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RESUMEN

El propdsito de la presente investigacion fue de evaluar el efecto antimicrobiano
del extracto de Allium sativum y del aceite esencial de Origanum vulgare frente

a una cepa estandar de Escherichia coli.

Los materiales y métodos; el nivel de la investigacion es aplicativo, cuasi
experimental, prospectivo, transversal; los resultados se analizaron con la
prueba de t de Student, obtenidos mediante el uso del método de difusién en
disco de Kirby-Bauer. Para el procedimiento se utilizaron: extracto de Allium
sativum y el aceite esencial de Origanum vulgare (expendidos en locales de
venta de productos medicinales de medicina natural, utilizados por la poblacion
de la zona para contrarrestar distintas dolencias), placas Petri conteniendo agar

Mueller Hinton inoculadas con una cepa estandar de Escherichia coli.

Los resultados. Se determind que el extracto de ajo tiene unas medidas de halos
de inhibicién de alrededor de 12 mm que representa el 33.3% del total de las
medidas para este antimicrobiano y para el aceite esencial de orégano con una
medida alrededor de los 10 mm que representan el 36.7% del total de mediciones

para este antimicrobiano.

Llegando a la conclusion que el extracto de Allium sativum (ajo) tiene un mejor
efecto antimicrobiano in vitro que el aceite esencial de Origanum vulgare

(orégano) sobre cepa de Escherichia coli.

Palabras clave: Efecto antimicrobiano, cepa, Allium sativum, Origanum vulgare,

in vitro, método de difusiéon en disco, halos de inhibicion.



ABSTRACT

The purpose of this research was to evaluate the antimicrobial effect of Allium
sativum extract and the essential oil of Origanum vulgare against a standard

strain of Escherichia coli.

The materials and methods; the level of research is applicative, quasi-
experimental, prospective, cross; the results were analyzed with the Student t
test, obtained using the disk diffusion method of Kirby-Bauer. For the procedure
were used: Allium sativum extract and essential oil of Origanum vulgare
(expended in stores selling medicinal products natural medicine, used by the
population of the area to counter various ailments), Petri plates containing Mueller
Hinton agar inoculated with a standard strain of Escherichia coli.

The results. It was determined that garlic extract has measures of inhibition halos
around 12 mm representing 33.3% of the measures for this antimicrobial and the
essential oil of oregano with a measure about 10 mm representing 36.7% of all

measurements for this antimicrobial.

Concluding that the extract of Allium sativum (garlic) has a better antimicrobial
effect in vitro that the essential oil of Origanum vulgare (oregano) on Escherichia

coli strain.

Keywords: Antimicrobial effect, strain, Allium sativum, Origanum vulgare, in vitro

disk diffusion method, halos of inhibition.



INTRODUCCION

El incremento en la resistencia bacteriana hacia los antimicrobianos
convencionales, motivado por varias causas dentro de las cuales esta el uso
irracional de antibidticos y la constante formacion de mecanismos bacterianos
para la formacion de resistencia, hace necesaria la investigacion de productos
naturales con propiedades medicinales para la fomentacion del uso de productos
que pueden estar al alcance de la poblacién ademés de ello el relativo elevado
costo de los antimicrobianos de uso meédico para la poblacion de escasos
recursos economicos.

En nuestro localidad actualmente existe poca investigacion acerca de productos
medicinales de origen natural, pero que sin embargo tiene amplio uso entre la
poblacién, promovido en gran por los comerciantes y distribuidores de estos
productos como una alternativa a los productos obtenidos sintéticamente.

Las propiedades de los productos estudiados frente a bacterias de crecimiento
rapido pueden ser evaluadas por el método de difusion en disco de Kirby-Bauer,
obteniéndose resultados reproducibles ademas de ser un método estandarizado
y de bajo costo en comparacion a otros métodos.

Dentro de las bacterias de importancia la Escherichia coli es una bacteria
potencialmente patégena, ademas de ello tiene la capacidad de poder formar
mecanismos de resistencia bacteriana frente a distintos antibioticos.

De este modo es conveniente realizar el estudio sobre el efecto antimicrobiano
in vitro del extracto de Allium sativum (ajo) y del aceite esencial de Origanum

vulgare (orégano) sobre cepa de Escherichia coli.



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcién de la realidad problematica

El uso de agentes antimicrobianos en infecciones producidas por
Escherichia coli en la actualidad se ve afectada debido al incremento del
desarrollo de mecanismos de resistencia a los antibioticos convencionales
(1), llamando de forma alarmante al desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos, ya que si no se tomara esta accion se correria el riesgo de
que en un futuro no se pueda contar con antibiéticos capaces de poder
contrarrestar las consecuencias de las enfermedades infecciosas en la
poblacién que se encuentra expuesta a diferentes agentes microbianos (2);
en esta busqueda de nuevos agentes antimicrobianos se encuentran los
productos naturales con algunas propiedades medicinales atribuidas de
forma empirica por la poblacién, el ajo a quien se le atribuye varias
propiedades entre ellas el efecto antimicrobiano ante una gran variedad de
microorganismos, ademas de este el aceite esencial de orégano del cual se
menciona de manera similar sus efectos antimicrobianos y demas
propiedades, cabe recordar ademas que estos productos naturales son muy
ampliamente en la poblacién peruana y en especial la regién Puno, sin

conocimiento documentado en la region que sustente su uso (3).

En la actualidad resulta alarmante la resistencia de los microorganismos,
entre otros causados principalmente por bacilos Gram negativos, a distintos
antibioticos en las terapias dirigidos a los agentes causales de la infecciéon
(4), al elevado costo de los antimicrobianos sumado a estos se encuentra la
aparicion de los efectos adversos de ciertos antibidticos (3). Esto crea la
necesidad de encontrar nuevos compuestos provenientes de plantas que
puedan actuar de forma directa sobre la actividad antimicrobiana o
inhibiendo los mecanismos de resistencia de los microorganismos. Las
plantas medicinales representan una fuente muy importante para encontrar

esta clase de compuestos quimicos (2).

El uso inapropiado e indiscriminado de los agentes antimicrobianos

relacionado con la prevalencia de la resistencia a las drogas en los
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patdgenos en estos varios factores influyen, de los cuales se puede
mencionar: la variabilidad genética de los microorganismos, reservorios
humanos o ambientales donde pueden persistir o ser transmitidos genes de
resistencia u organismos resistentes, presiones selectivas por el uso
aumentado e inapropiado de antibidticos, asi como cambios sociales y
tecnologicos que afectan la transmision de los organismos. Si a esto se suma
el aumento de pacientes inmunocomprometidos y de tratamientos con
drogas inmunosupresoras, es entendible el incremento y emergencia de
infecciones bacterianas. La resistencia bacteriana a los agentes
antimicrobianos es un tema de importancia; pues dada la presencia en
patébgenos relacionados con enfermedades prevalentes, como son, la
enfermedad diarreica aguda, las infecciones respiratorias agudas y las
infecciones intrahospitalarias, le dan un caracter de problema prioritario por
la alta resistencia de uso y abuso de los farmacos, por lo que es necesario
la busqueda de nuevos principios activos con actividad antimicrobiana (5).

La Organizacion Mundial de la Salud advierte que en todas las regiones del
mundo, existe una elevada y creciente proporcion de bacterias responsables
de infecciones frecuentes son capaces de resistir la accion de los antibiéticos
usados convencionalmente, la Escherichia coli es una de las bacterias cuyos
mecanismos de desarrollo de resistencia a antibidticos se encuentra en
constante cambio haciendo cada vez mas imperante la necesidad de poder
contrarrestarlo. En todo el mundo se desarrollan y se propagan nuevos
mecanismos de resistencia bacteriana que dificultan el tratamiento de
enfermedades infecciosas habituales causando muertes y discapacidades
(6). Si no disponemos de agentes antimicrobianos eficaces, muchos
tratamientos médicos de referencia estaran condenados al fracaso o

acarrearan riesgos muy importantes (7).

El Peru se define como un pais de extraordinaria variedad de recursos vivos
y ecosistemas, que hoy se conoce como diversidad bioldgica o biodiversidad.
La diversidad de recursos genéticos es un logro de los grupos humanos
aborigenes, que durante un proceso de al menos 10000 afios han
domesticado especies de la fauna y plantas nativas que han sido
seleccionados y adaptado a los pisos ecoldgicos. El Pert es uno de los
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mayores centros mundiales de recursos genéticos, con unas 182 especies
de plantas domesticadas, y es reconocido como uno de los centros de origen

de la agricultura (8).

