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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion de tipo experimental, serealizo con el objetivo de
determinar el efecto antibacteriano In Vitro de los extractos etandlicos de Oryganum
vulgare, Salvia officinalis y Thymus vulgaris a concentraciones de 100, 200, 300 y 400
mg/ml frente atres cepas de Staphyl ococcus aureus, (SA 01, SA02 y SA 03) Escherichia
coli (EC 01, EC 02 y EC 03) y Pseudomonas aeruginosa (PA 01, PA 02 y PA 03). Los
extractos etandlicos se obtuvieron tomando como referencia e método utilizado por
Moreno Echeandia (2006). La prueba de susceptibilidad se reaiz6 por € método de
difusion en agar (Método de Kirby — Bauer). Los resultados demostraron que el extracto
de Oryganum vulgare tuvo mejor efecto antibacteriano contra cepas de Staphylococcus
aureus con halos de inhibicién de 10.44 mm, le sigue Escherichia coli con 9.88 mm vy
Pseudomonas aeruginosa con 9.77mm. Salvia officinalis, tuvo mejor efecto inhibitorio
sobre cepas de S aureus que con cepas de E, coli y Ps. aeruginosa, con halos de
inhibicion de 20.88, 11.33 y 12.99 mm respectivamente. Con Thymus vulgaris los halos
de inhibicién fueron para S. aureus de 24.66 mm, E. coli de 12.33 mm y Ps. aeruginosa
de 11.11 mm de didmetro. La Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) del Oryganum
vulgarepara S aureusy E. coli estuvo en 80 mg/ml, y para Ps. aeruginosa en 100mg/ml;
el CIM de Salvia officinalis para S. aureus estuvo en 50 mg/ml, para E. coli y Ps.
aeruginosa fueron 80 mg/ml; y con Thymus vulgaris e CIM estuvo para S. aureus con
30 mg/ml y paraE. coli y Ps. aeruginosa con 100 mg/ml. Se determind que ninguno de
los tres extractos etandlicos tuvieron efecto bactericida sobre | as cepas en estudio.

Se concluy6 que los extractos etandlicos de Oryganum vulgare, Salvia officinalis y
Thymusvulgaris presentaron actividad antibacterianafrente alas cepas estudiadas, siendo
Saphylococcus aureus la especie mas susceptible, Escherichia coli y Pseudomonas

aeruginosa resultaron ser menos susceptibles alos tres extractos etandlicos probados.

Palabras clave: Extractos etandlicos de Orégano, Salvia y Tomillo. Cepas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Concentracion

Inhibitoria Minima



ABSTRAC

The present experimental research work carried out with the objetive of determining

the In Vitro antibacterial effect of Oryganum vulgare, Salvia officinalis and Thymus
vulgaris etanol extracts in 100, 200, 300 and 400 mg/ml concentrations against three
Saphylococcus aureus (SA 01, SA 02, and SA 03), Escherichia coli (EC 01, EC 02 and
EC 03) and Pseudomonas aeruginosa (PA 01, PA 02 and PA 03) strains. The ethanolic
extract were obtained taking as reference the methodused by Moreno Echeandia (2006).
The susceptibility tes was performed by the agar diffusion method (Kirby — Bauer
method). The results showed that the extract of Oryganum wvulgare had a better
antibacterial effect against strains Staphyl ococcus aureuswith 10.44 mm inhibition hal os,
followed by Escherichia coli with 9.8 mm and Pseudomonas aeruginosa with 9.77 mm.
Salvia officinalis had the best inhibitory effect on S. aureus strains and E. coli and Ps.
aeruginosa with 20.88, 11.33, 12.99 mm inhibitions halos respectively. With Thymus
vulgaris the inhibitions halos were 24.66 mm to S. aureus, 12.33 mm to E. coli and Ps.
aeruginosa 11 mm in diameter. Inhibitory Concentration Minimum (ICM) of Oryganum
vulgare was in 80 mg/ml to S aureus and E. coli; and 100 mg/ml to Ps. aeruginosa. The
Salvia officinalis ICM was in 50 mg/ml to S. aureus, 80 mg/ml to E. coli and Ps.
aeruginosa and with Thymus vulgaris was 30 mg/ml to S. aureus and 100 mg/ml to E.
coli and Ps. aeruginosa. It was determined that none on the three etanol extract has a
bactericidal effect on the strains under study.
It was concluded that ethanolis extracts of Oryganum vulgare, Salvia officinalis and
Thymus wulgaris presented antibacterial activity against studied strains, being
Saphytlococcus aureus the most susceptible species, Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa proved to be the lest susceptibles to the three ethanolic extracts asseyed.

Key Words: Orégano, Salviaand Tomillo ethanol extract. Strains of de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Minimum Inhibitory Concentration.



INTRODUCCION

A través de la historia el hombre estuvo siempre preocupado por su estado de salud,
previniendo o tratando diversas enfermedades alas que estaban expuestos, por ello los primeros
tratamientos a dichas enfermedades fueron a base de plantas con propiedades medicinales.

Laprimeraobraconcebidasobre el uso de plantas medicinales sele atribuye a Teofrasto
de Eresus (372 — 287 a.c) quién publico el libro “Historia de las plantas”, describiendo unas
500 especies que tenian propiedades medicinales (Vasquez Nufiez 2010).

Muchas enfermedades que afectan a hombre en la comunidad estan localizadas en la
piel y son causadas frecuentemente por cepas de Saphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa entre otros; dichos microorganismos afectan la pidl, la
dermis o € tgido subcutaneo, causando infecciones como €l impétigo, la furunculosis, €
ectima, infecciones de heridas etc. Asi mismo otras infecciones frecuentes en lacomunidad son
las gastrointestinales y las infecciones urinarias causadas por serotipos de Escherichia cali,
afectando principalmente a nifios, jovenes y adultos. (Garcia— Picasso 1996, Restrepo 2008).

En pacientes inmunocomprometidos es posible observar infecciones localizadas o
sistémicas causadas por Pseudomonas aeruginosa, CoOmo Ocurre en personas con quemaduras,
con fibrosis quisticas o con enfermedad pulmonar obstructiva (EPOC) (Carrol et a 2016,
Restrepo 2008).

Muchos microorganismos que afectan al hombre se caracterizan por presentar
resistencia a los antibioticos como Staphyl ococcus aureus resistentes ala meticilina (SAMR),
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa productoras de Beta — Lactamasas de expectro
extendido (BLEE) y de Carbapenemasas, que hacen mas dificil el tratamiento de infecciones
causadas por estos microorganismos, por |o que se recurre a antibiéticos més potentes y de

mayor costo (Mandell, et al 2003; Cecchini 2008)



En las Ultimas décadas se esta revalorizando a la medicina natural, debido a que las
plantas presentan principios activos que son metabolitos secundarios propios de las plantas y
que tienen propiedades antibacterianas, antiinflamatorias, anticolinérgicas, antiflngicas,
estimuladores del sistema inmune entre otras propiedades (Espinoza P; Moreno, G. Pamplona
Roger 2007).

El Orégano (Oryganum vulgare), la Salvia (Salvia officinalis) y € Tomillo (Tymus
vulgaris), pertenecen a la familia de las Labiaceaes y que son utilizados generamente en la
alimentacién humana como condimentos, sin embargo, también se emplean parad tratamiento
de enfermedades de la boca, gastrointestinales, como antiespasmddico, para colicos
abdominales, infecciones de las vias respiratorias, gracias a sus principios activos como son €
carvacrol, €l écido cafeico, € acido rosmarinico etc.( Pamplona Roger 2007).

Debido a incremento de la resistencia a los antibidticos de Saphylococcus aureus,
Eschericia coli y Pseudomonas aeruginosa, es necesario buscar alternativas terapéuticasen las
plantas medicinales para € bienestar de la poblacion de nuestro pais. Frente a estarealidad se
planted € siguiente problema: ¢Tienen efecto antibacteriano los extractos etandlicos de
Oryganum vulgare, Salvia officinalis y Tymus vulgaris frente a cepas de Saphylococcus
aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa? Siendo la hipétels. Los extractos
etandlicos de Oryganum wulgare, Salvia officinalis y Tymus wulgaris tienen efecto
antibacteriano sobre cepas de Saphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa. Ante esta situacion se plantearon |os siguientes objetivos:

Determinar € efecto antibacteriano de los extractos etandlicos de Oryganum vulgare,

Salvia officinalis y Tymus wulgaris frente a cepas de Saphylococcus aureus,

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.



Determinar la Concentracion Inhibitoria Minima de los extractos etandlicos de
Oryganum wulgare, Salvia officinalis y Tymus wulgaris frente a cepas de
Saphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Determinar la Concentracion Bactericida Minima de los extractos de Oryganum
vulgare, Salvia officinalis y Tymus vulgaris frente a cepas de Staphylococcus aureus,

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.



. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

La piel como superficie externa del cuerpo, estéd en contacto con € medio ambiente y
expuesta a la accién de multiples microorganismos patdgenos como bacterias, hongos, virus o
parésitos, por 10 que es comun las infecci ones cutaneas en personas susceptibles como los nifios
y personas de la tercera edad. La mayoria de estas infecciones af ectan la epidermis, la dermis
y € tgido subcutdneo, desarrollando infecciones como € impétigo, la forunculosis, los
abscesos, infecciones de heridas, celulitis etc., y que son causadas por Saphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes y Pseudomonas aeruginosa ( Cecchini 2008).

El termino diarrea se emplea generalmente para definir aguellas alteraciones del habito
intestina que conllevan a una frecuencia anorma en e ndimero de deposiciones 0 un
incremento del volumen de heces emitidas. La etiologia de esta enfermedad esta relacionada
con miembros de la familia Enterobacteriaceae como los serotipos de Escherichia cali,
Salmonella entérica, Shigella spp, etc y que son transmitidas por viafecal oral o atravésdelos
alimentos ( Garcia & Picasso 1996).

Escherichia coli es el agente causal del 70 a 95% de las infecciones agudas del tracto
urinario en pacientes ambulatorios del sexo femenino, seguido por Klebsiella spp, Proteus spp,
Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter spp, etc. (Cecchini 2008).

Franco — Soto et al (2014), evaluaron la susceptibilidad de 56 cepas de Staphylococcus
aureus a cloranfenicol mediante el método de difusion en disco utilizando antibiéticos como
la penicilina, oxacilina, gentamicina, ciprofloxacino, levofloxacino, tetraciclina, cloranfenicol,
linezolid, cloranfenicol y Trimetoprim-sulfametoxazol. El 100% de las cepas de
Saphylococcus aureus fueron sensibles al cloranfenicol y a linezolid, el 29% a la oxaciling;
el 71% alas tetraciclinas, un 81% a trimetoprim-sulfametoxazol; ala gentamicina un 61% y

un 71% alas quinolonas.



