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MMH: microplaca con caldo Mueller Hinton.
MMHS: microplaca con caldo Mueller Hinton Salino.

MMSCCRAMMS: microbial surface components recognizing adhesive matrix
molecules, componentes de superficie microbianos que reconocen las moléculas

de matriz adhesiva.
P. aeruginosa: Pseudomona aeruginosa.

PBP2a: proteina ligadora de penicilina con actividad transpeptidasa de baja

afinidad por betalactamicos.

R. officinalis L.: Rosmarinus officinalis L.

S. aureus: Staphylococcus aureus.

SARM: S. aureus resistente a la meticilina.

SARM-AH, HA-MRSA: S. aureus resistente a la meticilina adquirido en el hospital.

SARM-AC, CA-MRSA: S. aureus resistente a la meticilina adquirido en la

comunidad.
SASM: Staphylococcus aureus sensible a la meticilina.
SCCmec: cassette cromosoémico estafilococico.

VISA: Vancomycin-intermediate S. aureus, S. aureus con resistencia intermedia

a la vancomicina.

VRSA: Vancomycin-resistant S. aureus, S. aureus con resistencia a la

vancomicina.
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RESUMEN

El aumento de la presencia de cepas resistentes a los tratamientos
guimioterapicos actuales, y por tanto, el aumento de la mortalidad por infecciones
dificiles de tratar, hacen indispensable la busqueda de moléculas bioactivas
frente a cepas resistentes. Los metabolitos secundarios presentes en las plantas

medicinales son un punto de partida para la exploracion de nuevos farmacos.

En el presente trabajo se evalud la actividad antimicrobiana de los extractos
etandlico (90 %) e hidroalcohdlico (70 %) de Rosmarinus officinalis, sobre dos
cepas de Staphylococcus aureus, una cepa resistente a la meticilina
proporcionada por el Laboratorio Nacional de Referencia y otra cepa sensible a
la meticilina proporcionada por el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador. El objetivo principal de
este trabajo es establecer si dichos extractos presentan actividad antimicrobiana
gue permita considerarlos integramente 0 a uno de sus metabolitos secundarios

para el tratamiento de infecciones producidas por cepas resistentes.

Las concentraciones inhibitorias minimas de cada extracto y de vancomicina, el
cual fue utilizado como farmaco de referencia, se obtuvieron en dos medios de
cultivo, en caldo Mueller Hinton y en caldo Mueller Hinton Salino, con el objetivo
de determinar si la presencia de cloruro de sodio es un factor que modifica la

concentracion a la cual se inhibe el microorganismo.

Los resultados muestran que el extracto hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis
presenta una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 1 mg/mL sobre la cepa
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, mientras que del extracto

etanolico, la concentracion requerida fue de 2 mg/mL.

En cuanto a la cepa Staphylococcus aureus sensible a la meticilina, el extracto

hidroalcohdlico mostré una concentracion inhibitoria minima de 2 mg/mL
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independientemente del medio de cultivo utilizado. La diferencia entre medios de
cultivo se observa solo en el extracto etandlico sobre esta cepa ya que para el
medio Mueller Hinton se obtuvo una concentracion inhibitoria minima de 2 mg/mL
y para el medio Mueller Hinton Salino, una concentracion inhibitoria minima de 4

mg/mL.

Las CIM de vancomicina necesarias para inhibir la cepa de Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina, fueron de 0.49 pg/mL para medio Mueller Hinton
y de 0.98 pug/mL para medio Mueller Hinton Salino. Para la cepa Staphylococcus
aureus sensible a la meticilina, la concentracion obtenida fue de 0.98 pg/mL
independientemente del medio de cultivo utilizado. Estos resultados indican que
al menos una de las cepas de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina

presente en el pais todavia es sensible a la vancomicina.

Esto se debe a que la vancomicina es un principio activo puro, por lo que presenta
una mayor actividad antimicrobiana en comparacion a la actividad presentada por
ambos extractos, ya que dichos extractos poseen una variedad de metabolitos

secundarios que pueden antagonizar o minimizar la actividad bactericida
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1.0 INTRODUCCION

Staphylococcus aureus (S. aureus) es una de las bacterias mas importantes a
nivel clinico debido a la facilidad con la que puede provocar enfermedades y la
habilidad que posee para adquirir resistencia a los antibiéticos. Una de estas
resistencias es hacia la meticilina. Dicho tipo de resistencia representa un serio
problema de salud publica debido a que en las personas infectadas con este tipo
de cepas, la probabilidad de muerte se incrementa en un 64% us. En algunas
regiones de Latinoamérica, se han reportado casos en que las infecciones por
S. aureus son resistentes a la meticilina hasta en un 90% us), 10 que hace adn
mas significativa la busqueda de nuevos metabolitos bioactivos frente a estos

microorganismos resistentes.

La resistencia a la meticilina de S. aureus fue descrita por primera vez en
Inglaterra en 1961. Desde que fue reportada, se ha dado un aumento de
infecciones por esta cepa, la mayoria vinculados a instituciones de salud. A
finales de la década de los 90s, se han conocido casos de infecciones por parte

de esta cepa vinculada a la comunidad ().

En el presente trabajo, se determind la concentracion inhibitoria minima (CIM)
que exhiben los extractos etandlico (90 %) e hidroalcohdlico (70 %) de las hojas
de romero (Rosmarinus officinalis L.), obtenidos por maceracion. Las
determinaciones se llevaron a cabo utilizando una cepa de S. aureus resistente
a la meticilina (SARM) procedente del Laboratorio Nacional de Referencia y una
cepa sensible a la meticilina (SASM).

Se verificaron tanto la identidad como las caracteristicas de resistencia
antimicrobiana de las cepas, para luego realizar la determinacién de la
concentracion inhibitoria minima de cada extracto, utilizando vancomicina como

control positivo.
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Se determiné la concentracién inhibitoria minima que presenta la vancomicina;
con el objetivo de verificar la sensibilidad de las cepas de estudio frente a este
antibiotico y utilizar los valores obtenidos como referencia al momento de

comparar la CIM que presentan los extractos.

Estableciendo la capacidad antibacteriana de cada extracto, se puede considerar
su posible potencial en la investigacion de metabolitos secundarios bioactivos,
y/o desarrollo de extractos derivados de productos naturales que presenten una
alternativa frente a los tratamientos convencionales actualmente utilizados, o que

puedan servir como complemento a las terapias actuales.

Los resultados de CIM de los extractos de romero muestran que el extracto
hidroalcohdlico necesita una concentracion de 1 mg/mL para inhibir el
crecimiento de la cepa resistente; mientras que el extracto etandlico, necesita
una concentracion de 2 mg/mL para ejercer su efecto antibacteriano sobre la
cepa SARM. Estos resultados revelan que los extractos presentan un metabolito
0 una combinacion de ellos que presentan potencial antibacteriano frente a cepas
de S. aureus, ya sean sensibles o resistentes a la meticilina. Por tanto, se debe
continuar con su investigacion para conocer su espectro de accién, su toxicidad
y su estandarizacion quimica, con la cual se conlleven a mejoras en los

tratamientos para tratar infecciones causadas por cepas resistentes.

La investigacion fue realizada en los laboratorios de Fitoquimica, Biotecnologia y
Microbiologia del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD),

en los meses de mayo a agosto de 2015.
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2.0 OBJETIVOS

2.10bjetivo General

Determinar la concentracién inhibitoria minima de extractos Rosmarinus

officinalis L. (romero) sobre Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(SARM).

2.20Objetivos Especificos

221

2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

2.2.6

Preparar los extractos alcohodlico (90%) e hidroalcohdlico (70%) de
Rosmarinus officinalis por el método de maceracion.

Determinar la resistencia a la meticilina de la cepa aislada en
Hospital Nacional de Nifios Benjamin Bloom y de la cepa control, por
medio del método de antibiograma con cefoxitina.

Determinar la concentracion inhibitoria minima de los extractos
alcoholico e hidroalcohdlicos de R. officinalis y de la vancomicina por
medio del método de microdilucion en caldo frente a una cepa de S.
aureus resistente a la meticilina (SARM) y una cepa sensible a la
meticilina (SASM).

Comparar la capacidad inhibitoria de los extractos elaborados y de la
vancomicina sobre S. aureus resistente a la meticilina y S. aureus
sensible a la meticilina por el método estadistico ANOVA.

Interpretar las diferencias de concentraciones inhibitorias minimas
obtenidas entre las cepas resistente a la meticilina y sensible a la
meticilina utilizando el método estadistico LSD.

Presentar los resultados obtenidos a la Asociacion de Promotores
Comunales Salvadoreiios (APROCSAL) y al Laboratorio Nacional de

Referencia del Ministerio de Salud.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1Staphylococcus aureus

S. aureus, o también llamado estafilococo dorado, son bacterias grampositivas,
pigmentadas, anaerobias facultativas que fermentan carbohidratos y estan
dispuestos generalmente en racimos irregulares en forma de uva, caracteristicas
que se observan en la figura N°1. Los cocos jovenes son grampositivos, mientras
van envejeciendo tienden a convertirse en gramnegativos, no son moviles y no

forman esporas s,

Figura N°1. Morfologia de S. aureus. (A) Tincién de Gram ., (B) colonias en agar

Manitol Sal .

S. aureus posee una gran variedad de factores de patogenicidad que pueden ser
agrupados de la siguiente manera: los que pertenecen a la estructura de la pared
celular (peptidoglucano y &cidos teicoicos), proteinas (MSCCRAMMS, proteina
A), enzimas (catalasa, coagulasa, hialuronidasa, estafilocinasas, proteasas,
lipasas, lactamasa B), exotoxinas (a, B, y, y ), citotoxinas (leucocidina de Panton
Valentine), toxinas exfoliativas (toxina A y B), Toxina del Sindrome del Choque
Toxico (TSST-1) y enterotoxinas (A-E, G-J, K-R, U y V) 4 .. Dichos factores de

patogenicidad o de virulencia estan representados en la figura N°2.
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Exotoxinas a, B, v,y

Toxina del Sindrome
del Choque Téxico
TSST-1

Peptidoglucano \\‘
) / e Enterotoxinas A-E,
Protena A —» N / 4 /)"/' G-J, KR UyV

Proteasa —p [ [ Toxinas exfoliativas
AvB
N — Acidot
Hialuronidasa ——» Q N /. cldo feleolco
> C o -
Lipasa p Lactamasa
Leucocidina de MSCCRAMMS: adhesinas

Panton-Valentine  que favorecen la adhesion del
microorganismo al huésped

Figura N°2. Factores de virulencia presentes en S. aureus .

Segun la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA, por sus
siglas en inglés), S. aureus es uno de los 6 patdgenos de mayor importancia en
la practica médica diaria . Junto con E. coli, E. faecalis y P. aeruginosa, esta

considerada una de las causas principales de infecciones hospitalarias s.
3.2 Resistencia a la meticilinade S. aureus

Las infecciones producidas por SARM presentan un serio impacto en la salud del
paciente debido a que aumentan ciertos factores de riesgo como “la mortalidad
por distintas causas, mortalidad atribuida a bacterias, mortalidad en la unidad de
cuidados intensivos, aumento de la duracion en estancia hospitalaria post-
infeccion, aumento de la duracion de la estancia en la unidad de cuidados
intensivos, choque séptico y el aumento de la bacteriemia” ., A ello se debe
sumar el uso de antibiodticos de segunda linea que resultan ser mas caros y con
mayores efectos secundarios sobre la salud de paciente. El uso de antibidticos

de segunda linea no solo presenta la desventaja de mayores efectos secundarios
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sobre el paciente, sino ademas la posibilidad de conducir a generar resistencia a

S. aureus y otras bacterias .

Hay ciertos tipos de pacientes que presentan un mayor riesgo de infeccién por
parte de esta cepa, y por tanto, un mayor riesgo de mortalidad. Dichos pacientes
con mayor riesgo son los que presentan las siguientes enfermedades:
“enfermedad pulmonar crénica, influenza, leucemia, tumores malignos, pacientes
gue han sido sometidos a un trasplante de 6rganos, prétesis o dispositivos
implantados, quemaduras, trastornos crénicos de la piel, diabetes, catéteres
urinarios, personas sometidas a dialisis renal, personas inmunosuprimidas por el
uso de la radiacién o corticosteriodes, personas con VIH/SIDA, recién nacidos y

madres en lactancia” .,

La resistencia de S. aureus a la meticilina es bastante conocida. El primer
aislamiento de esta cepa se produjo en 1961 en Inglaterra, considerandolo un
patégeno asociado a las instituciones hospitalarias. En 1993, en Japén, se aislo
una cepa de S. aureus con resistencia intermedia a la vancomicina (VISA por sus
siglas en inglés). La resistencia total hacia la vancomicina (SARV) se reporté en
2002 en Estados Unidos

Las infecciones con cepas de S. aureus con resistencia a la meticilina habian
guedado reducidas a ser adquiridas en las instituciones hospitalarias (SARM-AH,
HA-MRSA en inglés); pero a finales de los afios 90s se comenzo a adquirir dicha
cepa fuera de las instituciones hospitalarias, por lo que se le denominé S. aureus
resistente a la meticilina adquirida en la comunidad (SARM-AC, CA-MRSA en
inglés). Esta cepa posee susceptibilidad antimicrobiana diferente a la cepa que
es adquirida en instituciones hospitalarias. Esta dltima cepa genera
preocupacion debido a que no se conoce exactamente su origen; se considera

gue su aparicion se debe a la asociacion de dos genotipos: el genotipo resistente
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de S. epidermidis y el genotipo de una cepa de S. aureus meticilina-sensible mas

virulento

La resistencia a meticilina de S. aureus comprende un mecanismo bien definido
por el gen mecA « . Dicho gen evita que el anillo betalactamico se una a las
enzimas que ayudan a formar la pared celular de la bacteria (transpeptidasas), y
por lo tanto, la bacteria es capaz de replicarse de forma normal. El gen codifica
la proteina PBP2a (union de penicilina proteina 22), la cual tiene una baja afinidad
por los antibidticos beta-lactamicos como la meticilina y la penicilina por lo que
evita la inhibicion de la sintesis de la pared celular por estas sustancias , Esta
proteina es transportada por un elemento genético movil llamado cassette
cromosomico estafilococico (SCCmec) « . En el cuadro N°1 se muestran las

variantes del SCCmec y la cepa en la cual se han encontrado.

Cuadro N°1 .Variantes del cassette cromosémico estafilocécico SCCmec ¢ s

Variante Cepaen la que se encuentra Accion y/o efecto

| Presenta la resistencia a la meticilina

Il Presenta resistencia a multiples

m SARM adaquirido en hospital antibiéticos diferentes a los B-lactamicos y

a metales pesados

VI
v Mas pequefios y maviles lo que facilita la
. iseminacién I . Presentan |
v SARM adgquirido en la diseminacién de la cepa esentan la
. resistencia a la meticilina
comunidad
Vi No se ha encontrado la accion y/o efecto
vii gue provocan estas variantes.

Se entiende que una cepa de SARM es resistente a todos los betalactamicos
(penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos). Al ser SARM-

AH genéticamente multirresistente, los antibidticos indicados son los



glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina) para tratamiento terapéutico . Las

2

estructuras de la vancomicina y teicoplanina se muestran en la figura N°3.
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Figura N°3: Estructuras de A) Vancomicina ., y B) Teicoplanina Yy sus

sustituyentes.

No todas las cepas de SARM que poseen el gen mecA poseen resistencia a la
meticilina ya que la resistencia viene dada por la eficiencia de la produccién de
PBP2a que se halla modulada por factores cromosémicos. Se debe tomar en
cuenta también que el papel que juegan las enzimas Fem (factor esencial para
la resistencia a la meticilina) puede ser critico en la resistencia homogénea a la
oxacilina. Por ello una disminucion de los Fem conlleva a una reduccién de la

resistencia a la meticilina .

3.3 Antibidticos de uso actual para el tratamiento de infecciones de S.

aureus resistente a la meticilina

En la actualidad se han indicado 13 antibidticos para el tratamiento de infecciones
por SARM. Los antibidticos efectivos utilizados como terapia contra infecciones
producidas por SARM son: penicilina, clindamicina, clotrimoxazol, daptomicina,

fosfomicina, linezolid, rifampicina, teicoplanina, doxiciclina, minociclina,

tigeciclina, vancomicina y gentamicina s En el Anexo N°1 se describen las
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caracteristicas mas importantes de cada grupo de antibioticos utilizados para el
tratamiento de SARM.

El tratamiento actual para tratar infecciones de S. aureus resistente a la meticilina
(SARM) comprende distintos farmacos que se utilizan dependiendo del area en
donde se localiza la infeccion; ademés se considera la concentracion inhibitoria
minima (CIM) que presenta el antibidtico elegido ante la cepa. En los casos en
gue la infeccion sea grave, la recomendacion es elegir una terapia que incluya
dos o mas farmacos frente a una monoterapia, con el objetivo de obtener una
eficacia clinica mayor y asi evitar que la cepa desarrolle resistencia a los
antibiéticos con la que se trata la infeccion ,.

3.4 Rosmarinus officinalis L.

3.4.1 Descripcion taxonémica
R. officinalis se clasifica de la siguiente manera .

¢ Reino: Plantae

¢ Filo: Magnoliophyta

¢ Clase: Magnoliopsida
e Orden: Lamiales

e Familia: Lamiacea

e Género: Rosmarinus
e Especie: officinalis

e Nombre cientifico: Rosmarinus officinalis L.

Hojas, Tallo y Raiz: “la planta es un subarbusto ramificado de hojas perennes,
de 50 a 150 cm de alto, de ramas erguidas, escaladas u ocasionalmente
decumbentes. Las hojas son perennes lineales, coriaceas, marginales, verde
claro y un tanto rugosas. Son tomentosas, de 15 a 40 mm por 12 a 3,5 mm” .
Ver figura N°4.
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Flores y Frutas: “las flores labiadas crecen en inflorescencias, en la parte superior
de las ramas. El caliz es de 3 a 4 mm., verde o rojizo, inicialmente tomentoso,
luego 5a 7 mmy glabro. La venacion es conspicua. La corola es de 10 a 12 mm
de largo, azulado, ocasionalmente rosado o blanco. La nuez es café” . Ver figura
N°4.

Partes medicinales: “las partes medicinales son el aceite extraido a partir de las
hojas y el tallo frondoso, la floracion, puntas de las ramas secas, hojas secas,
hojas frescas, las partes aéreas frescas recolectadas durante la floracion y las

ramas floridas” s,. Ver figura N°4.

Figura N°4. Rosmarinus officinalis (Romero) . (A) Arbusto, (B) flor, (C)

caracteristicas morfoldgicas del romero.
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3.4.2Etnobotéanica

Los usos etnobotanicos del romero en la medicina popular son diversos; entre
ellos se mencionan: antiespasmaodico en el cdlico renal y en la dismenorrea s s,
como tonico ,, analgésico ., colagogo , antirreumatico . ,, carminativo ,
diurético . ., €xpectorante ,, antiepiléptico «, astringente ., anti-envejecimiento
» Y mejora la digestion  5,. Es utilizado como alivio en trastornos respiratorios,
calculos renales, hipertension y dolor de estbmago . .,. Como estimulante para el

crecimiento del cabello, la circulacion y del sistema nervioso .

