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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo evaluar la eficacia antimicrobiana del aceite
esencial de ruda (Ruta graveolens) sobre la cepa de Staphylococcus aureus subp
aureus ATCC ®25904, la planta fue recolectada del sector de Inapisi de la
parroquia de Constantino Fernandez, el aceite obtenido fue a través del método de
hidrodestilacion, se evalué 10 concentraciones (10%, 20%, 30%, 40%,50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 100%) en dilucién con agua bidestilada, cada dilucién se manejé
con un total de 5ml y se adiciond6 Tween 80 como emulsificador al 0,1%, los
resultados demostraron que la Concentracién Minima Inhibitoria determinada del
aceite esencial se definid en el 30%; y con respecto a la Concentracion Minima
Bactericida evidenciada por el cero crecimiento de colonias en placa, la cual se la
establecio al 40% de concentracion; el estudio de sensibilidad antimicrobiana
preciso estadisticamente con la prueba de Tukey al 0.5% diferencias significativas
entre tratamientos, siendo el mejor al 90% de concentracion con 25,25 mm de
formacion de halos de inhibicion, no obstante los tratamientos a partir del 30%
presentaron formacién de halos de manera importante, concluyendo que el aceite
esencial de Ruta graveolens posee eficacia antimicrobiana sobre la cepa evaluada a
partir del 30% de concentracion.

PALABRAS CLAVE: Aceite, cepa, Sensibilidad antimicrobiana, Concentracion
minima inhibitoria, Concentracion minima bactericida
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ABSTRACT

The objective of the research was to evaluate the antimicrobial efficacy of the
essential oil of ruda (Ruta graveolens) on the strain of Staphylococcus aureus subp
aureus ATCC ®25904, the plant was collected from the Inapisi sector of
Constantino Fernandez, the oil was obtained with the hydrodistillation technician,
10 concentrations were evaluated (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 100% ) in dilution with double distilled water, each dilution was handled a
total of 5 ml and Tween 80 was added as 0.1% as emulsifier, the results showed
that the determined Minimum Inhibitory Concentration of the essential oil was
defined at 30%; with respect to the Bactericidal Minimum Concentration evidenced
by the zero growth of colonies on the plate, which was established at 40%
concentration; the antimicrobial sensitivity study statistically show significant
differences between treatments with the 0.5% Tukey test, the best being at 90%
concentration with 25.25 mm of inhibition halo formation, however the treatments
starting at 30% and showed significant halos formation, concluding that Ruta
graveolens oil has antimicrobial efficacy on the strain evaluate.

Key words: oil, strain, antimicrobial sensitivity, minimum inhibitory
concentration, minimal bactericidal concentration
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CAPITULO I

INTRODUCCION

Ruta graveolens, conocida como ruda es una planta de tipo perenne, perteneciente
a la familia Rutaceae, de origen europeo, y cultivado como planta ornamental al
poseer sus hojas de colores llamativos azul y amarillo; la utilizan principalmente
como hierba medicinal, utilizado en varias culturas ancestrales como emenagogo,
efecto abortivo, problemas intestinales, antiparasitario (1), antiinflamatorio y
antimicrobiano (2); atribuyéndose éstas caracteristicas a la presencia de metabolitos
secundarios como alcaloides, terpenos, cumarinas y flavonoides (3), varios ensayos
del aceite esencial de Ruda han demostrado la actividad antibacteriana sobre
bacterias tanto del grupo Gram positivas como Gram negativas (4) y su uso como
el de otros componentes de plantas se han convertido como alternativas al abuso de

antimicrobianos tradicionales en la busqueda de controlar infecciones persistentes

(3).

La presencia en los Ultimos afios de multirresistencias de diferentes grupos de
bacterias a los antibioticos; asi las bacterias del género Staphylococcus resistentes
a la meticilina (SRM), principalmente S. aureus y S. pseudointermedius (SARM y
SPRM), se han convertido un problema en la profesion veterinaria, y la aparicion
de éstas cepas resistentes a multiples farmacos (MDR) ha conducido a varias
dificultades en el tratamiento de enfermedades infecciosas (5), causante de altos
indices de mortalidad y morbilidad en animales de abasto como mascotas, sin dejar
a un lado el riesgo zoonotico que estas representan (6), el uso de varias plantas
medicinales en remedios naturales se ha incrementado de manera drastica y por

ende la determinacion de sus componentes quimicos y sus usos posibles usos en la



medicina volviéndose una prioridad para los farmaco6logos y una gran parte de la
comunidad cientifica (7).

Los usos de varios aceites esenciales en la inhibicion de varios grupos bacterianos
gran positivos han sido estudiados de manera extensiva y entre las técnicas
mayormente utilizadas en la determinacion de la actividad antimicrobiana son la
técnica de difusion de discos en agar como diluciéon en caldo, al ser técnicas
sencillas y de alta reproducibilidad (8), ésta prueba de susceptibilidad microbiana
se lo ha venido utilizando en la determinacion de la concentracion minima
bactericida (MBC) conocido como la concentracion mas baja del agente
antimicrobiano indispensable para matar el 99% del indculo inicial al ser incubado
por 24 horas dentro de condiciones estandarizadas y la prueba de determinacion de
la concentracion minima inhibitoria (MIC) la cual es definida como la
concentracion mas baja de sustancia que puede inhibir el crecimiento visible de .un

microorganismo después de ser incubado por 24 horas (9).

1.1. Justificacién

La plantas han sido a través de los tiempos muy Utiles para el hombre no solo como
fuente de alimento sino como medicina tradicional para controlar varias
enfermedades, y se cree que existe por lo menos 35000 especies vegetales y el 80%
de la poblacién mundial utilizan como remedios alternativos en la cura de dolencias
(10); los saberes ancestrales para muchas personas son parte esencial en la
cotidianidad de millones de personas en los paises en vias de desarrollo,
principalmente los indigenas han transmitido sus conocimientos de generacion en

generacion jugando parte importante en la vida de las comunidades (11).

Existe un gran interés por la medicina tradicional, especificamente la medicina
herbaria, que ha producido numerosos estudios, los mismos que han sido
divulgados, y a pesar de eso hay poco uso de medicamentos de origen vegetal por
parte de los profesionales de la salud (12), los conocimientos ancestrales a traves

del tiempo, acceso y sus costos bajos han convertido a ésta medicina en una



alternativa de tratamiento que se han mantenido hasta la actualidad (13); las
propiedades antimicrobianas del aceite esencial de Ruta graveolens han sido
investigadas como herramientas a futuro en la solucién de los problemas ligados a
la resistencia de varios microorganismos gque causan enfermedades tanto en plantas

como animales (14).