Evaluar in vitro la actividad antimicrobiana del ajo y orégano empleando
meétodos de analisis de laboratorio, permitira validar su uso y posteriormente
orientara a la elaboracion de esquemas de tratamientos dentro de su uso
popular de manera correcta, siendo la poblacion de escasos recursos
econdmicos los principales beneficiarios con los resultados, debido al amplio
uso de los productos naturales con potenciales efectos sobre la salud de la
poblacion tales como las propiedades antimicrobianas los mismos que seran
socializados por los comercializadores de recursos naturales terapéuticos

tradicionales.
1.2. Delimitacién de la investigacion
1.2.1. Delimitacion espacial

El estudio se realiz6 en el ambiente de microbiologia del Laboratorio
Clinico GyG Diagnostic, ubicado en el jirén 9 de diciembre n® 375 en la

ciudad de Juliaca.
1.2.2. Delimitacion temporal

El estudio se realiz6 desde el 11 de julio hasta el 15 de julio del 2016.
1.2.3. Delimitacion conceptual

La prueba in vitro para determinar el efecto antimicrobiano comprende la
medicion del halo de inhibicion formado a partir de la inoculacion de la
bacteria sobre la superficie del agar para enfrentarlo con el
antimicrobiano; en este caso los productos naturales como el extracto de
Allium sativum (ajo) y el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano)

y el Ciprofloxacino (control positivo).



1.3. Problema de investigacion
1.3.1. Problema principal

¢,Cual sera el resultado de la evaluacion del efecto antimicrobiano in
vitro del extracto de Allium sativum (ajo) y el aceite esencial de Origanum

vulgare (orégano) sobre cepa de Escherichia coli Juliaca — 20167
1.3.2. Problemas especificos

¢,Cual es el efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Allium sativum

(ajo) sobre cepa de Escherichia coli?

¢ Cuél es el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Origanum

vulgare (orégano) sobre cepa de Escherichia coli?

¢,Cual es el efecto antimicrobiano in vitro del ciprofloxacino sobre cepa

de Escherichia coli?

¢,Como serd la comparacién in vitro del efecto antimicrobiano del
extracto de Allium sativum (ajo), el aceite esencial de Origanum vulgare

(orégano) vy el ciprofloxacino sobre cepa de Escherichia coli?
1.4. Objetivos de la investigacion
1.4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Allium sativum
(ajo) y el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) sobre cepa de

Escherichia coli Juliaca — 2016.
1.4.2. Objetivos especificos

Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Allium sativum

(ajo) sobre cepa de Escherichia coli

Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de

Origanum vulgare (orégano) sobre cepa de Escherichia coli.



Determinar el efecto antimicrobiano in vitro de la Ciprofloxacino sobre

cepa de Escherichia coli

Comparar in vitro el efecto antimicrobiano del extracto de Allium sativum
(ajo), aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) y del Ciprofloxacino
sobre cepa de Escherichia coli

1.5. Hipotesis y variables de la investigacion
1.5.1. Hipdtesis general

El extracto de Allium sativum (ajo) tiene un mejor efecto antimicrobiano
in vitro que el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) sobre cepa

de Escherichia coli Juliaca — 2016.
1.5.2. Hipétesis especificas

Existe un buen efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Allium

sativum (ajo) sobre cepa de Escherichia coli

Existe un efecto antimicrobiano irregular in vitro del aceite esencial de

Origanum vulgare (orégano) sobre cepa de Escherichia coli

Existe un buen efecto antimicrobiano in vitro del Ciprofloxacino sobre

cepa de Escherichia coli es bueno

Al comparar in vitro el efecto antimicrobiano del Ciprofloxacino es
superior al extracto de Allium sativum (ajo) y al aceite esencial de

Origanum vulgare (orégano) sobre cepa de Escherichia coli.
1.5.3. Variables
1.5.3.1. Variable independiente

Antimicrobianos
a) Ajo
b) Orégano

c) Ciprofloxacino



1.5.3.2. Variable dependiente

Cepa de Escherichia coli

1.5.3.3. Operacionalizacion de las variables

DEFINICION
VARIABLES CONCEPTUAL DIMENSIONES INDICADORES ESCALA CATEGORIA
Administracién de
10/ul  de allium
Allium sativum | sativum (ajo) en
(ajo) discos de
sensibilidad sobre
cultivos de
Un antimicrobiano Escherichia coli
es una sustancia
quimica que, a Administracion de
Variable bajas _ _ 10/ul _ de aceite Sl
. . . concentraciones, Origanum vulgare | esencial de .
independiente: . | > . | Nominal
Antimicrobianos acta contra los (orégano) origanum vulgare
microorganismos, (ajo) en discos de NO
destruyéndolos o sensibilidad sobre
inhibiendo su cultivos de
crecimiento. Escherichia coli
Administracién de
discos de
Ciprofloxacina sensibilidad de
Ciprofloxacino de
5ug
Es un bacilo 0 mm
. 1mm
gramnegativo de la > mm
familia. de las | Inhibicion del | Inhibicién del
. . e e 3mm
Variable enterobacterias crecimiento de | crecimiento de
- . . - . 4 mm
dependiente: que se encuentra | colonias de | bacterias medidas | DE 5mm
Cepa de | en el tracto | Escherichia coli en mm alrededor | RAZON 6
. h ) ) - mm
Escherichia coli gastrointestinal de de los discos de 7 mm
humanos y sensibilidad 8
. mm
animales de
. 9 mm
sangre caliente. .
A mas

1.6. Metodologia de la investigacion

1.6.1. Tipo y nivel de la investigacién

1.6.1.1. Tipo de investigacion

La investigacion segun su enfoque es cuantitativa, basico o
fundamental segun el propésito.

1.6.1.2. Nivel de investigacion

Nivel aplicativo, cuasi experimental, prospectivo, transversal.




1.6.2. Método y disefio de la investigacion

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Método de la investigacion

Se utilizé el método cientifico aplicando los siguientes pasos:
formulacion del problema, formulacién de los objetivos, formulacion
de la hipotesis, marco tedrico, operacionalizacion de las variables,
procedimiento de campo, resultados, conclusiones vy

recomendaciones.
Disefio de investigacion

Se usé estadistica descriptiva para la presentacion de datos
mediante tablas de frecuencias y gréficos, ademas de estadistica
inferencial para comparar los grupos usando la prueba de t de

Student por ser variables cuantitativas.

1.6.3. Poblacion y muestra de la investigacion

1.6.3.1.

1.6.3.2.

Poblacién

90 Placas Petri inoculadas con cepa de Escherichia coli ATCC 25922

a) Criterios de Inclusion

— Cepas ATCC pertenecientes a cepas de Escherichia coli.
— Cepa ATCC 25922 de Escherichia coli.

b) Criterios de exclusion

— Cepas aisladas de muestras diversas.

— Cepas diferentes a Escherichia coli.
Muestra

Se us6 30 placas Petri por grupo de estudio n=90 por ser un
muestreo no probabilistico por conveniencia, y para cumplir con la

ley de la distribucién central.
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1.6.4. Procedimientos, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

1.6.4.1. Procedimientos

Preparacion de los medios de cultivo.

Se realiz6 de acuerdo a las instrucciones detalladas por el fabricante
del producto. Siendo estos pesados, en los volumenes indicados,
para posteriormente realizar el procedimiento de autoclavado. El
paso siguiente sera realizar la reparticion del agar en estado liquido
sobre las placas Petri, posterior a ello al disminuir su temperatura se

solidifica el medio.

Preparacion del indculo bacteriano

Se toma como inéculo de 3 a 5 colonias de la cepa ATCC 25922 de
Escherichia coli revitalizada; las mismas que conserven las mismas
caracteristicas en cuanto al mismo tipo de morfologia, estos son
resuspendidos en caldo cerebro corazén de 4 ml se lleva a un
proceso de incubacion en promedio de 2 a 6 horas, terminado el
proceso se realiza la comparacion del inoculo con un estandar de Mc
Farland de 0.5, en el caso que la suspension sea mayor, realizar el

ajuste que sea necesario con solucién salina fisiologica.

Inoculacién de los medios de cultivo

Posterior al ajuste del inéculo, se introduce un hisopo dentro de la
suspension y al retirarlo rotar varias veces contra la pared del tubo
por encima del nivel del liquido con la finalidad de eliminar el exceso
e Inocular sobre la superficie agar Mueller-Hinton de las placas que
la contienen, inocular mediante la técnica de dispersion por
agotamiento sin dejar ninguna zona libre. Dejar secar de 3 a 5

minutos antes de depositar los discos.

Dispensacion de los discos

Previo a la dispensacion de discos se realiza el rotulado respectivo

y la division correspondiente cada una de las placas. Luego del
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procedimiento anterior se coloca los discos previamente embebidos
con el antimicrobiano seleccionado, en el caso del disco control
positivo se coloca el disco directamente por venir ya el antibiético ya
en su composicion. Al realizar el procedimiento se debe tener
cuidado de que los discos estén en pegados a la superficie del agar.
Posteriormente se incuba las placas a 35°C +/- 2 en atmésfera
aerobica antes de que transcurran 15 minutos. Las placas se

incuban 24horas.