Otros usos del romero son: en el alivio de las enfermedades del corazén ,,; como
insecticida y herbicida ; promueve el flujo menstrual , y como abortivo ., Se
utiliza para mejorar la funcion mental y la memoria .. La maceracion en etanol

es utilizada en México para aliviar el dolor reumatico .

3.4.3Actividades bioldgicas

Las actividades bioldgicas del romero han sido ampliamente estudiadas. En el
cuadro N°2 se describen dichas actividades y el tipo de analisis (in vitro o in vivo)

mediante el cual se han estudiado.
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Cuadro N°2. Actividades biologicas estudiadas del romero.

Actividades biolégicas Tipo de Referencias
analisis
in vivo (4,11, 58, 70)
Antiinflamatorio —
in vitro (48, 93)
Actividad neurofarmacoldgica in vivo (66)
Antidepresivo in vivo (52, 54)
Antiulcerogénico in vivo (69)
Antibacteriano, insecticida, antifingico, citotéxico in vitro (6. 18, 45, 68, 91, 94)
Acaricida in vitro (1)
Antioxidante in vitro (11, 12, 31, 46, 73, 92, 93)
Antiproliferador de tumores, anticancerigeno,
guimiopreventivo N vivo (46 T80
Inhibidor de diacilglicerol acetiltransferasa in vitro 24)
Antinociceptivo in vivo @
Antiespasmadico in vivo ©3)
Antidiabético in vivo 1)
Antihiperactivo, anti-déficit de memoria, regulador de in vivo 53)
glucosay acetilcolinesterasa
Antihipotensivo in vivo (29)
Gastroprotector in vitro 67)
Regulador de glucosay lipidos in vitro (o1)

En la tabla N°1, se presentan distintos resultados de concentracion inhibitoria
minima de romero. Se pueden observar los distintos métodos para determinar la
CIMy sus valores entre los que se encuentran la dilucion en disco, microdilucién
en caldo, y macrodilucion en caldo, principalmente. Ademas varian las cepas
utilizadas en los analisis y el tipo de extracto. Los datos muestran que se obtienen
diferentes datos de CIM dependiendo del método de analisis. Vale resaltar que
en el articulo elaborado por el Klancnik y colaboradores, 2009 ., se obtuvo una
CIM mayor mediante el método de difusion en disco (DIF) en comparacion a la
obtenida por los otros tres métodos utilizados. En el articulo de Castafio y
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colaboradores, 2010 ., la diferencia en los valores de CIM obtenidos reside en el
tipo de extracto de romero utilizado, obteniéndose que el aceite esencial ejerce
una mayor actividad bactericida que el ejercido por el extracto etandlico, el cual,
no presento actividad bactericida. Por ultimo, para determinar como afecta la
cepa utilizada, Pesavento y colaboradores, 2015 , en su articulo presento la
CIMgo y ClM100 para dos cepas de colecciones de cultivo diferentes, una cepa es
de la Coleccién de Cultivos de Tipo Americano (ATCC, por su siglas en inglés) y
otra del Departamento de Ciencias de la Salud (HSD, por su siglas en inglés); la
diferencia se obtiene sobre todo en los valores presentados a una ClMioo, ya que
la cepa HSD necesita una menor concentracion respecto a la cepa ATCC.

Tabla N°1. CIM de romero frente a cepas de S. aureus

Articulo Tipo de | Tipo de CIM y método utilizado
cepa extracto
In Vitro Antimicrobial and DIFt 20.0 mg/mL
Antioxidant Activity of Commercial Solubles DIL?
Rosemary Extract Formulations. . en agua MDIL? 5.0 mg/mL
ATCC MADIL?
25923 DIFt 0.625 mg/mL
Solubles DIL!
en aceite MDIL? 0.156 mg/mL
MADIL?
Actividad bactericida del extracto 2
etandlico y del aceite esencial de Etandlico microdilucion en caldo
hojas de Rosmarinus officinalis L. ATCC
sobre algunas bacterias de interés 6538 Aceite 1,024 mg/mL
alimentario. g esencial microdilucion en caldo
Antibacterial activity of Oregano, Dilucion en caldo
Rosmarinus and Thymus essential ATCC
oil against Staphylococcus aureus 25923 Aceite ClMz00 5UL/mL
and Listeria monocytogenes in beef HSD esencial ATCC
meatballs. 3623
CIMgo 1pL/mL
ClMuoo 2uL/mL
HSD CIMgo 1pL/mL

1. DIF: difusion en disco; DIL: dilucién en disco; MDIL: microdilucion en caldo; MADIL: macrodilucion en caldo
2. No present6 inhibicion.
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3.4.4Metabolitos secundarios

El aceite esencial de romero se encuentra en una proporcion de 1-2% en las
muestra frescas y contiene 0.8-6% de ésteres y 8-20% de alcoholes .. Los
principales compuestos son: 1,8-cineol (12.3%) ¢ ., borneol (4.0%) s » 7, linalol
(1.91%) .+, acetato de bornilo (14.8%) ., alcanfor (6.73%) .. a-pineno (33.3%)
@, canfeno (13.8%) ., limoneno (4.15%) ., 2-hexen-1-ol (7.67%) ., tricicleno
(0.60%) ), a-tujeno (0.72%) . Las hojas de romero también contienen los
alcoholes triterpénicos a-amirina y B-amirina, acido rosmarinico, patulina y B-

sitosterol ..

Los marcadores quimicos del romero son: acido rosmarinico ., rosmanol ,,
acido carngsico , « Yy carnosol . Aparte de dichos metabolitos, el romero
también produce los siguientes compuestos: acido caféico -, acido clorogénico
@, rosmaridifenol . s,, rosmariquinona  s,, acido ursolico ,, rosmaricina g e,
epirosmanol ,, cryptotanshinona ,, isorosmanol .,, rosmadial ,, cirsimarina e,
diosmina «,, hesperidina ,, homoplantiginina ,, fegopolina ,, acido oleandlico «,
y ésteres 3-acetilo «, Algunas de las estructuras de estos compuestos se

muestran en la figura N°5.



OH

HO

allllQ
I

HO

HO

Figura N°5: Metabolitos secundarios presentes en el romero: A) 1,8-cineol

(eucalyptol), B) borneol, C) linalol, D) limoneno, E) alcanfor, F)

patulina, G) carnosol, H) rosmanol, ) acido carndsico, J)

cryptotanshinona, K) &cido ursélico, L) acido rosmarinico, M) acido
caféico, N) hesperidina.

3.4.5Indicaciones y usos

Los usos aprobados por la Comision E (Comision de Alemania encargada de
elaborar una guia terapéutica de plantas medicinales) incluyen: para problemas

de presidn sanguinea, quejas dispépticas, pérdida de apetito y reumatismo.

34
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También sefiala otros usos no aprobados tales como: para sintomas digestivos,
dolores de cabeza y migrafia, dismenorrea, amenorrea y oligomenorrea, mareos
y mala memoria, como cataplasma en heridas de dificil cicatrizacion, para

eczemas y como analgésico en lesiones de boca y garganta .
3.4.6 Métodos reportados para el estudio de los metabolitos del romero

Para el estudio de las actividades bioldgicas que presentan los metabolitos del
romero, se han utilizado diferentes métodos y solventes de extraccion, como los

gue se presentan en el cuadro N°3.

Cuadro N°3. Métodos de extraccion utilizados para el estudio de metabolitos de

romero.
Método de extraccion Solvente utilizado Referencias
Percolacion Etanol 50% (66)
Metanol 80% ©)
Etanol 70% an
Maceracion Diclorometano:metanol (1:1) ®1)
Hexano y etanol (37.83)
Etanol 96% (11,24, 52, 53, 54)
Hidrodestilacion Agua (6,73,92,94)
Agua, metanol (01)
Hexano y acetato de etilo (46)
Soxhlet Etanol 95% ()
Etanol 100% (69)
Destilacién por vapor Agua @3y
Sonicado Metanol (a4)

3.4.7Toxicidad

En general, el uso de romero no presenta riesgos para la salud del paciente. No

obstante, se deben de tomar en cuenta las siguientes contraindicaciones

e En las mujeres embarazadas puede ser abortivo.
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e En personas alérgicas al alcanfor.

e En dosis altas tiende a ser mutagénico y genotdxico (demostrado en
analisis in vivo).

e Se recomienda no utilizar el aceite de romero en pacientes con: gastritis

aguda, Ulcera gastroduodenal, hepatopatias, epilepsia y Parkinson.

Las sobredosis de romero pueden provocar coma, espasmos, vOomitos,

gastroenteritis, sangrado uterino, irritacion en los rifiones e incluso la muerte .
3.4.8Preparaciones tradicionales del romero

A continuacién se describen formas de preparacion tradicionales de romero y las

dosis diarias para cada una de las preparaciones .

e Infusién: verter hirviendo agua sobre 2 gramos de droga finamente cortada
y colar después de 15 minutos (1 cucharadita corresponde
aproximadamente a 2 gramos de droga). Dosis diaria: una taza varias
veces al dia.

¢ Vino de romero: agregar 20 gramos de droga en un 1 litro de vino, dejar
reposar por 5 dias, agitar ocasionalmente.

e Tintura: 1:5 con etanol al 70% (V/V). Dosis Unica: 20 a 50 gotas.

e Extracto liquido: 1:1 con etanol al 45% (V/V). Dosis Unica: 2 a 4 mL.

e Externamente: formas semisoélida y liquida con 6 a 10% de aceite esencial.

e Aditivo de bafio: 50 gramos de droga a 1 litro de agua caliente.

e Lavados: usando 1% de infusion.
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3.5Método de determinacién de la concentraciéon inhibitoria minima:

Microdilucién en caldo

La concentracion inhibitoria minima (CIM) puede ser definida como ‘la
concentracion mas baja de droga que previene el crecimiento visible de
microorganismos luego de entre 18 y 24 horas de cultivo” .,, es decir, si un
antibiético posee una concentracion mayor que la CIM de un microorganismo,

este antibiotico sera capaz de inhibir el desarrollo de la bacteria .

La concentracién inhibitoria minima es, junto con concentracion maxima
alcanzada (Cmax) y el area bajo la curva (ABC), uno de los tres parametros
farmacocinéticos y farmacodinamicos determinantes a la hora de escoger un
antibiotico y su posologia. Esto se debe a que existen antibiéticos que dependen

de la concentracion, del tiempo y de la via de administracion .

El método de microdilucion en caldo se utiliza para determinar la CIM de una
sustancia frente a un microorganismo. Consiste en agregar volimenes de
diferentes concentraciones de la sustancia a analizar en 96 pocillos de plastico
estéril con fondo en forma de U. El medio de cultivo a utilizar en este método es

el caldo Mueller Hinton (MH) .

Con esta técnica se pueden determinar dos valores: concentracion inhibitoria
minima y concentracion bactericida minima. Hay que tomar en cuenta que el
volumen total que debe haber en el pocillo es de 0.1 mL contando caldo de

cultivo, sustancia a analizar e indculo .,

En el analisis se debe llevar un control positivo y uno negativo. El control positivo
estara compuesto de caldo mas indculo, mientras que el control negativo estara
compuesto de caldo mas sustancia a analizar. La placa luego de ser llenada, se
incuba generalmente a 35°C/18-24 horas. Esta debe estar cubierta, ya sea con

la tapa de la placa o con plastico que sea adhesivo y permeable al oxigeno .,
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Para determinar la CIM, se observa el pocillo con la menor concentracion que no
muestra crecimiento microbiano, esto se hace comparandolo con el control
positivo; y para obtener la CMB se inoculan 10 pL de los pocillos en los que no
se muestra crecimiento, luego se cuentan las colonias que crecen y se comparan
con el conteo del in6culo bacteriano inicial. La CMB es generalmente dos

diluciones mayores que la CIM ,



CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO
4.1 Tipo de estudio

Exploratorio: debido a que se evalu6 en qué tipo de extracto de romero se obtiene
una mejor actividad bactericida sobre cepas sensibles y resistentes de S. aureus.
Estos resultados permitiran guiar futuros estudios en el desarrollo de extractos
para el tratamiento de infecciones por dichas cepas.

Experimental: Se realizaron ensayos microbiolégicos para determinar la actividad
antimicrobiana de los extractos etandlico e hidroalcohdlico de romero sobre dos
cepas de S. aureus, una sensible y otra resistente a meticilina, comparando con

vancomicina como antibiético de referencia.

Prospectivo: debido a que los resultados de dicho estudio puede servir de

referencia para estudios posteriores.
4.2 Investigacion bibliogréfica
La investigacion bibliogréfica se realiz6 en:

— Biblioteca Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador.

— Recursos On-line de la Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador.

— Biblioteca Central Hugo Lindo, Universidad José Matias Delgado.

— Biblioteca Virtual de la Universidad Wisconsin-Madison, Estados Unidos.

— Biblioteca de la Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM).

— Internet.
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4.3 Investigacion de campo

La investigacion de campo se llevo a cabo en el Jardin Botanico La Laguna. Se
llevd una muestra fresca de romero para su identificacion y certificacion
taxonomica. Ademas, se obtuvo por parte del Laboratorio Nacional de

Referencia, la cepa SARM utilizada en la investigacion.

4.4 Parte experimental

4.4.10Obtencién del material vegetal

Las muestras fueron obtenidas a través de la Asociacion de Promotores
Comunales Salvadorefios (APROCSAL), a partir del proveedor Herboristeria
“Delicia Natural’. Las muestras fueron trasladadas desde Quezaltenango,
Guatemala hacia El Salvador. El proveedor present6 una carta firmada y sellada
haciendo constar que las muestras provienen de Guatemala (ver anexo N°15).
El material vegetal se recibio en estado seco, producto de un proceso de secado

a una temperatura de 40°C por 48 horas.
4.4.21dentificacion taxondmica y certificacion del material vegetal

El material vegetal fue identificado y posteriormente certificado a través del
Jardin Botanico La Laguna, que extendi6 un certificado haciendo constar que el
material vegetal corresponde y ha sido identificado como R. officinalis L. (ver

anexo N°16)
4.4.30Dbtencion de los extractos

Los extractos fueron obtenidos por el método de maceracion. Para preparar el
extracto etandlico de romero (ver anexo N°2), se utilizé como solvente etanol al

90% vy el procedimiento realizado fue el siguiente:

1. Pesar 908.0 g de hojas secas de romero.
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Colocarlas en un recipiente de acero inoxidable denominado “EtOH-romero”.
Medir 6.0 L de etanol al 90% v/v.

Colocar el etanol en el recipiente EtOH-romero.

Dejar en reposo durante 18 dias a temperatura ambiente protegido de la luz.
Posterior al tiempo de reposo, filtrar el extracto.

Evaporar el extracto utilizando un rotavapor a una temperatura no mayor de
60°C hasta sequedad o volumen reducido, durante 38 horas.

Secar completamente los extractos en una estufa durante dos semanas a
una temperatura de no mayor de 60°C.

Triturar el extracto.

10.Pesar y calcular el porcentaje de rendimiento.

11.Colocar en desecador a temperatura ambiente hasta su posterior uso.

Para preparar el extracto hidroalcohdlico de romero (ver anexo N°1), se utilizo

una mezcla de agua:etanol en proporciones de 1:2, por lo que la concentraciéon

final del etanol fue de 70% v/v. El procedimiento realizado fue el siguiente:

N

© © N o O b~ W

Pesar 908.0 g de hojas secas de romero.

Colocarlas en un recipiente de acero inoxidable denominado “Hidro-EtOH-
romero”.

Medir 2.0 L de agua destilada.

Colocar el agua en el recipiente Hidro-EtOH-romero

Medir 4.0 L de etanol al 90% v/v.

Colocar el etanol en el recipiente Hidro-EtOH-romero.

Dejar en reposo durante 18 dias a temperatura ambiente protegido de la luz.
Posterior al tiempo de reposo, filtrar el extracto.

Evaporar el extracto utilizando un rotavapor a una temperatura no mayor de
60°C hasta sequedad o volumen reducido, durante 38 horas. Utilizar alcohol

isoamilico como antiespumante.
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10.Secar completamente los extractos en una estufa durante dos semanas a
una temperatura no mayor de 60°C.

11.Triturar el extracto.

12.Pesar y calcular el porcentaje de rendimiento.

13.Colocar en desecador a temperatura ambiente hasta su posterior uso.

4.4.4Prueba de solubilidad de los extractos
Se verifico la solubilidad de los extractos aplicando el siguiente procedimiento:

1. Pesar 0.64 g de extracto etandlico e hidroalcohdlico en un beaker de 50 mL
respectivamente. Elaborar por duplicado.

2. Agregar 1 mL de caldo MH o MHS y disolver.

3. Comprobar que el extracto se haya disuelto completamente.

4. En caso de no haber disolucion completa, disminuir la cantidad de extracto a
diluir en 1 mL de caldo MH o MHS, comprobando a 0.32 g, 0.16 gy 0.08 g

de ambos extractos.

4.4.5Medios de cultivo y reactivos a utilizar

La preparacién y composicion de los medios de cultivo y reactivos a utilizar, se

describen en el anexo N°3.

4.4.6 Concentracion inhibitoria minima por el método de microdilucién en

caldo

Para el ensayo de CIM, se realizaron diluciones de los extractos y de vancomicina
cercanas a las CIM descritas en la literatura e, ss; luego se evalué su accion
mediante el método de microdilucion en caldo, frente a microorganismos

estandarizados a una densidad de 5x10° UFC/mL.
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4.4.6.1 Preparacion de diluciones de los extractos de R. officinalis g,

Los extractos alcohdlico e hidroalcohdlico se evaluaron a las siguientes
concentraciones 64 mg/mL, 32 mg/mL, 16 mg/mL, 8 mg/mL, 4 mg/mL, 2 mg/mL,
1 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL y 0.125 mg/mL. En el proceso de microdilucion,
la concentracion de los extractos disminuye al ser agregada en los pocillos, por
lo que se deben elaborar a una concentracion doble para obtener la

concentracion deseada. El proceso fue el siguiente: (ver anexo N°4):

1. Preparar una solucién stock de 640 mg/mL pesando 6.4 g de extracto y
disolverlo en 10 mL de caldo MH + 0.5% v/v de dimetilsulféxido (DMSO).

2. Agitar durante 20 minutos.

3. Filtrar en papel filtro en flujo laminar y realizar una segunda filtracion en filtro
para jeringa con poro de didmetro de 0.45 um.

4. Para obtener las distintas concentraciones a analizar, se realizé una serie de

diluciones teniendo en cuenta el siguiente cuadro:

Tabla N°2. Diluciones de los extractos de R. officinalis.

Soln []del Fuente | Volumen de Volumen [ ] obtenida [1final de
extracto solucion de de caldo de extracto | extracto final
(mg/mL) extracto (mL) | estéril (mL) (mg/mL) en prueba
(mg/mL)

1 640 Stock 2 8 128 64

2 128 Soln1 1 1 64 32

3 128 Soln1 1 3 32 16

4 128 Soln1 1 7 16 8

5 16 Soln 4 1 1 8 4

6 16 Soln 4 1 3 4 2

7 16 Soln 4 1 7 2 1

8 2 Soln 7 1 1 1 0.5

9 2 Soln 7 1 3 0.5 0.25

10 2 Soln 7 1 7 0.25 0.125

Soln: solucion, [ ]: concentracion.
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5. La serie de disoluciones se prepara tanto en caldo MH + 0.5% v/v de DMSO,
como con MHS + 0.5% v/v de DMSO para cada extracto.