Segun SENPLADES en el objetivo 3 del Plan Nacional 2013-2017 en el Ecuador
se establece como politica de estado el fortalecer y consolidar la salud intercultural,
en la cual se incorpora la medicina ancestral y alternativa a todo el Sistema Nacional
de Salud, que busca disefiar y aplicar protocolos para facilitar la implementacion
progresiva de la medicina ancestral con vision holistica, tanto en los servicios de
salud publica y privada (15), ademas que al encontrarse en la linea ecuatorial
mantiene una de las mayores diversidades del mundo y en donde las poblaciones

indigenas y campesina mantienen el uso de los remedios naturales (16).

Perl mantiene una riqueza botanica y por ende un uso variado de plantas como
medicina natural, cerca de 5000 especies de plantas son utilizadas por la poblacion
para la alimentacién, medicina, adornos, construccion, forraje, colorantes y otros
usos (11),de manera general en el mundo la etnobotanica posee hoy dia un
reconocimiento cientifico y mas aun en América Latina, cobrando importancia por
la relacion de entre los comportamientos sociales y los recursos vegetales, ademas
de sus dindmicas ecoldgicas locales, las cuales son efectivas dado a la conservacion
indigena y campesina por su uso local a través del tiempo de plantas medicinales
(17).

En el campo de la etnoboténica, el Ecuador es un pais de gran interés debido a que
en la misma existe una gran diversidad de plantas como 500 especies
aproximadamente, de las cuales un total de 228 se registran como las de mayor
frecuencia en su uso, y 125 se las comercializa de modo fresco, extractos
pulverizados, o aceites esenciales y enviados a paises del primer mundo como
Alemania, Holanda y Estados Unidos (18); su importancia en los paises en vias de

desarrollo como el Ecuador radica directamente en la salud de las poblaciones



indigenas y campesinas, los cuales no siempre tienen acceso a la medicina avanzada
(19).

1.2. Planteamiento del problema

Al no existir publicaciones en el Ecuador del efecto antimicrobiano del aceite
esencial de Ruta graveolens (Ruda) sobre Staphylococcus aureus subesp aureus, se
ha visto necesario investigar el efecto antimicrobiano in vitro sobre esta bacteria de
alta virulencia y que se ha convertido en una de las especies que ha llamado la
atencion en el mundo, tanto para humanos como animales, produciendo una gran
gama de enfermedades que van desde la afectacion de piel, tejidos blandos de

manera externa como enddgenamente pudiendo atacar a pulmones y endocardio.

Con respecto a la pérdidas econémicas que produce en el area de la Medicina
Veterinaria encontramos a la mastitis, siendo en los animales de produccion una de
las enfermedades de mayor prevalencia en el Ecuador como en el mundo;
convirtiendose la mayoria en estados cronicos, siendo inefectivo las medidas
curativas y preventivas tradicionalmente utilizadas, ya que Staphylococcus aureus
presenta varios factores de virulencia siendo la toxina beta la que encontramos
mayormente en las mastitis bovinas' generando cronicidad de la enfermedad,
ademas no se puede olvidar que este grupo bacteriano tiene varios mecanismos para
producir resistencia bacteriana a varios antibioticos especialmente a la meticilina y
vancomicina, siendo penicilinas de gran uso y abuso en el tratamiento de la misma,
que podrian inclusive vincularse con problemas de Salud publica relacionados a la

resistencia antimicrobiana.

Las plantas medicinales han ido ganando terreno en la industrias de alimentos,
cosmética y principalmente farmacéutica, lo que incentiva que el estudio
sistematico es necesario de los aceites esenciales ya que existen varias
investigaciones que afirman esos efectos antibacterianos, y se ha considerado el
estudio de la Ruda, al ser una planta nativa, de crecimiento silvestre, que es utilizada
de manera comUn por parte de nuestros campesinos, en el tratamiento de varias

enfermedades de sus animales, debido a sus sustancias bioactivas con efectos



antiinflamatorias, insecticidas, analgésicas y antibacterianas, lo cual impulsa el
buscar opciones en el control a este grupo bacteriano Staphylococcus aureus subesp
aureus al ser un patégeno que genera biofilms como mecanismo de resistencia, y
que afecta a varios mamiferos con grandes pérdidas economicas por sus altas

porcentajes de morbilidad y mortalidad.

¢El aceite esencial de Ruta graveolens (Ruda) actia como antimicrobiano sobre

cepas de Staphylococcus aureus subesp aureus ATCC® 259047

1.2.Hipotesis

H alternativa: El aceite esencial de Ruda (Ruta graveolens) posee eficacia
antimicrobiana sobre la cepa de Staphylococcus aureus subesp aureus ATCC®
25904.

H nula: El aceite esencial de Ruda (Ruta graveolens) no posee eficacia
antimicrobiana sobre la cepa de Staphylococcus aureus subesp aureus ATCC®
25904.

1.4. Objetivos de la investigacion

1.4.2. Objetivo general

e Evaluar la eficacia antimicrobiana del aceite esencial de Ruda (Ruta
graveolens) sobre cepa certificada de Staphylococcus aureus ATCC®
25904,

1.4.2. Objetivos especificos

e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria CMI y CMB a partir de las
concentraciones del 10% al 100% del extracto de Ruda sobre cepa de

Staphylococcus aureus subesp aureus ATCC® 25904.



e Establecer la sensibilidad antimicrobiana del extracto de Ruda a partir de
concentraciones del 10% al 100% sobre cepa certificada de Staphylococcus
aureus subesp aureus ATCC® 25904.



CAPITULO I

FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. La Ruda (Ruta graveolens)

La familia Rutaceae, Ruda, es una planta nativa de origen del sur de Europa y Asia
menor (20), es un arbusto de hojas perennes correspondiente al orden Rutales, posee
aproximadamente méas de 1600 especies con 150 géneros esparcidos principalmente
en zonas templadas y tropicales de todo el globo terraqueo, encontrandose en mayor
cantidad en Sudéfrica, Australia y América (21), es un arbusto que se lo conoce
popularmente como ruda, adquiere una altura de un metro, con un tallo ramificado
y hojas verdes de color gris, en el Ecuador la Ruda es una especie introducida y se
la encuentra en varias provincias de la Sierra ecuatoriana entre los 2500 y 3000
m.s.n.m, esto en las provincias de Tungurahua, Chimborazo, Bolivar, Pichincha y
Azuay (22).

Ruta graveolens L se la considera una planta odorifera, denominado Sadab en
India; cultivada como hierba ornamental y medicinal (23); las especies de Ruda
son fuentes de diferentes clases de productos naturales con actividades bioldgicas,
que incluyen actividades antifingicas, antioxidantes, fitotoxicas, depresivas,
abortivas, antidotas, antiinflamatorias (24) ademas son conocidas por sus
actividades antiparasitarias, estomacales, digestivas, vermifugas, emenagogas y
molusquicidas (25), una de las aplicaciones mas principales es en infusion de té, el
cual permite un alivio de los célicos menstruales, debido a sus propiedades

antiespasmadicas (22).