Otth, Laura; Wilson; Bustamante; Fernandez; C. Oth (2008), estudiaron la
susceptibilidad antimicrobiana de 60 cepas de Staphylococcus aureus aislados de pacientes
hospitalizados (45), pacientes ambulatorios (14) y de polrtadores (01) frente a la penicilina,
ciprofloxacino, lincomicina, eritromicina, oxacilina, gentamicina y vancomicina. Lo0S
resultados mostraron que € 33, 28 y 1.1 % de las cepas recuperadas de pacientes internados,
ambulatorios y portadores respectivamente fueron resistentes a la oxacilina; la penicilina fue
el antibidtico menos activo. No se reportaron cepas resistentes a la vancomicina, pero si cepas
con sensibilidad intermedia. Seidentificaron cinco patrones de resistencia diferentes, siendo €
mas frecuente (81.7%) €l patrén frente alapenicilina, gentamicina, ciprofloxacino, lincomicina
y eritromicina.

Se reporta un caso de una mujer de 42 afios de edad, con historia de automedicacién de
episodios de infecciones del tracto urinario desde los 20 afios de edad. Se le redizo €
urocultivo, resultando positivo para Escherichia coli resistente a é&cido nalidixico,
cloranfenicol, ciprofloxacino, norfloxacino, cefuroxima, neomicina, gentamicinay ampicilina
y sensible a la ceftazidima, cefepime y ceftriaxona. La paciente fue sometida con extracto de
polvo de Vaccinium macrocarpon en la proporcion de 5 gr disuelto en 250 ml de agua. A los
seis dias de tratamiento el examen de orinay e urocultivo fueron negativos. El tratamiento
duré 13 semanas permaneciendo asintomatica y urocultivos negativos (Aranda y Ventura
2016).

Correa, Bravo, Silvay Montiel (2015), estudiaron la susceptibilidad antibidtica de
Pseudomonas aeruginosa aisladas de 40 muestras de agua; aislando 22 cepas que fueron
sometidas a la prueba de susceptibilidad antibiética por e método de difusiéon en disco. El
36.4% de | as cepas fueron resistentes al aztreonam, seguido por ceftazidima (22.7%); cefepime

(13.6%) y tobramicina (4.5%). El 18% de las cepas de Pseudomonas aeruginosa presentaron



Beta lactamasas de espectro extendido (BLEE) y €l 9% fueron positivos a carbapenemasas y
metal obetal actamasas.

Seguin Vésquez, Alvarado, Rodriguez, Saldafa, Reyesy Vargas (2014) obtuvo aceite
esencia de Oryganum vulgare mediante e método de destilacién directa por arrastre con vapor
de agua y luego determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) mediante e método de
macrodilucion en caldo nutritivo més Tween 80 a 0.1% sobre cepas de Salmonella typhi,
Salmonella enteritidis, Salmonella paratyphi A y Staphylococcus aureus. Los resultados
demostraron que € aceite de orégano inhibia el crecimiento de S. typhi a concentracion de 3.0
ul/ml; aS enteritidis 1.7% ul/ml; para S paratyphi A 2.3 ul/ml y para S aureus 1.5 ul/ml.

Bastos, Schuch, De Souza, Almeida, Alvesy De Mello (2011), demostraron laactividad
antibacteriana del aceite esencia de Oryganum vulgare sobre bacterias aidladas de leche
bovina. Realiz6 diluciones del aceite esencia de 16 % a 0.063 % las cuales fueron enfrentadas
en 71 cepas bacterianas aisladas y 3 cepas patrones ATCC de Saphylococcus aureus,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Los resultados de la Concentraciéon minima
bactericida (CMB) obtenidos demostraron que | as cepas de Staphylococcus coagul asa negativo
estuvo en 2%; para las cepas de Staphylococcus aureus estuvo en 0.65%; para las cepas de
Saphylococcus aureus ATCC fueron de 3.17%. Las cepas patrones ATCC de Escherichia coli
y Pseudomonas aeruginosa su CMB fueron 0.35% y mayor a 16%.

Albado, P Saez, F; 2001, enfrentd €l aceite esencial del Carvacrol (Orégano) frente a
cepas de Escherichia coli, Salmonella typhimurium, SalmOonella cholerae suis, Vibrio
cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus y Saphylococcus aureus; demostrando
gue todas las cepas en estudio fueron inhibidas presentando diferentes grados de sensibilidad
con halos de 14 mm a 28 mm de didmetro, a excepcion de Pseudomonas aeruginosa que fue

resistente.



En la Universidad Federico Villarrea evaluaron la accién sinérgica entre e aceite
esencia del orégano y la gentamicina en cultivos de Escherichia coli. Trabajaron dos grupos,
el grupo experimental fue tratado con discos de papel de filtro embebidos con Gentamicinay
aceite esencial de orégano a 75%, mientras que €l grupo control con discos embebidos solo
con gentamicina. Los resultados mostraron en e grupo experimental halos de inhibicion de
22,75mm, mayor que e grupo control con 20,75 mm. Se concluyd que existe un efecto
sinérgico antibacteriano in vitro entre el aceite esencial de orégano y la gentamicina en cepas
de Escherichia coli- (Chavez Torres, Diaz C, Escaante R, Estrada M, 2008).

ArdilaQ, Vargas A (2009) gecut6 una investigacion con la finalidad de establecer la
actividad antibacteriana de extractos hexanico de Allium sativa, extractos hexanico-cloroformo
para Coriandrum sativa, Oryganum vulgare, Thymus vulgaris y Rosmarinus officinalis frente
a cepas de Clostridium perfringens. Encontrod € autor gue los extractos de Orégano y Tomillo
no presentaron efecto inhibitorio frente a este microorganismo. Los extractos obtenidos de las
otras plantas estudiadas s presentaron efecto inhibitorio, obteniéndose concentraciones
bacteriostaticas minimas entre 16 y 63 ul/ml.

De Souza, Frascolla R, Ziemann M, Costa R y Alves M, 2008, evalud actividad
antimicrobiana in vitro de 3 tipos de productos vegetales (un aceite, una tintura y una
decoccién) de las plantas Origanumvulgare L. (orégano) y Thymusvulgaris L. (tomillo) frente
a Malassezia pachydermatis (hongo), Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, vy
Saphylococcus aureus ATCC126000). Se concluyé que CMI de los aceites esenciales de
Orégano, de Tomillo frente a Pseudomonas aeruginosa fueron de 12 y 5% respectivamente y
para S aureus fueron de 1,56 y1,25% respectivamente; paralastinturasel CMI fue de 18.75
y 100% en Pseudomonas. aeruginosa y de 6,25% y 50% para S. aureus. Las decocciones de
Orégano y de tomillo frente a ambos microorganismos fue de 75% y 100% y de 12,5% y 50%

respectivamente. Refieren los autores que tanto € aceite como la tintura pueden ser una



aternativa parael tratamiento de la otitis externa, debido alapresenciade timol y carvacrol en
mencionadas plantas.

En laUniversidad Autbnoma Agraria de M éxico evaluaron la actividad antimicrobiana
in vitro de cuatro extractos vegetales. (pergil ruda, tomillo, y gobernadora) y dos aceites
esenciaes (Clavo y Orégano), frente a cepas hospitalarias con resistencia miltiple de
Saphylococcus aureus Gram (+) y una cepa de referencia (ATCC 25923), determinando las
concentraciones minimas inhibitorias mediante el método de macrodilucion. En las pruebas de
actividad antibacteriana, reportd que no existié diferencia entre las concentraciones minimas
inhibitorias (2.77% v/v) delos extractos etandlicos e hidroal cdlicos de | as plantas mencionadas
frente alas 15 cepas, mientras que |os aceites esenciaesinhibieron el crecimiento bacteriano a
concentraciones minimasinhibitorias variables 13%y de 0,017% alas de | os extractos de clavo
de olor y de orégano respectivamente (Garcia Lujan 2006).

En la Universidad de Norbert Wiener de Lima, estudiaron € efecto antibacteriano y
antifingico del aceite esencia de menta, orégano y hierba |uisa sobre cepas de Sreptococcus
mutans y usando concentraciones de 50 y 100%. Los resultados obtenidos indicaron que para
Sreptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus y Candida albicans siguiendo €l método de
difusion del disco. El aceite esencial de Menta piperita (Menta) demostré no tener efecto
inhibitorio sobre cepas Streptococcus mutans ATCC 25175, Lactobacillus acidophylus ATCC
10746 y Candida albicans ATCC 90028, sin embrago €l aceite esencial de Orégano a 50 y
100% fue maés efectivo sobre Sreptococcus mutans, mientras que e aceite esencial de hierba
luisalo fue para Lactobacillus acidophilus y Candida albicans. (Maravi |, 2012).

Lagos La Rosa 2013, determiné la CIM y la CBM de Tomillo siguiendo € método de
difusion en disco de Kirby Bauer y utilizando concentraciones de 0.46 a 3.67 mg/ml. Se
demostr6 que € aceite esencid de Thymus wulgaris L. (Tomillo) presentd actividad

antibacteriana sobre Por phyromonas gingivalis causante de la gingivitis, los resultados indican



mayor promedio de halo de inhibicién (30,19 mm) a la concentracion de 2.76 mg/ml. La
concentracion inhibitoriaminima (CIM) realizada por € método de macrodilucion en tubo fue
de 0,31 mg/ml y la concentracién bactericida minima (CBM) fue de 0,37 mg/ml.

Herrera Arias y Garcia-Rico, 2006, evaluo € efecto bactericida de extractos acuosos de
canela, laurel, clavo de olor y tomillo sobre cepas de Escherichia coli, Salmonella spp,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus siguiendo e método de
difusion en disco de Kirby Bauer. El extracto de canela, mostré un amplio espectro de accion
al inhibir todas las cepas en estudio a diluciones de 10 y 10° con halos de inhibicion de 10
mm para Saphylococcus aureus y 6 mm para Bacillus cereus. El extracto de laurel present6
mayor poder inhibitorio contra Saphylococcus aureus con halos de inhibicién entre 11 mm a
16 mm en las concentraciones antes mencionadas; sin embargo e extracto de tomillo no tuvo
efecto inhibitorio sobre cepas de Saphylococcus aureus pero si sobre Escherichia coli con
halos de inhibicién de 5 mm a la concentracion de 10-3 , también presentd inhibicion sobre
cepas de Bacillus cereus (5 mm), Pseudomonas aeruginosa ( 3 mm) y Salmonella spp ( 15
mm) ala concentracion de 107.