Lectura de los resultados.

Transcurridas las 24 horas se realizar la lectura de los halos de
inhibicién con la ayuda de una regla. Para posteriormente realizar el

analisis de los datos encontrados.
1.6.4.2. Técnicas

En el procedimiento se utilizdé la técnica de difusién disco placa
basada en la técnica de Kirby-Bauer para observar la inhibicion de
las bacterias observando el halo formado por los extractos en

investigados.
1.6.4.3. Instrumentos de recoleccion de datos

— Regla para medida del halo de inhibicién.

— Ficha de recoleccion de datos.
1.6.5. Justificacion e importancia de la investigacion

Las enfermedades infecciosas causadas por agentes bacterianos, en
especial por la Escherichia coli representa un problema creciente debido
a varias causas, una de estas razones, son el uso indiscriminado de
antibidticos y el desarrollo de mecanismos de resistencia bacteriana
hacia los mismos. Una de las acciones tomadas por los investigadores
en respuesta a ello es la busqueda de productos naturales con accién
antimicrobiana demostrada en base a conocimientos determinados

mediante el uso de método cientifico (9). Es por ello la importancia de la
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presente investigacion de evaluar dos productos naturales con accion
antimicrobiana usada por la poblacién de Juliaca de la regiéon Puno de
forma empirica en base a observaciones sobre la accion frente a
distintas dolencias para las cuales son usadas. Si bien los agentes
antimicrobianos (antibidticos), actian sobre los microorganismos para
poder para contrarrestar las enfermedades infecciosas, muchas
personas no tienen acceso a antimicrobianos por su relativo costo
elevado. Por otra parte, la medicina alternativa, tiene una
preponderancia muy alta en la poblacién, debido a su accesibilidad y

eficacia frente a distintas dolencias (10).

El presente trabajo tiene importancia porque tiene por objetivo evaluar el
efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Allium sativum (ajo) con el
aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) para asi validar su uso y
determinar cuél de los dos productos en estudio tiene mejor accion
antimicrobiana, pudiendo asi beneficiar a la poblaciébn de escasos
recursos econémicos que tienen acceso a estos productos, reflejando de
esta forma el aporte de estos conocimientos de manera tedrico y social

acerca de los productos en estudio.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion
2.1.1. Antecedentes internacionales

Jiménez. (2015). Realiz6 un estudio comparativo in vitro del efecto
antibacteriano del extracto de Allium sativum (ajo) blanco, purpura y
clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Streptococcus mutans. En este
estudio busco determinar y comparar la efectividad antibacteriana de
extractos hidroalcohdlicos de ajo blanco, purpura y Clorhexidina al
0,12% sobre cepas de Streptococcus mutans. Los extractos obtenidos
por percolacion se concentraron a 10%, 20%, 40% y 80%, después de
activar la cepa se realizé la siembra a la escala 0,5 Mc Farland en 22
placas Petri, 10 con agar Mueller Hinton mas sangre al 2% y 12 con agar
sangre, aplicando la técnica Kirby-Bauer, colocando las cuatro
concentraciones mencionadas en cada placa, éstas fueron incubadas a
35 % 2°C durante 24h al 5% de CO2; se midid los halos de inhibicion a
las 24 horas. Los resultados se analizaron con la prueba U de Mann
Whitney y se concluy6 que no existen diferencias significativas entre el
ajo blanco y purpura, teniendo mayor efecto antibacteriano con el
purpura al 80% con un promedio de 22,9mm, y el menor efecto con ajo
blanco al 10% con un promedio de 11,2mm (11).

Alvarez. (2014). Estudio la utilizacion del extracto del Allium savitum “Ajo”
como antimicrobiano en pacientes con problemas periodontales”. El uso
de antibidticos en odontologia como agente antimicrobiano profilactico
luego de realizar un tratamiento periodontal, puede conllevar muchos
riesgos, como es de conocimiento general un tratamiento antimicrobiano
gue no es llevado a término provoca la resistencia bacteriana a ese
antibiodtico especificamente, e incluso provoca la resistencia a toda la
familia de la cual procede dicho compuesto, lo que quiere decir es que
ese antibiético no serd capaz de combatir esa bacteria. Muchos
pacientes no son conscientes del grave problema que acarrea el

provocar que las bacterias se vuelvan resistentes, muchas veces, el

14



paciente abandona los tratamientos antibioticos por descuido o malos
consejos de terceros, pero prima el desconocimiento del gran dafio que
puede causar a su salud y a la de las personas que estdn mas cerca, en
la decision de abandonar el tratamiento no solo influyen factores socio
econdémicos, sino también culturales. La propuesta de este trabajo es la
utilizar el extracto de Allium Savitum "Ajo” como antimicrobiano de uso
profilactico luego de realizar un tratamiento periodontal, con el fin de
evitar la aparicion de infecciones oportunistas que podrian atacar
mientras el paciente se recupera del tratamiento, para el efecto se utilizé
el extracto del Allium Savitum en forma de enjuague bucal, el mismo fue
aplicado en varias ocasiones en el dia, durante el tiempo que dure el
tratamiento, para poder, de ese modo evitar que se produzcan
infecciones y a su vez mejorar el tiempo en que se produce la
recuperacion del tejido lesionado durante el proceso de destartraje en el
tratamiento periodontal y de igual forma ayudar a promover una cultura

de uso responsable de los antibiéticos (12).

Sanchez. (2013). Evalu6 el Efecto inhibitorio de Allium cepa y Allium
sativum sobre cepas de Escherichia coli y Salmonella enteritidis. La
herbolaria tradicional tiene una amplia gama de productos que son
utilizados para tratar enfermedades de diversa indole y que son de facil
acceso para productores de traspatio, quienes muchas veces no cuentan
con los recursos necesarios para aplicar buenas practicas de
bioseguridad. Se ha comprobado que los principios activos de muchos
productos naturales tienen efecto sobre diferentes tipos de bacterias, es
por ello que se realiz6 un estudio del efecto inhibitorio que tienen los
extractos de Allium cepa (cebolla) y Allium sativum (ajo) sobre cepas de
Escherichia coli y Salmonella enteritidis, las cuales son bacterias
asociadas a trastornos entéricos de muchos animales y que también
pueden afectar al hombre. Mediante un analisis en microplaca se
determind que se requieren cantidades de por lo menos 12.5 mg/ml de
ajo para inhibir el crecimiento de las bacterias mencionadas. La cebolla
no presentd resultados favorables en el analisis en microplaca, pero

mediante la determinacion de la tasa porcentual de eliminacion se
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observd que ejerce un efecto bactericida sobre las bacterias,
concluyendo que se requieren al menos concentraciones mayores al
10% de su extracto para tener resultados favorables. A dicha
concentracion, tanto la cebolla como el ajo demostraron tener un efecto
sobre Escherichia coli y Salmonella enteritidis, por lo que puede utilizarse

como una opcidn de desinfectantes biodegradables y econémicos (13).

Asensio. (2013). Estudio la utilizacion de aceites esenciales de
variedades de orégano como conservante antimicrobiano, antioxidante
y de las propiedades sensoriales de alimentos: quesos cottage, ricota y
aceite de oliva”. En argentina se producen cuatro variedades de
oréganos: Mendocino, Compacto, Cordobés y Criollo. Esta planta
aromatica ademas de ser consumida cotidianamente como aromatizante
de comidas puede ser destinada a la produccion de aceites esenciales.
El uso de aceites esenciales como conservantes naturales cobra
especial importancia en la industria alimenticia, ya que estos
compuestos son reconocidos como seguros para ser usados en forma
intencionada en alimentos. Los aceites esenciales de orégano
constituyen una alternativa como potenciales agentes antioxidantes y
antimicrobianos prolongando la vida util de los alimentos, especialmente
aqguellos ricos en grasas insaturadas, como es el caso del aceite de oliva,
y aquellos que tienen alta actividad agua y que son susceptibles al
deterioro microbiano, como es el caso de los quesos de pasta blanda
como laricotay el Cottage. El objetivo de este trabajo de tesis fue evaluar
in-vitro las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de aceites
esenciales de las variedades de orégano producidas en Cérdoba,
Argentina, y evaluar el efecto conservante de dichos aceites esenciales
sobre alimentos con alto contenido graso como el aceite de oliva y de
humedad como los quesos de pasta blanda (ricota y Cottage) para
preservar la calidad quimica, sensorial, nutricional y microbiol6gica de
dichos productos. Para responder a estos objetivos se realizaron a) la
determinacion de la composicion fisico-quimica de los aceites esenciales
de orégano (AE) de las variedades Mendocino (Men), Compacto (Com),

