microplaca de incubacién, ambas
contienen una gran energia superficial”®8% por lo que se favorece el ambiente de

hidrofobicidad sin una mayor diferencia, facilitando la formacién de biopeliculas.

Se menciona que estas propiedades fisicoquimicas de las superficies o sustratos
pueden ser transferidas a la formacién de biopeliculas alterando la composicién,
densidad y configuracion en cuanto al tipo de proteina de la biopelicula, por lo
que se puede evidenciar la preferencia de la formacion de biopeliculas en ambas
bacterias. Las cepas de la Pseudomonas aeruginosa tienen una mayor afinidad
de formacion en la parte superficial de los pocillos de la microplaca de
poliestireno y se evidencia en forma de anillos muy prominentes tal y como se
observa en la figura 17, a diferencia de las cepas de Staphylococcus aureus, ya
que demostraron tener una mayor afinidad por la parte inferior de los pocillos
(figura 16) que es de una apariencia de precipitado. Esta preferencia de afinidad
hacia el sustrato que es la microplaca de poliestireno, se evidencia mejor en las
biopeliculas maduras.

En el caso de los lentes de contacto, las biopeliculas formadas por las cepas de
Pseudomonas aeruginosa 'y Staphylococcus aureus, la preferencia de estas fue
en toda la superficie del lente de contacto (figura 19), donde se muestra la
formacién de la biopelicula de la Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 al
término de la prueba sin tratamiento alguno y la diferencia en el lente de contacto
estéril sin ningun tratamiento previo (figura 18). Se evidencia la formacién de
biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 con los tratamientos de la
Soluciéon multipropésito y el aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum
respectivamente (figuras 20 y 21). De manera visual no se puede determinar si
la solucion multipropédsito o el aceite esencial tuvieron actividad significativa en
la biopelicula madura, por lo que la determinacién de esta actividad se expresa
mediante porcentajes de la concentracion de la biopelicula obtenida a través de
la lectura de las absorbancias de las soluciones decolorantes tanto para los
lentes de contacto (figuras 20 y 21) y para la microplaca de poliestireno (figura

17). Se evidencid que el aceite tiene una actividad mayor que la solucion
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multiproposito en las biopeliculas maduras, donde la mayor diferencia de la
actividad del aceite esencial es en la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923 con un 24,85% de concentracion de biopeliculas menos que la solucion
multipropésito en los lentes de contacto blando. También en la cepa de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, el aceite esencial mostré un 18,71% de
concentracion de biopelicula menor que la solucion multipropoésito en la
microplaca de poliestireno, siendo la mas alta en este tipo de superficie.

En la evaluacién del efecto del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum
durante la formacion de la biopelicula, se determindé de una mejor manera a
través de la lectura de las absorbancias de las soluciones decolorantes, de la
misma manera en la evaluacion del efecto sobre las biopeliculas maduras.
Actualmente no hay un protocolo estandarizado para la cuantificacién de las
biopeliculas por lo que se viene realizando en diferentes métodos como la prueba
del tubo, prueba de placa de microtitulacion, radiomarcado, microscopia, prueba
de placa de agar rojo de Congo, etc®'-83. En el método planteado por Artini et al.
la metodologia se realiza en una placa de poliestireno de 96 pocillos la que es
denominada prueba en placa de microtitulacion y esta prueba sigue siendo una
de los mas usadas’+®* referente a la investigacién de biopeliculas. A esta técnica
se le han realizado varias modificaciones para su cultivo in vitro y su
cuantificacion. En el presente trabajo se realizé la prueba en placas de
poliestireno de 24 pocillos donde se mantuvo a los lentes en forma estatica in
vitro, a diferencia de Artini et al. que hicieron la evaluacion de las biopeliculas en
dos formas, estéatica a través de las placas de poliestireno y de forma dinamica,
asimilando las condiciones in vivo’™. Se midi6 la absorbancia de la solucién
decolorante de los pocillos por separado en un espectrofotdmetro UV-Visible, tal
y como se detalla en el procedimiento de las evaluaciones del aceite esencial
frente a la formacion de biopeliculas y el efecto sobre biopeliculas maduras.