Se estudi6 laactividad antibacteriana de 16 extractos etandlicos de Eucal yptus globul us,
Matricaria recutita, Borrago officinalis, Ficus carica, Mentha arvensis, Salvia officinalis,
Lipia alba, Thymus vulgaris, Buddleia americana, Tilia platyphyllos, Cirsium mexicanum,
Verbena litoralis, y Lipia dulcis, frente a Streptococcus pyogenes y Saphylococcus aureus,
mediante la prueba de Kirby Bauer modificada. Se emplearon concentracionesde 5y 10 mg/ml
de extractos etandlicos. Demostrd que los extractos etandlicos de E. globulus, M. recutita, B.
officinalis, F. carica, M. arvensis, S. officinalisy L. alba a concentraciones de 5 y 10 mg/ml
inhibenaStr. pyogenes con halos deinhibicién de5,21 mmy de 11 mm ; paraS aureusfueron
7,26 mmy 19,29 mm. Los extractos de Salvia officinalis inhibieron a S. aureus con halos de

inhibicién de 8,57 mmy 9 mm y con el extracto de tomillo la inhibicion fue de 17,86 mm 'y



19,29mm. Se concluy6 que €l extracto etandlico con mayor actividad antibacteriana frente a
las dos cepas fue Eucalyptus globulus y con menor actividad fueron Lipia alba, Salvia
officinalisy Mentha arvensis. (Alvarez V, Céceres A, 1988).

EnlaUniversidad Santo Tomasde Chile, se estudi6 el efecto antibacteriano del extracto
foliar de Salvia blanca sobre bacterias Gram positivas (Saphylococcus aureus y Bacillus
cereus) y Gram negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa), mediante la prueba
de sensibilidad por difusién en agar segin € método de Kirby Bauer. Se evaluaron tres
concentraciones de extractos diclorometandlicos de hojas (120, 200 y 300 mg/ml. Los
resultados mostraron que la Salvia blanca inhibié € crecimiento de S aureus con halos de
10.69 a 17.32 mm de diametro; para B. cereus a concentraciones de 120 a 300 mg/ml, los halos
fueron de 9.61 a 13.74 mm de diametro; sin embargo en E. coli y Ps. aeruginosa lainhibicion
ocurrié a concentraciones de 300 mg/ml con halos de inhibicién de 6.00 a 7.31 mm y de 6.00
a 8.31 mm de didmetro respectivamente (Maier, Lineros, Oberpaur, Aracwena y Delano,
2014).

Asi mismo se estudié la actividad in vitro de aceites esenciales de cinco plantas
aromaticas. Eucalyptus globulus (Eucalipto), Cymbopogon citratus (Hierba Luisa), Tagetes
pusilla Lag (Anis serrano), Senecio tephrosioides (Huamanrripa) y Lepechinia meyenii
(Salvia), obtenidos por arrastre de vapor sobre diez microorganismos: 10s gramnegativos,
Salmonella typhi ATCC 6539, S. typhimurium ATCC 14028, S enteritidisINS Vibrio cholerae
ATCC E-7946 OGAWA, Pseudomonas aeruginosa GT 28 y Shigella flexneri INS, y los
grampositivos Saphylococcus aureus INS, S, aureus ATCC 6538 y Candida albicans ATCC
10231. Se empled discos de antibidticos como controles y discos Wathman N° 1de 6 mm de
didmetro impregnados con 5uL de aceite esencia puro y se determind la inhibici on mediante

lamedicién de los halos de inhibicion en mm.
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El aceite esencial que gercid mayor efecto sobre |os microorganismos eval uados fue el
de “Hierba luisa” inhibiendo al 88.8% de las cepas, a las cepas de S aureus INSy S aureus
con un halo de inhibicién de 20mm y 23 mm de diametro; alas cepas de Shigella flexneri y de
Salmonella sp. 1os didmetros fueron de 30 a 32 mm respectivamente; para Vibrio cholerae fue
de 36 mm. Lahierbaluisano tuvo efecto sobre |as cepas de Pseudomonas aer uginosa. El aceite
gue presentd menos actividad antibacteriana frente a los microorganismos probados fue € de
Eucalipto ya que las cepas evidenciaron una sensibilidad limite entre 12 a 13 mm de diametro
deloshalos deinhibicion, excepto V. cholerae que presentd una sensibilidad mediacon 17 mm
de diametro de halos de inhibicidon. Sin embargo, ninguno de los cinco aceites empleados
inhibi6 a Pseudomonas aeruginosa. (AlzamoralL, Morales, Armas L y Fernandez, 2001).

Cordova-Guerrero, Othoniel, Aragon y Diaz-Rubio, 2016, evaluaron €l efecto
antibacteriano y antifingico de extractos hexanicos de Salvia apiana sobre Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Sreptococcus pyogenes ATCC 19615, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli ATCC 25922 y doslevaduras, Candida albicansy C. tropicalis. Los extractos
hexénicos de raiz de Salvia apiana a concentraciones de 27; 13,5; 6,8 y 3,4mg/ml fueron
depositados en hoyos realizados en €l medio de Agar Tripteinade sojaen cantidad de 10 ul. Se
demostré que e extracto hexanico de S. apiana inhibi6 € crecimiento de S. aureus con halos
de inhibicién entre 10 mm a 24 mm de diametro; para Str. pyogenes fue de 28 a40 mmy para
E. faecalis de9 al1l7 mm; sin embargo no tuvo efecto inhibitorio significativo sobre E. coli,
en tanto que para C. albicansy C. tropicalis, lainhibicién fue discretacon halosde8 mm a 13
mm de diametro.

Investigaciones similares gecutadas con las mismas especies, pero con productos
vegetales diferentes fueron realizadas por Yafiez C, et al., 2011 quien evalud la actividad
antibacteriana del aceite esencia de Ambrosia peruviana Will., por el método de difusion en

agar con discos frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
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29212, Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella typhi CDC 57. Se demostré que los
diametros de los halos de inhibicion estuvieron entre 8mm, 1lmm, 7mm y 8mm
respectivamente, mientras que para Klebsiella pneumoniae ATCC 23357 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 no tuvo efecto inhibitorio.

Espinoza P, Rodriguez F y Espinoza V, 2014, evalud € efecto inhibitorio in vitro del
extracto etandlico de Rosmarinus offcinalis L. Romero, sobre €l crecimiento de Sreptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa a concentraciones de 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, y 50 mg/ml, mediante e método de difusion en disco de Kirby Bauer.
Los resultados mostraron que €l extracto etandlico de Romero inhibié las cepas de
Streptococcus . pyogenes con halos de inhibicion de 8.89 mm a 11.11 mm de diametro segin
las concentraciones empleadas, para las cepas de Staphylococcus. aureus 2 y 3 los halos de
inhibicion oscilan entre 7,84 mm a 9,84 mm de didmetro. No hubo efecto inhibitorio para la
cepaldeS aureus y para Pseudomonas. aeruginosa.

Alvarado y Vasquez (2012), evaluaron e efecto inhibitorio in vitro del extracto
hidroalcéholico de Eucalipto globulus L., “Eucalipto” a concentraciones de 100 a 500 mg/ml.
frente a cepas de Staphylococcus aureus aisladas de casos de mastitis bovina;, € efecto
inhibitorio se demostré6 con e método de difusién de Kirby Bauer. Con los resultados
obtenidos se demostré que €l extracto hidroalcéholico de Eucalipto globulus L., “eucalipto”
tiene efecto inhibitorio sobre cepas de S. aureus a concentraciones de 500 mg/ml con halos de
inhibicién promedio de 19.29 mm en todas las cepas.

En laUniversidad Naciona de Trujillo, determinaron el efecto inhibitorio in vitro del
extracto alcohdlico de hojas de Rosmarinus officinalis y Argemone mexicana sobre €l
crecimiento de Escherichia coli productora de betalactamasa de espectro extendido; se
evaluaron diez concentraciones distintas del extracto (10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100

mg/mL). Se utilizaron dos métodos, € de difusién en placa con discos de Kirby Bauer y €
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método de microdilucion en microplaca para determinar e CMI y CMB. Los resultados
demostraron que A. mexicana (Cardo santo) tiene mejor efecto inhibitorio que R. officinalis
con halos de inhibicién entre 24 mm y 37 mm de diametro para cada método respectivamente,
mientras que con Romero los didmetros fueron de 22 mm a27 mm. LaCMI y CMB para R.
officinalis y de A. mexicana fueron de 10 mg/ml y 10 mg/ml respectivamente (Ruiz B, 2016).

Coy Barreray Acosta G, (2013), determind la composicion quimica de los aceites
esencidles de Romero (Rosmatinus officinalis), Tomillo (Thymus wulgaris) y Cdrcuma
(Curcuma longa) y su actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus ATCC6538 y
Enterococcusfaecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella tiphymurium
ATCC 14028s. Sus resultados demostraron que el aceite esencial de Romero frente a la cepa
de S aureus, se pueden observar porcentajes de inhibicién de 60%, y 70% para €l caso de los
aceites de tomillo y circuma; para E. faecalis los porcentajes de inhibicién fueron del 40%
para el aceite de romero, 20% para el aceite de tomillo y 50% para € aceite de circuma. Los
aceites evaluados no presentan porcentajes de inhibicion representativos frente a E. coli y S
tiphymurium.

Estudios realizados con el extracto etandlico de Rosmarinus officinalis “Romero”
demostraron que no tiene efecto antibacteriano contra bacterias gramnegativas como
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa a concentraciones elevadas de 500 mg/ml; sin
embargo s tiene efecto inhibitorio sobre cepas de Staphyl ococcus aur eus a concentraciones de
50 a 500 mg/ml, con halos de inhibicion entre 7,7 mm hasta 13.23 mm de didmetro
respectivamente, observandose que la cepa N° 2 de S aureus presenté mayor resistencia en
comparacion con las otras dos cepas. (Moreno E, 2006).

Estudios realizados sobre las propiedades antimicrobianas de la Salvia (Salvia
officinalis) sobre bacterias gram negativas como Enterobacter agglomerans, Citrobacter

freundii, Salmonella sp, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, demostraron que €l
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aceite esencia de Salvia gercio efecto inhibitorio sobre E. agglomerans (24.25 mm), C.
freundii (20.5 mm) y E. coli (19.25 mm), mientras que Pseudomonas aer uginosa fue la especie
resistente (Luna G, Conde H, Gasca C, Vasguez R, Irivas B y Hernandez S, 2018).

2.2. BASE TEORICA

Las bacterias, particularmente Saphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, frecuentemente estan asociadas a infecciones
intrahospitalarias y comunitarias como infecciones de heridas, del tracto urinario,
septicemiasy otras que se complican por laadquisicion de resistencia antimicrobianaa
los antibidticos de uso frecuente 1o que conduce a la busqueda de productos mas
potentes a los que, posiblemente desarrollen resistencia posteriormente. Dichas
bacterias poseen caracteristicas determinadas que se rel acionan con su oportunidad para
producir las infecciones, asi:

Saphylococcus aureus es una especi e cuyo habitat natural son las fosas nasales,
la mucosa nasofaringea, transmitiéndose a través de contacto directo, por medio de
fomites o por via aerdgena, ademas de ello se transmite por ingestién de aimentos
contaminados. Presentan una gran variedad de factores de virulencia relacionados con
su estructura celular (Peptidoglicano, acidos teicoicos, proteina A, capsula, glicocalix;
etc) y con laproduccion de enzimasy toxinas (Hialuronidasa, leucocidinas, toxinas alfa,
beta, gammay delta; exfoliating, toxina del sindrome del shock toxico, enterotoxinas)
gue contribuyen no solo a desarrollar infecciones pidgenas localizadas, sino también
infecciones sistémicas, toxemias e intoxicaciones alimenticias (Murray, Rosenthal K, y
Pfaller M, 2014; Kennethy Ray, 2011, Restrepo 2008 ).