2.2. Taxonomiade la Ruda (26)

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae

Orden: Sapindales
Familia: Rutaceae
Género: Ruta

Especie: Ruta graveolens

Nombre binom: Ruta graveolens L

2.4. Principios activos de la Ruda (Ruta graveolens)

El caracter lipofilico de la cadena de hidrocarbonos e hidrofilico de los grupos
funcionales de los aceites esenciales les dan la caracteristica de antimicrobianos y
su actividad va disminuyendo de orden decreciente asi: fenoles - aldehidos - cetonas
- alcoholes - éteres - hidrocarbono (27), el perfil del extracto o aceite de R.
graveolens desde el aspecto quimico estd compuesto por 10 componentes
aproximadamente, representando del aceite esencial el 97,3 % siendo el de mayor
proporcion 2-Undecanone y 2-Nonanone en un 55.4 y 21.62% respectivamente)
seguido de 1-Nonene y a-Limonene a 4.35 y 4.26% respectivamente (28) posee
también en su composicion grupos de alcaloides los cuales tienen varias actividades
(29), entre las que se rescata antifangica (30); estudios realizadas determinaron que
la composicidn quimica del aceite de Ruta chalepensis una especie muy cercana
mostrd una elevada cantidad de cetonas alifaticas, con un 70% de abundancia y
mayoritaria de las cetonas (2-undecanona y la 2-nonanona) representando el
60,11% y esta predominancia es una caracteristica en varios aceites obtenidos a

partir de otras plantas del mismo género (31).



2.5. Efectos toxicos

Ruta graveolens posee efectos toxicos principalmente sobre embriones generando
anormalidades y disminuyendo la vitalidad de los mismos, dado por un grupo de
alcaloides y cumarinas que poseen en su composicion, asi como reabsorciones
fetales(32)(33); se ha presentado también en numerosas publicaciones efectos de
fototoxicidad debido a la interaccion entre la los rayos UV y la piel con infusiones

de Ruta graveolens, provocando graves quemaduras (34).

Las investigaciones también detallan que la Ruda puede producir cambios durante
el desarrollo embrionario de la Drosophila melanogaster provocando
malformaciones, por lo tanto los autores concluyen que existe elevada probabilidad

de producir efectos teratogénicos en otras especies como el ser humano (35).

Las plantas medicinales y sus derivados pueden presentar dos tipos de toxicidad:
toxicidad intrinseca, producen metabolitos toxicos para el ser humano y la
sintomatologia esta directamente relacionada con la dosis, a lo cual se la conoce
como intoxicacién aguda, y una intoxicacion cronica dependera del tiempo de
consumo, mientras que la toxicidad extrinseca, la planta no produce sustancias

toxicas sino a partir de contaminantes como pesticidas y micotoxinas (36).

2.6. Usos medicinales de la Ruta graveolens (Ruda)

La Ruda es una de las plantas mas populares por su olor desagradable caracteristico
el cual le ha atribuido sus varios usos, sus efectos medicinales son utilizados como
calmantes, colicos menstruales, amenorrea, las propiedades medicinales de varias
plantas medicinales se deben al alto contenido de esteroides, flavonoides, fenoles,
taninos, terpenoides y saponinas (37), la actividad bioldgica de la planta de Ruda
graveolens dependera de varios factores asi: parte de la planta tomada para la
obtencion del aceite, fuente geografica, las condiciones del suelo; ademas de los

métodos al momento de la recoleccion o cosecha (38).



En Ecuador la presencia de las plantas medicinales sean de venta en mercados
locales u obtenidas en el campo, es decir las de tipo silvestre, la gente que vive en
sitios urbanos como rurales la utilizan para afectaciones o dolencias relacionadas
con la inflamacidon, problemas circulatorios, estomacales, en la menstruacion,
afectaciones de higado, resfrio y rifiones, ademas utilizadas para practicas rituales
(37), también posee efectos antiespasmadicos, antihelminticos, antimicrobianos, y
hasta abortivos (33).

Sus usos veterinarios estan enfocados a su principios en el uso medicinal de los
seres humanos, pero la mayoria de criadores de animales de granja lo usan al
momento de partos dificiles, la eliminacién de placentas retenidas, ademas lo
utilizan en animales de tiro para aliviar el dolor y en el caso de conejos, cobayos y
gallinas para el control de insectos parasitos como los piojos, para lo cual la ruda lo
ubican en el suelo o lo cuelgan en lugares visibles (39).

2.3. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias de origen vegetal, compuestos metabolitos
secundarios voléatiles, los cuales son insolubles en agua y que les brindan
caracteristicas particulares segun la proporcién en que se les encuentren (40); los
aceites esenciales se los puede obtener a partir de un vegetal cuando se lo somete a
un proceso de destilacion por arrastre de vapor (41); los aceites esenciales son
considerados liquidos aromaticos, compuestos por terpenos, terpenoides,
fenilpropanoides, estudiadas como que moléculas bioactivas de tipo natural que
aportan como una opcion en el tratamiento de varias enfermedades infecciosas y su
efecto antimicrobiano es conocido desde hace mucho tiempo y cientificamente
comprobado y aplicado en varios campos de la industria y de la salud (42).

Varios estudios han determinado que los compuestos quimicos del aceite esencial
de Ruda especialmente las cetonas (2-undecanona) producen un efecto
antimicrobiano sobre bacterias como: Escherichia coli, Bacillus subtilis y

Staphylococcus aureus (37), investigaciones sobre cepas de Streptoccocus suis
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muestran también efectos antimicrobianos muy elevados, convirtiéndose en
alternativas de tratamiento en la medicina veterinaria (14), el estudio realizado por
Delgadillo determin6 que la actividad antibacteriana sobre la bacteria
Staphylococcus aureus fue la de mayor efecto inhibidor (43), existen tambiéen
estudios sobre los efectos antimicrobianos de cepas de Listeria monocitogenes y

Staphylococcus epidermidis (4).

2.7. Obtencién de aceites esenciales

Los aceites esenciales pueden ser extraidos mediante varios métodos muy
conocidos 'y convencionales como destilacion por arrastre de vapor,
hidrodestilacion (44), pero en la actualidad existen otros métodos entre los que se
recalca a los obtenidos mediante extraccion con fluidos criticos utilizando el
dioxido de carbono y mediante radiacion por microondas, Yy el costo reducido de
estos procesos de extraccion son sumamente ventajosos y econdmicos en términos
de tiempo y energia (45) y los mas utilizados en para la extraccién de aceites
esenciales a partir de plantas por ser rapida, eficaz y evitan el uso de solventes
organicos nocivos (46).