Cordobés (Cor) y Criollo (Crio), b) la actividad antioxidante de los aceites
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esenciales mediante los test usados con mayor frecuencia para su
determinacién c) la actividad biocida de los aceites esenciales contra
bacterias gram positivas y negativas, levaduras, hongos filamentosos y
nematodos; d) analisis sensoriales sobre productos alimenticios como
gueso ricota y aceite de oliva adicionados con aceites esenciales de
orégano midiendo la aceptabilidad por parte de los consumidores y e)
estudios de almacenaje para evaluar cambios quimicos, sensoriales y
microbiolégicos que se producen en quesos de pasta blanda (ricota y
Cottage) y aceite de oliva preparados con el agregado de aceites
esenciales de orégano. Los diferentes aceites esenciales de orégano
presentaron distinta composicién quimica, actividad antioxidante y
biocida. EI aceite esencial Criollo presentd6 mayor actividad
antimicrobiana con respecto a los demas aceites esenciales exhibiendo
bajos valores de concentracibn minima inhibitoria y con capacidad
bactericida contra Escherichia coli y Bacillus cereus al igual que el aceite
esencial Cordobés. El aceite esencial Mendocino fue el mas aceptado
sensorialmente en las pruebas de aceptabilidad por parte de los
consumidores cuando se los incluyé en los alimentos. Los aceites
esenciales tuvieron mayor actividad biol6gica pero presentaron menor
aceptabilidad al ser incluidos en los alimentos. El aceite de oliva
saborizado con aceite esencial Cordobés almacenado en Oscuridad
presento mayor estabilidad y preservd con niveles mayores de
intensidad los atributos sensoriales positivos del producto. En las
muestras de queso Cottage el aceite esencial Cordobés mostro al final
del almacenaje menores contenidos de &cidos lactico, acético y citrico,
y menor numero de microorganismos mesofilos totales que el resto de
los tratamientos. También estas muestras presentaron mejor relacion de
acidos grasos saturados/insaturados al final del almacenaje resultados
gue indican que el aceite esencial Cordobés tiene una muy buena
actividad antioxidante y antimicrobiana cuando es aplicada sobre
alimentos. En general los aceites esenciales de especies de orégano
presentaron buena aptitud para la conservacion de alimentos impidiendo

el deterioro oxidativo en aceite de oliva y en quesos (ricota y Cottage),
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2.1.2.

ademas de mostrar buena actividad antimicrobiana en productos con

alta actividad agua como el queso Cottage (14).
Antecedentes nacionales

Munayco (2012). Investigo el efecto antimicrobiano y antifungico del
extracto de Allium sativum frente a las cepas estdndar American Tipe
Culture Collection (ATCC) de Streptococcus mutans, Capnocytophaga
sputigena, Lactobacillus casei y Candida albicans a diversas
concentraciones. Obtuvo el extracto por el proceso de maceracion,
utilizando el ciprofloxacino y el fluconazol como control positivo de las
bacterias y hongo, respectivamente; y el alcohol de 70° como control
negativo. Al realizar las pruebas de sensibilidad con el extracto a las
concentraciones de 12 mg/mL, 18 mg/mL 30 mg/mL, 60 mg/mL, 90
mg/mL, 120 mg/mL, se obtuvo los siguientes resultados: La
concentracion antimicrobiana frente al Capnocytophaga sputigena,
Streptococcus mutans y Candida albicans, fue de 120 mg/mL, teniendo
como referencia al estandar al ciprofloxacino a una concentracion de 4
mg/ml y fluconazol a una concentracién de 2 mg/ml. Los resultados
tienen una distribucion normal al 95 % de nivel de confianza. Con la
prueba de Bartletts, la varianza a distintas concentraciones fue igual con
un 95 % de nivel de confianza. La concentracion de 120 mg/mL, segun
la prueba de Anova tiene punto de interseccion por lo que se plante6 un
Re-tets. Segun esta prueba, la concentracion de 120 mg/mL comparada
con el estdndar demostr6 que los resultados son estadisticamente
iguales. Este estudio concluyo que el extracto hidroalcohdlico de Allium
sativum presentd efecto antimicrobiano frente a la cepa ATCC de
Streptococcus mutans, Capnocytophaga sputigena, y Candida albicans

a excepcion de Lactobacillus casei que presento resistencia (15).

Maravi. (2012). Evalué el efecto antibacteriano y antifingico del aceite
esencial de: Menta piperita (menta), Origanum vulgare (orégano) y
Cymbopogon citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus mutans,
Lactobacillus acidophilus y Candida albicans. El objetivo de la

investigacion fue determinar el efecto antibacteriano y antifingico in vitro
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del aceite esencial de: Menta piperita (Menta), Origanum vulgare
(Orégano) y Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) mediante el método de
difusién en agar con disco, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175,
Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 y Candida albicans ATCC 90028.
Los aceites esenciales de dichas plantas se obtuvieron por el método de
arrastre por vapor de agua. Para realizar el analisis microbiolégico, se
utilizé el aceite esencial de Menta al 50 y 100%, Orégano al 50 y 100%
y Hierba Luisa al 50% y 90%, asimismo, para obtener concentraciones
al 50% y 90%, éstas se diluyeron en agua destilada y dimetilsulféxido.
Estos aceites esenciales, fueron comparados con Nistatina como control
positivo (para los hongos) y Gluconato de Clorhexidina al 0.12% (para
las bacterias) y como controles negativos se utilizd: agua destilada y
dimetilsulfoxido. Al realizar las pruebas de sensibilidad in vitro se
obtuvieron los siguientes resultados: De los tres aceites esenciales, el
gue tuvo mayor efecto sobre Streptococcus mutans fue el Orégano,
frente a Lactobacillus acidophilus y Candida albicans fue la Hierba Luisa.
El aceite esencial de Orégano y Hierba Luisa tienen mayor efectividad
antibacteriana y antifingica que los controles positivos: Clorhexidina al
0.12% y Nistatina, a excepciéon de la Menta piperita (Menta) al 50% que

su accion fue menor que los controles positivos (16).
2.2. Bases teoricas
2.2.1. Allium sativum (Ajo)

El ajo (Allium sativum L.) (17). Su nhombre es debido a sus caracteristicas
olorosas el cual le confirié la denominacion de allium. Ademas su género
alberga mas de 300 especies. Es una planta de tallo erguido, cilindrico;
con hojas planas y delgadas, tiene un bulbo solido formado de bulbillos,
llamados también dientes, flores blanquizcas o rojizas. Las partes
usadas son los bulbillos o dientes (18). El fuerte olor caracteristico que
produce esta especie es atribuida a dos sustancias volatiles; la alicina y

el disulfuro de alilo (19).
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2.2.1.1. Composicidn quimica

Los bulbillos o dientes de ajo (Allium sativum) tiene un alto contenido
de agua, aproximadamente el 65%, ademas se encuentra
numerosos componentes activos tales como: sales minerales
(selenio), azucares, lipidos, aminoacidos esenciales, sapondsidos,
terpenos, vitaminas, enzimas, flavonoides y otros compuestos
fendlicos. Sin embargo en cuanto a principios activos con accion
antimicrobianos los mas importantes lo representan sus compuestos
azufrados (20, 21).

En su forma natural, sin ninguna alteracion a nivel sus bulbillos, la
principal sustancia es la aliina o sulfoxido de S-alil-cisteina
(aminoacido azufrado), también encontramos sulfoxidos S-metil-L-
cisteina y S-propenilS-cisteina, S-glutation, g-glutamil-S-alil cisteina,
y g-glutamil-S-alil-mercapto-L-cisteina (22). La aliina, es una
sustancia inodora e inestable, cuando el ajo es machacado o
triturado, la aliina es transformada en alicina entre otros compuestos
azufrados (tiosulfinatos), por la accidén de la enzima aliinasa. Estos a
Su vez se transforman en otros compuestos organosulfurados:
sulfuro de dialilo, disulfuro de dialilo, trisulfuro de dialilo y ajoenos
(21).

a) Alicina
La actividad antimicrobiana del ajo (Allium sativum) fue
reportado por Cavallito en 1944 y su componente activo
disulfuro dialilo fue nombrado alicina. Stoll et al en 1951
confirmd que la alicina deriva de la accién de la encima allinasa
sobre la aliina. Posteriormente Dankert et al en 1979
examinaron los extractos crudos de ajo (Allium sativum), en la
prueba de difusion en agar, el efecto inhibitorio sobre bacterias
tanto gram negativas como gram positivas, en esta prueba los

microorganismos son inhibidos por el extracto de ajo (21, 23).
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El trisulfuro de dialilo es el producto final de transformacion de
la alicina este cumple también tiene actividad antibacteriana,

antifungicida y antiparasitaria (21).