Escherichia coli formaparte de lafloranormal intestinal, coexistiendo bacterias
comensales y variantes enteropatdgenas. Presentan tres antigenos importantes como €l

antigenos somatico (Ag. O), el antigeno flagelar (Ag. H) y € antigeno capsular (Ag.K).
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Su patogeni cidad radica en sus factores de virulencia como su endotoxina, la presencia
de fimbrias (adhesinas) y produccion de toxinas. Su transmision es por la via fecal —
mano — boca. Se le asocia con infecciones del tracto urinario, gastroenteritis,
septicemias, infecciones de heridas post-operatorias, infecciones nosocomiales.
(Murray 2014, Sherris 2011, Pratts 2006).

Pseudomonas aeruginosa, es un microorganismo ubicuo, se encuentra en €l
suelo, agua, en la vegetacion, contaminando ambientes, soluciones desinfectantes etc.
Sus factores de virulencia estan relacionados con la producciéon de su endotoxina,
enzimas y exotoxinas, asi como laresistencia a los desinfectantes, antibiotico através
de la produccién de metal obetal actamasas. Es uno de los principal es agentes causales
de infecciones intrahospital arias.

Por otro lado, es frecuente en lacomunidad €l uso de productos derivados de las
plantas en € tratamiento empirico de diferentes afecciones provocadas por los
microorganismos lo cual tiene las ventgjas de que es econdmico, se preparan con
procedimientos populares y sobre todo que no crea resistencia 'y en la mayoria de los
casos tampoco gjerce efectos colaterales adversos. Muchas plantas son utilizadas en
estas practicas, entre ellas Origanum vulgare (orégano), Thymus vulgaris L. (Tomillo)
y Salvia officinalis L. (Salvia), todas ellas pertenecientes ala Familia de las Labiaceae,
sub familia Nepetoideae y tribu Menthaea.

Segun Ferndndez y Rivera, 2006, las labiadas son una familia de plantas
aromaticas constituida principalmente por hierbas o arbustos, provistas en todas sus
partes de glandulas secretoras de aceites esenciales volatiles (que son muy variados en
estafamilia). Lafamilia Labiatae tiene importancia econdmica mundial, ya gue n todos
los continentes y culturas el hombre ha utilizado numerosas especies de labiadas, bien

como medicina, como condimento 0, méas raramente, como alimento. También han sido
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usadas en numerosos casos como plantas ornamental es muy apreciadas por su aromao
por sus flores. En la cocina o en el jardin medicinal nunca suelen faltar plantas como la
albahaca (Ocimum basilicum), alegrias (Scutellaria), hierbabuena (Mentha spicata),
menta (Mentha piperita), orégano (Origanum vulgare), salvia (Salvia officinalis),
tomillo (Thymus wulgaris), toronjil (Melissa) y romero (Rosmarinus officinalis)
Origanum vulgare (orégano).

La composicion de sus constituyentes esenciales es muy parecida a la del
tomillo. Lacomposicion en principios activos es variabl e seglin |a época de recoleccion,
de las condiciones de cultivo y de como la planta sea recogida y conservada. En lineas
generales, en todo caso, |os principal es constituyentes del orégano responsables de sus
innumerables virtudes (los aceites esenciaes estan cerca del 4%) son los fenolesy en
particular el timol gue constituye € 67.5% del aceite esencia seguido del P-cimeno y
gammaterpineno con 11.66% y 5.51% respectivamente, dicho aceite es un antiseptico,
antibacteriano, antiespasmodico y vermifugo que se usa en la preparacion de los
productos a utilizar para uso interno y externo; el otro es el carvacrol, un antiséptico
muy utilizado en perfumeria. Otros constituyentes de los aceites esenciales son grasas,
proteinas, numerosas sales minerales (de calcio, hierro, magnesio, sodio, zinc, potasio)
y vitaminas como latiamina, carbohidratos (Acevedo, Navarro M y Monroy L, 2013).

Las propiedades son: analgésico, antiséptico, antiespasmodico, expectorante,
estomacal y ténico, ayudaaladigestion, atentialos doloresintestinalesy el meteorismo
y ademas es un Optimo calmante paralatos con propiedades expectorantes. El timol es
un efectivo agente antimicrobiano que inhibe €l crecimiento de microbios y bacterias
por esta razon, se utiliza en productos tales como enjuagues bucales gue tienen como
objetivo eliminar las bacterias en labocay pastas de dientes, ademas de tener un sabor

agradable. Se utiliza por viaora en € tratamiento de la bronquitis, tos ferina, dolor de
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garganta, diarrea, dispepsia, gastritis, desdrdenes de la piel, desinfectante urinario y
antihelmintico. Tépicamente se utiliza en colutorios para prevenir las caries y para
combatir lahalitosis, para el tratamiento de la alopecia areata y también forma parte de
muchos productos antiinflamatorios. Por sus propiedades antibacterianas y antifiingicas
forma parte de gotas Opticas. El timol es también utilizado en cosméticay perfumeria
(Acevedo y Navarro 2013).

Salvia officinalis fue descrita por Carl Linnaeus en 1753. Ha sido cultivada por
siglosen e Vigo Mundo por sus propiedades culinarias y medicinales y muchas veces
ha sido descrita con propiedades curativas milagrosas. Es una planta aromatica de
origen mediterraneo; es un arbusto perenne cuyas hojas de tamafio variable son
lanceoladas, pubescentes de color gris verdoso y con la superficie rugosa. Las flores
agrupadas en verticilios son de color azul violdceo. Su composicion quimica es
complgja con abundantes metabolitos de origen terpénico presentes en sus aceites
esenciales y ademas de compuestos fendlicos (Hernandez et al., 2002). Su aceite
esencial cambia su composicion de acuerdo ala época del afo, la naturaleza del suelo
y €l estado de estrés de la planta. Muchos componentes, sobre todo monoterpénicos y
sesquiterpenos, se encuentran de manera regular tales como canfeno, pinenos a y f,
limoneno, B-ocimenos (E y Z), terpinoleno, a-copaeno, B-bourboneno, linalol, acetatos
de lindlilo y bornilo, aromadendreno, terpinen-4-ol, terpinenos a y y, a-humuleno, 8-
cadineno, 6xido de cariofileno, manol, sabineno, felandrenos a y 3, alcanfor, humuleno,
p-cimen-8-ol, cariofileno, acetato de o-terpililo, p-cimeno, borneol, isoborneol,
tricicleno, sabinol, acetato de isobornilo, acetato de sabinilo, a-gurjuneno, alo-
aromadendreno, viridiflorol, a-tuyeno, tuyonas a y 3, 6xido de humuleno, cadinoles a
y 9, salvenos cisy trans, mirceno, -cubeneno, farneseno, carvona, fencona, a-malieno,

B-copaeno y calameneno. Se han identificado diterpenos abietanicos tales como
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saficindlido, sageona, acido carndsico, carnosol, rosmadial, rosmanol y epi-rosmanol
(Hernandez, Carretero y Villar del Fresno, 2002).

Tiene muchas propiedades medicinales como antisudorifica, hipoglucemiante,
emenagoga, estimulante, antiespasmadica, astringente y antiséptica. En la medicina
tradicional austriaca la Salvia officinalis administrada por via oral, como infusion o
masticada, se utiliza para € tratamiento de enfermedades del tracto respiratorio y
gastrointestinal, bocay piel. Aliviasintomas deresfriado y gripe, y esindicada en caso
de anginas, faringitis, afonia por sus propiedades antisépticas. Aliviainfecciones dela
boca como lagingivitis. Actla sobre heridas y Ul ceras con unacicatrizacidn mas rapida.
Su efecto relgjante ayuda en caso de altos niveles de estrés y esideal para conciliar €l
suefio. La investigacion cientifica sugiere cierta eficacia para € tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer. Igualmente mejora la memoria en sujetos sanos jévenes.
Alivialos dolores menstruales (Pamplona R, 2014).

Thymus wulgaris (Tomillo), fue descrita por Carlos Linneo y publicado en
Soecies Plantarum. Tiene una composicidn quimica caracterizada por la presencia de
Aceites esencides: timol (20-55%), p-cimeno (14-45%), carvacrol (1-10%), gamma-
terpina (5-10%), borneol (8%) y linalol (8%). Flavonoides. como |uteolina, apigenina,
naringenina, eriodictol, cirsilineol, salvigenina, cirsimaritina, timonina y timusina.
Acidos fendlicos derivados del acido cindmico. Acido cafeico y rosmarinico (0.15-
1.35%). Triterpenos. acido ursolico (1.9%) y acido oleandlico (0.6%). Presenta ademés
saponinas y taninos. Se usa como condimento, también como antiséptico sobre Ulceras
y heridas. Latintura de tomillo es efectiva contra el acné. En infusion se utiliza contra

labronquitis, laringitis y antidiarreico. También posee propiedades antiinflamatorias.
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Concentracion Inhibitoria Minima (CIM), es la minima concentracién de un
antimicrobiano capaz de inhibir e crecimiento de los microorganismos a una
concentracion esténdar.

Concentracion Bactericida Minima (CBM), es la minima concentracion de un
antimicrobiano capaz de matar o destruir a un microorganismo a una concentracion
estandar (Forbes, Sahm y Weissfield 2004).

Aceites Esenciades

Los aceites esenciales, son mezclas de sustancias orgénicas, quimicamente
constituidas por terpenos, sesquiterpenos y compuestos arométicos que se localizan en
determinados 6rganos de la planta como flores, hojas, frutos; se obtienen por destilacion
dependiendo del método y la condicién del vegetal, destacandose entre ellos € de
arrastre con vapor de agua. Se les llama aceites por su aparienciafisica y consistencia
gue es bastante parecida alos aceites grasos, pero se distinguen de ellos, porque a degjar
caer unas gotas de esencia sobre € papel, éstas se volatilizan facilmente sin dgjar
ninguna huella ni mancha grasosa. Son liquidos atemperaturaambiente, su densidad es
inferior ala del agua. Poseen un indice de refraccion elevado y la mayoria desvian la
luz polarizada son solubles en solventes organicos e insolubles en agua. Actualmente
se han identificado alrededor de cuatrocientos componentes quimicos constituyentes de
los aceites esenciales. Lamezclacomplejaqueintegralos aceites esenciales pertenecen
de manera casi exclusiva a grupos caracteristicos distintos. € grupo de los terpenos, €
grupo de los compuestos derivados del fenilpropano, |0s terpenos originarios del acido
acético, los terpenos provenientes del acido shiquimico (aromaticos) y otros como los
compuestos procedentes de la degradacion de terpenos. Los monoterpenos y
sesquiterpenos son terpenos de 10 y 15 &omos de carbonos. Se les clasifica segin €l

nimero de ciclos como aciclicos, monociclicos, biciclicos, etc. Algunos g emplos de
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monoterpenos y sesquiterpenos son: - Monoterpenos aciclicos: linalol, nerol, geraniol.
- Monoterpenos monociclicos: p-mentano, 1,4- Cineol, 1,8-Cineol, Ascaridol. -
Monoterpenoides biciclicos. carano, cis-carano y trans-carano. - Sesquiterpenos:
Farnesol, nerolidol. Siendo los monoterpenos los compuestos mayoritarios de los

aceites esenciaes.

