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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in vitro de la mezcla del
aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis
‘romero” frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Método:
Experimental, observacional, cuantitativa, cuya muestra fue mezcla del
aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis
‘romero”. Se contd con 5 grupos (blanco, control positivo y problemas |, I
y lll) y cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, las que se
reactivaron en cloruro de sodio y mediante la técnica de Kirby — Bauer, se
hizo el antibiograma en placas de Agar Muller-Hinton inoculadas unas con
cepas de Staphylococcus aureus y otras con Escherichia coli, cuyo
procedimiento fue: para el grupo blanco se utilizé discos de sensibilidad
embebidos con alcohol etilico de 70°; para el grupo control positivo, discos
de ciprofloxacino de 5 ug; y para los grupos problemas I, Il y lll, discos
embebidos con la mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare
‘orégano” y Rosmarinus officinalis ‘romero” al 50%, 75% y 100%,
colocandose sobre la superficie de las placas, con ayuda de una pinza
estéril y llevandose a incubar a 37°C por 24 horas. Resultados: La mezcla
del aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis
‘romero” al 50%, 75% y 100% logré alcanzar halos de inhibicién de 16;
20,1; y 25 mm de diametro respectivamente frente a Staphylococcus
aureus y 11,1; 16,2; y 21,9 mm frente a Escherichia coli; asimismo, el
ciprofloxacino alcanz6 28,6 y 37 mm frente a Staphylococcus aureus y
Escherichia coli; y, el alcohol etilico de 70° 6 mm en ambas cepas.
Conclusion: La mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare “orégano”
y Rosmarinus officinalis “romero” tiene mayor efecto antibacteriano in vitro
frente a Staphylococcus aureus y que frente a Escherichia coli, mostrando

diferencias muy significativas de p < 0,01, al analisis de varianza ANOVA.

Palabras calves: Efecto antibacteriano, Origanum vulgare “orégano” y

Rosmarinus officinalis “romero”.
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ABSTRAC

Objective: To determine the in vitro antibacterial effect of the mixture of the
essential oil of Origanum vulgare "oregano” and Rosmarinus officinalis
"rosemary" against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Method:
Experimental, observational, quantitative, whose sample was a mixture of
the essential oil of Origanum vulgare "oregano” and Rosmarinus officinalis
"rosemary". There were 5 groups (blank, positive control and problems I, I
and Ill) and strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli, which
were reactivated in sodium chloride and using the Kirby-Bauer technique,
the antibiogram was made on plates of Muller-Hinton Agar inoculated some
with Staphylococcus aureus strains and others with Escherichia coli, the
procedure of which was: sensitivity discs soaked with 70° ethyl alcohol were
used for the target group; for the positive control group, 5 pg ciprofloxacin
discs; and for problem groups I, 1l and 1ll, discs soaked with the mixture of
the essential oil of Origanum vulgare "oregano” and Rosmarinus officinalis
"rosemary" at 50%, 75% and 100%, placed on the surface of the plates, with
help of a sterile forceps and incubating at 37°C for 24 hours. Results: The
mixture of the essential oil of Origanum vulgare "oregano” and Rosmarinus
officinalis "rosemary" at 50%, 75% and 100% managed to achieve inhibition
halos of 16; 20.1; and 25 mm in diameter respectively against
Staphylococcus aureus and 11.1; 16.2; and 21.9 mm against Escherichia
coli; likewise, ciprofloxacin reached 286 and 37 mm against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli; and, ethyl alcohol of 70° 6 mm
in both strains. Conclusion: The mixture of the essential oil of Origanum
vulgare "oregano” and Rosmarinus officinalis "rosemary" has a greater
antibacterial effect in vitro against Staphylococcus aureus and than against
Escherichia coli, showing highly significant differences of p < 0,01, when

analyzed by ANOVA variance.

Key words: Antibacterial effect, Origanum vulgare "oregano" and

Rosmarinus officinalis "rosemary".