2.8. Método de Hidrodestilacion

El metodo de hidrodestilacion es el uso de vapor saturado, en la cual la materia
prima esta en contacto con el agua generadora del vapor (22); el término
hidrodestilacion, obtiene el aceite esencial de una planta aromatica gracias al uso
del vapor saturado a presion atmosfeérica, la materia prima forma un lecho compacto
y se desprecia el reflujo interno de agua debido a la condensacion del vapor
circundante (4), los aceites esenciales poseen un punto de ebullicion superior al del
agua, pero en la mezcla de aceite esencial mas agua presenta un punto de ebullicién
inferior y por esto puede ser destilada, una vez que pasan por el condensador los
vapores se enfrian, se condensan y se transforman en un liquido formado por dos
fases inmiscibles, la una llamada fase organica que contiene el aceite esencial y

finalmente la fase acuosa compuesta por la fraccién de componentes solubles en el
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agua, la separacion de estas dos fases se debe a la diferencia de densidades, esto es
son inmiscibles debido a que la fase organica es la fase menos densa y flota sobre
la fase acuosa (47).

Este método es muy utilizado por sus varias ventajas como le recalca varias
investigaciones, por ser faciles de instalar, seguros, econémicos, buen rendimiento
de los aceites extraidos y libres de solvente, siendo su principal desventaja la alta
temperatura de accién y la afectacion en ciertos componentes de aceites esenciales
sensibles al calor (47), los aceites esenciales obtenidos son diferentes al aceite
original del material vegetal, y algunos compuestos quimicos no voléatiles se quedan
en el destilador; estos compuestos son responsables del sabor y no del olor (48).

2.7. Staphylococcus aureus subesp aureus

Los estafilococos forman agrupaciones en forma de uvas y cuyo diametro va desde
0.5 y 1.5 micras, se compone de 35 especies y 17 subespecies del género
Staphylococcus (49) mantiene una gran adaptacion por lo tanto afecta a un
sinnimero de mamiferos, considerada como zoonética y de facil propagacion de
una especie a otra (50), responsable en diferentes areas geograficas de bacteriemias
y un incremento de las tasas de resistencia a los antibioticos, y como antes se creia
ya no solo esta limitado a los centros hospitalarios sino también a la comunidad en
general con la presencia de Staphylococcus meticilino-resistentes (6).

Las especies de éste género son coagulasa positivos, ésta sustancia considerada
enzima genera que el plasma se coagule convirtiendo el fibrindgeno en fibrina,
mientras que las especies coagulasa negativa estan presentes en infecciones
secundarias por inmunosupresion, actuando como agentes oportunistas (51), el
descubrimiento de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina con
sus siglas (SARM) en la medicina de pequefias especies (6), y al convertirse el de
mayor prevalencia al momento de causar mastitis bovina en el mundo y la falta de
efectividad por parte de tradicionales técnicas de control como la higiene y terapia
antibidtica, se comienza a buscar alternativas investigativas en el control de ésta
enfermedad (51).
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El abuso de antibidticos y quimioterapéuticos en la produccion animal ha sido una
practica no regularizada en paises en vias de desarrollo que al carecer de control y
supervision han generado en el transcurso de los afios de cepas resistentes a los
antibidticos (52), la bacteria S. aureus es la bacteria patdgena grampositiva mas
relevante al que los médicos clinicos como veterinarios observan de mayor
presentacion en las enfermedades infecciosas (53); la mastitis bovina es una de las
enfermedades en donde su agente bacteriano es considerado como el principal
agente infeccioso de alta patogenicidad y siendo el origen de mas del 80% de

enfermedades intramamarias que producen grandes pérdidas en todo el mundo (54).

2.8. Factores de virulencia y patogenicidad de Staphylococcus aureus subesp
aureus

Staphylococcus aureus produce varios grupos de toxinas fatales de alto riesgo como
la Leucocidina Pantone Valentine, ademas de otras toxinas clasificadas segun su
actividad biolégica como: adhesion de la bacteria al hospedador, diseminacién y
dafo celular, y finalmente mecanismos que permiten a la bacteria una evasion
inmunitaria (49); el agente infeccioso ademés tiene la capacidad de formar
biopeliculas o films formando una barrera fisica frente a células inmunes como
antibidticos provocado por sus moléculas de Quorum sensing (55); el mecanismo
de resistencia a la meticilina por parte de esta bacteria grampositiva esta mediada
por via cromosomal, esto dado por un gen de resistencia, produciendo la falta de
unién del antibiético ademas posee la capacidad de adquirir genes produciendo

capacidades de sobrevivencia (56).

2.9. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Las pruebas de sensibilidad bacteriana son consideradas como ensayos de tamizaje,
como metodologia previa a la determinacion de la concentracion minima inhibitoria
(CMI), con el motivo de establecer si cualquier sustancia sometida a procesos de
evaluacion antimicrobiana y tiene por objeto disminuir tiempo y varios recursos y
se realiza mediante la exposicion de cepas frente a varias sustancia como extractos

y aceites (57); las metodologias aplicadas estan regidas por el el Subcomité de
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Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana con sus siglas en inglés CLSI en
Estados Unidos liderada por representantes de profesiones, gobierno, industria,
laboratorios de microbiologia, agencias gubernamentales, salud, proveedores de
atencion, educadores, e industrias de microbiologia farmacéutica y de diagndstico
(58).

El subcomité ha desarrollado estdndares que promueven antimicrobianos precisos
para varias cepas bacterianas Gram positivas como el Staphylococo aureus subp
aureus , establece pruebas de susceptibilidad mediante el uso de métodos como
macro dilucion, micro dilucién y proporciona parametros de control de calidad para
todos estos métodos estableciendo criterios interpretativos para los resultados de

susceptibilidad por parte de cualquier sustancia a los antimicrobianos (59).

2.10. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Es la concentracién minima capaz de inhibir el crecimiento de microorganismos,
cuando la CMI sea menor, la susceptibilidad del microorganismo serd mayor al
aceite o extracto utilizado (60), la determinacién de la concentracion se realiza
mediante el uso del método macro dilucién en caldo para lo cual se necesita de la
preparacion del inoculo bacteriano de la cepa en estudio obtenida de su crecimiento
en agar nutritivo y estandarizada a la escala 0,5 MacFarland (1,5 x108 ufc/ml ), la
preparacion de los tubos Ileva 1 ml de cada concentracion analizada de la sustancia
y el caldo de crecimiento nutritivo bacteriano, y su valoracion es la concentracion

mas baja sin un crecimiento visible de bacterias (61).

2.11. Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Corresponde a la minima concentracion de aceite que elimina el 99,9 % del nimero
original de bacterias, refleja la capacidad de un extracto o aceite de disminuir de
forma sustancial o total el nimero de bacterias (60), una vez confirmado la CMI los
tubos que presentaron inhibicion microbiana son llevados a crecimiento de placa y

después de 24 horas en incubacion se determinan el nuimero de colonias
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sobrevivientes y la determinacion de la CMB se la detalla como la concentracion
mas baja que no se observa el crecimiento de bacterias (59).