La alicina se obtiene después de un proceso de lisis celular,
liberandose asi la aliina sobre la cual actua la allinasa dando
como producto a la alicina esta sustancia tiene actividades
antimicrobianas contra una amplia gama de bacterias Gram
negativas y Gram positivas, la actividad antifungica, actividad

antiparasitaria, y actividad antiviral (23).

La forma de determinar que un compuesto posee actividad
antimicrobiana se basa en dos caracteristicas principales.
Primero, el compuesto debe ser capaz de alcanzar los objetivos
potenciales y, si éstos son intracelulares, significa que debe ser
capaz de ingresar dentro de la célula microbiana, tiene que
penetrar la pared celular bacteriana, la membrana celular y
ademas de estos dos limites, las capsulas de ciertas bacterias
pueden constituir una capa adicional de la resistencia. La
alicina demostré que difunde a través de estas membranas.
Las diferencias estructurales de las bacterias en cuanto a su
composicién de polisacaridos y lipidos de su pared celular
tienen un efecto sobre la permeabilidad de la alicina y a su vez
se ven reflejados en la capacidad antibacteriana de la alicina.
El efecto antimicrobiano de alicina se debe a su reaccion
qguimica con los grupos tiol de las enzimas diferentes, por
ejemplo, alcohol deshidrogenasa, la tiorredoxina reductasa, y
la ARN polimerasa; los cuales se ven afectados en su funcion
en las bacterias por lo que conlleva a la muerte celular de la
bacteria (21, 23).

2.2.1.2. Propiedades antimicrobianas

Las propiedades antimicrobianas del extracto de allium sativum (ajo)

cuyo principal componente activo es la alicina, al cual se le atribuye
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propiedades antimicrobianas, indican la eficacia sobre una amplia
gama de bacterias, algunos protozoarios, de la misma forma hongos
y también algunos virus aunque con limitada informacion

documentada al respecto (24).

Las propiedades antibacterianas del ajo demuestran un amplio
espectro antibacteriano sobre bacterias tanto Gram positivas como
Gram negativas incluyendo especies de Escherichia, Salmonella,
Staphylococcus, Streptococcus, Klebsiella, Proteus, Bacillus, y
Clostridium. Incluso las bacterias &cido-resistentes tales como
Mycobacterium la tuberculosis son sensibles al ajo (22).

La accion de Allium sativum sobre protozoarios inhibe el crecimiento
de parasitos como Giardia lamblia, Entamoeba histolytica,
tripanosomas, Leishmania major, Leptomonas colosoma vy
Fasciculata crithidia (24).

Los hongos muestran sensibilidad hacia la alicina estos incluyen por
ejemplo Candida, Cryptococcus, Trichophyton, Epidermophyton,
Microsporum. La alicina inhibe tanto la germinacioén de las esporas 'y
el crecimiento de las hifas. El modo de accion de la alicina en la
hongo aun no se ha dilucidado, pero se cree que actla en encimas
tiol (23).

En cuanto a sus propiedades sobre los virus se dispone de
informacion muy reducida al respecto. Entre los virus que son
sensible a los extractos de ajo son el citomegalovirus humano,
influenza B, Virus Herpes simplex tipo 1, herpes simple virus de tipo
2, virus vaccinia, virus de la estomatitis vesicular, y el tipo rinovirus
humano (23).

2.2.2. Origanum vulgare (Orégano)

El orégano (Origanum vulgare). Pertenece a la familia Lamiaceae (17).
Su género alberga a mas de dos docenas de diferentes especies de
plantas, presenta un olor caracteristico a especias. El tamafio

aproximado de esta planta llega alrededor de unos 45 cm de alto. Los
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tallos de color rojizo, con hojas ovaladas, de color verde claro y tallos
erguidos y ramificados, presentan flores rosas y en algunos casos
blancos, apretados en densos capitulos, formando paniculas, con largas
bracteas de color purpura y numeroso estambres salientes (25). La
esencia aromatica se encuentra en unas pequefas glandulas en toda la
planta, compuesto por un estearopteno y dos tipos de fenoles,
principalmente carvacrol y en menor proporcién timol. Las raices

contienen estaquiosa Yy los tallos sustancias tanicas (26).

La composicion y la cantidad de los metabolitos secundarios de estas
plantas dependen de factores climaticos, la altitud, la época de cosecha,
y su estado de crecimiento. Por lo anterior el estudio de dichos factores
y su influencia en su cultivo es importante para su mejor
aprovechamiento y explotacion. El p-cimeno y los derivados fendlicos
carvacrol y timol han sido encontrados en diversas hierbas y especias
incluyendo el orégano. Estas sustancias son monoterpenoides
representativos de un pequefio grupo de compuestos aromaticos que la
naturaleza produce via la ruta del mevalonato seguido por compuestos

aromaticos (27).
2.2.2.1. Composicién quimica del orégano

En cuanto a la composicién y concentracion de sustancias activas
presentes en esta planta depende en general de varios, uno de los
mas influyentes son las condiciones climéaticas, época de cosecha,
altitud a la cual es producida, etc. En este sentido, cabe sefialar que,
sera diferente evaluar el aceite esencial de orégano con un extracto
del mismo, dependiendo de las condiciones en las que se realiza

estas extracciones, y de la procedencia de las plantas (27).

La composicion quimica del Origanum vulgare de extractos acuosos
y sus aceites esenciales. Se logré6 determinar la presencia de
flavonoides como la apigenina y la luteolina, agliconas, alcoholes
alifaticos, compuestos terpénicos y derivados del fenilpropano (28).

En la especie de Origanum vulgare se han encontrado acidos
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2.2.2.2.

coumeérico, ferdlico, caféico, hidroxibenzoéico y vainillinico. Los
principales componentes de la especie Origanum vulgare son el
carvacrol y el timol con sus respectivas enzimas. Las
concentraciones de estas sustancias en el aceite esencial varian de
acuerdo a época de la recoleccion y a altitud. Los hidrocarburos
monoterpenoides g -terpineno y r -cimeno se encuentran presentes
en los aceites esenciales en cantidades menores en comparacion a

las concentraciones de carvacrol y el timol (27).

a) Aceite esencial de orégano y sus componentes fendlicos
Los compuestos fendlicos de los aceites esenciales de
orégano, carvacrol y timol, que estructuralmente presentan
parecida composicién variando solo en la localizacién del
grupo hidroxilo en el anillo fendlico, han demostrado tener
actividad antimicrobiana actuando a nivel de la membrana de
celular, afectando la permeabilidad de la bacteria, de esta

forma ejerce su accion antibacteriana (27).
Propiedades antimicrobianas

En muchas investigaciones se evalud la actividad del aceite esencial
de orégano encontrandose actividad contra bacterias Gram
negativas como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Yersinia enterocolitica y Enterobacter cloacae; y gram
positivas como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Listeria monocytogenes y Bacillus subtilis. En cuanto a su accion
sobre los hongos presenta accion sobre Candida albicans,
Aspergillus Niger, Geotrichum y Rhodotorula (27).

En las bacterias Gram negativas, los compuestos fendlicos que
componen el aceite esencial de orégano actua sobre los fosfolipidos
presentes en la membrana externa promoviendo asi cambios en
cuanto a la composicion de acidos grasos Yy consecuentemente

inhibiendo de esta forma su desarrollo (29).
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2.2.3.

2.2.4.

Ciprofloxacino

Es un antibidtico perteneciente al grupo de las fluoroquinolonas
(Quinolonas de segunda generacién) con efectos bactericidas, cuyo
mecanismo de accion radica en actuar sobre una enzima llamada ADN
girasa en microorganismos Gram negativos y la topoisomerasa en
microorganismos Gram positivos (30). De esta forma el material genético
de la bacteria no puede ser replicada, deteniendo asi la proliferacién de

la bacteria finalmente muere sin proliferar (31).

Su estructura basicamente se deriva de todas la quinolonas con la
diferencia de la introduccion de un atomo de flGor en el carbono 6 y un
anillo de piperazina en el carbono 7. Estas estructuras mejoran las
caracteristicas en relacion a sus propiedades farmacocinéticas
demostrando tener buena absorcion oral y amplia distribucién tisular
(30).