4.4.6.2 Preparacion de las diluciones de vancomicina

La CIM reportada de la vancomicina frente a SARM es de 1 pg/mL ), l0 que

corresponde a 0.001 mg/mL.

Las primeras diluciones que se prepararon fueron las siguientes: 32 mg/mL, 16
mg/mL, 8 mg/mL, 4 mg/mL, 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.125
mg/mL y 0.062 mg/mL. El frasco de vancomicina rotula 0.5 g de este antibi6tico

en términos de la base.
El proceso para preparar las diluciones es el siguiente (ver anexo N°5):

1. Diluir el contenido de un vial de vancomicina que rotula 0.5 g con 7.81 mL de
caldo MH + 0.5% de DMSO, obteniendo una concentracion de 64 mg/mL.
Esta ser4 la solucion 1v (32 mg/mL). El caldo debera contener
dimetilsulféxido a una concentracion de 0.5% v/v del volumen total.

2. Agitar el vial hasta completa disolucion.

3. Para las deméas concentraciones, elaborar una serie de diluciones teniendo

en cuenta el siguiente cuadro:



Tabla N°3. Primera dilucion de vancomicina.
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Soln []de Fuente | Volumende | Volumen | []obtenida [1final de
vancomicina solucion de de caldo de vancomicina
(mg/mL) vancomicina estéril vancomicina | final en prueba
(mL) (mL) (mg/mL) (mg/mL)

2v 64 1lv 1 1 32 16

3v 64 1lv 1 3 16 8

4v 64 1lv 1 7 8 4

5v 8 4v 1 1 4 2

6v 8 4v 1 3 2 1

Y 8 4v 1 7 1 0.5

8v 1 v 1 1 0.5 0.25

9v 1 Y 1 3 0.25 0.125
10v 1 Y 1 7 0.125 0.062

Soln: solucién, [ ]: concentracion.

4. Preparar la serie de diluciones tanto con caldo MH como con caldo MHS.

Luego de la primera dilucién de vancomicina, se realiz6 una segunda dilucion

para analizar concentraciones mas pequefias que las analizadas en la primera

serie. El proceso de dilucion es el siguiente (s s (ver anexo N°6):

1. En un vial que contenga 0.5 g de vancomicina sélida, diluir en 7.81 mL de

agua desmineralizada estéril, obteniendo una concentracion de 64 mg/mL.

2. Tomar 1 mL de la solucion anterior y diluir en 7 mL de buffer fosfato

monobasico de potasio estéril (pH= 4.5), obteniendo una concentracién de 8

mg/mL. Dicha disolucién sera denominada Stock.

3. Realizar una serie de diluciones teniendo en cuenta el siguiente cuadro,
utilizando como solvente los caldos MH y MHS + 0.5% de DMSO.



Tabla N°4. Segunda dilucién de vancomicina.
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Soln []de Fuente Volumen Volumen | [] obtenida [1final de
vancomicina de soln de caldo de vancomicina
(ug/mL) madre (mL) (mL) vancomicina en prueba
(Hg/mL) (Hg/mL)
1v 8,000 Stock 1 3 2,000 1,000
2v 8,000 Stock 1 7 1,000 500
3v 1,000 Soln 2 1 1 500 250
4v 1,000 Soln 2 1 3 250 125
5v 1,000 Soln 2 1 7 125 62.5
Y 125 Soln 5 1 1 62.5 31.2
Y 125 Soln 5 1 3 31.2 15.6
8v 125 Soln 5 1 7 15.6 7.8
9v 15.6 Soln 8 1 1 7.8 3.9
10v 15.6 Soln 8 1 3 3.9 1.9
11v 15.6 Soln 8 1 7 1.9 0.98
12v 0.98 Soln 11 1 1 0.98 0.49
13v 0.98 Soln 11 1 3 0.49 0.24
14v 0.98 Soln 11 1 7 0.24 0.12
15v 0.12 Soln 14 1 1 0.12 0.061
16v 0.12 Soln 14 1 3 0.061 0.03
17v 0.12 Soln 14 1 7 0.03 0.015
18v 0.015 Soln 17 1 1 0.015 0.007
19v 0.015 Soln 17 1 3 0.007 0.003
20v 0.015 Soln 17 1 7 0.003 0.001

Soln: solucion, [ ]: concentracion.

4.4.6.3 Obtencidén, mantenimiento y verificacion de laidentidad de cepas de
trabajo (SARM y SASM)

La cepa SARM fue obtenida del cepario del &rea de bacteriologia del Laboratorio

Nacional de Referencia. Esta cepa fue aislada en el Hospital de Nifios Benjamin
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Bloom por parte de profesionales de dicho hospital. La cepa lleva el siguiente

numero de identificacién: 691231.

Se guardd en crioviales para su conservacion y posterior uso. EI método para la

preservacion es el siguiente (Ver anexo N°7):

1. En dos tubos con medio TSA inclinado, inocular una asada de la cepa
contenida en el medio de transporte.
Incubar por 48 horas a 35°C.

3. Acadatubo de TSA agregar aproximadamente 600 puL de Tween 2% v/v para
obtener las colonias en forma de suspension

4. En cada criovial (cuatro en total), agregar 200 L de la suspensién bacteriana
preparada en el paso anterior.

5. Por ultimo, a cada criovial agregar 200 pL de glicerol al 40% v/v.

6. Almacenar a una temperatura entre -4 y -10 °C hasta su posterior uso.

La cepa SASM que se utilizd fue proporcionada por el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia con codigo ATCC 6538,
contenida en crioviales, y se realiz6 el mismo procedimiento de conservacion

para conservar las cepas de trabajo que seran utilizadas durante el estudio.

Se realizaron las siguientes pruebas microbiolégicas convencionales para
confirmar la identidad de las cepas de S. aureus utilizadas. Estas pruebas se
realizaron tanto para la cepa SARM como para la cepa SASM. La cepa sensible
fue cultivada en agar MH, y la cepa resistente, en agar MHS; a partir de ellas se

realizaron las pruebas:

Morfologia microscopica «, se verific6 mediante tincion de Gram. Se elaboré
para determinar a qué grupo (grampositivos 0 gramnegativos) pertenecen los
microorganismos contenidos en los viales SARM y SASM, El proceso fue el

siguiente:
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1. Enun portaobjeto limpio, colocar una gota de cloruro de sodio. Un portaobjeto
para la cepa SARM y uno para la cepa SASM.

2. En la gota de cloruro de sodio, colocar una asada de una colonia (SARM O

SASM). Homogenizar.

Fijar en mechero Bunsen.

Agregar cristal violeta a cubrir. Reposar por un minuto.

Lavar con agua destilada.

Agregar lugol a cubrir. Reposar por un minuto.

Lavar con agua destilada.

Agregar la solucion alcohol-acetona a cubrir.

© 00 N o 0o b~ W

Lavar con agua destilada.

10. Agregar safranina a cubrir. Reposar por un minuto.

11.Lavar con agua destilada.

12.Secar cuidadosamente con papel toalla y con mechero Bunsen.
13.Observar al microscopio.

14.La observacion de cocos morados dispuestos en racimos o0 en tétradas,

indica bacteria grampositiva.

Prueba de catalasa «, S. aureus posee una enzima denominada catalasa que

descompone el peréxido de hidrogeno en oxigeno y agua.

1. En un portaobjetos colocar dos gotas de perdxido de hidrégeno.
2. Tomar una asada a partir de las placas con las cepas inoculadas y colocarla
sobre las gotas de perdxido de hidrégeno, agitar suavemente.

3. La aparicién de burbujeo inmediato indica que la prueba es positiva.

Morfologia macroscopica en agar Baird-Parker ,; mediante este agar, se
puede identificar S. aureus a partir de las caracteristicas macroscopicas que

presentan las colonias.
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En una placa de Petri que contenga agar de Baird-Parker, inocular de forma
estriada, una asada a partir de una placa de Mueller Hinton. Incubar la placa
durante 24 horas. La prueba es positiva para S. aureus si se observan colonias

negras brillantes con un halo alrededor de ellas.

Morfologia macroscépica en agar Manitol Salado ., en dicho agar, se

observa la fermentacion de carbohidratos, una caracteristica de S. aureus.

En una placa de Petri que contenga agar Manitol Salado, inocular mediante
estriado, una asada a partir de las placas que contienen las cepas. Incubar
durante 24 horas. La presencia de colonias que han tornado la coloracion del

medio de rosa a color amarillo se considera positiva para S. aureus.

Morfologia macroscépica en agar Sangre ,: S. aureus es una bacteria -

hemolitica, por lo que provoca lisis completa en todos los eritrocitos.

En una placa de Petri que contenga Agar Sangre, inocular mediante estriado, una
asada de microorganismo, a partir de una placa de Mueller Hinton. Incubar
durante 24 horas. La presencia de colonias betahemoliticas se considera positiva

para S. aureus.

Resistencia a cefoxitina .,: segun el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés), para determinar la resistencia de
S. aureus a la meticilina/oxacilina, el antibiograma se realiza con discos de

cefoxitina.

En una placa con agar MH, inocular la cepa SARM sobre toda la superficie del
agar. Colocar 2 discos estandarizados de cefoxitina. Incubar a 37°C/24h. Repetir
el procedimiento para la cepa de S. aureus sensible a la meticilina (SASM). La
cepa se considera es resistente a la cefoxitina y por ende a la meticilina si los
diametros de los halos en mm son menores o iguales a 21mm, y sensible si los

diametros de los halos en mm son mayores o iguales a 22mm.
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Resistencia a diversos antibidticos «,: “El fenotipo de resistencia de
Staphylococcus frente a la meticilina (y a la oxacilina), se da por la adquisicion
del gen mecA. La resistencia a la meticilina mediada por este gen, implica la
resistencia a todas las penicilinas, cefalosporinas (exceptuando las dos nuevas
cefalosporinas, ceftobiprole y ceftarolina), 1,2, carbapenems y asociaciones de
beta-lactamico con inhibidor de beta-lactamasa” . El cuadro N°4 muestra
diferentes fenotipos y mecanismos de resistencia a los antibidticos
betalactamicos que presenta el género Staphylococcus, asi como niveles de

incidencia de estos diferentes tipos de resistencia.

Cuadro N°4. Antibiogramas y mecanismos de resistencia en Staphylococcus o).

B-lactamicos Mecanismo de resistencia Incidencia
PEN | OXA | AMP | AMC | FOX

S S S S S Ninguno Baja

R S R S S Penicilinasa Muy alta

R R R R R PBP2a (gen mecA) Alta-moderada

Hiperproduccién de
IIR IIR IIR S S penicilinasas o modificacion de Muy baja
PBP 1,204

S: sensible; I: intermedio; R: resistente.

Para verificar la resistencia a la meticilina en el laboratorio, se utilizan discos de
cefoxitina de 30 ug. En el caso de S. aureus y de S. lugdunensis, un halo de <21

mm indica la presencia del gen mecA.
4.4.6.4 Preparacion de cultivo de trabajo

Las cepas estaban contenidas en crioviales por lo que fue necesario
reconstituirlas para su posterior uso, para ello se ejecutaron las siguientes

acciones (ver anexo N° 8):
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1. Tomar una asada de cada criovial conteniendo las cepas, estriar en placas
separadas de agar MH e incubar a 37°C por 18-24 horas.

2. Verificar mediante la observacion de las placas y tincion de Gram de una
colonia aislada de cada una de las placas la pureza de cada una de ellas y
luego proceder a realizar las pruebas de identificacion indicadas en la seccion
4.6.3.

3. Habiendo verificado la pureza, inocular la cepa sensible en agar MH, y la

cepa resistente en agar MHS. Incubar a 37°C por 18-24 horas.

Estandarizar las cepas espectrofotométricamente a 625 nm, a un rango de
absorbancia entre 0.08-0.13, que equivale a una densidad 6ptica de 1.5 x108
UFC/mL @7)-

Para la estandarizacion se seguira el siguiente proceso (Ver anexo N° 9):

1. Utilizar tubos con caldo MH y tubos con caldo MHS.

2. Configurar en el espectrofotometro a una longitud de onda de 625 nm.

3. Llevar el espectréometro a una absorbancia de 0, usando como blanco,
caldo MH.

4. A partir de las placas que contienen las colonias de la cepa SARM,
seleccionar 3 a 5 colonias morfoldgicamente similares, utilizando un asa
de plastico estéril.

5. Transferir las colonias a un tubo que contenga caldo MH a un volumen de
5 mL y mezclar utilizando un agitador vortex.

Medir la absorbancia de esta suspension.

7. Ajustar la turbidez de la solucién a un valor entre 0.08 y 0.13 utilizando

caldo MH, en caso de que la turbidez sea demasiado alta, o agregando

mas inoculo, si la turbidez es demasiado baja.
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8. Para determinar si se ha obtenido la concentracion deseada (1.5 x108
UFC/mL) se prepararan diluciones seriadas duplicadas, siguiendo el
procedimiento que se muestra en el anexo N°10.

9. Una vez obtenida la absorbancia deseada (que corresponde a 1.5 x108
UFC/mL), diluir la suspension bacteriana en un factor 1:100. Para ello
tomar 200 pL de la suspension previamente estandarizada y agregar a
19.8 mL de caldo MH en un Erlenmeyer de 50 mL estéril, obteniéndose
asi 20 mL de inéculo, (concentracion aproximada 1.5 x108 UFC/mL); a esta
suspension se le llamara suspension de prueba.

10.Repetir el proceso para la cepa SASM.

11.Se haran suspensiones de SARM y SASM en MH y MHS, es decir, al final

se tendran 4 suspensiones de prueba.

A la hora de agregar el inéculo a los pocillos se obtendran concentraciones de
5x10° UFC/mL.

4.4.6.5 Determinacién de la concentracion inhibitoria minima por el método

de microdilucién en caldo g,

Primer ensayo para la determinacion de CIM mediante el método de

microdilucién en caldo (ver anexo N° 11).

1. Se utilizaran ocho microplacas en total. La microplaca esta dividida de la
siguiente manera: 12 columnas x 8 filas.

2. Las microplacas seran denominadas de la siguiente manera:

— EtSMH: extracto etandlico + SASM + caldo MH.

— EtRMH: extracto etandlico + SARM + caldo MH.

— EtSMHS: extracto etandlico + SASM + caldo MHS.

— EtRMHS: extracto etandlico + SARM + caldo MHS.

— HiSMH: extracto hidroalcoholico + SASM + caldo MH.

— HiRMH: extracto hidroalcohdlico + SARM + caldo MH.



54

HiISMHS: extracto hidroalcoholico + SASM + caldo MHS.

HIRMHS: extracto hidroalcohélico + SARM + caldo MHS.

. Las filas de cada microplaca fueron utilizadas de la siguiente manera:

Fila A: blanco de vancomicina.

Fila B: diluciones de prueba de vancomicina (ver tabla N°1).

Fila C: blanco del extracto.

Filas D-G: andlisis del extracto.

. Agregar 50 pL de las diluciones de los extractos y la primera serie de
diluciones de vancomicina a distintas concentraciones en los pocillos de las
columnas 1 a la 10 de tal manera que la concentracion vaya disminuyendo a
medida que avanzan los pocillos.

. Utilizar la columna 11 como control positivo. Agregar 100 pL de suspensién
de prueba. Dicha suspension de prueba contiene el microorganismo a
analizar mas el medio de cultivo (caldo MH o0 MHS).

. Para determinar que la concentracion de la suspension de prueba es la
correcta (5x10° UFC/mL), se elaborara el siguiente proceso (ver anexo N°
13)

Inmediatamente después de inocular la columna 11, con la cepa de prueba,
tomar 10 pL en un tubo que contenga 990 puL de medio de cultivo MH.
Homogenizar mediante vortex.

Tomar 100 pL y agregarlos a un tubo que contenga 900 uL de medio de
cultivo (MH o MHS). Homogenizar mediante vortex.

De los 4 tubos inoculados, pipetear 100 pL a placas con agar MH.

. La columna 12 seré utilizada como control negativo (esterilidad), por ello se
agregaran 100 pL de medio de cultivo MH o MHS segun corresponda.

. Agregar 50 pL de la suspensién de prueba de la cepa correspondiente para

cada microplaca.
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9. Antes de proceder a incubar las microplacas, leer la absorbancias de los
pocillos en un equipo lector de ELISA a una longitud de onda de 630 nm (ver
anexo N°13).

10.Proceder a incubar las microplacas y las placas con agar a 35°C por 24
horas.

11.Proceder a verificar visualmente los resultados de crecimiento en las

microplacas y a leer nuevamente las absorbancias de cada una de ellas.

Segundo ensayo para determinacién de CIM de vancomicina mediante el método

de microdilucion en caldo (ver anexo N° 12).

1. Se utilizaran cuatro microplacas en total. La microplaca esta dividida de la
siguiente manera: 12 columnas x 8 filas.

2. Las microplacas seran denominadas de la siguiente manera:

— VSMH: vancomicina + SASM + caldo MH.

— VRMH: vancomicina + SARM + caldo MH.

— VSMHS: vancomicina + SASM + caldo MHS.

— VRMHS: vancomicina + SARM + caldo MHS.

3. Las filas de cada microplaca fueron utilizadas de la siguiente manera:

— Fila A: primer blanco de vancomicina.

— Filas B-D: analisis de vancomicina (Ver tabla N°4).

— Fila E: segundo blanco de vancomicina.

— Filas F-H: andlisis de vancomicina.

4. Agregar 50 pL de la segunda serie de diluciones de la vancomicina a distintas
concentraciones en los pocillos de las columnas 1 a la 10, siendo en las filas
A-D las mayores concentraciones, y las filas E-H, las de menor
concentracion.

5. Utilizar la columna 11 como control positivo agregando 100 pL de suspension
de prueba. Dicha suspension de prueba contiene el microorganismo a

analizar mas el medio de cultivo (caldo MH o0 MHS).
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6. Para determinar que la concentracién de la suspension de prueba es la
correcta (5x10° UFC/mL), elaborar el mismo proceso que para el primer
ensayo de determinacion de CIM (ver anexo N° 13).

7. La columna 12 sera utilizada como control negativo (esterilidad), por ello se
agregaran 100 pL de medio de cultivo MH o0 MHS segun corresponda.

8. Agregar 50 pL de la suspension de prueba de la cepa correspondiente a cada
microplaca.

9. Antes de proceder a incubar las microplacas, leer la absorbancias de cada
microplaca en un equipo lector de ELISA a una longitud de onda de 630 nm
(ver anexo N°14).

10.Proceder a incubar las microplacas y las placas con agar a 35°C por 24
horas.

11.Proceder a verificar visualmente los resultados de crecimiento en las

microplacas y a leer nuevamente las absorbancias de cada una de ellas.

45 Andlisis estadistico

Luego de haber elaborado por cuadriplicado el ensayo de microdilucion en caldo
para determinar la concentracién inhibitoria minima, se tabularon los datos
obtenidos tomando en cuenta los siguientes factores: extractos de romero
(etandlico e hidroalcohdlico), cepas utilizadas (SARM y SASM) y los medios de

cultivo (MH y MHS), para luego comparar con vancomicina.