2.11. Método de difusion en disco

Es un método estandarizado por la CLSI en el cual se coloca en la superficie de un
agar previamente sembrada por el agente en estudio mediante estriacion multiple,
los discos de papel secante son impregnados por las concentraciones de las
sustancias como pueden ser antibidticos, extractos o aceites esenciales a evaluar,
mediante la ayuda de una pinza anatémica se colocan sobre la superficie himeda
del agar y el disco una cantidad de agua y la sustancia se difunde al agar, de manera
radial formandose un gradiente de concentracion que transcurridas 24 horas de
incubacion (59) y de esta manera los discos aparecen rodeados por una zona de
inhibicion, los cuales se las mide con la ayuda de una regleta milimétrica (62), es la
metodologia més utilizada para la evaluacion de la sensibilidad antimicrobiana, la
cual permite valorar los efectos de las sustancias sobre agentes microbianos en

estudio.

2.12. Medios de cultivo

2.12.1. Agar manitol salado

Es un medio selectivo con recomendaciones segun Chapman para aislamiento de
estafilococos patdgenos, la mayoria de las otras bacterias son inhibidas por la alta
concentracion de sal con la excepcion de algunos organismos marinos halofilos.
Los presuntos estafilococos coagulasa positivos producen colonias rodeadas de
zonas de color amarillo brillante, mientras que los estafilococos no patdgenos
producen colonias con zonas de color purpura rojizo, es un medio de cultivo que se
utiliza normalmente en microbiologia (63) Permite el crecimiento de un
determinado grupo de bacterias mientras que inhibe el crecimiento de otras (64),
medio muy utilizado en el diagnoéstico clinico y de laboratorio ya que determina a
microorganismos patdgenos en cortos periodos de tiempo, este agar posee una alta

concentracion de sal (NaCl 10%), convirtiéndole selectivo para el crecimiento del
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género Staphylococcus aureus, inhibiendo a la mayoria de bacterias y evitando
diagndsticos errados (61).

2.12.2. Agar Mueller - Hinton

El uso principal del agar Mueller-Hinton es para la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana. Se ha convertido en el medio estandar para el método Kirby-Bauer
y esta especificado por el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (NCCLYS)
y el Comité Europeo de Antimicrobianos Pruebas de susceptibilidad (EUCAST)
(65).

De los medios disponibles el subcomité considera que Mueller Hinton (MHA) es el
mas adecuado para el uso en las pruebas de susceptibilidad de rutina de todas las
bacterias no fastidiosas, posee una reproducibilidad aceptable en los diferentes
lotes, tiene un bajo contenido de inhibidores que afectan los resultados de las
pruebas de susceptibilidad a las sulfonamidas, trimetoprim y tetraciclina, y uno de
los més importantes colabora el crecimiento satisfactorio de la mayoria de
patdgenos (59).

2.12.3. Caldo cerebro corazon

Es especialmente Gtil como medio de crecimiento y suspensién para estafilococos
que deben ser probados para la produccion de coagulasa. El caldo de infusion de
corazén y coraz6bn marca OXOID se usOG en una prueba para determinar la

patogenicidad del estreptococo (66).

2.12.4. Emulsificante Tween 80

Los efectos de Tween 80 sobre las superficies de manera activa se debe a sus restos
hidréfobos e hidrofilos; glicerol o sorbitol, en combinacion con un solvente, estas

moléculas tienden a autoagregarse, se forman particulas que varian de 5 a 25 nm de

tamafo, dependiendo de las caracteristicas especificas de cada medio, el resultado
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a la final es reducir la tension superficial de los sistemas solventes generando que

la sustancias se dispersen en una gran variedad de materiales inmiscibles (67).

2.12.5. Vancomicina

El Staphylococcus aureus presenta una sensibilidad de un 100% a la vancomicina,
una resistencia del 90% y sensibilidad del 10% a la amoxicilina, resistencia del 40%
y sensibilidad del 60% a la oxacilina, resistencia del 20%, sensibilidad del 40% e
intermedio de 40% a la ceftriaxona, convirtiéndose a la vancomicina con una
efectividad antibacteriana superior a otros antimicrobianos betalactamicos, por
tanto siendo el mas Gtil en el tratamiento de infecciones por Staphylococcus aureus

subesp aureus (68).
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion Geografica

La investigacion se realizo en el laboratorio de Bacteriologia de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato de la provincia de
Tungurahua, ubicado a 1Km de la via Cevallos-Quero, y se la efectto desde el 5 al
22 del mes de febrero del afio 2019.

3.2 Equipos y materiales

3.2.1. Material experimental

v Hojas y flores de planta de ruda
v" Aceite esencial de ruda (Ruta graveolens)

3.2.2. Cepa bacteriana

v' Staphylococcus aureus subesp aureus ATCC® 25904

3.2.3. Equipos

Incubadora bacterioldgica
Refrigeradora

Vortex

Espectrofotometro de un solo pocillo

NN NN

Camara de flujo laminar
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v
v

Agitador magnético con calentador
Autoclave vertical

3.2.4. Material de laboratorio

NN N N N T N N N N N N N N

Frasco color &mbar 200 ml

Vasos de precipitacion de 100 y 200 ml
Pipetas volumétricas tamafios 10, 5y 1 ml
Cajas Petri 100 x15 mm desechables
Tubos de ensayo con rosca y sin rosca de 5y 10 ml
Agitadores de vidrio

Espatula

Soportes metéalicos de tubos

Cepillos para limpieza de materiales
Mascarillas

Cofias

Mandil

Lamparas de alcohol

Algodon

Gasas

Léapiz de cera

3.2.5. Material y reactivos microbiologicos

N N N N N R

Discos en blanco OXOID

Tubo N 5 de la escala de MacFarland
Agua bidestilada

Tween 80

Agar Mueller-Hinton

Caldo cerebro-corazon

Agar Sal Manitol

Discos de vancomicina 16 ug
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3.2.6. Factores de estudio

v" Aceite esencial de ruda (Ruta graveolens)

T1. Tween 80
T2. Agua bidestilada
T3. Vancomicina
Al. 10 %

A2.20 %

A3.30 %

A4d. 40%

A5. 50%

AB. 60%
A7.70%

A8. 80%

A9. 90%

A10. 100%

v' Cepa bacteriana

Staphylococcus aureus subesp aureus ATCC® 25904

3.2.7. Tratamientos y disefio experimental

La investigacion manejo dos objetivos especificos, el primero con respecto a la
determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria y la Concentracion Minima
Bactericida fueron de tipo cualitativo con el manejo de 10 tratamientos
correspondientes a las concentraciones del aceite esencial de ruda (Ruta
graveolens), tres testigos de los cuales dos negativos ( Tween 80 y agua bidestilada)
y un testigo positivo (Vancomicina), el segundo objetivo correspondié a la
determinacion de la sensibilidad antibacteriana, el cual manejé un disefio
completamente al azar con 10 tratamientos (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90% y 100%) tres testigos y cuatro repeticiones por cada concentracion y se
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realizo el anélisis de significancia de la prueba de Tukey al 5% para comparar entre
los tratamientos.