[11.- MATERIAL Y METODOS
3.1. MATERIAL
3.1.1.1. Poblacion y muestra de estudio.

La poblacion la conformaron las cepas de Saphylococcus aureus,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, aisladas de muestras clinicas a
partir de muestras de heridas y de orina, pertenecientes a cepario del
Laboratorio de Microbiologia humana de la Facultad de Ciencias Bioldgicas -
UNPRG.

El tamafio de la muestra estuvo constituido por 108 unidades
experimentales, las cuales corresponden a 3 especies bacterianas, 3 cepas por
especie, 3 tipos de extractos y cuatro concentraciones diferentes.

3.1.1.2. Materia Bioldgico

El material biolégico, estuvo constituido por las hojas de orégano
(Origanum vulgare), Salvia (Salvia officinalis) y Tomillo (Thymus vulgaris)
colectada en la seccion de ventas de especias de las instalaciones del Mercado
Model o de Chiclayo departamento de Lambayeque. (Anexo l. Figuras1, 2y 3).

El material microbiolégico estuvo constituido por cultivos puros de

Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa,
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procedentes del cepario del Laboratorio de Microbiologia Humana de la

Facultad de Ciencias Biologicas de laUNPRG. (Anexo 2. Figuras4y 5y 6)

P —

Fig.3 Hojas de tomillo

Fig.4. Saphylococcus aureus Fig. 5. Escherichia coli Fig. 6. Pseudomonas aeruginosa

3.2. METODOS

3.2.1. Variablesde Estudio

De acuerdo a este disefio, se trabajaron |as siguientes variables:

Variable Independiente:

Concentraciénes de extractos etandlicos de hojas de Origanum vulgare, Salvia
officinalisy Thymus vulgaris.
Cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa
Variable Dependiente:
Diametro de halos de inhibicion de Staphyl ococcus aureus, Escherichia coli

y Pseudomonas aeruginosa.
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3.2.2 Tipo de Estudio y disefio de contrastacion:

Seguin € fin que se persigue, € trabajo de investigacion se clasifica como
una investigacion Aplicada; segin la técnica de contrastacion, como
Experimental. El disefio de investigacion utilizado fue el de estimulo creciente,
descrito por GOODE y HATT (1976). Siendo los grupos experimentales las
cepas de Saphylococcus aureus, Escherichia coli, y Pseudomonas aeruginosa,
a los cuales se les aplico € estimulo creciente consistente en las diferentes
concentraciones de los extractos etandlicos de Origanum vulgare (Orégano),

Salvia officinalis (Salvia) y Tymus vulgaris (Tomillo).

3.2.3. Reactivacion de las Cepas Bacterianas

Los cultivos puros de Staphylococcus aureus, Escherichia coli vy
Pseudomonas aeruginosa, se aislaron a partir de muestras clinicas y fueron
cedidos por €l Laboratorio de Microbiologia Humana de lafacultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo. Lambayeque.

Para la verificacion de las cepas de Saphylococcus aureus, se redizo a
traves de las caracteristicas morfoldgicas, culturales como la actividad
hemolitica (Figura 7), la fermentacion del manitol en aerobiosis y anaerobiosis
(Figura 8); y laprueba de coagulasa (Figura 9).

Las cepas de Escherichia coli se sembraron en placas de agar Mac Conkey
(Figura 10) y se identificaron mediante la prueba de fermentacion de
carbohidratosen agar TSI (Triple azlcar hierro), ladescarboxilacion delalisina

(Medio LIA), produccion deindol y pruebadel citrato. (Figuras 11).
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Las cepas de Pseudomonas aeruginosa se cultivaron en placas con Agar

Cetrimide para observar la pigmentacién de las cepas y se identificaron

mediante las pruebas de Oxidasa, produccién de pigmento, fermentacion de

carbohidratos en TSI, la prueba del Citrato. (Figural12y 13).

Fig. 7. Saphylococcus aureus en agar
sangre

Fig. 8. Saphylococcus aureus en agar
manitol salado

Fig. 9. Prueba de coagulasa
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Fig.10. Escherichia coli en agar
Mac Conkey

Fig. 11. Bioquimica de Escherichia
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Fig. 13. Bioguimica de Pseudomonas
Fig. 12. Pseudomonas aeruginosa aeruginosa

3.2.4. Obtencion de los extractos etandlicos de hojas de Origanum vulgare (Orégano),
Salvia officinalis (Salvia) y Thymus vulgaris (Tomillo)

Unavez recolectadas las hojas de Orégano, Salviay Tomillo de los puestos de
venta del Mercado Modelo delaciudad de Chiclayo, departamento de Lambayeque
en horas de latarde, se trasladaron a Laboratorio de Microbiologia Humanade la
Universidad Nacional “Pedro Ruiz Gallo”, procediendo de la siguiente manera:

Se lavaron las hojas de las plantas con abundante agua hasta quitar toda la tierra e
impurezas.

Se desinfectaron las hojas con bicloruro de mercurio a 1% por espacio de 5 minutos.
Enjuagar las hojas con agua destilada estéil

Colocar las hojas en una fuente de vidrio grande estéril y secar en estufa a 60°C.
durante 24 a 48 horas.

Las hojas secas trituraron en un mortero estéril y se colocaron en un frasco de boca

ancha.
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Se le agregd acohol de 96° para su maceracion en una proporcion de 1 : 2 por un
tiempo de 72 horas.
Después de la maceracion serealizo €l filtrado, €l cua se coloco en un crisol estéril
y sellevo aestufaa 37°C para su evaporacion.
L os extractos secos obtenidos se colocaron en frascos de color ambar debidamente
pesados hasta su utilizacion.
a) Preparacion de las concentraciones del extracto etandlico de hojas de Origanum
vulgari (Orégano), Salvia officinalis (Salvia) y Thymus vulgaris (Tomillo)”
Sepesaron 2.5 gr del extracto etandlico de hojasy sediluyé en 5 ml del solvente
(alcohol de 40%) obteniendo una concentracion de 500 mg/ml. A partir de esta

solucién madre se realizaron diluciones para obtener concentraciones de 100, 200,

300 y 400 mg/ml.

Fig. 16. Secado de hojas Fig. 17. Macerado de hojas
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Fig. 18. Soluciones madre de Extractos etandlicos

Tabla 1. Concentraciones de los extractos etandlicos de hojas de Origanum vulgare
(Orégano), Salvia officinalis (Salvia) y Thymus vulgaris (Tomillo)”

Solucién Madre (ml) Alcohol de 40% (ml) Concentracion (mg/ml)
2 0 500 (+)
1 1.25 400
1 1.6 300
1 25 200
1 5 100

(+): Concentracion de la solucién madre

3.2.5. Efecto antibacteriano de los extractos etandlicos de hojas de Origanum wvulgare
(Orégano), Salvia officinalis (Salvia) y Thymus vulgaris (Tomillo)
a) Preparacién del indculo bacteriano segliin método descrito por € Instituto Nacional de
Salud del Pert
Para |la preparacion del indeculo bacteriano se utilizé el Manual de procedimientos
para pruebas de susceptibilidad del INS (2010), se empled solucién salina fisioldgica

esterilizada como diluyente para 1 6 2 colonias del cultivo bacteriano puro del que se

26



b)

haralaestandarizacion hasta obtener una densidad poblaciona semejante al tubo N°0.5
del Nefeldmetro de Mc Farland equivalente a 1.5 x 10° UFC/ mll.

Preparacion de discos de susceptibilidad
Se utilizo € papel Whatman N° 01 del cua se obtuvieron discos de 5 mm de

diametro con ayuda de un perforador, estos discos se colocaron dentro de tubos de
ensayo Yy se esterilizaron en autoclave (15 Lb. de presién a 121 °C por 15 minutos) para
luego secarlos en horno a 80°C por 24 horas.

Una vez esterilizados, los discos, se inocularon con 10ul de cada una de las
concentraciones del extracto etandlico de Origanum wulgare (Orégano), Salvia
officinalis (Salvia) y Thymus vulgaris (Tomillo) (100mg/ml, 200mg/ml, 300mg/ml,
400 mg/ml), se dgjaron reposar por 5 minutos paraluego ser utilizados en la prueba de
susceptibilidad. Se utiliz6 como control negativo discos embebidos en etanol al 40°.
Prueba de susceptibilidad bacteriana segun €l método modificado de difusion de Kirby
Bauer.

Se prepararon placas Petri, con Agar Miller Hinton (de 10 ml a 15ml. por placa)
para cada uno de los microorganismos empleados en la investigacion: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Las placas de agar M-H (Figura
19), se sembraron con un hisopo estéril por diseminacion sobre la superficie del medio,
de tal manera que e crecimiento bacteriano cubra la superficie del agar, se dgjo secar
durante cinco minutos y se colocaron luego los discos embebidos con cada una de las
concentraciones de los extractos etandlicos de Origanum vulgare, Salvia officinalis y
Thymus vulgarisy en e centro se colocd el disco de control con de etanol al 40%.

Luego sellevaron las placas aincubacién a 37 °C por 24 horas. Trascurrido e tiempo

se midio los halos de inhibicién (mm) y se registré la medida de cada una de |as cepas.
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3.26. Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de los extractos
etandlicos de hoja y cascara de Oryganum vulgare (Orégano), Salvia officinalis

“Salvia” y Tymus vulgaris “Tomillo”(Método de macrodilucion en tubo)

Las cepas que mostraron inhibicion en las pruebas de susceptibilidad
fueron sometidas ala prueba de Concentracion Minima Inhibitoria, paralo cual
se redizaron diluciones de los extractos etandlicos de Oryganum vulgare
(Orégano), Salvia officinalis “Salvia” y Thymus vulgaris “Tomillo” tal como se
describe a continuacion:

Se utilizaron 6 tubos, a todos se le agregé 1 ml de solucion madre del
extracto, luego se colocaron en forma creciente desde 0.8 a9 ml de un cultivo
de la cepa en caldo BHI auna concentracion de 1.5 x 102 células, hasta obtener
concentraciones de 80, 50, 40,30, 20, 10 mg/ml (Tabla2).