Para obtener las diferencias que existen entre concentraciones inhibitorias
minimas de los extractos y vancomicina, y también entre las cepas SARM y
SASM, se utiliz6 el método estadistico analisis multifactorial. El analisis
multifactorial consiste en describir el impacto que presentan dos o mas factores
frente a una variable dependiente ). Dicho analisis estadistico sera elaborado
en el programa Statgraphics Centurion, en el mismo programa se utilizo la prueba

LSD de Fisher para calcular la menor diferencia significativa entre las variables
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independientes. Se utilizé un nivel de confianza de 95% para todos los analisis.
Se utilizo el andlisis factorial debido a que todos los factores (extractos, cepas,
medios y concentracion) que fueron analizados, influyen en el crecimiento
microbiano; se evaluo el efecto que provocan estos factores en los resultados

obtenidos.



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.10btencion e identificacion del material vegetal

El proveedor, Herboristeria “Delicia Natural”’, llevd el material vegetal al
laboratorio de APROCSAL, y posteriormente entrego la carta firmada y sellada

haciendo constar que las muestras provienen de Guatemala. (Ver anexo N° 15)

Ademas, el curador del Herbario del Jardin Botanico La Laguna, entregd un
certificado haciendo constar que el material vegetal utilizado corresponde a la

especie vegetal R. officinalis L. (Ver anexo N° 16).
5.2Preparacion de los extractos

El material vegetal se lavé y se coloc6 durante 10 minutos en estufa para secarlo
a 60°C. Se pesaron 908.0 g por duplicado y se agregaron a dos contenedores de
acero inoxidable respectivamente. Luego, en uno de los recipientes se colocaron
6 L de etanol al 90%; en el segundo recipiente, 4 L de etanol y 2 L de agua
destilada. Los recipientes se cerraron y se dejaron reposar (ver anexo N° 17).
Los extractos se agitaron durante los dias 4 y 7 después de haber sido
elaborados. El dia 11, se midio el volumen de extracto de cada recipiente, los

datos se muestran en la tabla N°5:

Tabla N°5. Volumen de los extractos de romero (R. officinalis) al dia 11.

Extracto Volumen inicial Volumen al dia 11 Volumen a reponer
Etandlico 6.0L 4.7L 1.3 L alcohol 90 % v/v
Hidroalcohdlico 6.0L 4L 1.34 L alcohol 90 % vlv,
0.66 L agua destilada

En el dia 18 se filtraron los extractos con filtro de cocina y se guardaron en frascos
de plastico de 1 galon para ser llevados a los laboratorios de Biotecnologia y
Fitoquimica del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD).
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Se utilizaron dos rotavapores, uno para cada extracto a una temperatura no
mayor de 60°C. A ambos extractos se le agregd acetona con el fin de agilizar el
proceso de evaporacion. El primer dia se dejaron evaporar durante 5 horas con
15 min. Del segundo al quinto dia se evaporaron durante 8 horas cada dia. Entre
cada dia, los extractos fueron colocados en estufa a 60°C. Para el extracto
hidroalcohdlico se utilizé alcohol isoamilico como antiespumante, en total se

usaron 80 mL.

El proceso de evaporacion del extracto hidroalcohdlico fue mas dificil, esto se
debe al contenido de agua utilizada como solvente (30%). Ademas, se extendio
el tiempo de evaporacién en ambos extractos, debido a que no se contaba con
un enfriador que permitiera incrementar el vacio y acelerar la evaporacion del
solvente sin incrementar la temperatura, ya que la temperatura ideal es de 40°C
o menor. El vacio hubiese acelerado el proceso de secado, y lo ideal hubiese
sido secar los extractos en condiciones de liofilizacién. En el anexo N°18 se

muestra el proceso de evaporacion de los extractos.

Posterior a la evaporacion con rotavapor (ver anexo N° 18), los extractos fueron
dejados en estufa a una temperatura de 60°C durante dos semanas para
evaporar completamente los solventes. Estando completamente secos, fueron

triturados en mortero y pistilo.

Se pesoO cada uno de los extractos para obtener su porcentaje de rendimiento

mediante la siguiente formula:

Cantidad de extracto seco en gramos
% = : x100%
Material vegetal seco en gramos

El porcentaje de rendimiento de cada extracto se muestra en la tabla N°6.

Tabla N°6. Porcentaje de rendimiento de los extractos de romero (R. officinalis).

Extracto Peso del extracto Porcentaje de rendimiento
Etandlico 144.882 g 15.96 %
Hidroalcoholico 134.564 g 14.82 %
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Posterior al calculo del porcentaje de rendimiento, se guardaron los extractos en

un desecador a temperatura ambiente.
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Figura N°6. Grafico de porcentaje de rendimiento obtenido en los extractos

etandlico e hidroalcohdlico de romero (R. officinalis).

En la figura N°6 se observa la cantidad de material vegetal utilizado para elaborar
los extractos (908.0 g), también se muestra la cantidad de material que fue
extraido durante el proceso de maceracién para cada extracto. Los resultados
revelan que el etanol a 90% v/v tiene capacidad de extraer relativamente una
mayor cantidad de material extractable en comparacion al utilizar etanol al 70%

v/v, pero es una diferencia pequefa entre ambos solventes (1.14%).
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5.3Prueba de solubilidad de los extractos

De las pruebas realizadas con los diferentes solventes se observo que no se
disolvian completamente en los medios de cultivo. Dichos resultados se muestran
en el cuadro N°5.

Cuadro N°5. Prueba de solubilidad de los extractos etandlico e hidroalcohoélico
de romero (R. officinalis).

Extractos Resultado de solubilidad en Resultado de solubilidad en 1
1 mL de disolvente MH mL de disolvente MHS
0.649|0.32g|0.16g| 0.08g | 0.64g | 0.32g | 0.16 g | 0.08¢g
Etandlico + ++ | ++ | +++ + ++ ++ +++
Hidroalcohélico + + ++ +++ + + ++ ++

Mayor nimero de cruces indica mayor solubilidad.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se utilizd dimetilsulfoxido a una
concentracion de 0.5% v/v para favorecer una mayor solubilidad en los caldos
MH y MHS. La adicién de dimetilsulfoxido establecida anteriormente, aumenté la
solubilidad de los extractos (ver cuadro N°6). Adicionalmente, fue necesaria la
filtracién de ambos extractos para obtener una disolucién sin turbidez, debido a
que ésta afectaria la observacién de la CIM y la toma de absorbancias por

espectrofotometria.

Cuadro N°6. Solubilidad de las soluciones Stock de los extractos etandlico e
hidroalcoholico de romero (R. officinalis).

Extracto Peso Volumen de solvente Solubilidad
Etandlico 6.4g 10 mL T+
Hidroalcoholico 6.49g 10 mL ++++

Mayor nimero de cruces indica mayor solubilidad.

5.4Preparacion de diluciones de los extractos y vancomicina

Ademas de agregar 0.5% v/v de dimetilsulfoxido, se siguieron una serie de pasos
para garantizar que las diluciones de los extractos quedaran libres de particulas.

Dichos pasos son los siguientes:
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— Se agitdé durante 20 minutos para obtener la maxima solubilidad de las
soluciones Stock.
— Dichas soluciones Stock fueron sometidas a un proceso de doble filtracion,

mediante papel filtro y por filtro de jeringa de poro de 0.45 pm.

A partir de la solucidén Stock ya filtrada, se procedié a obtener las diluciones de

los extractos.

En el caso de la vancomicina se realizaron dos series de diluciones, la primera
en diluciones comparables con los extractos, y la segunda, que involucré tanto
las primeras utilizadas, como las segundas que son mas cercanas a las CIM de
las cepas reportadas en la literatura.

En la primera serie de diluciones solo se utiliz6 como solventes los caldos MH y
MHS a los cuales se les agreg6é 0.5% v/v de DMSO. Mientras que para la
segunda serie, se realizO una primera disoluciébn en agua desmineralizada
estéril, seguido de una disolucién en buffer fosfato monobéasico de potasio a un
pH de 4.5 ;. Dicho proceso se elaboré con el fin de obtener una maxima
solubilidad de la vancomicina, debido a que las absorbancias obtenidas en la
primera disolucibn mostraban turbidez en las concentraciones méas altas no
debidas a la presencia del microorganismo de ensayo, lo cual sugeria un cierto

nivel de insolubilidad del antibidtico tal y como se observa en la figura N°7.
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Figura N°7. Absorbancias de vancomicina obtenidas en: placa del extracto

hidroalcoholico méas cepa sensible mas caldo MHS (HISMHS).

En la figura N°8 se observa una mayor homogeneidad de los valores de
absorbancia de las concentraciones mayores, lo cual indica completa solubilidad
de la vancomicina en las concentraciones altas, y completa inhibicion del
microorganismo de ensayo, y con ello, resultado mas confiables para poder
realizar el andlisis estadistico. Es necesario recordar que las absorbancias altas
que presentan las concentraciones menores, se deben a que a esas

concentraciones, se presenta crecimiento del microorganismo de andlisis.
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Figura N°8. Gréafica de segundo analisis de vancomicina en: placa vancomicina

mas cepa resistente mas caldo MHS (VRMHS).

5.5Reanimacion y pruebas de identidad de las cepas a utilizar

Para la reanimacion de ambas cepas, se utilizaron agar MH y MHS. Los

resultados obtenidos a 24 horas y 48 horas son los siguientes:

-SARM: Se inoculé en agar MHS. A las 24 horas de incubar, se mostraron
colonias pequefias color crema amarillenta. Se obtuvo una pequefia cantidad de
colonias, esto puede deberse a que se inactivaron las cepas susceptibles y solo
crecieron las cepas heterorresistentes. A 48 horas de incubacion, las colonias
crecieron y se muestran mas cremosas.

-SASM: Se sembr6 en agar MH. A las 24 horas de incubar, se mostraron colonias
pequenas color crema amarillenta, con una mayor presencia de colonias en

comparacion a la cepa SARM en MHS.
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La tincibn de Gram mostr6 que ambas cepas son cocos gram positivos
dispuestos en racimos en forma de uva o en tétradas. En la prueba de catalasa,
se observo burbujeo inmediato al entrar en contacto ambas cepas con el peréxido
de hidrégeno, por tanto, ambas cepas dieron positivo para dicha prueba. Para la
prueba en agar Manitol Salado, ambas cepas dieron positivo decolorando el agar
de un color rosa a un color amarillo, tanto alrededor de las colonias, como en el

resto del agar.

Los resultados obtenidos en agar Sangre, indican prueba positiva para la cepa
SASM a 24 horas de incubacion dando colonias grises con halos B-hemoliticos
alrededor de ellas. Para la cepa SARM, si hubo crecimiento a las 24 horas de
cultivo dando colonias grises, pero no se observaron halos de hemdlisis, por tanto
se dej6 incubar a 48 horas, dando en este tiempo los halos B-hemoliticos
alrededor de las colonias. Una diferencia entre ambas cepas, es la decoloracién
gue provoca la cepa SARM en toda la placa, se observd que dicha cepa
decoloraba el agar hasta un tono rojo claro-naranja, mientras la cepa SASM no

provoco dicha decoloracion.

Por dltimo en la prueba de agar Baird-Parker, dicha prueba fue positiva para
ambas cepas, dando colonias negro brillante, con halos alrededor de las colonias.
En la cepa SARM se obtuvieron unos halos pequefios alrededor de las colonias
por lo que era necesario utilizar un cuenta colonias para observarlos, en cambio,
para la cepa SASM los halos obtenidos eran mas grandes, por lo que no era

necesario utilizar cuenta colonias.

Los resultados de las pruebas de reanimacién y de identidad descritas se

muestran en la figura N°9.
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Figura N°9. Reanimacién y pruebas de identidad de cepas de S. aureus.

Para la prueba de antibiograma, se utilizaron los discos de cefoxitina, penicilina,
penicilina G, ampicilina y amoxicilina mas acido clavulanico. Los halos obtenidos

por cada cepa se muestran en la tabla N°7.



Tabla N°7. Halos de inhibicién obtenidos en segunda prueba de antibiograma.
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Antibidtico Cepa SARM Cepa SASM
Cefoxitina 16 mm, resistente 26 mm, sensible
Penicilina 8 mm, resistente 27-30 mm, sensible

Penicilina G 0 mm, resistente 15 mm, resistente
Ampicilina 9 mm, resistente 15 mm, resistente

Amoxicilina més &cido 12-15 mm, resistente 35 mm, sensible
clavulanico

Teniendo en cuenta las pruebas de identificacién, se puede establecer que
ambas cepas son S. aureus, debido a que se obtuvieron resultados positivos en

todas pruebas de identificacion a las cuales fueron sometidas.

Por otro lado, en las pruebas de antibiograma, la cepa SARM dio como resultado,
resistencia a la cefoxitina segun la CDC, ya que los halos de inhibicion obtenidos
fueron de 16 mm; ademas, presento resistencia a los demas antibidticos a los
cuales fue analizado ). Esto resultados sugieren que el mecanismo de
resistencia de la cepa SARM es mediado por el gen mecA y la proteina PBP2a,
gue indican resistencia a la meticilina. En cuanto a la cepa SASM, los resultados
muestran que presenta sensibilidad a la cefoxitina, debido a que sus halos de
inhibicion fueron de 26 mm, ademas obteniendo sensibilidad a la penicilina 'y a la
amoxicilina mas acido clavulanico . Todo ello indica que ambas cepas son

respectivamente S. aureus resistente y sensible a la meticilina respectivamente.

5.6 Verificacion del método de estandarizacion a utilizar

Para la verificacion del método de estandarizacion, se realizé un recuento de la
suspension estandarizada por duplicado con un intervalo de 24 horas entre cada

medicion. Los resultados de la primera y segunda dilucién seriada se muestran
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en la tabla N°8, el resultado en UFC/mL es el promedio de las dos placas méas

la desviacion estandar mostrada en cada dilucion.

Tabla N°8. Verificacién del método de estandarizacion.

Ensayo | Absorbancia | Caldo | Dilucion Resultados en UFC/mL
SARM SASM
Recuento Desv. | Recuento Desv.

SARM 10+ DNPC 0 DNPC 0
0.092 10° 1.8x107 4.2x10° 1.9x107 1.2 x107
SASM MHS 106 7.5x107 7.1x108 8.1x107 2.8 x108
0.122 107 1.0x108 | 1.4x107 | 3.1x108 | 4.2x107

1 SARM 10+ DNPC 0 3.0x106 9.2 x104
0.112 10° 1.3x107 5.0 x10° 8.5x106 6.7 x10°
SASM MH 106 6.3x107 4.2x105 | 5.1x107 | 3.5x108
0.128 107 1.1x108 2.1x107 | 8.0x107 | 4.2x107
SARM 10 4.2x107 3.5x108 4.4x107 5.0x1086
0.129
SASM MHS 107 7.5x107 7.1x108 1.1x108 3.5x107
0.103

2 SARM 10 4.7x107 3.5x108 6.1x107 7.8x108
0.132
SASM MH 107 1.6x108 3.5x107 1.1x108 4.2x107
0.154

DNPC: demasiado numerosas para contar > 6,500 veces el valor reciproco del volumen de muestra usado.
Desv.: Desviacion estandar

Para la segunda prueba de verificacién del método de estandarizacion, solo se
realiz6 recuento de las diluciones 10y 1077, debido a que en estas diluciones se
obtuvieron recuentos contables. Teniendo en cuenta que en el primer ensayo la
cepa SASM en caldo MH obtuvo concentraciones muy alejadas de la
concentracion deseada, para la siguiente verificacion, se establecio una
absorbancia mayor a la establecida inicialmente (0.08-0.13) cercana a 0.15 solo

para esta cepa en dicho caldo.
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Debido a los datos de las diluciones seriadas, se delimitaron nuevos rangos para
cada cepa en cada caldo, siendo los siguientes:

- SARM en MH: 0.13-0.14
- SARM en MHS: 0.14-0.15
— SASM en MH: 0.15-0.16
— SASM en MHS: 0.14-0.15

La literatura expresa que el rango de absorbancia entre 0.08-0.13 7, da lugar
es0s recuentos a una concentracion de 108 UFC/mL, sin embargo, en trabajo de
investigacion, se decidié aumentar los rangos de absorbancia para cada cepa,
ya que los valores obtenidos reportaban unas concentraciones menores a la

reportada por la literatura.
5.7Determinacion de la CIM por el método de microdilucién en caldo

En la tabla N°9 se describen las CIM obtenidas en los ensayos de los extractos,
se debe tener en cuenta que el resultado mostrado, no varié en las cuatro veces
en que se elaboro el analisis.

Tabla N°9. Concentraciones inhibitorias minimas de los extractos de romero y
recuento de los controles positivos.

CIM de CIM de Resultados de control
Cepa Caldo extracto extracto positivo
etandlico hidroalcohodlico (UFC/mL)
(mg/mL) (mg/mL) Recuento Desv.
SARM MH 2 1 1.9x10° 5.7x108
MHS 2 1 2.1x10° 9.9x108
SASM MH 2 2 2.2x10° 2.1x108
MHS 4 2 2.0x105 3.54x103

Al realizar las distintas pruebas de determinacion de CIM de los extractos, se
pudo observar que el extracto hidroalcohdlico presenta las CIM mas bajas para
la cepa SARM, siendo ésta, 1 mg/mL en los medios de cultivo de prueba;

mientras que para la cepa SASM, en el extracto hidroalcohdlico, se obtuvo una
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CIM de 2 mg/mL en ambos medios de cultivo. En cuanto al extracto etandlico,
para la cepa SARM, se obtuvo una CIM de 2 mg/mL independientemente del
medio de cultivo utilizado. Solo para la cepa SASM en el extracto etandlico se
observa una diferencia de CIM entre los dos medios de cultivos utilizados, siendo

de 2 mg/mL para caldo MH y de 4 mg/mL para caldo MHS.

En un estudio elaborado en Palestina por Jarrar y colaboradores (2010) s,
evaluaron la actividad antimicrobiana de un extracto etandlico, utilizando como
solvente etanol al 80%, sobre 5 cepas de SARM. Las CIM para el extracto varian
entre 0.78-3.13 mg/mL. Comparando con los datos obtenidos en el presente
trabajo, el extracto etandlico a una CIM de 2 mg/mL y el hidroalcohdlico a una
CIM de 1 mg/mL, los valores coinciden con el rango obtenido en el articulo citado.
No se encontré estudios evaluando la actividad antimicrobiana de extracto

hidroalcohdlico sobre cepas SARM.

En cuanto a la actividad de extractos de romero sobre cepas de S. aureus
sensible a los antibidticos, se encontré un estudio elaborado en Irak por Ahmed
y colaboradores (2011) ), donde determinaron la CIM de un extracto etandlico de
romero sobre cepas de la coleccion de cultivos del Departamento de Biologia del
Colegio de Medicina de la Universidad de Bagdad, en donde se obtuvo una CIM
de 160 pg/mL (0.16 mg/mL). Al comparar con lo encontrado en el presente
trabajo, las CIM encontradas son mucho mayores a la expresada en referencia
citada anteriormente, siendo de 2 mg/mL, a excepcién del extracto etandlico en
caldo MHS, que fue de 4 mg/mL. Esta diferenciacién entre los datos obtenidos y
los presentados en el articulo citado, se puede deber a la diferencia de método
utilizado, ya que ellos utilizaron el método de difusion en disco; ademas, de las
diferencias en las cepas de estudio, ya que las de ellos provenian de una
coleccion diferente a la utilizada en el presente trabajo, que era la cepa ATCC
6538. Ademas, también se debe tener en cuenta el origen de la planta utilizada,

el climay calidad del suelo donde fue cultivada. Esto afecta, debido a la diferencia
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de nutrientes, sol, temperatura, cantidad de agua, a la que estuvieron sometidas

las plantas, lo cual puede dar lugar a diferentes metabolitos.