3.2.8. Material vegetal

En febrero 4 del 2020 en el sector de Inapisi de la parroquia Constantino Fernandez
a 2600 m.s.n.m. del Canton Ambato, provincia de Tungurahua, se recolecto la
planta de ruda macho (Ruda graveolens) en floracién, la muestra botanica fue
valorada e identificada por el PhD Carlos Vésquez docente investigador de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la UTA, el material fue puesto a secar bajo

sombra durante 5 dias y reservada para su posterior procesamiento.

3.2.9. Obtencion del aceite esencial de Ruda (Ruta graveolens)

Se tomaron las hojas, tallos y flores, las cuales fueron lavadas, troceadas y pesadas
debidamente (69) , sumando un total de 10 libras y posteriormente se las ubico en
la olla, con un total de 200 ml de agua destilada y se obtuvo el aceite mediante el
método de hidrodestilacion, el proceso tomd 4 horas aproximadamente (70), se
obtuvieron finalmente 35 ml de aceite esencial de Ruta graveolens, el proceso fue
realizado de la siguiente manera: la generacion del vapor fue obtenida a partir de
una cocineta a gas de una hornilla grande, mientras que el vapor ingresé en contacto
con el lecho de la materia prima, ésta se calentd y fue liberando el aceite esencial
contenido y a su vez, debido a su alta volatilidad se fue evaporando, siendo
arrastrado corriente arriba hacia el tope del hidrodestilador (47) , la mezcla, es decir
el vapor saturado y aceite esencial, fluyé hacia un condensador, mediante una
prolongacion curvada del conducto de salida; en el condensador la mezcla se
condenso y enfrio hasta la temperatura ambiental, a la salida del condensador, se
obtuvo una emulsion liquida inestable, y fue separada en un decantador tipo
florentino, el proceso concluyo6 cuando el volumen del aceite esencial del florentino
no vario en el transcurso del tiempo, se lo retird y reservo en un frasco color ambar

y fuera de la luz solar (48).
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3.2.10. Rendimiento en la obtencion del aceite esencial de Ruda (Ruta

graveolens)

El rendimiento del aceite esencial fue evaluado a través de la siguiente formula
(44):

% Rendimiento= Wae
Wmv

% Rendimiento= 35 gr
4540 gr

% Rendimiento= 0,007%

Donde: Wae fue el peso en gramos obtenido del aceite esencial y Wmy correspondid
al peso en gramos del material vegetal fresco, teniendo un rendimiento porcentual
del 0,007

3.2.11. Preparacion de concentraciones del aceite esencial de Ruta graveolens
(Ruda)

Las concentraciones del aceite esencial de Ruda utilizadas a partir del 10% (v/v),
20% (v/v), 30% (v/v), 40% (v/v), 50% (v/v), 60% (v/v), 70% (v/v), 80% (v/v), 90%
(v/v) y 100% (v/v), utilizando como solvente al agua bidestilada, a lo cual se afiadio
Tween 80 como emulsificante en porcentaje del 0,1% (71), éstas diluciones fueron
calculadas de manera porcentual (v/v), en 5 ml de volumen total para cada

concentracion.

3.2.12. Cepa bacteriana

Se utiliz6 la cepa bacteriana certificada Staphylococcus aureus subesp aureus
aureus ATCC® 25904 la cual se adquiri6 al distribuidor en Ecuador Medibac
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(Corporate Headquarters, Minnesota, EEUU), la cual se la utilizé para la evaluacion
de los efectos antimicrobianos del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens), el
microorganismo fue sembrado en agar Sal Manitol asi como lo refiere la NCCLS
(59).

3.2.13. Activacion de la cepa bacteriana

La cepa certificada Staphylococcus aureus subesp aureus fue activada segun las
indicaciones de la casa comercial, colocando una alicuota previamente hidratada en
5 mililitros de infusidn cerebro — corazon, una vez activada la cepa, mediante la
técnica de estriacion por el método escoceés (31), en agar sal manitol en placa a
incubar a 37° se llevo a incubar por 24 horas en la incubadora bacteriolégica de
forma invertida y debidamente rotulada (59).

3.2.14. Preparacion del indculo bacteriano

Una vez obtenidas las colonias de la cepa en estudio, posteriormente se tomé con
el asa bacterioldgica cuatro colonias pequefias bien definidas de la cepa y se las
transfirio a 5 ml de infusién cerebro corazon y fueron llevadas a incubar a 37 °C
por 2 horas (72), el in6culo se estandarizo en el espectrofotometro de un pocillo al
0.5 de absorbancia, logrando una concentracion de 1.5x102 unidades formadoras de

colonias (59).

3.2.15. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La CMI del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens) se lo determind mediante el
método de macro dilucion en caldo segun la NCCLS (59), los inoculos utilizados
para la preparacion de la técnica se la estandarizo con una turbidez equivalente a
0.5 McFarland (1 x 108 ufc / mL), la cual se la prepard haciendo una suspension de
caldo directo de colonias aisladas y seleccionadas de la cepa bacteriana en estudio
cultivadas durante 24 h en placa sal manitol (59) , a las 10 concentraciones en tubo
del 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y finalmente 100%) del
aceite esencial de Ruda se le adiciond el agua bidestilada como solvente y el

emulsificante Tween 80 en un porcentaje del 0,1%, sumando un total de 10 tubos y
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una vez que se diluy6 y emulsificé ayudados de un vortex utilizando un tiempo de
5 minutos por tubo, se los incubd a 37 °C por 24 horas (31), y la concentracién méas
baja sin crecimiento visible de la cepa bacteriana se la consider6 como la CMI del

aceite esencial (61).

3.2.16. Determinacién de la Concentracion Minima Bactericida

Para establecer la CMB se eligio los tubos que presentaron menor turbidez en la
determinacion de la CMI y se sembraron en placa, especificamente en agar sal
manitol y se los incubd a 37 °C por 24 horas (71), determinandose a la CMB como
la concentracion més baja que mata al 99,9% de bacterias (31).