Tabla 2. Concentracion Inhibitoria Minima Inhibitoria (CIM) de los extractos

etandlicos de hojas de Origanum vulgare, Salvia officinalisy Thymus vulgaris

Solucion 1/100 (ml) Cultivo en Caldo Concentracion (mg/ml)
Trypticasa Soja (ml)
0.8 0.2 80
05 05 50
0.4 0.6 40
0.3 0.7 30
0.2 0.8 20
0.1 0.9 10

3.2.7. Determinacién de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) de los extractos
etandlicos de hoja y cascara de Oryganum vulgare (Orégano), Salvia officinalis

“Salvia” y Tymus vulgaris “Tomillo”.
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Los tubos en los cuales no se observé crecimiento durante la prueba del CIM
se sembraron en placas de agar trypticasa soja con un asa calibrada y se incubaron a
37|C durante 48 horasy luego se observaron si hubo crecimiento en dichas placas. La

CMB se determind en aquellas placas en cuyas concentraciones no hubo crecimiento.

3.2.8. Andisis Estadistico de Datos

Parael andlisis estadistico de los datos, se aplico el ANAVA con arreglo
factorial con arreglo factorial 3x3x3x4 siendo € primer factor son las especies
bacterianas Saphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa;
el segundo factor nimero de cepas utilizadas de cada especie; el tercer factor son
los 3 extractos plantas utilizadas y el cuarto factor son las concentraciones de los
extractos etandlicos de orégano, savia y tomillo y € quinto las repeticiones.
Ademas se aplico la Prueba de Tukey (0.05) como complemento de la ANAVA.
Parael analisis estadistico de los datos se utilizo el software estadistico: Statistics

version 5y MS Excel 2010.
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V. RESULTADOS
El presente trabgjo de investigacion experimental tuvo como objetivo principal
demostrar e efecto antibacteriano in vitro de los extractos etandlicos de Oryganum
vulgare, Salvia officinalis y Thymus vulgaris sobre las cepas de SA 01, SA 02, SA 03
de Staphylococcus aureus, de las cepas de EC 01, EC 02, EC 03 de Escherichia coli y
de PA 01, PA 02, PA 03, de Pseudomonas aeruginosa, €l cual fue observado a través
de las zonas o halos de inhibicion. Los resultados se mostraran en tablas y graficas con

Sus respectivas interpretaci ones.

4.1. Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Oryganum vulgare (Orégano),
Salvia officinalis (Salvia) y Tymus wulgaris (Tomillo) sobre el crecimiento de
Saphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa con resistencia

multiple.

Los resultados obtenidos de la presente investigacion mostraron, que cepas de
Saphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, fueron inhibidas
por los extractos etandlicos de Oryganum vulgare (Orégano), Salvia officinalis (Salvia)
y Thymus vulgaris (Tomillo) a diferentes concentraciones empleadas en € proceso
experimental. Ademés, se observé que, a medida que las concentraciones de los

extractos aumentaban, el efecto inhibitorio era mayor.

En la Tabla 3 (Figs. 19, 20, y 21) se puede observar los promedios de halos de
inhibicion del extracto etandlico de Origanum vulgare (Orégano) frente alas cepas de
Saphylococcus aureus,. La cepa mas sensible fue SA 01 con halos de inhibicion de

12.33 mm de didmetro.

30



Tabla 3. Efecto antibacteriano del Extracto Etandlico de Oryganum vulgare frente a cepas

de Saphylococcus aureus, (SA 01, SA 02, SA 03)

Promedio de los Halos de Inhibicién (mm)

Concentracion
del Staphylococcus aureus
Extracto

(mg/ml) SAO1 SA02 SAO3 PROM
100 11.66 9 6 8.88
200 11.33 9.66 6.66 9.21
300 12.33 10.66 7 9.99
400 14 10.33 7 10.44

PROMEDIO 12.33 9.91 6.66

Fig. 19, 20y 21. Efecto del extracto etanolico de Orégano frente a Staphylococcus aureus.

En la Tabla 4. (Figs. 22, 23, y 24) se puede observar los promedios de halos de

inhibicién del extracto etandlico de Oryganum vulgare (Orégano) frente a las cepas de

Escherichia coli. La cepa mas sensible fue EC 02 con halos de inhibicion de 11.16 mm de

didametro.
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Tabla 4. Efecto antibacteriano del Extracto Etandlico de Oryganum vulgare
frente a cepas de Escherichia coli (EC 01, EC 02, EC 03)

Promedio de los Halos de Inhibicién (mm)

Concentracion

del Escherichia coli

Extracto

(mg/ml) ECO1 EC 02 EC03 PROM
100 6.66 10.66 7.66 8.32
200 8 11 8.66 9.22
300 8 11 9.66 9.55
400 8 12 9.66 9.88

PROMEDIO 7.66 11.165 8.91

Fig. 22,23 y 24. Efecto antibacteriano de Orégano sobre Escherichia coli.

EnlaTabla5. (Figs. 25y 26) se puede observar |os promedios de halos de inhibicion
del extracto etandlico de Oryganum vulgare (Orégano) frente a las cepas de Pseudomonas

aeruginosa. La cepamas sensible fue PA 01 con halos de inhibicion de 9.58 mm de diametro.
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Tablab. Efecto antibacteriano del Extracto Etandlico de Oryganum vulgare
frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa (PA 01, PA 02, PA 03)

Promedio de los Halos de Inhibicion (mm)

Concentracion

del Pseudomonas aeruginosa

Extracto

(mg/ml) PA 01 PA 02 PA 03 PROM
100 8 6.33 6 6.77
200 9.66 8 7.66 8.44
300 10 8.66 8.66 9.1
400 10.66 8.66 10 9.77

PROMEDIO 9.58 7.91 8.08

Fig. 25y 26. Efecto antibacteriano de Orégano sobre Pseudomonas aer uginosa.

EnlaTabla6. (Figs. 27y 28,) se puede observar los promedios de halos de inhibicion
del extracto etandlico de Salvia officinalis (Salvia) frente alas cepas de Saphyl ococcus aureus.

La cepamas sensible fue SA 01. con halos de inhibién de 20.58 mm de diametro.
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Tabla 6. Efecto antibacteriano del Extracto Etandlico de Salvia officinalis frente a cepas de

Staphylococcus aureus, (SA 01, SA 02, SA 03)

Promedio de los Halos de Inhibicion (mm)

Concentracion

del Saphylococcus aureus

Extracto

(mg/ml) SA 01 SA 02 SA 03 PROM
100 17 14.66 15.33 15.66
200 20.66 17 16.66 18.1
300 22.33 16 17.33 18.55
400 22.33 16.33 24 20.88

PROMEDIO 20.58 15.9975 18.33

Fig. 27, 28. Efecto del extracto etandlico de la Salvia frente a Saphylococcus aureus.

En la Tabla 7. (Figs. 29, 30, y 31) se puede observar los promedios de halos de
inhibicién del extracto etandlico de Salvia officinalis (Salvia) frente alas cepas de Escherichia

coli. Lacepamas sensible fue EC 01 con halos de inhibicién de 11.66 mm de diametro.
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Tabla7. Efecto antibacteriano ddl Extracto Etandlico de Salvia officinalis
frente a cepas de Escherichia coli(EC 01, EC 02, EC 03)

Promedio de los Hal os de Inhibicion (mm)

Concentracion del Escherichia coli

Extracto

(mg/ml) ECO01 EC 02 EC 03 PROM
100 11.33 11 8.66 10.33
200 11.33 10.66 9.33 10.44
300 11.66 10.66 9.66 10.66
400 12.33 11.33 10.33 11.33

PROMEDIO 11.66 10.91 9.49

Fig. 29, 30y 31. Efecto antibacteriano de Salvia sobre cepas de Escherichia coli.

En la Tabla 8. (Figs. 32, 33, y 34) se puede observar los promedios de halos de
inhibicién del extracto etandlico de Salvia officinalis (Salvia) frente a las cepas de
Pseudomonas aeruginosa. La cepa més sensible fue PA 02 con halos de inhibicion de 13.41

mm de didmetro.
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Tabla8. Efecto antibacteriano del Extracto Etandlico de Salvia officinalis

frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa (PA 01, PA 02, PA 03)

Promedio de los Halos de Inhibicion (mm)

Concentracion del Pseudomonas aeruginosa

Extracto

(mg/ml) PA 01 PA 02 PA 03 PROM
100 9 12.33 9.66 10.33
200 10.66 12.66 10.66 11.32
300 11.33 13.66 12 12.33
400 11.66 15 12.33 12.99

PROMEDIO 10.66 13.41 11.165

Fig. 32, 33 y 34. Efecto antibacteriano de Salvia sobre Pseudomonas aeruginosa.

En la Tabla 9. (Figs. 35, 36, y 37) se puede observar los promedios de halos de
inhibicién del extracto etandlico de Thymus wulgaris (Tomillo-) frente a las cepas de
Saphylococcus aureus. La cepa més sensible fue SA 01 con halos de inhibicién de 23.33 mm

de didmetro.
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Tabla 9. Efecto antibacteriano del Extracto Etandlico de Thymus vulgaris frente a cepas de

Staphylococcus aureus, (SA 01, SA 02, SA 03)

Promedio de los Hal os de Inhibicion (mm)

Concentracion del Saphyl ococcus aureus
Extracto SA 01 SA 02 SA 03 PROM
(mg/ml)
100 20.66 18 17.66 18.77
200 22.33 21.66 20 21.33
300 23.33 22.66 21 22.33
400 27 24 23 24.66
PROMEDIO 23.33 21.58 20.415

Fig. 35,36 y 37. Efecto del extracto etandlico de Tomillo frente a Saphylococcus aureus

En la Tabla 10. (Figs. 38, 39, y 40) se puede observar los promedios de haos de
inhibicién del extracto etandlico de Thymusvulgaris (Tomillo) frente alas cepas de Escherichia

coli. Lacepamas sensible fue EC 02 con halos de inhibicién de 10.24 mm de diametro.
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Tabla 10. Efecto antibacteriano del Extracto Etandlico de Thymus vulgaris
frente a cepas de Escherichia coli (EC 01, EC 02, EC 03)

Promedio de los Halos de Inhibicion (mm)

Concentracion del Escherichia coli

Extracto

(mg/ml) EC 01 EC 02 EC 03 PROM
100 6.66 8.00 6.00 6.88
200 7.66 9.66 9.66 8.99
300 10.33 11.00 11.66 10.99
400 12 12.33 12.66 12.33

PROMEDIO 9.16 10.24 9.99

Fig. 38,39 y 40. Efecto antibacteriano del Tomillo frente a Escherichia coli.