Stepanovic et al. evaluaron los diferentes pasos y factores en una cuantificacién
de la formacion de biopeliculas de Staphylococcus mediante el método de placa
de microtitulacion®. Segln las recomendaciones, menciona que en la
interpretacién de los resultados, para una mejor valoracion de la produccion de

biopeliculas se debe promediar y expresarse los valores medios de las
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densidades Opticas obtenidas de todas las cepas ensayadas y controles. Por lo
que podemos decir que en el presente trabajo se realizd una cuantificacion de
las biopeliculas de Pseudomonas aeruginosay Staphylococcus aureus durante

su formacién asi como en su evaluacién en la fase madura.

La actividad del aceite de canela frente a biopeliculas tanto de Pseudomonas
aeruginosa como de Staphylococcus aureus podria deberse a la presencia de
cinamaldehido como su principal componente. Segun Hassan et al. el
cinamaldehido inhibe la acetil coenzima A carboxilasa de las bacterias y es el
responsable de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de canela’’.
También existe un posible efecto sinérgico entre el cinamaldehido y el eugenol,
otro de los componentes del aceite esencial de canela, pues ambos
componentes en conjunto inhiben la produccién de enzimas esenciales de la
bacteria causando dafos en la membrana celular de las mismas®. Ademas de
todo ello, el aceite esencial de canela presenta una gran hidrofobicidad por lo
que posiblemente conduzca a la ruptura no solo de la membrana celular sino de
la estructura de exopolisacaridos que conforman a las biopeliculas, haciéndolas
mas permeables y conduciendo a la fuga de iones®.
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VL.

CONCLUSIONES

La Concentracibn Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum frente a Pseudomonas aeruginosa cepa clinica
y cepa ATCC 9027 fue de 1,250 £ 0 uL/mL, frente a Staphylococcus
aureus cepa clinica fue de 0,313 £ 0 uL/mL y frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923 fue de 0,104 = 0,045 pL/mL.

Se desarroll6 la curva de crecimiento y viabilidad de Pseudomonas
aeruginosay Staphylococcus aureus tanto en la cepa clinica como en la
cepa ATCC y se determind que la concentracidon mas efectiva del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum frente a Pseudomonas aeruginosa
cepa clinica y cepa ATCC 9027 fue de 5 pL/mL, frente a Staphylococcus
aureus cepa clinica fue de 1,25 uyL/mL y frente a Staphylococcus aureus
ATCC 25923 fue de 0,625 uL/mL. Estas concentraciones equivalen al

cuatro veces el CMI de cada una de las bacterias.

El aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum presenté actividad en la
formacién de biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa cepa clinica en
las 2, 4 y 8 horas fue de 27,94%, 22,51% y 14,07% respectivamente,
siendo estos resultados con la mayor actividad del aceite esencial frente
a la solucion multipropésito “Renu Fresh ®7; en las Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 en las 2, 4 y 8 horas fue de 14,9%, 18,32% y
22,88%, en el Staphylococcus aureus cepa clinica a las 2, 4 y 8 horas fue
de 6,66%, 11,73% y 13,98% y en el Staphylococcus aureus ATCC 25923
alas 2, 4y 8 horas fue de 9,26%, 11,47% y 8,83% mejor que la solucion

multipropdésito “Renu Fresh ®” respectivamente.

El aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum present6 actividad sobre
las biopeliculas maduras inducidas in vitro en lentes de contacto blandos,
reduciendo el porcentaje de la concentracion de biopeliculas en
comparacién a la solucion multipropdsito y se obtuvo un 18,52% en
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Pseudomonas aeruginosa cepa clinica, 21,6% en Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, 14,24% en Staphylococcus aureus cepa clinica
y un 24,85% en Staphylococcus aureus ATCC 25923, mejor que la

solucién multipropésito “Renu Fresh ®”.
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VIl. RECOMENDACIONES

e De acuerdo a lo obtenido en el presente trabajo se recomienda evaluar la
actividad de cada uno de los componentes del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum frente a biopeliculas para poder ser utilizarlos

en una posterior formulacién.
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ANEXO 1
FICHA TECNICA DEL ACEITE ESENCIAL
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F‘:"‘()P Essential Oils Peru

EopPeru.com

Issential Chls Peru

MATERIAL SAFETY DATA SHEET
Cinnamon leaf Oil MSDS

1. Identificacion
Identificacion del producto:
Nombre Comercial: Aceite Esencial de Canela 100%
Nombre cientifico: Cinnamon zeylanicum
Ndmero CAS: 8010-91-6
Nidmero de Identificacion: EOP-03-3314
Método de Extraccion: Destilacidn por arrastre de vapor

Detalles del proveedor de la Ficha de Seguridad

EMPRESA:

Essential Oils Peru SAC consultas@eopperu.com
Vinedos 312 - La Molina Telf. contacto: (+51) 9617 88345
Lima - PERU Informes: (+51) 01 736 9840

2. identificacion de Peligros
Clasificacion de la sustancia

Inflamable: Liquido inflamable categoria 3.

Peligro: Puede causar dafio en caso de ingestidn si penetra en las vias respiratorias.
Irritante: Puede causar irritacion cutdnea. Puede causar reaccién alérgica en la piel.
Peligroso al ambiente: Puede ser téxico para organismos acuaticos.

Informacién concerniente a peligros para el hombre y el ambiente: No aplica.

Seguridad:

Mantener alejado de fuentes de calor, chispas o llama abierta.

Evitar contacto con la piel.

Usar guantes y lentes de proteccién.

Si se ingiere, noinducir al vomito. Consultar a un médico inmediatamente.

Sustancias Peligrosas
Cinamaldehido
Acetato de cinamilo
Eugenol
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3. Primeros Auxilios

Inhalacion: Ventilar la habitacién. En caso de desmayao, colocar al paciente de costadao.
Irritacion cutanea: Aplicar aceite vegetal, no lavar con agua.

Contacto con los ojos: Lavar con abundante agua por varios minutos, Consultar con un doctor.
Ingestién: No inducir al vémito. No suministrar nada si la persona sigue consiente.

4. Manipuleo y Almacenaje

Precauciones:

Usar guantes y proteccion para los ojos.

Evitar inhalacion y contacto con la piel

Lave con agua y jabdn cualguier ropa expuesta.
No se requieren medidas especiales.

Medios de extincién: CO2, espuma y polvo. No usar agua.

Almacenaje: Se recomienda mantener en lugar fresco, seco y bien ventilado. Mantener en
contenedores originales, alejados de la luz.

5. Propiedades Fisico-Quimicas:

Informacion General:

Apariencia: Liquido, ligeramente espeso.
Color: Amarillo ambar.

Olor: caracteristico.

pH: Mo determinado.

Punto de fusion: No determinado.

Punto de ebullicion: No determinado.
Temperatura de Ignicién: No determinado.
Peligro de explosion: El producto no es explosivo. Sin embargo la formacion de vapor explosivo es
posible.

Densidad a 20 °C: 1.03-1.059

Solubilidad en agua: insoluble.

Viscosidad: No determinado.

Indice de Refraccién a 20 °C: 1.527-1.540
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ANEXO 2
INSERTO DE LA SOLUCION MULTIPROPOSITO RENU FRESH ®
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ANEXO 3

INSERTO DE LOS LENTES DE CONTACTO BLANDO DE
ETAFILCON A -1 DAY ACUVUE MOIST ®
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