3.2.17. Sensibilidad antimicrobiana

Se utilizd6 el método de difusibn en agar para evaluar la susceptibilidad
antimicrobiana, en la cual se sembré la cepa bacteriana Staphylococcus aureus
subesp aureus ATCC® 25904 por estriacion multiple en placa (agar Mueller
Hinton), de manera primaria se empapé cada disco en blanco marca OXOID con
cada una de las concentraciones del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens), se
utilizé cuatro discos por cada tratamiento asi: 10 concentraciones y uno por cada
testigo, asi 2 testigos negativos (Tween 80 y agua bidestilada) y 1 positivo
(vancomicina); se los dejé reposar por 12 horas en la camara de flujo laminar,
después de este tiempo fueron ubicamos en las cajas petri ayudados mediante una
pinza anatdmica previamente esterilizada, en total se procesaron 10 cajas Petri y
cada una llevo siete discos, de los cuales 4 fueron las repeticiones de cada
concentracion, un disco de Tween 80, uno de agua bidestilada correspondiente a los
testigos negativos y un disco de vancomicina de 16 ug como testigo positivo, cada
uno ubicados a una distancia prudente y asi se evitd la interposicion de los halos de
inhibicion por parte del aceite y se los llevo a incubar por 24 horas a 37°C,
finalmente se midié los halos de inhibicion formados a partir del efecto
antimicrobiano del aceite sobre la cepa con la ayuda de un regleta milimetrica
Hiantibiotic ZoneScale.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos de la actividad de las 10
concentraciones del aceite esencial de Ruda (Ruta graveolens) sobre la cepa
certificada de Staphylococcus aureus subesp aureus ATCC® 25904, con los
respectivos controles negativos como positivo, la metodologia realizada valoré de
manera cualitativa por la turbidez presente en cada tubo, las concentraciones al 10%
y 20% presentaron positivo turbidez (+), se determind la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) al 30% de la concentracion del aceite esencial, considerada como
la concentracion menor que permitio el decrecimiento visible (+/-) de la bacteria
Gram positiva evaluada, asi como lo detalla (73) en el cual en la investigacion que
realiz6 establecié una mejor actitud sobre bacterias de pared celular positiva que
del grupo de Gram negativas, de manera similar lo refiere (74) que al determinar en
su estudio la CMI de la cepa de Staphylococcus aureus subesp aureus ATCC
25932® fue la que mostré la menor CMI (285 pl ml 1) evaluada entre grupos de
bacterias en estudio.
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Tabla 1. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de Ruta graveolens

Diluciones aceite esencial

(%) Control Control Control
negativo  negativo positivo
Tween Agua Vancomicina

80 Bidestilada

Cepa 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Turbidez
Staphylococcus
aureus subesp + o+ o+ - - - - - - - + + R
aureus ATCC®

25904

Turbidez positiva (+), Decrecimiento bacteriano +/-, Turbidez negativa (-)

De igual manera en la investigacion (7) establecen una CMI de (1.0 pl ml 1) siendo
baja en comparacion con otras bacterias gram negativas importantes como
Pseudomona aeruginosa (75.0 pl ml 1), recalcando que estas dos Gltimas
metodologias utilizadas fueron en micro dilucion y la resultados de esta
investigacion se lo realizo por método de macro dilucion, destacando no obstante
que la capacidad antimicrobiana por parte del aceite esencial de Ruda (Ruta
graveolens) logra efectos desde concentraciones pequefias para varios grupos de
microrganismos como bacterias, hongos y parasitos como lo precisa (27), existen
muchas investigaciones las cuales concuerdan con los efectos del aceite sobre
Staphylococcus aureus subp aureus ATCC 25904® que abarcan desde 100 a 200
pug/mL de determinacién de la CMI como lo concluye (4), o de 31 mg/mL como lo
constata (75) en su investigacion mas actualizada sobre el tema. EI mecanismo de
efecto antibacteriano del aceite esencial de Ruda (Ruta graveolens) se debe a la
prevalencia de compuestos oxigenados como la 2-undecanona como lo detalla (76),
éste compuesto permite un mayor efecto inhibidor sobre la bacteria Staphylococcus
aureus subp aureus que sobre las bacterias Gram negativas como lo explica (43),
manifestandose este efecto especifico sobre este grupo bacteriano por sus
componentes alcohdlicos y aldehidicas como lo recalca (37), ademas la actividad
bioldgica antimicrobiana de la Ruda dependera de varios factores asi: parte de la
planta recolectada, fuente geografica, las condiciones de suelo asi como también

cuando fue cosechada, como dependera también de los métodos de extraccion (77).
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Segun manifiesta (77) los metabolitos obtenidos de plantas silvestres son
consideradas hoy en dia como los nuevos antibiéticos, ademéas que los estudios de
Ruda sobre las bacterias Gram positivas segun lo manifiesta (78) presenta una
amplia actividad bacteriana que se mantiene en diferentes concentraciones
estudiadas tanto en macrodilucién como microdilucion, y segun lo precisa (4), la
actividad antibacteriana de los aceites esenciales siempre sera dificil de acotar a uno
solo de sus componentes por la variabilidad y complejidad de los mismos, sin
embargo segun lo manifiesta el autor esta documentado que la presencia de
compuestos con funciones ceténicas pueden colaborar con este efecto

antimicrobiano importante.

En la Tabla 2 se presentan los resultados de los tubos que mostraron menor turbidez
0 ausencia, los cuales al ser llevados a siembra en placa, con sus respectivos
controles negativos y positivo, se obtuvo que la Concentracion Minima Bactericida
(CMB), considerada como la menor concentracion que permite la muerte del 99,9%
de bacterias, se la establecid al 40% de concentracion del aceite esencial de Ruda
(Ruta graveolens), lo cual estd en concordancia con investigaciones como (78), en
la cual los datos de determinacion se acercan mucho entre CMI'y CMB de 240 pl
ml? a 465 pl ml?, concluyendo que se trata de un aceite de alta potencia
antimicrobiana sobre varios grupos bacterianos que favorecerian como
medicamentos para la cura de enfermedades infecciosas como lo sefiala (79) en el
cual su investigacion establecié que la CMB de 500 pl mI con respecto a la CMI
de 285 pl mlI*t mantienen valores no muy alejados entre si, lo que nos refiere que
los demas estudios con respecto a la presente investigacion aungque mantienen
métodos diferentes de determinacion nos indican que las dos determinaciones de
valoracién antimicrobiana esto es CMI y CMB se encuentran no muy alejadas entre
si como en la presente de investigacion del 30% para CMI y de 40% para la CMB.
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Tabla 2. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del

aceite esencial de Ruta graveolens

Siembra en placa
Concentraciones del aceite

Control

Control

Control

negativ  negativ positivo
0 0 Vancomi
Tween Agua cina
80 bidestila
da
Cepa 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% % % % % % % % P %
Turbidez
Staphyloco
ccus + + +/- - - - - - - - + +
aureus
subesp
aureus
ATCC®

25904

Crecimiento de colonias (+), Decrecimiento de colonias (+/-), Cero colonias en placa (-)

Segun la investigacion realizada por (80) la CMB sobre las bacterias gran positivas
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococcus flavus y Micrococcus luteus
se presentan en menores concentraciones que las bacterias gran negativas como
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Salmonella typhi y Enterobacter
aerogenes, lo cual se corrobora en la presente investigacion, en la cual ya en la
concentracion al 40% se determino la muerte del 99,9% de bacterias en siembra en
placa, en la siguiente investigacion mencionada por (81) en la cual se detalla la
amplia actividad sobre varias cepas de Staphylococcus aureus a partir del 4%, lo
cual difiere de la investigacion, lo cual podria explicarse por la metodologia
utilizada, el tipo de extracto y su forma de obtencion, la investigacion realizada (82)
determind que los aceites esenciales mantienen concentraciones minima
inhibitorias como bactericidas mas bajas que los extractos alcoholicos sobre todas
las cepas analizadas de Staphylococcus aureus de tipo hospitalarias y de resistencia
maltiple, lo cual demuestra segin (28) que la ruda manifiesta elevados efectos
antimicrobianos hacia este grupo bacteriano.