En la Tabla 11. (Figs. 41, 42 y 43) se puede observar los promedios de halos de
inhibicién del extracto etandlico de Thymus wvulgaris (Tomillo) frente a las cepas de
Pseudomonas aeruginosa. La cepamas sensible fue PA 01 con halos deinhibicion de 9.91 mm

de didmetro.
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Tabla11. Efecto antibacteriano del Extracto Etandlico de Thymus vulgaris
frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa (PA 01, PA 02, PA 03)

Promedio de los Hal os de Inhibicion (mm)

Concentracion del Pseudomonas aer uginosa

Extracto

(mg/ml) PA 01 PA 02 PA 03 PROM
100 8.33 7.66 8 7.99
200 8.66 8.33 8.66 8.55
300 11 10.33 9.66 10.33
400 11.66 11 10.66 11.11

PROMEDIO 9.91 9.33 9.24

Fig. 41, 42 y 43. Efecto antibacteriano de Tomillo frente a Pseudomonas aer uginosa.

4.2 Andlisis de Varianza de los Promedios de Halos de Inhibicion de Saphylococcus
aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa por € Efecto antibacteriano de los

Extractos etandlicos de Oryganum vulgare, Salvia officinalisy Tymus vulgaris.

Segun el andlisisde varianza, €l efecto antibacteriano de | os extractos etandlicos
de Origanum wulgare (Orégano), Salvia officinalis (Salvia) y Thymus wulgaris
(Tomillo) frente a Saphylococcus aureus, Escherichiacoli y Pseudomonas aeruginosa
es dependiente del tipo de planta, de la especie bacteriana, de la cepa y de las

concentraciones utilizadas (Tabla 12).
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Hipotesis
Ho1: No existen diferencias significativas en la actividad de |os extractos etandlicos de

Oryganumvulgare, Salvia officinalisy Thymus vulgaris.

Ho2: No existen diferencias significativas entre las especies de Staphyl ococcus aureus,
Escherichia coli y Pseudomonas aer uginosa.

Hos: No existen diferencias significativas entre las cepas bacterianas.

Hos: NO existen diferencias significativas entre las concentraciones de |os extractos de
Oryganumvulgare, Salvia officinalisy Tymus vulgaris.

Hos: No existen diferencias significativas en las interacciones extractos — especies —
cepas y concentraciones.

Tabla 12. Andlisis de varianza de los promedios de los halos de inhibicion (mm) de
Saphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, por efecto
antibacteriano de las diferentes concentraciones de los extractos etandlicos de

Origanum vulgare (Orégano), Salvia officinalis (Salvia) y Thymus vulgaris (Tomillo).

F.V SC GL cM Fc P Decision
Extracto 1413.72 2 706.86 403.92 0.000000  Rechazar Ho
Especie 3240.13 2 1620.06  925.75 0.000000  Rechazar Ho
Cepa 96.35 2 48.18 27.53 0.000000  Rechazar Ho
cc 467.91 3 155.97 89.13 0.000000  Rechazar Ho
Extracto*Especie 1518.59 4 379.65 216.94 0.000000  Rechazar Ho
Extracto*cepa 18.04 4 4.51 2.58 0.038537  Rechazar Ho
Especie*cepa 203.35 4 50.84 29.05 0.000000  Rechazar Ho
Extracto*CC 68.10 6 11.35 6.49 0.000003  Rechazar Ho
Especie*CC 21.48 6 3.58 2.05 0.060965  Aceptar Ho
Cepa*CC 13.99 6 2.33 1.33 0.243704  Aceptar Ho
Extracto*Especie*Cepa 203.31 8 25.41 14.52 0.000000  Rechazar Ho
Extracto*Especie*CC 50.62 12 4.22 241 0.005990  Rechazar Ho
Extracto*Cepa*CC 30.43 12 2.54 1.45 0.145586  Aceptar Ho
Especie*Cepa*CC 17.12 12 1.43 0.82 0.634749  Aceptar Ho
Extracto*Especie*Cepa*CC 63.85 24 2.66 1.52 0.062846  Aceptar Ho
Error 378.00 216 1.75

K: Extracto. E: Especie. CC: Concentracion.  SS: Suma de cuadrados. GL: Grados
deLibertad. CM: Cuadrados Medios
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Al aplicar la prueba de Tukey sobre € factor Extractos, se observo que el extracto
etandlico de Oryganum vulgare (Orégano) tiene menor efecto antibacteriano que los extractos

de Salvia officinalis (Salvia) y Tymus vulgaris (Tomillo) Tabla 14).

Tabla13. Pruebade significacion de Tukey (0.05) de los promedios de los diametros de halos
de inhibicion por e efecto antibacteriano de los extractos etandlicos de Orégano, Salvia 'y
Tomillo

Extractos Promedio de halos Significancia
deinhibicion (mm) (0=0.05)
Orégano 9.2196 a
Salvia 13.60185 b
Tomillo 13.68519 b

Extracto; LS Means
Current effect: F(2, 216)=403.92, p=0.0000
Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0.95 confidence intervals

14.5
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115 ¢
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85}
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Salvia oregano tomillo

Extracto

Fig. 44. Pruebade significanciade Tukey (0.05) delos promedios de hal os de inhibicion segin
los Extractos etandlicos de Orégano, Salviay Tomillo.
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Seguin la prueba de significacion de Tukey (0.05) con respecto a las especies, indica
gue Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli responden de manera similar a los extractos
etandlicos y son poco sensibles, con halos de inhibicion de 9.9 mm; pero la especie de
Saphylococcus aureus presenta mayor sensibilidad con halos de 16.6 mm. (Tabla 14 y Fig.

45)

Tabla 14. Prueba de significancia de Tukey del promedio de halo de inhibicion (mm) de las
tres especies bacterianas, Saphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

Especies Promedios de halos Significancia
deinhibicion (mm) (0=0.05)
Pseudomonas aeruginosa 9.92593 a
Escherichia coli 9.93519 a
Saphylococcus aureus 16.63889 B

Especie; LS Means
Current effect: F(2, 216)=925.75, p=0.0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals

18
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Figura 45. Prueba de significacion de Tukey (0.05) de los promedios de halos de inhibicion
segun |as especies Saphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa frente
alos extractos etandlicos de Orégano, Salviay Tomillo.
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Realizadalapruebade Tukey (0.05) con respecto alarespuestade | as cepas bacterianas
frente a los extractos etandlicos, observamos que las cepas 01 de las tres especies son més
susceptible que las cepas 02, sin embargo, las cepas 03 de cada especie son las que presentan

menores halos de inhibicién (Tabla 15)

Tabla 15. Prueba de significancia de Tukey del promedio de halo de inhibicién (mm) de las

trescepas bacterianas de Staphyl ococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Especies Promedios de halos Significancia
deinhibicion (mm) (0=0.05)
C1l 12.778 a
o 12.269 a
C3 11.454 B

Cepa; LS Means

Current effect: F(2, 216)=27.529, p=.00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura. 46. Prueba de significacion de Tukey (0.09) de los promedios de halos de
inhibicion segin las 3 cepas de Saphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, frente a los extractos etandlicos de Orégano, Salvia y
Tomillo.
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Realizada la prueba de Tukey (0.05) para d factor concentracion, (Tabla 16) se
observo que la megjor concentracion con actividad antibacteriana fue la de 400 mg/ml
con un promedio de halo de inhibicion de 13.7 mm; y que conforme va disminuyendo

|a concentracion el efecto fue menor.

Tabla 16. Prueba de significancia de Tukey del promedio de halo de inhibicion de las
cuatro concentraciones de los extractos etandlicos de Origanum vulgare (Orégano),
Salvia officinalis (Salvia) y Thymus vulgaris (Tomillo).

Concentracién Promedio de halos Significancia
deinhibicion (mm) (0=0.05)
100 10.44444 a
200 11.83951 b
300 12.64198 c
400 13.74074 d

Conc; LS Means

Current effect: F(3, 216)=89.126, p=0.0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence interval
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Fig. 47. Prueba de significacion de Tukey (0.05) de los promedios de halos de inhibicién
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de Saphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa segun las
concentraciones de |os extractos etandlicos de Orégano, Salviay Tomillo.

Tabla 17. Resultados de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de los Extractos

etandlicos de Oryganum vulgare, Salvia officinalis y Thymus vulgaris frente a cepas de

Saphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Extracto Staphylococcus Escherichia Pseudomonas

etandlico

Etandlico aureus coli Aeruginosa

Orégano 80 mg/ml 80 mg/ml 100 mg/m
Salvia 50 mg/ml 80 mg/ml 80 mg/ml

Tomillo 30 mg/ml 100 mg/ml 100 mg/m

V. DISCUSION

El presente trabgo de investigacion tuvo como objetivo determinar e efecto

antibacteriano in vitro de los Extractos Etandlicos de Oryganum vulgare (Orégano),

Salvia officinalis (Salvia) y Thymus vulgaris (Tomillo) sobre € crecimiento de cepas

de Staphyl ococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa con resistencia

multiple alos antibi6ticos.

L os resultados obtenidos en la presente investigacion, demostraron que el extracto

etanolico de Oryganum wvulgare (Orégano), gercen efecto antibacteriano sobre las

cepas de S aureus, E. coli y P. aeruginosa; siendo las cepas de S aureus las que
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presentaron mayor susceptibilidad con halos de inhibicién de 10.44 mm a la méxima
concentracion del extracto, le siguen las cepas de E. coli y P. aeruginosa (Tabla3, 4y
5). Estos resultados concuerdan con Alvado (2011), en cuyo trabajo se demostrd que el
Carvacrol extraido del Orégano inhibiael crecimiento de S. aureus, E. coli, Salmonella
tiphymurium, Salmonella cholerae suisy Vibrio cholerae, con halos de inhibicion entre
14 a 28 mm de didametro, sin embargo, P. aeruginosa fue la Unica especie resistente;
aun cuando existen diferencias en los diametros de halos de inhibicién esto puede
atribuirse ala procedencia de las cepas. Garcia-Garcia (2008), observaron que el timol,
el eugenol y e carvacrol presentaron propiedades antibacterianas sobre cepas de S
aureus, Salmonella tiphymurium, E. coli y P. aeruginosa, provocando desorden en la
membrana citoplasmética, rompiendo la fuerza motriz protonica (FMP) y alterando el
flujo de €eectrones, ocasionando la coagulacién del contenido celular. Mencionan
ademés que € Carvacrol desintegra la membrana externa de las bacterias Gram
negativas, permitiendo la salida de los lipopolisacéaridos e incrementando la
permeabilidad de lamembrana citoplasmética provocando lasalidadel ATP, inhibicién
de la actividad de las ATPasas y disminucién de la FMP. Asi mismo Maravi (2012)
demostraron que € aceite de mentay orégano tienen propiedades antibacterianas sobre
bacterias gram positivas como Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophylus.