Su espectro es mayor en relacion a las quinolonas de primera
generacion, sin embargo debido al uso creciente las bacterias generan
mecanismos de resistencia alterando los puntos blancos de accién de
este antibiético. Sobre los mecanismos de resistencia se pueden sefialar
los siguientes: alteracion de la Gyr A (girasa A), alteracion de la Gyr B
(girasa B), alteracion de la topoisomerasa |V, dificultad el paso del
antibidtico a través de la pared bacteriana y exceso de salida por

alteracion de los mecanismos de flujo externo (30).
Escherichia coli

Escherichia Coli es un bacilo Gram negativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, es un microorganismo frecuentemente aislado en
muestras biolégicas (32). Forma parte de la flora bacteriana comensal
del intestino del ser humano y de mamiferos de sangre caliente (33).

En 1885 el microbidlogo aleman Theodore von Escherich, su
descubridor, la llamo Bacterium coli commune, sus hallazgos fueron de

estudio. Actualmente es conocido con Escherichia coli, en honor a su
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descubridor. Normalmente no causa infeccion en el organismo en el que
se encuentre como comensal, excepto en aquellos cuya inmunidad este
deprimida (32).

Para la determinacion del grupo patdgeno al que pertenecen Kauffman
desarroll6 un esquema de serotipificacién que continuamente variay que
actualmente tiene 176 antigenos somaéticos (O), 112 flagelares (H) y 60
capsulares (K). El antigeno “O” es el responsable del serogrupo; la
determinacion del antigeno somatico y flagelar (O:H) indica el serotipo,

el cual en ocasiones se asocia con un cuadro clinico en particular (34).

La Escherichia coli puede ser aislada de diferentes muestras en sus
respectivos medios desarrollados para tal fin, es un microrganismo de
crecimiento rapido, haciéndolo adecuado para la determinacion del
antibiograma en el que se evalla la capacidad de un antimicrobiano
frente a este microorganismo (35). Para posteriormente proponer un
esquema de tratamiento para contrarrestar su desarrollo. Las cepas
patdbgenas de Escherichia coli se clasifican de siguiente forma
enterotoxigénica, enterohemorragica, enteroinvasiva, enteropatdégena,
enteroagregativa, de adherencia difusa. Cada wuno de Ilos
microorganismos mencionados genera patogenicidad mediante

diferentes mecanismos (34).

2.2.4.1. Método para determinar la susceptibilidad ante agentes

antimicrobianos

La generacion de resistencias de los microorganismos a los
antimicrobianos hace necesaria la determinacion de sensibilidad de
los microorganismos frente a distintos antimicrobianos por medio del
uso de distintos métodos. Siendo esta, el estudio de la sensibilidad
de los microorganismos a los antimicrobianos, una de las funciones
mas importantes de los laboratorios de microbiologia. Su realizacion
permite evaluar la respuesta in vitro de un microorganismo a

diferentes antimicrobianos, para posteriormente determinar su
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eficacia in vivo, de acuerdo a las distintas caracteristicas del

antimicrobiano (36).

El procedimiento para su realizacion debe estar determinado en
esquemas de trabajo que aseguren resultados que se reflejen en el
tratamiento que permita la correcta eleccion del antimicrobiano en
infecciones sobre pacientes a los cuales se les realiza este analisis
(37).

a. Método de difusion en disco — placa

Basado en la técnica descrita y estandarizada por Kirby-Bauer
en el afio 1966, desde entonces este método es recomendado
por el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad de Instituto de
Estandares clinicos y de laboratorio (por sus siglas en ingles
CLSI), con sede en los Estados Unidos (37). Tienen la ventaja
de ser altamente reproducibles, recomendado principalmente
para el estudio de Enterobacterias (36).

El antibiograma disco-placa consiste en depositar, en la
superficie de agar de una placa de Petri previamente inoculada
con el microorganismo, discos de papel secante (papel filtro de
6mm) impregnados con los diferentes antibiéticos (37). El disco
al ponerse en contacto con la humedad del agar absorbe el
agua y el antimicrobiano difunde radialmente a través del
espesor del agar formandose asi una gradiente de
concentracion (38). Es una metodologia aplicable a una amplia
variedad de bacterias, fundamentalmente bacterias aerobias
no exigentes de crecimiento rapido como la Escherichia coli.
Este método se realiza en agar Mueller-Hinton porque permite
obtener resultados reproducibles debido a que en el crecen la
mayor parte de bacterias que causan patologias de tipo
infecciosas. Las lecturas son realizadas a las 18 - 24 horas los

cuales seran leidos y posteriormente interpretados como
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sensible (S), intermedia (1) o resistente (R) segun las categorias
establecidos por el CLSI (37).

2.3. Definicién de términos béasicos

Antimicrobiano: sustancia que destruye los microrganismos, tales como
bacterias, hongos o parasitos que impide su multiplicacion o crecimiento
(39).

In vitro: dentro de un cristal, se refiere a una técnica para realizar un
determinado experimento en un tubo de ensayo o un entorno artificial

controlado fuera de un organismo vivo (39).

Cultivo: método para la propagacién de microorganismos tales como
bacterias, hongos y parasitos (cuando nos referimos a areas de
microbiologia) vivas en medios propicios, para su desarrollo, como un
método fundamental para el estudio de las bacterias y otros

microorganismos (39, 40).

Colonias: término utilizado ampliamente como un grupo de seres Vivos
organizados bajo bases cooperativas, grupo discreto de microorganismos,

como un conjunto de bacterias en un cultivo (40).

Cepa: en microbiologia se define como grupo de microorganismos
pertenecientes a una misma especie o variedad caracterizados por alguna
cualidad en particular. Puede definirse como un conjunto de especies

bacterianas que comparten, al menos, una caracteristica (39, 40).

Resistencia: oposicién o fuerza que contrarresta. Capacidad natural que
tiene un organismo a resistir los efectos de un farmaco. La resistencia se
produce naturalmente por seleccibn natural a través de mutaciones
producidas por azar. Si una bacteria porta varios genes de resistencia, se le

denomina multirresistente (39, 40).
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CAPITULO llI: PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION

DE RESULTADOS

3.1. Andlisis de tablas y graficos

Tabla n°1: Efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Allium sativum

(ajo) y del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) sobre cepa

de Escherichia coli Juliaca — 2016

Ajo Orégano
N % N %
9 mm 0 0 9 30
10 mm 4 13.3 11 36.7
Halo 11 mm 5 16.7 8 26.7
inhibitorio 12 mm 10 33.3 2 6.7
13 mm 9 30 0 0
14 mm 2 6.7 0 0
Total 30 100 30 100

Fuente: Matriz de datos.

Elaborado: Por el investigador.
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Gréafico n°l: Efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Allium
sativum (a@jo) y del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano)
sobre cepa de Escherichia coli Juliaca - 2016
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Fuente: Matriz de datos
Elaborado: por el investigador.

Interpretacion y analisis

En la tabla N° 01 y grafico N° 01, en la muestra estudiada segun la lectura
de los halos inhibitorios, el extracto de Allium sativum tuvo mayores valores
de inhibicion que el aceite esencial de Origanum vulgare, teniendo una
frecuencia mayor alrededor de los 12 mm. Los valores de inhibicion del
aceite esencial de orégano presentan una frecuencia mayor alrededor de los

10 mm.
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Tabla n°2: Efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Allium sativum

(ajo) sobre cepa de Escherichia coli Juliaca — 2016

%
10 mm 4 13.3
11 mm 5 16.7
Halo
o 12 mm 10 33.3
inhibitorio
13 mm 9 30
14 mm 2 6.7
Total 30 100

Fuente: Matriz de datos
Elaborado: por el investigador.

Grafico n°2: Efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Allium

sativum (ajo) sobre cepa de Escherichia coli Juliaca — 2016
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Fuente: Matriz de datos

Elaborado: por el investigador.
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Interpretacion y analisis

En la tabla N° 02 y grafico N° 02, al evaluar el efecto inhibitorio del extracto
de ajo podemos observar que el 33.3% de las medidas realizadas presenta
una medicion de 12mm, 30% presenta halos de inhibicion de 13mm, 16.7%
presenta halos de inhibicion de 11mm, 13.3% presenta halos de inhibicién
de 10mm y 6.7% presenta halos de inhibicion de 14mm. En suma todos
representan el 100% de las mediciones. De a partir de estos datos podemos
determinar que el extracto de ajo tiene una inhibicion mayor en frecuencia

con halos de 12mm.
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Tabla n°3: Efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de
Origanum vulgare (orégano) sobre cepa de Escherichia coli Juliaca -
2016

Orégano

N %

9 mm 9 30
Halo 10 mm 11 36.7
inhibitorio 11 mm 8 26.7
12 mm 2 6.6
Total 30 100

Fuente: Matriz de datos

Elaborado: por el investigador.