Los menores valores de CIM de los extractos mostrados por la cepa SARM frente
a la cepa SASM podrian estar sugiriendo diferencias entre cepas interesantes de
ser estudiadas. En cuanto a los extractos, el hidroalcohdlico, a manera visual, es
donde se obtienen menores CIM, y por tanto, presenta una mayor capacidad
antimicrobiana frente a ambas cepas. Esto se puede deber a que el extracto
hidroalcohdlico presentaba un 30% de agua como solvente, lo que limitd la
extraccion de lipidos que son muy afines al etanol, ademéas se favorece la

extraccion de glicésidos, aunque por lo general son poco activos.
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Figura N°10. Absorbancias de controles positivos y negativos de cada

microplaca.
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En la tabla N°9, también se indican los resultados del recuento de control para
cada cepa. Los valores se encuentran cercanos al valor ideal que es 5.0x10°
UFC/mL, ello indica, que el proceso de estandarizacion al momento de elaborar
el analisis de microdilucion para los extractos, es correcto. Ademas, el control
negativo, el cual estaba constituido por medio de cultivo (caldos MH y MHS),
cumplié con los requisitos, debido a que no se obtuvo crecimiento microbiano.
Las diferencias de absorbancias entre los controles positivos y negativos se
muestran en la figura N°10, notandose una marcada diferencia en todas las

microplacas.

En esta primera prueba, el analisis de la vancomicina no mostré CIM en ninguna
de las concentraciones analizadas, por ello, se elabor6 una segunda prueba con

concentraciones menores con el fin de obtener un resultado de CIM.

En el segundo ensayo para determinar la CIM de la vancomicina, se analizaron
20 concentraciones, siendo la mayor 1 mg/mL, y la menor, 1.0x106 mg/mL. Los

datos se muestran en la tabla N°10 tanto en mg/mL como en pg/mL.

Tabla N°10. Concentraciones inhibitorias minimas de la vancomicina y recuento
de los controles positivos.

Resultados de control positivo
Vancomicina (UFC/mL)
Cepa Caldo (ug/mL) Recuento Desv.
SARM MH 0.49 2.0x105 2.8x103
MHS 0.98 2.1x10°5 4.2x103
SASM MH 0.98 2.1x10°5 1.4x108
MHS 0.98 2.2x105 1.4x108

Desv.: Desviacion estandar.

Los valores de CIM obtenidos para vancomicina determinados en las cepas
SARM y SASM, se encontraron en el rango de corte clinico establecido por
Mensa y colaboradores (2013) s, debido a que se obtienen concentraciones
menores a 1 pug/mL, por tanto se considera que ambas cepas son sensibles a la

vancomicina. En cuanto a la cepa SARM, hay que tener en cuenta que el
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mecanismo de resistencia a la meticilina no es el mismo mecanismo de

resistencia a la vancomicina qg).

Al comparar los resultados de CIM obtenidos en los extractos con los de la
vancomicina, se concluye que la vancomicina posee mejor eficacia frente ambas
cepas de S. aureus, debido a que las CIM obtenidas por la vancomicina son
menores en comparacion con los datos de CIM obtenidos para los extractos de
romero, lo que viene a confirmar la sensibilidad de ambas cepas reportada en la
literatura anteriormente descrita, mientras que los extractos presentan una
variedad de metabolitos en las que su actividad antimicrobiana puede estar
afectada por ciertos factores: baja concentracion de dichos metabolitos,
compuestos antagonistas o la presencia de metabolitos secundarios mayoritarios

gue enmascaran la actividad de los compuestos secundarios minoritarios.

Wang y colaboradores (2006) ), demostraron que 12 cepas de SARMYy 11 cepas
de SASM originarias de Estados Unidos, obtuvieron una CIM > 2 ug/mL frente a
la vancomicina, dichas cepas fueron recolectadas durante un periodo de 5 afios,
entre 2000 y 2004. Silvestre y colaboradores (2013) 5, obtuvieron la CIM de
vancomicina frente a 93 cepas de SARM originarias de Portugal, obteniendo
valores de CIM entre 0.75 pg/mL a 2 pg/mL. Comparando los valores obtenidos
con los reportados en los articulos anteriores, se observa que estos valores de
CIM para vancomicina obtenidos en el presente estudio (0.49 pg/mL y 0.98
png/mL) se encuentran dentro de los valores de CIM obtenidos en los estudios

anteriormente descritos.

En un estudio elaborado en Espafia por Ramos y colaboradores (2013) ¢,
analizaron muestras clinicas de S. aureus obtenidas en el periodo 2004-2012.
Los datos muestran que el 14.53% de cepas estudiadas presentan una CIM a
vancomicina = 2 pg/mL. Al comparar los datos obtenidos con el presentado en el
articulo, se observa que las cepas estudiadas en Espafia presentan una CIM

mayor que las analizadas en el presente trabajo, debido que a la CIM obtenida
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fue de 0.98 pg/mL, que esta dentro del limite de corte clinico establecido por
Mensa y colaboradores (2013).

Ademas de observar visualmente el pozo donde hay inhibicion del crecimiento de
los microorganismos, la medicién en el equipo de espectrofotometria permitid
obtener los datos mostrados en el de gréfico de barras para extractos (Figura
N°11) y para vancomicina (Figura N°12).

Como se puede apreciar, se presentan cinco absorbancias para cada microplaca;
la CIM observada visualmente en cada condicion (establecida en el centro de
cada grupo de barras), dos concentraciones mayores siguientes a la CIM (u, B) y
dos concentraciones menores a la CIM (qa, y), a las cuales se les han agregado
barras de error. El método de tabulacion de los datos de absorbancia se
especifica en el anexo N°19 y en el anexo N°20 se reportan los datos tabulados.
Ademas, se han agregado las absorbancias del control positivo (C+) y control
negativo (C-). De esta manera se puede observar como varian las absorbancias
de los pocillos en cada microplaca. Ejemplos de microplacas luego de incubar se
presentan en el anexo N°21. En ellas se describe el crecimiento del
microorganismo hasta una concentracion especifica, y se puede distinguir, que
los extractos a mayor concentracion, presentan un cierto precipitado sobre los

pocillos, gue va disminuyendo a medida disminuye la concentracion del extracto.

Las graficas revelan como la menor concentracion del extracto de cada
microplaca (y) presenta valores cercanos a los obtenidos por el control positivo
(C+). Por otro lado, ademas en varios casos se puede observar que las
concentraciones menores a la CIM (a, y), sobrepasan en valor de absorbancia al
control positivo, esto sugiere, que pueden existir factores diferentes al
crecimiento del microorganismo que afecten la lectura de absorbancia, como la
coloracion propia de los extractos (el extracto hidroalcohdlico presenta una
coloracién mas oscura que el etandlico), calidad de las microplacas, algoritmos

de lectura del equipo, y el desempefio del personal de analisis.
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Figura N°11. Absorbancias obtenidas en ensayo CIM de los extractos.

Se observa en la Figura N°11, que el extracto etandlico presenta unas
absorbancias menores al ser comparadas con las absorbancias del extracto
hidroalcohdlico, posiblemente debido a que el extracto hidroalcohdlico
presentaba una coloracibn mucho méas oscura al ser diluido, por tanto, esto
influye directamente en los resultados del analisis estadistico, ya que dicha
diferencia de coloracion presenta diferencias de absorbancias muy marcadas
entre los extractos. Ademas se observa que las absorbancias de los controles
negativos a pesar de ser menor a todas presento un valor positivo, esto se debe

a gue se utilizé como blanco el aire.
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Figura N°12. Absorbancias obtenidas en ensayo CIM de vancomicina.

En la figura N°12 se muestra que la cepa SARM presenta una mayor sensibilidad
a la vancomicina, debido a que se refleja en los valores de absorbancia. Ello
sugiere gque la cepa SASM, si bien presenta una CIM sensible a la vancomicina,
estas diferencias sugieren diferencias entre cepas interesantes de ser estudiadas
para poder establecer los riesgos de mutacion de las cepas a fenotipos

resistentes a diferentes antibi6ticos.

5.8Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico, se trabajé con las absorbancias que se obtuvieron en

cada analisis de cada extracto y de la vancomicina. Se utilizaron las absorbancias
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de 5 concentraciones por cada analisis, entre 0.5 mg/mL y 8 mg/mL, debido a
que en estas concentraciones se observa una relacion lineal entre los datos en
la relacion absorbancia-concentracion. Ademas, se tienen datos cuantitativos con
los cuales determinar si hay o no diferencias significativas en los resultados
obtenidos de las absorbancias, es decir, el crecimiento respecto a los diferentes

extractos.

En la tabla N° 11, se expresan los resultados obtenidos para el andlisis de
varianza de las absorbancias de los extractos. En el cuadro se analizan
combinaciones de factores para determinar si dicha combinacion es significativa

a la hora de obtener las absorbancias de cada pocillo.

Tabla N°11. Analisis de la varianza para absorbancias de los extractos.

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:EXTRACTO 1.0582 1 1.0582 57.45 0.0000

B:MICROORGANISMO 0.480925 1 0.480925 26.11 0.0000

C:MEDIO 0.616529 1 0.616529 33.47 0.0000

D:CONCENTRACION 4.07838 4 1.0196 55.35 0.0000

INTERACCIONES

AB 0.701985 1 0.701985 38.11 0.0000

AC 0.556724 1 0.556724 30.22 0.0000

AD 1.27452 4 0.31863 17.30 0.0000

BC 0.479829 1 0.479829 26.05 0.0000

BD 0.114111 4 0.0285277 1.55 0.1916

ABC 0.831169 1 0.831169 45.12 0.0000

ABD 0.219532 4 0.054883 2.98 0.0214

RESIDUOS 2.50509 136 | 0.0184198

TOTAL (CORREGIDO) 12.917 159

Teniendo en cuenta que se ha utilizado un nivel de confianza de 95%, todos

aguellos valores-P que son menores a 0.05, son estadisticamente significativos
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a la hora de obtener los datos de absorbancias, es decir tienen un efecto
significativo sobre el crecimiento del microorganismo. De esta manera, se
observa que la interaccion microorganismo-medio (BD) no es significativa sobre
los datos de absorbancias debido a que el valor-P obtenido es mayor que 0.05,
lo que sugiere que independientemente del medio de cultivo y la cepa utilizada,
los datos que se obtendran serén similares. En cambio, el resto de interacciones,
junto a los efectos principales, si son significativos sobre las absorbancias,
debido a que se obtuvieron valores-P menores que 0.05, y por tanto, si es
necesario tener en cuenta dichos factores para poder obtener resultados

similares.

En las tablas N°12, 13, 14 y 15, se analizan los resultados de la prueba LSD
obtenidos a partir de las absorbancias de las CIM presentadas por los extractos.
Ademas de los datos correspondientes a la CIM, también se toman en cuenta las
absorbancias de dos concentraciones mayores y dos concentraciones menores

a ésta.

Tabla N° 12. Resultados de prueba LSD para absorbancias por extracto.

Extractos
Casos Media LS SigmalS Grupos
homogéneos
ET 80 0.178638 0.0151739 X
HI 80 0.341287 0.0151739 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
ET - HI * -0.16265 0.0424368

* Indica diferencia significativa

En tabla N°12, se observa la minima diferencia significativa entre los extractos.
La posicion de las X's en la columna grupos homogéneos indica que quienes
comparten la misma columna de las X no poseen diferencia significativa, en este
caso existe diferencia significativa la cual es de -0.16265 lo que indica que los
valores de absorbancia del extracto etandlico son menores que los obtenidos por

el extracto hidroalcohdlico, es decir, que el extracto etandlico presenta una mayor
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eficacia al inhibir ambas cepas en ambos medios de cultivo que el extracto

hidroalcohdlico.

Este resultado puede ser interpretado como que a mayor absorbancia del
extracto hidroalcoholico, presenta una menor eficacia antimicrobiana comparada
con el extracto etandlico. Sin embargo, al observar la Figura N°11, se muestra
gue las absorbancias de las concentraciones mayores de dicho extracto, superan
los resultados de absorbancia del control positivo, esto se debe a la diferencia de
coloraciébn que presentan los extractos, ya que el extracto hidroalcohdlico
presentd una coloracion mas oscura al ser diluido, y a pesar de haber realizado
la correccion de los valores con el valor de la absorbancia de los extractos solos,
parece no haber sido suficiente para poder estandarizar de mejor manera los
resultados, ya que los resultados visuales arrojaron una mayor efectividad (menor

CIM) del extracto hidroalcohdlico.

Tabla N° 13. Resultados de prueba LSD para absorbancias por microorganismos.

Microorganismos
Casos Media LS Sigma LS Grupos
homogéneos
SARM 80 0.205138 0.0151739 X
SASM 80 0.314788 0.0151739 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
SARM - SASM * -0.10965 0.0424368

* Indica diferencia significativa

El analisis LSD de los resultados de absorbancia de las diferentes cepas sefal6
que fueron significativamente diferentes, y a la vez, indic6 que los valores
menores fueron los de la cepa SARM, lo cual sugiere, que dicha cepa presenta
una mayor sensibilidad en ambos extractos en ambos medios de cultivo, lo cual
es consistente con los resultados de las CIM determinadas visualmente, que se
encontraron entre 1 y 2 mg/mL para la cepa SARM, y entre 2 y 4 mg/mL para la
cepa SASM.
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Tabla N°14. Resultados de prueba LSD para absorbancias por medios de cultivo.

Medios
Casos Media LS SigmalLS Grupos homogéneos
MH 80 0.197887 0.0151739 X
MHS 80 0.322038 0.0151739 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
MH - MHS * -0.12415 0.0424368

* Indica diferencia significativa

Los resultados del analisis LSD para absorbancias de medios de cultivo, indica
qgue los resultados fueron significativamente diferentes, mostrando que los
valores mas bajos se observaron en el caldo MH, lo que revela que en dicho
medio se obtuvo una mayor inhibicibn de ambas cepas. Dichos resultados son
consistentes con los observados en la CIM, sobre todo en la cepa SASM en
extracto etandlico, ya que se obtiene una CIM de 2 mg/mL en caldo MH y una
CIM de 4 mg/mL en caldo MHS.

Tabla N°15. Resultados de prueba LSD para absorbancias por concentracion.

Concentracién
mg/mL Casos Media LS Sigma LS | Grupos homogéneos
2 32 0.132344 0.023992 X
4 32 0.155375 0.023992 X
8 32 0.163531 0.023992 X
1 32 0.288406 0.023992 X
0.5 32 0.560156 0.023992 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
05-1 * 0.27175 0.0670985
05-2 * 0.427813 0.0670985
05-4 * 0.404781 0.0670985
05-8 * 0.396625 0.0670985
1-2 * 0.156062 0.0670985
1-4 * 0.133031 0.0670985
1-8 * 0.124875 0.0670985
2-4 -0.0230312 0.0670985
2-8 -0.0311875 0.0670985
4-8 -0.00815625 0.0670985

* Indica diferencia significativa
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La tabla N° 15 muestra los resultados del analisis LSD de los promedios de las
absorbancias obtenidas a las diferentes concentraciones de los extractos
estudiados. Muestra que los valores obtenidos a las concentraciones 2, 4 y 8
mg/mL, al ser contrastados entre si, no poseen una diferencia significativa, lo que
revela que dichas concentraciones se obtuvieron resultados similares, es decir,
al alcanzar la CIM, ya no se observa disminucion significativa del crecimiento,
porque a partir de dicha CIM, las concentraciones mayores, presentan igual
eficacia. En cuanto al comparar las concentraciones 1y 0.5 mg/mL entre si, y con
el resto de concentraciones, se obtienen diferencias significativas entre ellos, lo
gue significa que a concentraciones menores presenta mayor diferencia en las
absorbancias, siendo la mas grande entre 0.5-2 mg/mL, concluyendo que a 2

mg/mL se tiene una mayor inhibicion.

En cuanto al andlisis estadistico de la vancomicina, al elaborar el andlisis de
varianza, solo se toman en cuenta si el medio, el microorganismo o la
concentracion influyen en la absorbancia, dichos datos se muestran en tabla
N°16.

Tabla N°16. Analisis de varianza para absorbancias de vancomicina.

Fuente Sumade Gl |Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:MICROORGANISMO |0.107486 1 (0.107486 5.97 0.0179

B:MEDIO 0.0424094 1 (0.0424094 2.36 0.1308

C:CONCENTRACION [0.95053 5 10.190106 10.57 0.0000

RESIDUOS 0.93548 52 (0.01799

TOTAL (CORREGIDO) |2.20369 59

Gl: grados de libertad
Se observa que solo los microorganismos y la concentracién muestran un efecto

significativo a la hora de obtener las absorbancias para la vancomicina. El efecto

del medio de cultivo sobre el crecimiento del microrganismo de prueba no se
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considera significativo, ya el andlisis de varianza mostré una P >0.05 en el
andlisis de las medias relacionadas con esta variable. Por tanto, independiente
del medio que se utilice, los valores obtenidos seran similares. En cambio el
microorganismo y la concentracion si influyen significativamente en el crecimiento
microbiano, y por tanto, si importa la cepa utilizada y la concentracion de

vancomicina para obtener diferencias en las absorbancias.

De los resultados de la CIM de vancomicina, se debe de tomar en cuenta que la

cepa resistente presenta una CIM menor que la obtenida por la cepa sensible.

En las tablas N°17 y 18, se muestran los datos de la prueba LSD para las

absorbancias obtenidas en el analisis de la vancomicina.

Tabla N°17. Resultados de prueba LSD para absorbancias por microorganismos.

Microorganismos
Casos Media LS SigmalS Grupos
homogéneos
SASM 30 0.183538 0.0282311 X
30 0.271385 0.025362 X
SARM
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
SARM - SASM * 0.0878462 0.0721164

* Indica diferencia significativa

En la tabla N°17, se muestra el andlisis de LSD para los promedios de
absorbancia mostrados en los analisis por los dos tipos de microorganismos
ensayados, en ella se observa que al ser positiva la diferencia, revela que los
resultados obtenidos por la cepa SASM presentan menores absorbancias que los
obtenidos por la cepa SARM, lo que sugiere en términos generales, que la cepa
SASM presenta una mayor sensibilidad a la vancomicina que la cepa SARM,

tanto en ambos medios de cultivo, como en las concentraciones analizadas.

Dichos datos presentan una discordancia con los datos de CIM obtenidos
visualmente, debido a que la cepa resistente, obtiene en el caldo MH, una CIM
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de 0.49 pg/mL, en cambio, la cepa sensible, mostr6 una CIM de 0.98 pg/mL;
mientras que en el caldo MHS, ambas cepas obtienen la misma CIM (0.98
png/mL). Sin embargo, es necesario recordar que los recuentos obtenidos en los
controles positivos de la cepa SARM fueron ligeramente mayores que los de la
SASM (Tabla 5), por lo que a pesar de los célculos de estandarizacion realizados
podria haber influido al momento del andlisis estadistico.