En la Tabla 3 se presentan los resultados de la prueba de Sensibilidad
antimicrobiana, mediante el método de difusion en agar, de todas las
concentraciones del 10% al 100% del aceite esencial de Ruda (Ruta graveolens),

con los respectivos controles, determinandose eficacia antimicrobiana a partir del
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30% de concentracion en adelante, con la presencia de halos de inhibicion
bacteriana desde 5,75 mm correspondientes al 30% hasta 25,25 mm al 90% de
concentracion, estableciendo que existe diferencia significativa entre los
tratamientos de mayor y menor concentracion, los resultados se asemejan a los
obtenidos (73), el cual determind para Staphylococcus aureus subp aureus 20 mm
de inhibicion en placa, 22 mm especificados (80) para el mismo género bacteriano,
23,40 mm establecido por (7) siendo uno de los méas altos alcanzados en
investigaciones desarrolladas por el autor; en contraposicion con el estudio (74) el
cual establecié 6,0 mm para la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923, asi
también de 15,15 mm detallado por (81) debido a que se trata de un extracto.

Tabla 3. Sensibilidad antimicrobiana del aceite esencial en mm de Ruda (Ruta

graveolens) sobre la cepa Staphylococcus aureus subesp aureus ATCC® 25904

CEPA CONCENTRACIONES
10% 20% 30% 40% 50% E.E Valor de P
S.aureus 1,00 1,00f 5,75° 8,25% 11,00¢ 0,86 <0,001
S.aureus  60% 70% 80% 90% 100% E.E Valor de P
15,50¢ 17,25¢ 20,50° 25, 25° 21,00° 0,86 <0,001

abcdef= Medias con una letra comun entre columnas no son significativamente diferentes, E.E error
estandar

La investigacion realizada (80) mostr6 igualmente una elevada actividad
antimicrobiana sobre la cepa de S aureus con una zona de inhibicion de 25,60 mm,
comparada con la presente investigacion de 25,25 mm teniendo el efecto
antimicrobiano superior a todas las bacterias gram positivas y gram negativas
analizadas (Micrococcus, Bacillus, Escherichia, Pseudomona, Salmonella y
Enterobacter), las diferencias en la susceptibilidad se debe principalmente a las
caracteristicas de la planta al momento de realizar la obtencidn del aceite, método
de extraccion, fecha de recoleccidn, que pueden modificar las caracteristicas de los
componentes como lo detalla (83), el ejemplo mas claro lo especifica el autor (4),
en el cual la actividad antimicrobiana de la ruda como aceite obtenidos de diferentes
zonas de una misma provincia, determinaron diferentes efectos de susceptibilidad

antimicrobiana, de la misma manera la investigacion realizada por (37) obtuvieron

29



inhibiciones antimicrobianas de 13 mm y 14 mm del extracto con cloroformo y

extracto metanolico de la Ruda respectivamente.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

El aceite esencial de Ruta graveolens conocida como Ruda, demostro
eficacia antimicrobiana in vitro sobre la cepa de Staphylococcus aureus
subesp aureus ATCC® 25904, la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
se la establecio al 30% y la Concentracion del aceite al 40% se la determind
como la Concentracién Minima Bactericida (CMB), correspondiente a la
concentracion minima que produjo la muerte del 99,9% de bacterias en

placa.

La sensibilidad antimicrobiana de la cepa Staphylococcus aureus subesp
aureus ATCC® 25904 al aceite esencial de Ruda (Ruta graveolens)
demostré importantes halos de inhibicién desde el 30% al 100% de
concentracion, determinando al 90% como el mejor tratamiento, al formar

halos de 25,25 mm, demostrando su elevada susceptibilidad antimicrobiana.
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CAPITULO VII

ANEXOS

ANEXO 1

Equipo de Hidrodestilacién convencional

ANEXO 2

Material para preparacion de indculo
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ANEXO 3

Preparacion de in6culo

ANEXO 4

Siembra en camara de flujo laminar
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Anexo 5

Discos en blanco OXOID

Anexo 6

Discos en blanco OXOID con los tratamientos y testigos
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Anexo 7

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida
(CMB)

Determinada al 30% para CMI y 40% con ausencia total de colonias para CMB

Anexo 8

Sensibilidad antimicrobiana
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Anexo 8
Analisis estadistico
DISENO EXPERIMENTAL:

cepa certificada Staphylococcus aureus subsp aureus ATCC®

ﬂ Probar la eficacia antimicrobiana del aceite esencial de ruda sobre
25904

_Detalles Prueba Experimental

e NuUmero de concentraciones: 10
e Repeticiones: 4

Se realizd un total diez concentraciones para cuatro repeticiones
respectivamente, en placa Petri, y dos testigos y se valor6 halos de inhibicion
del aceite sobre la bacteria certificada medida en milimetros.

ANALISIS ESTADISTICO:
P Prueba de Normalidad:

Hipotesis:
e Ho-Los datos para concentracion en prueba siguen una distribucién
normal
e Hs-Los datos para concentracion en prueba no siguen una distribucion
normal

Nivel de significancia: 0.05

Tabla 4 Prueba de Normalidad

Kolmogorow-Smirnoy® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
prueba 1 1549 10 ,2001 926 10 410
prueba 2 149 10 200 a1a 10 339
prueba 3 119 10 200 859 10 770
orueha 4 143 10 ,20[]1 943 10 501

* Esto es un limite inferior de 13 significacidn verdadera,
a. Correccidn de significacidn de Lilliefors

Al analizar los resultados en la Tabla 1 y considerando que el nimero de
concentraciones es 10, tomamos el estadistico de Kolmogorov para analizar la
normalidad.
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El p valor(significancia), para cada prueba es mayor a 0.05, por lo tanto, aceptamos
la hipotesis nula. Con ello podemos concluir que nuestros datos siguen una
distribucion normal.

} Prueba de Tukey:

Para realizar la prueba de Tukey se presupuso igualdad de varianzas para el
analisis.

Factor Niveles Valores
Concentracién 10 10,00%; 20,00%; 30,00%; 40,00%; 50,00%; 60,00%; 70,00%; 80,00%; 90,00%;
S. aereus 100,00%

Hipotesis:

e Ho-Las medias para los niveles de concentracidn son iguales
e H:-Las medias para los niveles de concentracion no son iguales.
Nivel de significancia: 0.05

30

25 ;
e N

/// \\“\\
g L ]
20

Datos
N\

: //
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0

la desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos,
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