Al evaluar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Salvia officinalis
sobre | as cepas en estudio se observo que las cepas de Saphyl ococcus aureus mostraron
una mayor sensibilidad con relacion a Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli
(Tabla6, 7y 8). Resultados similares reportaron Guevara (2018), que observo e efecto
antibacteriano en bacterias gram negativas como Escherichia coli, Enterobacter
agglomeransy Citrobacter freundii con halos de inhibicion de 19.25 mm, 24.25 mmy

20.5 mm respectivamente; sin embargo, sefida que Pseudomonas aeruginosa fue la
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especie resistente que no fue inhibida por € aceite esencia de Salvia officinalis.
También Lépez de Avila ( 2012) observé que € aceite esencial de Salvia tenia efecto
antibacteriano sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

L os resultados obtenidos con € extracto etandlico de Thymus vulgaris sobre las cepas
en estudio fueron muy alentadores a observar un mayor efecto antibacteriano; siendo
las cepas de Saphylococcus aureus las mas susceptibles, le siguen las cepas de
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (Tabla 9, 10 y 11). Es probable los
principios activosdel timol y carvacrol se concentren mayormente cuando son extraidos
con alcohol, gue arrastra no solo compuestos fendlicos, terpenos, fenoles sino también
aceites y que segun Lambert et al, citado por Garcia-Garcia (2008) € carvacrol se
concentraen un 45% y el timol en un 50% en los aceites esenciales. Asi mismo Coy
Barrera (2013) demostraron que e aceite esencia de Tomillo y Romero inhibieron
cepas ATCC de Saphylococcus aureus y Enterococcus faecalis, sin embargo no
tuvieron efecto inhibitorio sobre Escherichia coli y Salmonella tiphymurium, esto
probablemente se deba a la procedencia de las cepas, s estas han sido sometidas a
tratami entos antibi6ticos.

Las variables en estudio dependientes e independientes fueron evaluadas a través
del andlisisde varianza(ANOVA), observando de que existen diferencias significativas
entre |os extractos probados, siendo |os extractos etandlicos de Tomillo y Salvialos que
presentaron mejor actividad antibacteriana sobre las cepas en estudio y con menor
actividad € extracto de Orégano (Tabla 12 y 13). Esto se debe probablemente a que las
concentraciones de estos metabolitos de las plantas estén influenciadas por € tipo de
suelo, e pH; los nutrientes, 1a hora de recoleccion y la temperatura de secado (Moreno
E. 2006). Asi mismo Cowan citado por Borboa-Flores (2010) mencionan gue los

mecanismos de accion de los diversos compuestos organicos de las plantas son
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variables asi por gemplo la toxicidad de los fenoles se atribuye a la oxidacién de
compuestos; |os terpenos estan involucrados en larupturade las membranas através de
compuestos lipofilicos, mientras que las lectina y los polipéptidos pueden formar
canalesionicos en lamembrana microbiana; asi mismo mencionan que laconcentracion
de los principios activos como el carvacrol e timol y eugenol es variable en plantas de
la misma especie (Lambert et a citado por Garcia-Garcia 2008).

El ANOVA también nos indicé que existen diferencias significativas entre las
especies de microorganismos evaluados, en donde Saphylococcus aureus presentd
mayor susceptibilidad a los extractos etandlicos probados, le siguen Escherichia coli y
Pseudomonas aer uginosa con menor susceptibilidad (Tabla12 y 14). Estas diferencias
se deben a que los gram positivos presentan una pared celular constituido por
peptidoglicano que los hace més permeable a los extractos etandlicos, mientras que
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, presentan unapared celular mas compleja,
cuya membrana externa es una barrera primaria sel ectivalo que probablemente |o haga
menos susceptible a diversos compuestos antibacterianos, asi mismo desarrollan
diferentes mecanismos de resistencia como e cambio conformaciona de sus porinasy
por medio de sus bombas de expulsion que presentan (Kenneth, y Ray 2011, Tortora
2016). Sin embargo E. coli y P. aeruginosa Reaccionaron de manera similar frente a
los extractos etandlicos de Orégano, Salviay Tomillo.

Al evaluar cada una de las cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, se observaron que las tres cepas de SA 01, EC01Y PA 01
fueron mas susceptibles a los extractos etandlicos de Orégano, Salvia'y Tomillo, en
comparacion con las cepas 2 y 3 de cada especie de E. coli y P. aeruginosa (Tabla 12
y 15). Estas diferencias estarian relacionadas con la procedencia de las cepas de origen

intrahospitalarios que han estado sometidas a la accion de diferentes antibi6ticos.
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El Andlisisde Varianzarealizado paralavariable concentracién demostraron de que
existen diferencias significativas, observandose de que a medida que las
concentraciones aumentan, |os diametros de hal os de inhibicion también seincrementan
(Tablal12y 16).

La Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) para €l extracto etandlico de Orégano
frente a las cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli fueron de 80 mg/ml y
para Pseudomonas aeruginosa estuvo en 100 mg/ml. Los resultados fueron mayores a
los reportados por Bastos (2011) donde e CIM para las cepas de S. aureus estuvo en
3.17% Yy paraE. coli y P. aeruginosa e CIM estuvo en 0.35% Yy 16% respectivamente.

Para €l extracto etandlico de salvia, & CIM para Saphylococcus aureus estuvo en
50 mg/ml y de 80 mg/ml para Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Estos
resultados no coinciden con los de Lina De Avila et a 2012, quienes reportaron un
CIM para e aceite esencias de Savia de 40 mg/ml para Saphylococcus aureus y
Escherichia coli O157:H7, diferencia que estaria ligada a la procedencia de las cepas
gue fueron de origen alimentario.

Para € extracto etandlico de Tomillo € CIM estuvo en 30 mg/ml para
Saphylococcus aureus y 100 mg/ml para Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.
(Tabla 17)

Ninguno de los extractos etandlicos de Oryganum vulgare, Salvia officinalis y

Thymus vulgaris probados tuvieron actividad bactericida
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VI. CONCLUSIONES
Los extractos etandlicos de Orégano, Salvia y Tomillo presentan actividad
antibacteriana in vitro frente a cepas de Saphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa.
Los extractos etandlicos de Salvia'y Tomillo fueron los que tuvieron mejor actividad
antibacteriana frente a las cepas de Saphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa.
Las cepas de Saphyl ococcus aureus fueron més susceptibles alos extractos etandlicos
de Orégano, Salviay Tomillo. Las cepas de Pseudomonas aeruginosa fueron las menos
susceptibles.
La CIM para € extracto etandlico de Orégano fue para Saphyococcus aureus,
Escherichia coli fue de 80 mg/ml y Pseudomonas aeruginosa fue de 100 mg/ml; para
el extracto de Salvia fue de 50 mg/ml para S. aureusy de 80 mg/ml para E. coli y Ps.
aeruginosa; y para € extracto etandlico de Tomillo la CIM para S. aureus fue de 30
mg/ml y para E. coli y Ps. aeruginosa fue de 100 mg/ml.
Ninguno de los extractos etandlicos evaluados frente a S aureus, E. coli y Ps.

aeruginosa presentaron efecto bactericida.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Continuar con € trabgjo de investigacion, enfatizando en € estudio de los principios
activos que poseen de Oryganum vulgare “Orégano”, Salvia officinalis “Salvia” y

Thymus vulgaris “Tomillo”, sobre otros microoorganismos de importancia clinica.

2. Probar si los aceites esenciales de estas especies de plantas su actividad antibacteriana

con bacterias y hongos patdégenos de nuestra localidad.

3. Investigar si los extractos etandlicos de Orégano, Salviay Tomillo son téxicos paralos

animales 0 e hombre y promover su industrializacion.
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VIl.  ANEXOS

ANEXO A

REINO . Plantae
f- DIVISION : Magnoaliophyta
f CLASE : Magnoliopsida
ORDEN : Lamiales
FAMILIA - Lamiaceae

SUBFAMILIA : Nepetoideae

TRIBU : Mentheae

GENERO : Origanum

ESPECIE : Origanum vulgare
I. 1753

Eptriviines Ealk

Fig. 51. Clasificacion Taxonomica de Origanum vulgare “Orégano™.
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ANEXO B

REINO . Plantae
DIVISION : Magnoliophyta
CLASE : Magnoliopsida
ORDEN :Lamiales
FAMILIA : Lamiaceae

SUBFAMILIA : Nepetoideae

TRIBU : Mentheae
GENERO : Salvia
ESPECIE : Salvia officinalis

Fig. 52. Clasificacion Taxonomicade Salvia officinalis “Salvia”
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ANEXO C

REINO : Plantae
DIVISION : Magnoliophyta

CLASE : Magnoliopsida
ORDEN : Lamiales
FAMILIA : Lamiaceae

SUBFAMILIA : Nepetoideae

TRIBU : Mentheae
GENERO : Thymus
ESPECIE : Thymusvulgaris

Fig.53. Clasificacion Taxonémicadel Tomillo (Thymus vulgaris).
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ANEXO D
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Fig. 54. Principios activos de las Lamiaceaes
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ANEXO E

OBTENCION
DEL
EXTRACTO
RECOGIDA
LIMPIEZA
SECADO
Estufa
PULVERIZ
Alcohol MACERACION
FILTRACIO
EVAPORA Estufa
EXTRACTO

DIAGRAMA DE OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Oryganum
vulgare, Salvia officinalisy Thymus vulgaris.
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ANEXO F
Tabla N°18. Prueba de significacion de Tukey (0.05) de los promedios de los diametros de

hal os de inhibicion segln lainteraccion extractosy especies estudiadas.

Promedio de halosde | Significancia

Extracto /Especie Inhibicion (mm) (a=0.05)
Orégano/Ps, aeruginosa 8.52778 a
Orégano/E. coli 9.25 ab
Tomillo/Ps.aeruginosa 9.5 b
Tomillo/E.coli 9.80556 bc
Oregano/S.aureus 9.86111 bc
SaviaE. coli 10.75 c
Salvia Ps.aeruginosa 11.75 d
Salvia/lSaureus 18.3556 e
Tomillo/Saureus 21.75 f
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Extracto*Especie; LS Means
Current effect: F(4, 216)=216.94, p=0.0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
24

22 t
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18 |

16 |

Halo

14 |

12

10

Salvia oregano tomillo

Extracto

ANEXO G

Tabla N°19. Prueba de significacion de Tukey (0.05) de los promedios de los diametros de

hal os de inhibicidn segin lainteraccion extractos y concentracion estudiadas.

Extracto cc Promedio de Significancia
halo (mm) (0=0.05)
orégano 100 8.00000 a
orégano 200 9.25926 b
orégano 300 9.55556 b
orégano 400 10.03704 b
tomillo 100 11.22222 c
Salvia 100 12.11111 c d
tomillo 200 12.96296 d E
Salvia 200 13.29630 E
Salvia 300 13.85185 E f
tomillo 300 14.51852 f g
Salvia 400 15.14815 g h
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tomillo

400

16.03704

Halo

Extracto*Conc; LS Means
Current effect: F(6, 216)=6.4862, p=.00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence interva
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