Tabla N°18. Resultados de prueba LSD para absorbancias por concentracion.

Concentracion
png/mL Casos Media LS SigmalS Grupos
homogéneos
0.98 12 0.0751667 0.0387191 X
1.9 12 0.100417 0.0387191 X
3.9 9 0.131282 0.0455606 XX
0.49 12 0.23075 0.0387191 X
0.24 12 0.395 0.0387191 X
0.12 3 0.432154 0.0817838 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0.12-0.24 0.0371538 0.181574
0.12-0.49 * 0.201404 0.181574
0.12-0.98 * 0.356987 0.181574
0.12-1.9 * 0.331737 0.181574
0.12-3.9 * 0.300872 0.192739
0.24-0.49 * 0.16425 0.109878
0.24-0.98 * 0.319833 0.109878
0.24-1.9 * 0.294583 0.109878
0.24-3.9 * 0.263718 0.119979
0.49-0.98 * 0.155583 0.109878
0.49-1.9 * 0.130333 0.109878
0.49-3.9 0.0994679 0.119979
0.98-1.9 -0.02525 0.109878
0.98 -3.9 -0.0561154 0.119979
1.9-3.9 -0.0308654 0.119979

* Indica diferencia significativa
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En la tabla N°18, se muestran las diferencias significativas presentes en los
promedios de absorbancia obtenidos para las distintas concentraciones de
vancomicina estudiadas. Se observa que aquellas concentraciones que
presentan una X a un mismo nivel, no presentan diferencias significativas entre
si. En dicho cuadro se muestra que la mayor diferencia se obtiene entre 0.12-
0.98 pg/mL, siendo a 0.98 pg/mL en donde se tiene una mayor inhibicion de las

cepas.

5.9 Presentacion de los resultados

Los resultados de CIM obtenidos por parte de los extractos etandlico e
hidroalcohdlico y de la vancomicina, fueron presentados al Laboratorio Nacional
de Referenciay a APROCSAL. El formato de presentacion de los resultados se

observa en el anexo N°22.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES



87

6. CONCLUSIONES

Utilizando etanol al 90 % v/v como solvente de extraccion, se obtuvo un
porcentaje de rendimiento levemente mayor que al utilizarlo al 70% v/v, sin
embargo, esta diferencia de porcentaje de rendimiento no afecta la capacidad
antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico, ya que en éste, se obtuvieron

menores concentraciones inhibitorias minimas.

Las pruebas realizadas a las cepas provistas por el Laboratorio Nacional de
Referencia y el Laboratorio de Microbiologia, demostraron que corresponden
a Staphylococcus aureus. Ademas, la prueba de agar Sangre revelo ciertas
diferencias en la lisis de eritrocitos, indicando diferencias a nivel bioquimico

entre ellas.

La cepa proporcionada por el Laboratorio Nacional de Referencia, presento
un halo de 16 mm en ensayo de sensibilidad con discos de cefoxitina por lo
que se considera resistente a este antibiético y en consecuencia, a la
meticilina; mientras que la cepa provista por el Laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Quimica y Farmacia, presentdé un halo de 26 mm lo cual

indica su sensibilidad a la meticilina.

Para inhibir el crecimiento de la cepa resistente, el extracto etandlico presenta
una concentracién inhibitoria minima (CIM) de 2 mg/mL; mientras que para
inhibir el crecimiento de la cepa sensible, se necesita una concentracion de

4 mg/mL, en las condiciones experimentales utilizadas en este estudio.

El extracto hidroalcohdlico inhibe el crecimiento de la cepa resistente a una
concentracion inhibitoria minima (CIM) de 1 mg/mL, mientras que para la

cepa sensible, dicha concentracion fue de 2 mg/mL.
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6. El extracto hidroalcohdlico presenta una menor concentracion inhibitoria
minima (CIM) de 1 mg/mL frente a la cepa resistente que la presentada por

el extracto etandlico, que fue de 2 mg/mL.

7. Lavancomicina presenta una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 0.49
pug/mL frente a la cepa resistente; mientras que para la cepa sensible, se
obtuvo una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 0.98 pg/mL. Ello

sugiere gque la vancomicina sigue siendo efectiva frente a ambas cepas.

8. Los resultados del analisis estadistico indicaron que los extractos a unas
concentraciones mayores de 2 mg/mL, presentan actividad bactericida frente
a ambas cepas de Staphylococcus aureus analizadas; mientras que, dicha
actividad se observa a concentraciones mayores de 0.98 pg/mL cuando se

realiza el ensayo con vancomicina.
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7.0 RECOMENDACIONES

Para proximos ensayos, los investigadores deben contar con un equipo de
evaporacion de extractos vegetales que presente todo el instrumental
requerido, para asegurar que en dicho proceso los factores de temperatura y
presion, se adeclen al proceso establecido.

Elaborar extractos de romero utilizando distintos métodos de extraccion, con
el objetivo de determinar con cual método es posible obtener diferencias en
metabolitos y actividad antimicrobiana.

Realizar pruebas de concentracién inhibitoria minima de los extractos frente
a diversos microorganismos, tanto sensibles como resistentes a los
antibioticos, y con ello, determinar el espectro de accion de los extractos de

romero.

Comprobar las concentraciones inhibitorias minimas de los extractos
utilizando los métodos dilucion en agar y macrodilucion en caldo, teniendo en

cuenta las caracteristicas que presenta cada método.

Realizar pruebas de toxicidad agudas, cronicas y pruebas de toxicidad a
largo plazo a los extractos para poder determinar si dichos extractos son

inocuos para su posible uso en humanos.

Identificar los metabolitos responsables de la actividad antimicrobiana,
ademas de una estandarizacion quimica de ambos extractos, como base
para la posterior determinacién de su toxicidad, concentracion inhibitoria
minima (CIM), y la dosis letal al 50% (LDso), con el fin de establecer si dichos

extractos pueden ser considerados en investigaciones posteriores.
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GLOSARIO

Agente mutageno «,: se define como una sustancia que posee la capacidad de

alterar el material genético presente en las células.

Agente teratdgeno ,: se define como una sustancia que presenta la capacidad

de producir alteraciones en el feto durante su desarrollo intrauterino.

Bacteriemia : es la presencia de microorganismos viables en la sangre,

detectados por hemocultivo.

Cassette cromosdmico estafilococico ., €s un elemento genético movil del
cual forma parte el gen mecA, los cuales son responsables de la produccion de
la proteina PBPZ2a, otorgando resistencia a la meticilina a las cepas de

Staphylococcus aureus.

Centro para el Control y Prevencién de enfermedades (CDC) .. en una
agencia estadounidense de promocion de la salud, prevencion y preparacion del
pais, destinados a prevenir y controlar enfermedades crénicas e infecciosas y

las amenazas para la salud.

Choque séptico ., es una afeccion que ocurre cuando una infeccion en todo
el cuerpo conlleva a una disminucion de la presion arterial a un nivel considerado

peligroso.

Concentracion inhibitoria minima .,: “es la concentracion mas baja de droga
gue previene el crecimiento visible de microorganismos luego de entre 18 y 24

horas de cultivo”

Factores de virulencia 4, son componentes 0 sustancias presentes en los

microorganismos que son necesarios para causar enfermedades.

Gen mecA ., es el gen responsable de la resistencia a la meticilina por parte
de Staphylococcus aureus, dicho gen se encuentra integrado en el cromosoma
bacteriano. Dicho gen se encuentra dentro de un elemento movil heterogéneo

denominado Cassette cromosoémico estafilococico.



Minima diferencia significativa 4, Conocida como prueba LSD, muestra la
magnitud de diferencias que se presentan entre cada factor, es decir, indica la
menor diferencia entre dos medias que representen una diferencia

estadisticamente significativa.

Proteina PBP2a ,: es una proteina que presenta muy baja afinidad por los [3-
lactdmicos. Se obtiene por la transcripcién del gen mecA y presenta actividad

transpeptidasa.

Proteinas MSCCRAMMS ,: son adhesinas cuya funcion es la de ligar al
microorganismo a las células del huésped y a la formacién de una biocapa de

Staphylococcus aureus.

Resistencia ,: en microbiologia, la resistencia presentada por una bacteria, se
refiere a la capacidad que exhiben las bacterias para soportar los efectos de los

antibioticos destinados a eliminarlas o controlarlas.



ANEXOS



ANEXO N°1

Antibidticos actuales utilizados en el tratamiento de infecciones

producidas por SARM



Tabla N°19: Antibidticos actuales utilizados en el tratamiento de infecciones producidas por SARM (s

Antibidtico o grupo
de antibioticos

Concentraciones

usadas o CIM

Sinergias o antagonismo

Efectos adversos y/u observaciones

Betalactamicos

Penicilina: CIM
<0.06 mg/L

Sinergia:

Betalactamico + aminoglucésido
Betalactamico + fosfomicina o daptomicina
Antagonismo:
Betalactamico + vancomicina

Solo el 10% de las cepas son sensibles
a penicilina.

Estos antibidticos son recomendables
sobretodo en infecciones por cepas
sensibles a la meticilina (SASM)

Clindamicina

CIMg0 0.25 mg/L

Sinergia:
Utilizada con rifampicina como tratamiento

alternativo al linezolid.

Su efecto es bacteriostatico y presenta
efecto postantibiético. Disminuye la

producciéon glicocalix y diferentes
toxinas.
Usado en infecciones de la piel y partes

blandas de gravedad leve a moderada.

Cotrimoxazol =
Trimetoprim +

sulfametoxazol

CIMg0<0.5 mg/L

Sinergia: In vitro: con daptomicina frente a

cepas de SARM resistentes a la daptomicina

El efecto bactericida es dependiente de
la concentracion y disminuye la

seleccion de cepas resistentes.

Daptomicina

CIMgo 0.5 mg/L

Sinergia:
En combinacién con claritromicina,
rifampicina o linezolid es activa frente a

SARM en el seno de biopeliculas

Efecto bactericida dependiente de la
concentracién. Tiene una ventaja frente
a la vancomicina de que no presenta

fendmeno de tolerancia.




Tabla N°19: Continuacion.

Antibidtico o grupo
de antibioticos

Concentraciones

usadas o CIM

Sinergias o antagonismo

Efectos adversos y/u observaciones

Fosfomicina

ClIMso 2-8 mg/L
ClMgo 16-32 mg/L

Sinergia:

In vitro: con oxacilina, ampicilina, imipenem,
cefmetazol, cefalotina, cefotaximina,
cefradina, cefoxitina, cefpiroma, linezolid,
daptomicina, minociclina, ofloxacino,

vancomicina y gentamicina

Su accion bactericida depende del
tiempo y se ve favorecida si se dan
condiciones de anaerobiosis.

No se debe emplear en casos de
infeccion  estafilocécica con CIM
mayores a 1 mg/L en forma de

monoterapia.

Actividad bacteriostatica que disminuye

si la cepa estd en biopeliculas y en

Sinergia: microorganismos intracelulares.  Su
Linezolid CIMgo 2 mg/L Fosfomicina, daptomicina, clindamicina. actividad no se ve mermada por
anaerobiosis o por variacibn de pH
siempre que esté en un rango 5.4-7.4.
Disminuye la produccion de toxinas.
Antagonismo y/o indiferente: Actividad bactericida dependiente de la
Betalactamicos, glucopéptidos y quinolonas | concentracion empleada, posee efecto
Rifampicina CIMgo <0.25 mg/L Sinergia: postantibiético prolongado e inhibe la
Daptomicina produccion de LPV.

No es recomendable su uso en los

primeros dias de tratamiento.




Tabla N°19: Continuacion.

Antibiotico o grupo
de antibidticos

Concentraciones
usadas o CIM

Sinergias o antagonismo

Efectos adversos y/u observaciones

Teicoplanina

CIMso 1 mg/L

Sinergia:
Carbapenem o aminoglucésidos
Con cefalosporina reduce la infeccién
postoperatoria

Su accién bactericida depende de la
concentraciébn a la que se utilice.
Presenta efecto postantibiético de 2
horas. Si CIM es > 1,5 mg/L determinada
E-test, la experiencia clinica y la
mortalidad tienden a ser superiores.
Presenta prolongada semivida de
eliminacién. No penetra de forma
considerable en el liquido

cefalorraquideo.

Tetraciclinas

Doxiciclina 'y
minociclina
presentan CIMgo de
1 mg/Ly0.25 mg/L
respectivamente.
Tigeciclina
presenta CIMgo de
0.25 mgl/L.

Actividad bacteriostatica que depende
del tiempo con efecto postantibidtico
prolongado. La accién de tigeciclina se
ve reducida por el oxigeno.

Efectos adversos: alteraciones
gastrointestinales, hipersensibilidad y
fotosensibilidad cutanea. Minociclina:
también alteraciones vestibulares, y en
tratamientos prolongados pigmentacién

de ufias, piel y/o conjuntivas. Las




Tabla N°19: Continuacion.

Antibidtico o grupo
de antibioticos

Concentraciones

usadas o CIM

Sinergias o antagonismo

Efectos adversos y/u observaciones

tetraciclinas se depositan en huesos y
dientes por lo que retarda el crecimiento

y tiende a pigmentar los dientes.

Vancomicina

CIM =1 mg/L
Indicada como
punto de corte
valido para
microdilucion en

caldo

Sinergia:
Con rifampicina como alternativa al linezolid

en neumonia, meningitis y oftalmitis

Actividad bactericida depende del
tiempo de exposicion, pierde su
actividad si se da en anaerobiosis.

Los efectos adversos se dan cuando se
necesita aumentar la dosis para obtener
eficacia terapéutica provocando
nefrotoxicidad, incremento de
mortalidad, sindrome del hombre rojo,
neutropenia o trombocitopenia de

naturaleza inmune.

Aminoglucdsidos

Gentamicina: ClMgo
img/L

Sinergia:
In vitro: betalactdmicos y glucopéptidos
Gentamicina + rifampicina + vancomicina en

endocarditis de la valvula protésica.

La accion bactericida de la gentamicina
depende de la concentracion en que se
aplique, la CIM aumenta si se dan

condiciones de anaerobiosis o pH 4cido.




Anexo N° 2

Hojas
desecadas de
romero Pesar 908.0 g
Recipiente de
acero
inoxidable

Medir

. —»
Extracto etandlico: 6 L de etanol

al 90%
Mezclar el Romero con el
Extracto hidroalcoholico: 2 L de solvente correspondiente
agua y 4 L de etanol al 90%

v

Dejar reposar 18

dias
Evaporar los
extractos en
rotavapor a 60°C
Filtrar .| durante 38 horas
Triturar el extracto y Secar en estufa
calcular porcentaje de durante dos
L —
rendimiento. Almacenar semanas a 60°C
en desecador.

Figura N°13. Elaboracién de los extractos de romero



Anexo N°3

Medios de cultivo y reactivos

e Solucion Casoy + Tween e Peroxido de hidrogeno
2% e Dimetilsulféxido
e Gilicerol e Acetona
e Agar TSA en tubo e Agar Baird-Parker
e Solucion Salina e Agar Manitol Salado
e Cristal violeta e Agar Sangre
e Lugol e Agar Mueller Hinton
e Etanol-acetona e Agar Mueller Hinton Salino
e Safranina e Caldo Mueller Hinton (MH)
e Agua destilada e Caldo Mueller Hinton Salino
e Buffer fosfato monobésico (MHS)
de potasio

Caldo Mueller Hinton (MH)

e Preparar cantidad suficiente segun indica el fabricante.

e Almacenar hasta su uso.
Caldo Mueller Hinton Salino (MHS)

e Preparar cantidad suficiente segun indica el fabricante.
e Dicho caldo debe contener 2% (P/V) de NaCl, por lo que se deben realizar
calculos para obtener la cantidad de NaCl a agregar.

e Almacenar hasta su uso.

A ambos medios se les agrego6 0.5 % v/v de dimetilsulféxido del volumen final de
medio preparado. Dicho reactivo se agregd antes de autoclavar los medios de

cultivo.



Anexo N°4 s
Los solventes para diluir las soluciones seran caldo MH y MHS respectivamente

.-’

. — A - >
b — \ Diluir en 10 mL
Extracto solido Pesar 6.4 g de Caldo
“Stock”

(640 mg/mL)

& Tomar una / Filtrar en papel

a <——| alicuota de 2 mL filtro y filtro de

jeringa de
0.45 um

Diluir en 8 mL de

caldo “Solucion 1” \
Diluir en 1 mL de

128mg/mL
Tomar 1 mL caldo “Solucion 2”
64 mg/mL

Diluir en 1 mL de D|IU|r:an 3 mL de”
caldo “Solucién 5” caldo “Solucion 3
8 mg/mL \ 32 mg/mL

Diluir en 7 mL de

Diluir en 3 mL de Tomar 1 mL <+— | caldo “Soluciéon 4”
caldo “Solucién 6” 16 mg/mL
4 mg/mL
Diluir en 7 mL de
caldo “Solucion 77 > Tomar 1 mL
2 mg/mL [
Diluir en 1 mL de Diluir en 3 mL de Diluir en 7 mL de
caldo “Solucion 8” caldo “Solucién 9” caldo “Solucion 10”
1 mg/mL 0.50 mg/mL 0.25 mg/mL

Figura N°14: Dilucion de los extractos



Anexo N°5 @3
Los solventes para diluir las soluciones seran caldo MH y MHS respectivamente

Diluir el contenido de un
vial de vancomicina de
500 mg con 7.81 mL de
medio de cultivo 64
mg/rT1L Diluir en 1 mL de
caldo “Solucion
/ 2v” 32 mg/mL
Diluir en 3 mL de
caldo “Solucion

_—
\ 3v” 16 mg/mL
Diluir en 7 mL de

Tomar 1 mL

caldo “Solucion

Diluir en 1 mL de
4v” 8 mg/mL

caldo “Solucion 5”
4 mg/mL

Diluir en 3 mL de — Tomar 1 mL

caldo “Solucioén 6”

2 mg/mL
Diluir en 7 mL de
caldo “Solucién 77 > Tomar 1 mL
1 mg/mL
Diluir en 1 mL de —
caldo “Solucion 8” Diluir en 3 mL de Diluiren 7 mL de
0.5 mg/mL caldo “Solucién 9” caldo “Solucién 10”
0.25 mg/mL 0.125 mg/mL