Gréfico n°3: Efecto antimicrobiano in vitro del Origanum vulgare

(orégano) sobre cepa de Escherichia coli Juliaca — 2016

14

12

10 AN\ £ L~ T

8
6
4
2
0

1234567 8 9101112131415161718192021222324252627282930

OREGANO

Fuente: Matriz de datos

Elaborado: por el investigador.
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Interpretacion y analisis

En la tabla N° 03 y grafico N° 03, en las mediciones realizadas a los halos de
inhibicién producidas por el aceite esencial de orégano, sobre colonias de
Escherichia coli, 36.7% presenta medidas de 10mm, 30% presenta medidas
de 9mm, 26.7% presenta medidas de 11mm y un 6.6% presenta medidas de
12mm, sumados todos estos porcentajes hacen un total del 100% de las
medidas de inhibicion. Observando estos datos encontramos que el mayor
porcentaje en frecuencia representa los halos de 10mm.
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Tabla n°4: Efecto antimicrobiano in vitro del Ciprofloxacino sobre cepa
de Escherichia coli Juliaca — 2016

N %
21 mm 10 33.3
Halo 22 mm 10 33.3
inhibitorio 23 mm 9 30
24 mm 1 3.4
Total 30 100

Fuente: Matriz de datos

Elaborado: por el investigador.

Gréafico n°4: Efecto antimicrobiano in vitro del Ciprofloxacino sobre

cepa de Escherichia coli Juliaca — 2016
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Fuente: Matriz de datos

Elaborado: por el investigador.
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Interpretacion y analisis

En la tabla N° 04 y grafico N° 04, de acuerdo a las mediciones de los halos
de inhibicién del Ciprofloxacino sobre cepas de Escherichia Coli, se observa
que 33.3% presenta halos de inhibicibn de 21mm, de igual forma 33.3%
presenta halos de inhibicion de 22mm, 30% presenta halos de 23mm vy el
3.4% restante presenta halos de 24mm, sumados todos los porcentajes
mencionados hacen una suma total de 100%. Esto nos permite determinar
que en las medidas de los halos de inhibicion obtenidas del Ciprofloxacino
las medidas con mayor frecuencia son de 21mmy 22 mm, correspondiendo

a cada uno de ellos un porcentaje de 33.3%.
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Tabla n°5: Efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Allium sativum
(ajo), Origanum vulgare (orégano) vy Ciprofloxacino sobre cepa de
Escherichia coli Juliaca — 2016

Ajo Orégano Ciprofloxacino
N % N % N %
9 mm 0 0 9 30 0 0
10 mm 4 13.3 11 36.7 0 0
11 mm 5 16.7 8 26.7 0 0
12 mm 10 33.3 2 6.7 0 0
Halo 13 mm 9 30 0 0 0 0
inhibitorio 14 mm 2 6.7 0 0 0 0
21 mm 0 0 0 0 10 33.3
22 mm 0 0 0 0 10 33.3
23 mm 0 0 0 0 9 30
24 mm 0 0 0 0 1 3.4
Total 30 100 30 100 30 100

Fuente: Matriz de datos
Elaborado: por el investigador.

Grafico n°5: Efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Allium
sativum (a@jo), Origanum vulgare (orégano) vy Ciprofloxacino sobre
colonias de Escherichia coli Juliaca — 2016
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Interpretacion y analisis

En la tabla N° 05 y grafico N° 05, al realizar una comparacion de los tres
antimicrobianos en evaluacion las medidas mas frecuentes para el extracto
de ajo fueron 12mm que representan el 33.3% del total de las medidas
realizadas a los halos que produce el extracto de ajo, ademas de esto se
puede observar que la maxima medidasde halos de inhibicion producida por
el extracto de ajo es de 14mm representando estas medidas el 6.7% del total
de medidas realizadas a los halos de inhibicién del ajo. En cuanto a los halos
de inhibicibn producidas por el aceite esencial de orégano la mayor
frecuencia es para 10mm presentando el 36.7% del total de los halos
producidas por el aceite esencial de orégano, la maxima medida de inhibicion
para el aceite de orégano representa la medida de 12mm que en porcentaje
representa el 6.7%. Con respecto a las medidas del Ciprofloxacino la mayor
frecuencia se observa en medidas de 21mm y 22mm que en porcentajes
cada uno con 33.3% y la mayor medida de los halos de inhibicién
correspondiente al Ciprofloxacino es de 24mm que en porcentaje representa

el 3.4% del total de las medidas para este antimicrobiano.
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Tabla n°6: Estadistica descriptiva del efecto antimicrobiano in vitro del
extracto de Allium sativum (ajo), aceite esencial de Origanum vulgare
(orégano) y Ciprofloxacino sobre colonias de Escherichia coli en puno

- 2016
~ Desviacion
_ ' Media
Antibacteriano X estandar
S)
Ajo 12 1.14
Oregano 10.1 0.92

Ciprofloxacino  22.03 0.89

Interpretacion y analisis:

El promedio de inhibicién mayor fue logrado por el Ciprofloxacino mostrando
una media de 22.03, asi mismo con una desviacion estandar menor
correspondiente a 0.89, nos indica que la inhibicion es méas consistente

cuando se usa Ciprofloxacino.
3.2. Contrastacion de hipotesis
3.2.1. Prueba de la hipotesis general mediante el uso de la T de Student
3.2.1.1. Planteamiento de hipétesis estadistica:
a) Hipotesis General

Ho: El extracto de Allium sativum (ajo) no tiene un mejor efecto
antimicrobiano in vitro que el aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) sobre cepa de Escherichia coli Juliaca —
2016

Hi: El extracto de Allium sativum (ajo) tiene un mejor efecto
antimicrobiano in vitro que el aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) sobre cepa de Escherichia coli Juliaca —
2016
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b) Nivel de Significancia:
a =0.05

c) Estadistica de prueba

VA

d) Regla de Decision.

Region de

Rezion de Rechazo Regton de Rechazo

L

Aceptacion

t=n=29=-1.699 t= n=29=1.699
t= 6.862

Como la t=6.862, esta cae en la zona de rechazo de la Ho, por

lo tanto se rechaza la Ho y se acepta la Hi.

Conclusion: Al determinar el p-valor=0.00 = 0.00%, y un nivel
de significancia del 0.05, con una probabilidad de error del
0.00% El extracto de Allium sativum (ajo) tiene un mejor efecto
antimicrobiano in vitro que el aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) sobre cepa de Escherichia coli Juliaca —
2016.
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3.2.2. Prueba de las hipdtesis especificas mediante el uso de la T de Student
3.2.2.1. Planteamiento de hipotesis estadistica especifica 4 parte 1:
a) Hipotesis General

Ho: Al comparar in vitro el efecto antimicrobiano  del
Ciprofloxacino no es superior al extracto de Allium sativum

(ajo) sobre cepa de Escherichia coli Juliaca — 2016

Hi: Al comparar in vitro el efecto antimicrobiano  del
Ciprofloxacino es superior al extracto de Allium sativum (ajo)

sobre cepa de Escherichia coli Juliaca — 2016
b) Nivel de Significancia:
a =0.05

c) Estadistica de prueba

VA

d) Regla de Decision.

Region de

Repion de Rechazo

Region d Rechazo Aseptacion

-

t=n=29=-1.699 t= n=29=1.699

t=36.164
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Como la t=36.164, esta cae en la zona de rechazo de la Ho,

por lo tanto se rechaza la Ho y se acepta la Hi.

Conclusion: Al determinar el p-valor= 0.00 = 0.00%, y un nivel
de significancia del 0.05, con una probabilidad de error del
0.00% Al comparar in vitro el efecto antimicrobiano del
Ciprofloxacino es superior al extracto de Allium sativum (ajo)

sobre cepa de Escherichia coli.

3.2.3. Prueba de las hipétesis especificas mediante el uso de la T de Student

3.2.3.1. Planteamiento de hipotesis estadistica especifica 4 parte 2:

a)

b)

c)

d)

Hipotesis General

Ho: Al comparar in vitro el efecto antimicrobiano del
Ciprofloxacino no es superior al aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) sobre cepa de Escherichia coli Juliaca —
2016

Hi: Al comparar in vitro el efecto antimicrobiano  del
Ciprofloxacino es superior al aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) sobre cepa de Escherichia coli Juliaca —
2016

Nivel de Significancia:
a =0.05

Estadistica de prueba

VA

Regla de Decision.
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Region de

Region ds Rechazo Aceplacion \\Ripﬁide Rechazo
t=n=29=-1.699 t= N=29=1.699
t=58.773

Como la t=58.773, esta cae en la zona de rechazo de la Ho,

por lo tanto se rechaza la Ho y se acepta la Hi.