Figura N°15: Primera dilucion de la vancomicina



Anexo N°6

Segundo proceso de dilucion de vancomicina es s,



Los solventes para diluir las soluciones seran caldo MH y MHS respectivamente

Tomar 1 mL y diluir
en 7 mL buffer fosfato
monobasico potasico

8 mg/mL

v

Diluir el contenido de un
vial de vancomicina de l

500 mg con 7.81 mL de
agua desmineralizada
estéril Tomar 1 mL

/

T

Diluir en 7 mL de
caldo “Solucion
2v” 1,000 mg/L

Diluir en 3 mL de
caldo “Solucién
1v” 2,000 mg/L

/

Tomar 1 mL
Diluir en 7 mL de

Diluir en 3 mL de
caldo “Solucién 4” caldo “Solucion 5”
125 mg/mL

250 mg/L

Diluir en 1 mL de
caldo “Solucion 3”
500 mg/L

Tomar 1 mL

|

Diluir en 3 mL de
caldo “Solucion 7”7
31.2 mg/mL

/ \

Diluir en 7 mL de
caldo “Solucion 8”
15.6 mg/L

Diluir en 1 mL de
caldo “Solucioén 6”
62.5 mg/L

Tomar 1 mL

—

/
\

Diluir en 1 mL de
caldo “Solucién 9”
7.8 mg/L

Diluir en 3 mL de
caldo “Solucién
10” 3.9 mg/mL

Diluir en 7 mL de
caldo “Solucién 11”
1.9 mg/mL

—

Figura N°16: Segunda dilucion de la vancomicina



Diluir en 1 mL de
caldo “Solucién
127 0.98 mg/L

Tomar 1 mL

|

/

Diluir en 3 mL de
caldo “Solucién
13” 0.49 mg/mL

Diluir en 1 mL de
caldo “Solucién
157 0.12 mg/L

Diluir en 7 mL de
caldo “Solucion 14”
0.24 mg/mL

Tomar 1 mL

|

/\

Diluir en 3 mL de
caldo “Solucién
16” 0.061 mg/mL

Diluir en 1 mL de
caldo “Solucién
18" 0.015 mg/L

Diluir en 7 mL de
caldo “Solucion 177
0.03 mg/mL

Tomar 1 mL

|

/\

Diluir en 3 mL de
caldo “Solucién
19” 0.007 mg/L

Figura N°16: Continuacién

Diluir en 7 mL de
caldo “Solucion 20”
0.003 mg/L




Anexo N°7

Tomar una asada e
inocular en dos tubos
de TSA inclinado

<&
<«

Incubar por 48 horas

|

En cuatro crioviales agregar
a cada uno 40 pL de
suspensién bacteriana

A cada tubo agregar 600 pL
de caldo CASOY + Tween
2% para obtener
suspension bacteriana

A cada criovial agregar 200
uL de glicerol al 40%

Figura N°17: Obtencion de la cepa SARM

Almacenar en refrigeracion
hasta su posterior uso




Cepa SARM o
SASM

Incubar a
37°C/24horas

Observar
pureza de la
cepa

Sila cepa es
pura

v

Anexo N°8

o = ——

Tomar una
asada

colonias en agar
Mueller Hinton

Figura N°18: Regeneracion de cepas SARM y SASM

Estriar en
agar Mueller
Hinton
—> Incubar a
37°C/24horas
Inocular 2 0 3




Anexo N°9 @
Este proceso se hara tanto para caldo MH como para caldo MHS

Utilizar una celda para
espectrofotometro como blanco

uuUuuuuy > y llevar a una absorbancia de 0
= con 625nm en un
Utilizando 7 tubos espectrofotémetro
con caldo MH o MHS

. Densidad optica
| 0.08-0.13
deseada
Inocular 2 a 3
colonias a partir de
las placas de Mueller
Hinton . .
v Medir su turbidez
En caso su turbidez En caso su turbidez Determinar si se ha obtenido
es muy baja, seguir es muy alta, diluir la concentracion deseada
inoculando colonias con medio de cultivo (1.5 x108 UFC/mL), mediante
diluciones seriadas. Anexo
\ ) N° 9
Tomar 200 pL de la Adicionar a un Erlenmeyer
suspensién previamente ———» gue contiene 19,8 mL de
estandarizada caldo MH o MHS
Repetir el proceso con Suspension de prueba:
los tubos restantes <4———— | concentracién aproximada
1.5 x10% UFC/mL
Al final del
procedimiento se Cepa SARM (MH y MHS)
obtendran cuatro ' Cepa SASM (MH y MHS
suspensiones

Figura N°19: Estandarizacion de cepas SARM y SASM



w6

Suspension
estandarizada
1.5 x108
UFC/mL

Por
duplicado

Agar MH

Anexo N°10 e

). L. 3 s 1. 5 kol 3 e
AL 2 Ve S V4 -
(] © © [{e] © ©
3 3 3 3 3 3
- — — — [ -
w/ / / w/ o/ w/
1mL 1mL 1mL 1mL
OO O @ @
v v v v
[1.5 x108 [1.5 x108 [1.5 x108 [1.5 x108
UFC/mL] UFC/mL] UFC/mL] UFC/mL]
esperada esperada esperada esperada

Los diluyentes a utilizar seran caldo MH y MHS

Figura N°20: Diluciones seriadas



Anexo N°11 @

Microplaca 1
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La fila A sera utilizada como control para vancomicina y la fila
C como control para los extractos

/

La fila B sera
para analisis de
vancomicina

\

Las filas D-G
seran utilizadas
para analisis
del extracto

]

f

g

La columna 11 sera control
negativo (medio de cultivo) y
la columna 12 sera
suspension de prueba

Inocular 50 pL de la
suspension de cepa
correspondiente a
cada fila

Tapar todos
los pocillos

Leer absorbancia en
lector de ELISA a 630
nm

¢

Repetir proceso para
microplaca MMHS

Incubar a 37°C por 24horas y
leer nuevamente la absorbancia

Figura N°21: Primera prueba de microdilucion en caldo




Anexo N°12 g7

Microplaca 1
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La fila A sera utilizada como control para las 10
concentraciones mayores y la fila C para las 10
concentraciones menores

e

Las filas B-D seran
utilizadas para las 10
concentraciones mayores

\

.

Las filas F-H seran
utilizadas para las 10
concentraciones menores

)

f

La columna 11 sera control
negativo (medio de cultivo) y
la columna 12 sera
suspension de prueba

7

Inocular 50 uL de la

suspension de cepa
correspondiente a
cada fila

Tapar todos
los pocillos

Leer absorbancia en
lector de ELISA a 630
nm

¢

Repetir proceso para
microplaca MMHS

Incubar a 37°C por 24horas y
leer nuevamente la absorbancia

Figura N°22: Segunda prueba de microdilucion en caldo




Anexo N°13 e

A partir de los pocillos
AllyE11l

I 0 mm DO ®w >

Tomar 10 pL de
cada pocillo e

—| inocular en tubos

con 990 L de
medio de cultivo

Tomar 100 pL e
inocular placas con

agar MH. Por
duplicado
Tomar 100 pL e
inocular placas con
agar MH. Por
duplicado

/N

Tomar 100 pL e
inocular un tubo con
900 pL de medio de

cultivo

Figura N° 23: Control de concentracion de suspension de prueba.



Anexo N° 14

Procedimiento de uso de Lector ELISA

El procedimiento para utilizar el lector de ELISA (HUMAN Humareader modelo

2601) es el siguiente:

1. Encender el equipo, utilizando el boton ubicado en la parte posterior.

2. El equipo presenta en la pantalla el texto “SELECT MODE”.

3. Seleccionar el formato con el que se leerd la placa de la siguiente manera:
Presionar la tecla “H”, el lector ofrecera leer de A a H, responder No. De esta
forma por defecto el equipo lee en formato de A1 a Al12, y asi sucesivamente
en las siguientes filas.

4. El lector regresara a SELECT MODE

5. Seleccionar el método: apretar el boton ABS para obtener la absorbancia

6. A continuacion apareceran los filtros a utilizar, presionar el nUmero 4 para la
seleccién de la longitud de onda de 630 nm, presionar Enter.

7. Indicar que no se utilizara un filtro diferencial, presionando “NO, indique
seleccionar filtro diferencial”, luego presionar Enter.

8. Seleccionar el boton NO cuando el equipo pregunte si se llevara un blanco.
El lector presenta el comando “LOAD NEXT PLATE — READ”.

9. Colocar la placa en el lector y presionar la tecla READ. Apretar el boton READ
para comenzar con la lectura de las microplacas. El equipo realizara las

lecturas tomando como blanco el aire y las imprimira.



Anexo N°15

HERBORISTERIA “DELICIA NATURAL”

San Salvador 12 de Mayo de 2015

A quien interese:

Por este medio doy fe que la especie Rosmarinus officinalis que distribuyo en mi negocio
HERBORISTERIA “DELICIA NATURAL” es originaria de Quezaltenango Guatemala ya que mis
transacciones comerciales las realizo de forma directa con los pobladores de dicha ciudad, la cual
se localiza a los 14° 50' 40" de latitud Norte y 91° 30' 05" de longitud oeste, a 206 km al Noroeste
de la Ciudad de Guatemala.

Y para lo que el interesado estime conveniente se extiende la presente.

Mario Velis
Herboristeria “Delicia Natural”

Propietario

HERBORISTERIA
"DELICIA NATURAL"

Hicrhas y Plaotas Medicinales

 Capsulas Vacias y Plantas Pulverizadas
Tel.: 2100-2117 / 2512-2414

CANCELA

Herboristeria “Delicia Natural” Hierbas y Plantas Medicinales Capsulas Vacias y Plantas
pulverizadas teléfono 22650878

Figura N° 24: Carta del proveedor



Anexo N° 16

Asociacién Jardin Botanico La Laguna <

Antiguo Cuscatlan, 14 de mayo de 2015

Dra. Tania Ethel Cuadra
Facultad de Quimica y Farmacia
Universidad de El Salvador
Presente.

Estimada Dra. Por medio de la presente, deseo tenga éxitos en el desempefio de sus
tabores

Ademas hacer de su conocimiento, que este dia, hizo acto de presencia a nuestra
institucién, el Bachiller Luis Fernando Lemus Aguilar, con una muestra de material

ot boténico fresco de la especie conocida cientificamente como, Rosmarinus officinalis L.
para la cual se da a conocer su clasificacién taxonomica de la siguiente manera:

Ciass: Equisetopsida C. Agardh
Subelass: Magnoliidae Novéak ex Takht.
Superorder: Asteranae Takht.

Order: Lamiales Bromhead

Family: Lamiaceae Martinov

Genus: Rosmarinus L.

Sin més por mencionar, se extiende fa presente nota, para el buen uso que ¢l interesado
estime conveniente.

Atte.

Urbanizacion Industrial Plan de La Laguna, Antiguo Cuscatlan La Libertad, Tel(503) 2243 - 7870/ 2242 - 7968
Emait: jardinbotanico@isrdinbotanico.org.sv  Sitio Web: www jardinhotanico.org.sv

Figura N° 25: Certificado provisto por el Jardin Botanico “La Laguna”.



Anexo N° 17

Figura N°26: Elaboracion de los extractos. A) Lavado de material vegetal, B)
secado de material vegetal, C) pesado de material vegetal y D)

almacenamiento del material vegetal mas solvente en recipiente
de acero inoxidable.



Anexo N° 18

Figura N°27. Proceso de evaporacion de los extractos. A) Evaporacion en
rotavapor, B) Extracto luego de ser sometido a evaporacién por
rotavapor, C) extracto alcohdlico seco, D) extracto hidroalcohdlico
seco, E) extracto alcohdlico triturado, F) extracto hidroalcohdlico
triturado, G) extractos en desecador.



Anexo N° 19
Método de tabulacién de datos de absorbancia

1. Los datos de absorbancia para cada microplaca se tomaron antes y después
de incubarlas.

2. Las operaciones descritas a continuacion se utilizaron para los datos
especificados en el punto 1.

Simbologia
X= Control negativo

Y= Blanco de los extractos
C= Absorbancia de los extractos o vancomicina

A= Absorbancia del microorganismo

Formulas

A=C - X-Y (se aplicd a cada pocillo de analisis, tanto antes como después de
incubar)

Resta: A(después de incubar)- A(antes de incubar)

3. Luego de utilizar estas férmulas, se promediaron los valores.
4. Se procedié a obtener la desviacion estandar y desviacién estandar/2 para
obtener las barras de error.

Antes de incubar

2 |Muestra Pocillo 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
3 |Extracto Ext1D 0.096 0.026 -0.018 -0.018 -0.017 0.024 0.012 -0.032 0.028 0.058 -
4 Ext2E 0.105 0.074 0.03 0.019 -0.016 0.036 0.024 0.021 0.01 0.003 -
5 Ext3F 0.077 0.064 0.012 0.003 0.006 0.075 0.014 0.007 0.014 0.046 -
6 Ext4G 0.053 0.08 0.035 0.015 0.027 0.064 0.028 0.035 0.031 0.05 -
8 |Después de incubar

9 |Muestra Pocillo 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
10 |Extracto Ext1D 0.589 0.238 0.054 0.041 0.042 0.104 0.254 0.164 0.226 0.261 -
1 Ext2E 0.404 0.307 0.101 0.077 0.033 0.106 0.308 0.253 0.207 0.524 -
12 Ext3F 0.435 0.317 0.101 0.082 0.072 0.172 0.3 0.246 0.269 0.292 -
13 Ext4G 0.378 0.259 0.127 0.093 0.1 0.162 0.677 0.434 0.407 0.45 -
14 RestaD- A

15 D 0.493 0.212 0.072 0.059 0.059 0.08 0.242 0.196 0.198 0.203 -
16 E 0.299 0.233 0.071 0.058 0.049 0.07 0.284 0.232 0.197 0.521 -
17 F 0.358 0.253 0.089 0.079 0.066 0.097 0.286 0.239 0.255 0.246 -
18 G 0.325 0.179 0.092 0.078 0.073 0.098 0.643 0.399 0.376 04 -
19 Promedio 0.36875 0.21925 0.081 0.0685 0.06175 0.08625 0.36525 0.2665 0.2565 0.3425
20 |Desv 0.08628007 0.03162673 0.01104536 0.01156143 0.01024288 0.0136229 0.15025137 0.0903198 0.08415264 0.14595201
21 |Desv/2 0.04314003 0.01581336 0.00552268 0.00573072 0.00512144 0.00681145 0.09512568 0.0451599 0.04207632 0.072596

Figura N°28: Ejemplo de tabulacion de datos de absorbancia.



Anexo N° 20

Datos tabulados de absorbancia de extractos y vancomicina



MICROPLACA EtSMH
Antes de incubar

Et 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
1 -0.095 -0.084 -0.184 -0.084 -0.158 -0.059 -0.092 -0.069 -0.154 -0.111
2 0.009 -0.069 -0.135 -0.096 -0.131 -0.129 -0.048 -0.111 -0.13 -0.143
3 -0.116 -0.075 -0.214 -0.102” -0.186 -0.07 -0.13 -0.075 -0.176 -0.103
4 -0.062 -0.068 -0.167 -0.091 -0.143 -0.097 -0.053 -0.107 -0.141 -0.122

Después de incubar

Et 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
1 0.082 0.127 -0.058 -0.001 -0.089 0.005 0.17 0.166 0.133 0.385
2 0.512 0.145 0.006 0.002 -0.041 -0.056 0.191 0.097 0.177 0.324
3 0.124 0.166 -0.097 -0.016 -0.125 -0.04 0.181 0.238 0.145 0.303
4 0.286 0.294 0.022 0.03 -0.009 0.033 0.454 0.368 0.347 0.566
Resta D- A 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
1 0.177 0.211 0.126 0.083 0.069 0.064 0.262 0.235 0.287 0.496
2 0.503 0.214 0.141 0.098 0.09 0.073 0.239 0.208 0.307 0.467
3 0.24 0.241 0.117 0.086 0.061 0.03 0.311 0.313 0.321 0.406
4 0.348 0.362 0.189 0.121 0.134 0.13 0.547 0.475 0.488 0.688
Promedio 0.317 0.257 0.14325 0.097 0.0885 0.07425 0.33975 0.30775 0.35075 0.51425
Desv 0.14269548 0.07128815 0.03206634 0.01726268 0.03270576 0.04152409 0.1413916 0.12005936 0.09255764 0.12175488
| Desv/2 0.07134774 0.03564407 0.01603317 0.00863134 0.01635288 0.02076204 0.0706958 0.06002968 0.04627882 0.06087744

Tabla N°20. Datos tabulados de microplaca “extracto etandlico + cepa sensible +
caldo MH”.

MICROPLACA HiSMH
Antes de incubar

Hi 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
1 -0.066 -0.016 -0.083 -0.033 -0.138 -0.076 -0.062 -0.056 -0.132 -0.106
2 0.135 0.001 -0.055 -0.048 -0.12 -0.075 -0.023 -0.049 -0.103 -0.123
3 -0.051 -0.031 -0.107 -0.041 -0.124 -0.078 -0.076 -0.063 -0.128 -0.097
4 0.061 -0.045 -0.053 -0.07 -0.11 -0.062 -0.079 -0.053 -0.114 -0.145

Después de incubar

Hi 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
1 0.168 0.141 0.006 0.071 -0.066 0.017 0.104 0.419 0.371 0.12
2 0.355 0.142 0.066 0.061 -0.037 -0.019 0.12 0.437 0.463 0.148
3 0.337 0.234 0.01 0.078 -0.034 0.009 0.095 0.511 0.555 0.131
4 0.093 0.432 0.251 0.089 0.022 0.072 0.132 0.766 0.729 0.176
Resta D- A 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
1 0.234 0.157 0.094 0.11 0.072 0.093 0.166 0.475 0.503 0.226
2 0.36 0.141 0.121 0.109 0.083 0.056 0.143 0.436 0.566 0.271
3 0.388 0.265 0.117 0.119 0.09 0.087 0.171 0.574 0.683 0.228
4 0.032 0.477 0.304 0.159 0.132 0.134 0.211 0.819 0.843 0.321
Promedio 0.2535 0.26 0.159 0.12425 0.09425 0.0925 0.17275 0.5885 0.64875 0.2615
Desv 0.16214705 0.15479449  0.0973961 0.02359908 0.02623452 0.03206764 0.02826511 0.15992602 0.14543379 0.04476978
Desv/2 0.08107353 0.07739724 0.04869805 0.01179954 0.01311726 0.01603382 0.01413256 0.07996301 0.07471989 0.02238489

Tabla N°21. Datos tabulados de microplaca “extracto hidroalcohdlico + cepa
sensible + caldo MH”.



MICROPLACA EtSMHS
Antes de incubar

Muestra Pocillo 64 32 16 3 4 2 1 0.5 0.25 0.125
Extracto Ext1D -0.064 -0.074 -0.029 0.015 -0.028 -0.032 -0.01 0.023 -0.031 -0.056
Ext2E -0.214 -0.016 0.024 -0.021 0.013 0.019 0.012 0.053 -0.033 -0.095
Ext3F -0.308 0.062 0.027 0.002 0.013 0.027 0.44 0.076 -0.063 -0.007
Ext4G -0.338 0.081 -0.018 0.059 0.008 0.043 0.016 0.032 0.014 -0.014

Después de incubar

Muestra Paocillo 6 32 16 3 4 2 1 0.5 0.25 0.125
Extracto Ext1D -0.264 -0.023 0.057 0.051 0.028 0.17 0.054 0.643 0.069 0.117
Ext2E -0.754 -0.062 0.132 0.017 0.076 0.216 0.06 0.108 0.151 0.145
Ext3F -1.02 0.228 0.149 0.065 0.084 0.223 0.229 0.457 0.232 0.105
Ext4G -1.082 0.157 0.049 0.105 0.146 0.307 0.301 0.48 0.669 0.185
RestaD- A
D -0.2 0.051 0.086 0.036 0.056 0.202 0.064 0.62 0.1 0.173
E -0.54 -0.046 0.108 0.038 0.063 0.197 0.048 0.055 0.184 0.24
F -0.712 0.166 0.122 0.063 0.071 0.156 -0.211 0.381 0.295 0.112
G -0.744 0.076 0.067 0.046 0.138 0.264 0.285 0.443 0.655 0.199
Promedio -0.549 0.06175 0.09575 0.04575 0.082 0.21475 0.0465 0.376 0.3085 0.181
Desv 0.2453164 0.08717177 0.02422636 0.01228481 0.03783297 0.03293807 0.20289324 0.23649242 0.24441563 0.05363457
Desv/2 0.1246582 0.04358588 0.01211318 0.00614241 0.01891648 0.01646504 0.10144662 0.11824621 0.12220781 0.02681728

Tabla N°22. Datos tabulados de microplaca “extracto etandlico + cepa sensible +
caldo MHS”.

MICROPLACA HiSMHS
Antes de incubar

Muestra Pocillo 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
Extracto Ext1D -0.226 -0.112 -0.039 -0.049 -0.024 -0.026 -0.043 -0.022 0.002 -0.034
Ext2E 0.105 -0.053 -0.046 -0.01 -0.015 -0.018 0 0.001 0.043 -0.002
Ext3F -0.333 -0.111 -0.054 -0.039 -0.026 -0.011 -0.046 -0.046 0.016 -0.043
Ext4G -0.271 -0.195 -0.025 0.01 -0.015 -0.01% -0.009 -0.002 0.022 0.003

Después de incubar

Muestra Pacillo 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
Extracto Ext1D 0.158 0.302 0.485 0.531 0.491 0.487 0.544 0.977 0.493 0.573
Ext2E 0.292 0.172 0.336 0.53 0.434 0.67 0.733 1.163 1111 0.564
Ext3F 0.236 0.32 0.372 0.533 0.496 0.509 0.544 1.296 0.51 0.49
ExtdG 0.307 0.17 0.534 0.552 0.536 0.527 0.896 1.287 0.534 0.54
Resta D- A
D 0.384 0.414 0.524 0.58 0.515 0.513 0.587 0.999 0.491 0.607
E 0.187 0.225 0.382 0.54 0.508 0.688 0.733 1.162 1.068 0.566
F 0.569 0.431 0.426 0.572 0.522 0.52 0.59 1.342 0.454 0.533
G 0.578 0.365 0.563 0.542 0.551 0.546 0.905 1.289 0.512 0.337
Promedio 0.4295 0.35875 0.47375 0.3583 0.52425 0.56675 0.70375 1.198 0.64125 0.56075
Desv 0.18474216 0.093453643 0.08404116 0.02048577 (.01860779 0.0820706 0.15047342 0.15265866 0.2846511 0.03416016
Desv/2 0.09237108 0.046726821 0.04202058 0.01024288 0.0093039 0.0410353 0.07523671 0.07632933 0.14232555 0.01708008

Tabla N°23. Datos tabulados de microplaca “extracto hidroalcohdlico + cepa
sensible + caldo MHS”.



MICROPLACA EtRMH
Antes de incubar

Muestra Paocillo 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
Extracto Ext1D 0.096 0.026 -0.018 -0.018 -0.017 0.024 0.012 -0.032 0.028 0.058
Ext2E 0.105 0.074 0.03 0.019 -0.016 0.036 0.024 0.021 0.01 0.003
Ext3F 0.077 0.064 0.012 0.003 0.006 0.075 0.014 0.007 0.014 0.046
Ext4G 0.053 0.08 0.035 0.015 0.027 0.064 0.028 0.035 0.031 0.05

Después de incubar

Muestra Paocillo 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
Extracto Ext1D 0.589 0.238 0.054 0.041 0.042 0.104 0.254 0.164 0.226 0.261
Ext2E 0.404 0.307 0.101 0.077 0.033 0.106 0.308 0.253 0.207 0.524
Ext3F 0.435 0.317 0.101 0.082 0.072 0.172 0.3 0.246 0.269 0.292
Ext4G 0.378 0.259 0.127 0.093 0.1 0.162 0.677 0.434 0.407 0.45
Resta D- A
D 0.493 0.212 0.072 0.059 0.059 0.08 0.242 0.196 0.198 0.203
E 0.299 0.233 0.071 0.058 0.049 0.07 0.284 0.232 0.197 0.521
F 0.358 0.253 0.089 0.079 0.066 0.097 0.286 0.239 0.255 0.246
G 0.325 0.179 0.092 0.078 0.073 0.098 0.645 0.399 0.376 0.4
Promedio 0.36875 0.21923 0.081 0.0883 0.00173 0.08625 0.36525 0.2665 0.2505 0.3425
Desy 0.08628007 0.03162673 0.01104536 0.01156143 0.01024288 0.0136229 0.19025137 0.0503198 0.08415264 0.14599201
Desy/2 0.04314003 0.01581336 0.00552268 0.00578072 0.00512144 0.00681145 0.09512568 0.0451599 0.04207632 0.072996

Tabla N°24. Datos tabulados de microplaca “extracto etandlico + cepa resistente

+ caldo MH”.
MICROPLACA HiIRMH
Antes de incubar
Muestra Parillo 64 32 16 3 4 2 1 0.5 0.25 0.125
Extracto Ext1D 0.265 0.114 0.09 0.089 -0.063 0.125 0.09 0.195 0.141 0.109
Ext2E 0.312 0.4678 0.122 0.055 0.002 0.865 0.099 0.159 0.17 0.085
Ext3F 0.339 0.217 0.12 0.038 -0.04 0.146 0.079 0.185 0.124 0.134
Ext4G 0,334 0.1483 0.055 0.046 -0.094 0.09 0.045 0,155 0.13 0.12
Después de incubar
Muestra Paocillo 64 32 16 3 4 2 1 0.5 0.25 0.125
Extracto Ext1D 0.803 0.475 0.225 0.217 0.103 0.156 0.163 0.683 0.43 0.332
Ext2E 0.339 1.49 0.361 0.181 0.178 0.215 0.157 1.041 0.504 0.276
Ext3F 0.901 0.494 0.395 0.199 0.148 0.184 0.151 0.974 0.744 0.386
Ext4G 0.012 0.738 0.368 0.264 0.126 0.193 0.134 1.319 1.148 0.487
RestaD- A
D 0.538 0.361 0.135 0.128 0.166 0.031 0.073 0.488 0.289 0.223
E 0,027 1.0222 0.238 0.126 0.176 -0.65 0.058 0.882 0.334 0.191
F 0.562 0.277 0.279 0.161 0.188 0.038 0.072 0.789 0.62 0.252
G -0.322 0.59 0.313 0.218 0.22 0.103 0.089 1.164 1.018 0.367
Promedio 0.20125 0.56255 0.2415 0.15825 0.1875 -0.1195 0.073 0.83075 0.56525 0.25825
Desv 0.42727616 0.3337628 0.07717297 0.04294473 0.02345518 0.35514926 0.01267544 0.27862923 0.33554471 0.07666105
Desv/2 0.21363808 0.1668814 0.03858648 0.02147237 0.01172959 0,17757463 0.00633772 0.13931462 0.16777235 0.03833053

Tabla N°25. Datos tabulados de microplaca “extracto hidroalcohdlico + cepa
resistente + caldo MH”.



MICROPLACA EtRMHS
Antes de incubar

Muestra Pocillo 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
Extracto Ext1D -0.187 -0.129 -0.037 -0.002 -0.01 -0.04 -0.025 -0.005 -0.026 -0.004
Ext2E -0.358 -0.177 -0.011 0.032 0.038 0.029 0.036 -0.025 0.076 -0.015
EXt3F -0.402 -0.033 0.001 0.004 -0.005 0.005 -0.013 0.017 -0.022 0.014
ExtdG -0.356 -0.152 -0.012 0.013 -0.002 0.022 -0.027 -0.015 -0.039 -0.005

Después de incubar

Muestra Pocillo 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
Extracto Ext1D -0.049 0.093 0.045 0.074 0.071 0.061 0.07 0.277 0.217 0.212
Ext2E -0.075 0.091 0.099 0.091 0.139 0.108 0.588 0.218 0.319 0.223
Ext3F -0.034 0.329 0.146 0.096 0.106 0.096 0.52 0.297 0.214 0.276
ExtdG -0.258 0.186 0.174 0.14 0.146 0.136 0.575 0.427 0.4 0.437
RestaD- A
D 0.138 0.222 0.082 0.076 0.081 0.101 0.095 0.282 0.243 0.216
E 0.283 0.268 0.11 0.059 0.101 0.079 0.552 0.243 0.243 0.238
F 0.368 0.362 0.145 0.092 0.111 0.091 0.533 0.28 0.236 0.262
G 0.098 0.338 0.186 0.127 0.148 0.114 0.602 0.442 0.439 0.442
Promedio 0.22175 0.2975 0.13075 0.0885 0.11025 0.09625 0.4455 0.31175 0.29025 0.2895
Desv 0.12578918 0.06421578 0.04495461 0.0289885 0.02808766 0.01486327 0.23547187 0.08860557 0.09922155 0.10338762
Desv/2 0.06289459 0.03210785 0.0224773 0.01449425 0.01404383 0.00743163 0.11773553 0.04433279 0.04961078 0.05169381

Tabla N°26. Datos tabulados de microplaca “extracto etandlico + cepa resistente
+ caldo MHS”.

MICROPLACA HiIRMHS
Antes de incubar

Muestra Paocillo 64 32 16 g 4 2 1 0.5 0.25 0.125
Extracto Ext1D -0.206 -0.285 -0.056 -0.039 0.045 0.092 0.049 0.016 0.075 0.107
Ext2E -0.231 -0.178 -0.017 0.016 -0.029 0.069 0.045 0.036 0.095 0.042
Ext3F -0.095 -0.32 -0.061 0.003 0.023 0.12 0.074 0.069 0.077 0.061
Ext4G 0.07 -0.266 -0.065 0.027 0.069 0.113 0.097 0.075 0.088 0.083

Después de incubar

Muestra Pocillo 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125
Extracto Ext1D -0.31 -0.171 0.008 0.067 0.136 0.122 0.126 0.209 0.245 0.306
Ext2E -0.574 0.1 0.022 0.229 0.066 0.116 0.082 0.735 0.425 0.365
EXt3F -0.42 0.119 0.107 0.155 0.139 0.173 0.529 0.619 0.518 0.432
ExtdG -0.514 0.062 0.216 0.226 0.145 0.173 0.171 1.041 0.88 0.575
RestaD- A
D -0.104 0.114 0.064 0.106 0.091 0.03 0.077 0.193 0.17 0.199
E -0.343 0.278 0.039 0.213 0.095 0.047 0.037 0.699 0.33 0.323
F -0.325 0.435 0.168 0.152 0.116 0.053 0.455 0.55 0.441 0.371
G -0.584 0.328 0.281 0.199 0.076 0.06 0.074 0.966 0.792 0.492
Promedio -0.339 0.28975 0.138 0.1675 0.0945 0.0475 0.16075 0.602 0.43325 0.34625
Desv 0.19618189 0.13511076 0.11049284 0.04859698 0.01650253 0.01281926 0.19700825 0.32243346 0.26376931 0.12121434
Desv/2 0.09809094 0.06755338 0.055240642 0.02429849 0.00825126 0.00640963 0.09850412 0.16121673 0.13188466 0.06060717

Tabla N°27. Datos tabulados de microplaca “extracto hidroalcohdlico + cepa
resistente + caldo MH”.
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Blanco de 1° serie vancomicina

Analisis de vancomicina

Blanco de extracto
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Figura N°29. Ejemplos de microplacas luego de incubaciéon. A) microplaca
HiRMH, B) microplaca EtRMH, C) microplaca VRMH.
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Presentacion de los resultados obtenidos



Ciudad Universitaria, Noviembre de 2015.

Licenciada

Maria Guadalupe Hidalgo de Guzman
Coordinadora Nacional

Laboratorio Nacional de Referencia

Red Nacional de Laboratorios de Vigilancia en Salud
Presente.

Estimada Licda. de Guzman:
Reciba un cordial saludo, deseandole éxitos en sus labores cotidianas.

Por medio de la presente le hacemos llegar los resultados obtenidos en el trabajo de
grado denominado: “Determinacién de la concentracién inhibitoria minima de los
extractos de Rosmarinus officinalis (Romero) sobre Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina”, como parte del acuerdo establecido, en el cual el Laboratorio
Nacional de Referencia suministro la cepa Staphylococcus aureus resistente con el
numero de identificacion 691231 al estudiante del trabajo de grado Luis Fernando
Lemus Aguilar.

Los resultados que se muestran continuacion corresponden a la concentracion inhibitoria
minima (CIM) de los extractos etandlico (90 % v/v) e hidroalcohdlico (70 % viv), sobre dos
cepas de Staphylococcus aureus, una cepa sensible Yy una cepa resistente a la meticilina.
De igual manera se proporcionan los valores de CIM presentados por la vancomicina
frente a dichas cepas.

Esperando que los resultados presentados respondan al acuerdo establecido, nos
suscribimos a usted con toda consideracién y estima.

Cordialmente,
“HACIA LA LIBERTAD POR LA CULTURA”

N/ 7

Br. Luis Fernando Lemus Aguilar
Estudiante de trabajo de graduacion

MSec. Mirné Sorto Ivare
Docente Asesor,

Dra. Tania Cuadra Zelaya
Docente Asesor

Dr. Rene Francisco Ramos Alvarenga
Docente Asesor

RECEPCION D MENIOS
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Figura N°30. Carta presentada al Laboratorio Nacional de Referencia



Ciudad Universitaria, noviembre de 2015.

Licenciada

Margarita Posada

Directora ejecutiva

Asociacion de Promotores Comunales Salvadorefios
Presente.

Estimada Licda. Posada:
Reciba un cordial saludo, deseandole éxitos en sus labores cotidianas.

Por medio de la presente le hacemos llegar los resultados obtenidos en el trabajo de
grado denominado: “Determinacién de la concentracion inhibitoria minima de los
extractos de Rosmarinus officinalis (Romero) sobre Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina”, como parte del acuerdo establecido, en el cual APROCSAL
suministré asesoria, material vegetal y los solventes necesarios para la elaboracion de los
extractos de romero (Rosmarinus officinalis L.) al estudiante del trabajo de grado Luis
Fernando Lemus Aguilar.

Los resultados que se muestran continuacion corresponden a la concentracion inhibitoria
minima (CIM) de los extractos etanolico (90 % v/v) e hidroalcohélico (70 % v/v), sobre dos
cepas de Staphylococcus aureus, una cepa sensible y una cepa resistente a la meticilina.
De igual manera se proporcionan los valores de CIM presentados por la vancomicina
frente a dichas cepas.

Esperando que los resultados presentados respondan al acuerdo establecido, nos

suscribimos a usted con toda consideracion y estima.
Kwﬁ/é "é

Cordialmente,

“HACIA LA LIBERTAD POR LA CULTURA” @ | O ;@,WA o ols
9 /) }/A&M /{‘d"‘ »/
__/“AL ? ‘ §
; ®
Br. Luis Fernando Lemus Aguilar RO
Estudiante de trabajo de graduacion Nﬁé&ﬂ@
INFIARZA DE SIEMPRE

=

MSc. Mirna Sorto/Alvarez
Docente Asesor

/ of R}
/’”ﬁ, )
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(. DE BIOQUIMICA »

.Y commmous
\ _“-$ AMBIENTAL

Dr. Rene Francisco Ramos Alvarenga
Docente Asesor

Figura N°31. Carta presentada en APROCSAL.



UNIVER SIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUINMICA ¥ FARMACIA

Informe de resultados de trabajo de graduacion:
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA DE
EXTRACTOS DE Rozmarinus officingliz L. (ROMERD) SOBRE Siaphyiocoocus
sureuz RESISTENTE A LA METICILINA [SARM)

Extractos anzlizados

+ Extracto etandlico d= romero (solente: atanal 80 % wiv)
+ Extracta hidroalcoholco de romern (solvente: etanal 70 % wiv)

Antibidtico de referencis

+  \ancomicing
Fabricante: Wijosa
Lote: 1502088
Fecha de fabncacion: 02-15
Fecha de wencimienta: 02-17
Cepas utilizadas
=+ ESfaphylococcus sureus resisientz a la meticiling [SARM)
Murnena de identificacion: 391231
Proveedor: Labaratonio Macional de Feferencia
Lugar de aislamiznio: Hospital Macional de Minos Benjamin Bloom
+ Efaphylococcus sureus sensinle a la meticiling (SASM)
Mumera de identificacion: ATCC G532

Proveedor: Laboratonio de Microbiclegia, Faculiad de Quimica y Farmacia,
Universidad de El Salvador

Recsultados
Extracto o Medio da culthvo oe I CIM
Antibldtico prusba cepa 3ARM | cepa 3ASM
Mueller Hirden 2000 pgimL | 2000 pgimL
Etandlico Musller Hintan Saling | 2000 pgfmL | 4000 pgimL
Muelier Hirion 1000 pgimL | 2000 pgimL
Hidroaleohdlico Musller Hintan Salina | 1000 pgéimL | 2000 pgimL
KMuelier Hirsen 0.4% pgimL | 0,58 pgimL
Vancomicina Musller Hintan Saglice | 058 pgiml | 0,58 pgiml

Figura N°32. Hoja de resultados.



El extracto hidroalcoholico presenta mayor actividad antimicrobiana para inhibir el
crecimiento de la cepa resistente que el presentado por el extracto etandlico.

La cepa resistente presenta una mayor sensibilidad frente a los extractos de romero
que la cepa sensible.

La vancomicina presenta concentraciones inhibitorias minimas dentro del criterio
establecido por la literatura sobre las dos cepas estudiadas (rango de corte clinico
para definir sensibilidad a la vancomicina por Staphylococcus aureus: < 1 ug/mL) ..

Conclusion:

Los analisis estadisticos indicaron que los extractos de Romero a concentraciones
mayores a 2000 ug/mL presentan actividad antibacteriana sobre las dos cepas de
Staphylococcus aureus estudiadas, y que la Vancomicina presenta dicha actividad a
concentraciones mayores a 0.98 pyg/mL.

Recomendaciones:

x

ra. Tania Cuadra Zelaya
ocente Asesor

A 2
S Gt PARTAMENTO‘

Continuar con investigaciones que confirmen la CIM de los extractos frente a otros
microorganismos patogenos, ausencia de toxicidad en humanos, y sinergismo con
otros medicamentos, antes de poder establecer la seguridad del uso de ellos en
mejores tratamientos contra infecciones bacterianas causadas por diferentes tipos de
microorganismos.

Si bien las dos cepas estudiadas presentaron sensibilidad a la vancomicina, se debe
tener precaucién con la aplicaciéon de vancomicina para el tratamiento de infecciones
por cepas sensibles a meticilina, debido a que los resultados muestran que los
valores de CIM obtenidos estan en el limite sugerido para cepas tratables con
efectividad por este antibidtico,, lo cual sugiere la posibilidad de que estas cepas
adquieran resistencia a este antimicrobiano.

Br. Luis Fernando Lemus Aguilar
Estudiante de trabajo de graduacion "

/ . e — oA
MSc. Mirna Sort Alvagzt—

Docente Aseso

° ® 0 P
- N

OF BIOQUIMICA &

Dr. Rene Francisco Ramos Alvarenga
Docente Asesor
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Figura N°32. Continuacion.