Conclusion: Al determinar el p-valor= 0.00 = 0.00%, y un nivel
de significancia del 0.05, con una probabilidad de error del
0.00% Al comparar in vitro el efecto antimicrobiano del
Ciprofloxacino es superior al extracto de Origanum vulgare

(orégano) sobre cepa de Escherichia coli Juliaca — 2016.
3.3. Discusion

Las investigaciones para determinar el efecto antimicrobiano de productos
naturales, van encaminadas al desarrollo e investigaciones de nuevos
principios activos para contrarrestar los males producidos por agentes
infecciosos que constantemente desarrollan mecanismos de resistencia
hacia los antibiéticos de uso coman.

La presente investigacion en la evaluacion de efecto antimicrobiano del
extracto de Allium sativum no concuerda con lo hallado por: Jiménez; en
cuanto a que investigo el efecto antimicrobiano del ajo pero en otra cepa
bacteriana de aqui que se puede inferir que las diferencias se hallan en las
estructuras celulares de las bacterias en estudio; Munayco; realizé una
investigacion sobre estandares bucales siendo estas diferentes a la
Escherichia coli y de misma forma que el anterior estudio se puede

mencionar que es debido al tipo de microorganismo cuyas caracteristicas
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son diferentes a los usados en la presente investigacion; Sanchez; por su
parte realizo una investigacion utilizando otro método de evaluacion del
efecto antimicrobiano por lo cual los resultados no pueden ser comparados;
Alvarez; estudio el efecto antimicrobiano basandose en la utilizacion del
extracto de ajo en pacientes con problemas de salud dental, desde luego sus
resultados no pueden ser comparados con los del presente estudio. Sin
embargo sus resultados, pese a no concordar directamente con el presente
estudio, muestran alentadores resultados con respecto al uso de
antimicrobianos de origen natural.

La evaluacion de efecto antimicrobiano del aceite esencial de Origanum
vulgare la presente investigacion no concuerda con lo hallado por: Asencio;
quien investigo el uso del aceite esencial de Origanum vulgare en la
conservacion de algunas variedades de queso y aceite de oliva, utilizando
otra técnica para el analisis del efecto antimicrobiano del aceite esencial de
orégano; Maravi; por su parte evalud el efecto antimicrobiano del aceite
esencial de orégano y otros productos de origen natural pero usando
microorganismos diferentes al usado en la presente investigacion. Se debe
mencionar que en estos estudios si bien no se encuentran similitudes
significativas los hallazgos respaldan en gran medida a los hallados en la

presente investigacion.

3.4. Conclusiones

e El| extracto de Allum sativum (ajo) tiene un mejor efecto
antimicrobiano in vitro que el aceite esencial de Origanum vulgare

(orégano) sobre cepa de Escherichia coli.

e Existe un buen efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Allium

sativum (ajo) sobre cepa de Escherichia coli

e Existe un efecto antimicrobiano irregular in vitro del aceite esencial de

Origanum vulgare (orégano) sobre cepa de Escherichia coli.
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e Existe un buen efecto antimicrobiano in vitro de la Ciprofloxacino

sobre cepa de Escherichia coli es bueno.

e Al comparar in vitro el efecto antimicrobiano del Ciprofloxacino es
superior al extracto de Allium sativum (ajo) y el aceite esencial de

Origanum vulgare (orégano) sobre cepa de Escherichia coli.
3.5. Recomendaciones

e Hacer estudios sobre los productos estudiados incluyendo el andlisis
de la composicién de los extractos y aceites esenciales, para poder
determinar el efecto antimicrobiano en diferentes concentraciones de

las preparaciones.
e Determinar el efecto antimicrobiano del extracto de Allium sativum y
aceite esencial de Origanum vulgare frente a otros microorganismos

patdgenos.

e Para estudios posteriores utilizar microorganismos aislados de

muestras clinicas, para evaluar su efectividad.

e Se sugiere un mayor tamafio de muestras.

¢ Realizar las investigaciones con cepas diferentes a la Escherichia coli.
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ANEXOS

Ficha de recoleccién de datos

Medidas de halos de inhibicion de antimicrobianos (en mm)
Extracto de ajo Aceite ejsencial de Ciprofloxacino
orégano
Placa 1 12 11 22
Placa 2 11 9 23
Placa 3 13 10 21
Placa 4 10 11 22
Placa 5 14 9 21
Placa 6 13 10 23
Placa 7 12 9 21
Placa 8 12 10 21
Placa 9 13 11 23
Placa 10 11 11 22
Placa 11 14 10 22
Placa 12 12 11 23
Placa 13 13 9 21
Placa 14 12 9 21
Placa 15 11 9 23
Placa 16 10 11 21
Placa 17 10 10 21
Placa 18 12 10 22
Placa 19 10 10 23
Placa 20 13 12 24
Placa 21 11 9 23
Placa 22 13 11 22
Placa 23 12 12 22
Placa 24 13 10 22
Placa 25 12 9 23
Placa 26 11 10 23
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Placa 27

13 10 22
Placa 28 12 11 22
Placa 29 13 9 21
Placa 30 12 10 21
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MATRIZ DE CONSISTENCIA

EFECTO ANTIMICROBIANO in vitro DEL EXTRACTO DE Allium sativum (AJO) Y DEL ACEITE ESENCIAL DE Origanum vulgare
(OREGANO) SOBRE CEPA DE Escherichia coli EN JULIACA — 2016

PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

VARIABLES

DISENO Y TIPO DE
INVESTIGACION

POBLACION Y MUESTRA

Problema principal

¢Cual sera el resultado de la
evaluacion del efecto
antimicrobiano in vitro del
extracto de Allium sativum (ajo) y
el aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) sobre cepa de
Escherichia coli Juliaca — 2016?

Problemas especificos

¢ Cudl es el efecto antimicrobiano
in vitro del extracto de Allium
sativum (ajo) sobre cepa de
Escherichia coli?

¢Cual es el efecto antimicrobiano
in vitro del aceite esencial de
Origanum  vulgare  (orégano)
sobre cepa de Escherichia coli?

¢Cual es el efecto antimicrobiano
in vitro de la Ciprofloxacino sobre
cepa de Escherichia coli?

¢Coémo serd la comparacion in
vitro del efecto antimicrobiano del
extracto de Allium sativum (ajo),
el aceite esencial de Origanum
vulgare  (orégano) y la
Ciprofloxacino sobre cepa de
Escherichia coli?

Objetivo general

Evaluar el efecto antimicrobiano
in vitro del extracto de Allium
sativum (ajo) y el aceite esencial
de Origanum vulgare (orégano)
sobre cepa de Escherichia coli
Juliaca — 2016.

Objetivos especificos

Determinar el efecto
antimicrobiano in vitro del extracto
de Allium sativum (ajo) sobre
cepa de Escherichia coli

Determinar el efecto

antimicrobiano in vitro del aceite
esencial de Origanum vulgare

(orégano) sobre cepa de
Escherichia coli.
Determinar el efecto

antimicrobiano in vitro de la
Ciprofloxacino sobre cepa de
Escherichia coli

Comparar in vitro el efecto
antimicrobiano  del extracto de
Allium sativum (ajo), aceite

esencial de Origanum vulgare
(orégano) y Ciprofloxacino sobre
cepa de Escherichia coli

Hipétesis general

El extracto de Allium sativum (ajo)
tiene un mejor efecto
antimicrobiano in vitro que el
aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) sobre cepa de
Escherichia coli Juliaca — 2016.

Hipétesis especificas

Existe un buen efecto
antimicrobiano in vitro del extracto
de Allium sativum (ajo) sobre
cepa de Escherichia coli

Existe un efecto antimicrobiano
irregular in vitro del aceite
esencial de Origanum vulgare
(orégano) sobre cepa de
Escherichia coli

Existe un buen efecto
antimicrobiano in vitro de la
Ciprofloxacino sobre cepa de
Escherichia coli es bueno

Al comparar in vitro el efecto
antimicrobiano del Ciprofloxacino
es superior al extracto de Allium
sativum (ajo) y al aceite esencial
de Origanum vulgare (orégano)
sobre cepa de Escherichia coli.

Antimicrobianos
- Ajo

- Orégano

- Ciprofloxacino

Cepa de Escherichia coli

La investigacion segun su
enfoque sera cuantitativa, basico
o fundamental segun el propésito.

Nivel aplicativo, cuasi
experimental, prospectivo,
transversal.

90 Placas Petri inoculadas con
cepa de Escherichia coli ATCC
25922

30 placas Petri por grupo de
estudio n=90 por ser un muestreo
no probabilistico por
conveniencia, y para cumplir con
la ley de la distribucién central.
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Materiales utilizados para el procedimiento.

Proceso de embebimiento de los discos problema, con los antimicrobianos
correspondientes, extracto de ajo y aceite esencial de orégano 10 ul de cada

uno con la ayuda de una micropipeta.
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Colocacion de los discos embebidos en la placa con ayuda de una pinza

Observacion y medicién de halos de inhibicion.

54