INTRODUCCION

Pese a los avances cientificos sobre la sintesis de nuevos medicamentos,
hasta la fecha no se queda atras la investigacion y el uso de las plantas
medicinales, especies que por afios se siguen utilizando, gracias a sus
propiedades terapéuticas que aln lo hacen mas importantes. No cabe duda
gue las plantas medicinales fueron la principal fuente terapéutica con que
contaban los antepasados; las mismas que, hoy en dia son fuente de
formulacion de medicamentos. El Origanum vulgare “orégano” es una
especie medicinal, que se utiliza desde muchos afios como condimento,
para dar sabor a los alimentos, dejando atras sus propiedades terapéuticas.
Diferentes estudios han identificados que el orégano es fuente importante
de timol, carvacrol, alcanfor, etc. siendo los responsables de varias
propiedades medicinales, entre ellas: antibacteriana y antiinflamatoria. De
otro lado el Rosmarinus officinalis “romero”, se conoce como planta
aromatizante, gracias a un aceite esencial que se destila de las hojas, pero
muchos no toman interés en las importantes propiedades que podrian tener
dicho aceite esencial, pues empiricamente se utiliza como antiséptico,
antiespasmodico, depurativo, carminativo, etc. Teniendo en cuenta, la
importancia de las plantas medicinales y sus principios activos que
contienen ambos recursos vegetales, este estudio busca extraer el aceite
esencial de las hojas de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus
officinalis “romero”, para luego hacer una mezcla y un antibiograma en
cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli con la finalidad de
determinar su actividad antibacteriana, la misma que de demostrarse
servirA como base para otros estudios o para ser utilizada por algunos
pobladores que viven en zonas rurales, donde no tiene acceso a los

medicamentos y son de bajos recursos econémicos.



CAPITULO I:
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.Descripcion de la situacion problematica
Las infecciones generadas por bacterias, siguen siendo uno de los
problemas de salud que aqueja a un porcentaje importante de la
poblacion, tanto a nivel local, nacional e internacional, afectando no
solo la salud del paciente, sino también la economia y a la sociedad;
por lo que, es necesario tomar medidas en el diagndstico,
epidemiologia y en la eleccion del antibidtico para el tratamiento de la
enfermedad infecciosa. Existen un sin nimero de bacterias que causan
infeccion, dentro de ellas estd el Staphylococcus aureus, un
microorganismo Gram positivo que forma parte de la flora bacteriana
normal del ser humano; pero también se vuele patdgeno, siendo
responsable de la infeccion de la piel y tejidos blandos, adquiridas a
nivel hospitalario y comunitario; asi como, de otras infecciones simples
como foliculitis, forunculitis, hasta infecciones severas, como
endocarditis, septicemia, meningitis y neumonia. La caracteristica o
impacto de estas cepas bacterianas es la resistencia a diferentes
antibidticos, tal es el caso a las penicilinas y meticilina; por lo que, para
su tratamiento se deben emplear otros antibiéticos, entre ellos las

quinolonas (levofloxacino).'?

Por otro lado, Escherichia coli, es una bacteria Gram negativa, que
forma parte de la flora bacteriana intestinal del ser humano; pero que
causa infeccion y desencadena diferentes enfermedades, cuando
recorre otros organos; por ejemplo, la vejiga y los rifiones. Este
microrganismo, es principal responsables de la mayoria de infecciones
urinarias, sobre todo en la poblacion femenina, por razones fisioldgicas
(cercania del ano con la vagina); mecanismo por el cual, ingresa con
facilidad y coloniza rapidamente, la vejiga, hasta llegar a los rifiones,

desencadenado, diferentes infecciones urinarias, como: cistitis y
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pielonefritis. Ademas, esta bacteria también genera infecciones
gastrointestinales, tales como: sindrome urémico hemolitico, colitis
hemorragica y cuadros de disenteria, afectando a gran parte de la

poblacion y sobre todo a la poblacién infantil.:2

No cabe duda que frente a estas infecciones generadas, tanto por
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, existen antibioticos, como
las sulfamidas, macrdlidos, quinolonas y otros antibiéticos especificos,
capaces de interferir e inhibir la replicacion bacteriana; pero también,
existe la posibilidad de resistencia bacteria y lo mas comun las
reacciones adversas.? Situacion, que lleva a buscar otras alternativas
de tratamiento no farmacologico, como es el caso de la recurrencia a
las plantas medicinales, que se ha utilizado desde épocas anteriores y
hasta la fecha sigue dando buenos resultados; tal es el caso del
Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” especies
medicinales que resaltan por sus principales metabolitos, entre ellos, el
aceite esencial y sus principales componentes como: carvacrol y timol,
en el orégano; y el a-pineno, B-pineno, canfeno, y acido rosmarinico,
en el romero.*® En tal sentido, este estudio enfocara su objetivo en
determinar el efecto antibacteriano in vitro de la mezcla del aceite
esencial de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis
‘romero” frente a las cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia

coli.

1.2.Formulacion del problema
1.2.1. Problema general
Tendra efecto antibacteriano in vitro la mezcla del aceite
esencial de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis

‘romero” frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli?

12



1.2.2.

Problemas especificos

¢ Tendra efecto antibacteriano in vitro la mezcla del aceite
esencial de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis
‘romero” al 50%, 75% y 100% frente a Staphylococcus aureus?
¢ Tendra efecto antibacteriano in vitro la mezcla del aceite
esencial de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis

‘romero” al 50%, 75% y 100% frente a Escherichia coli?

1.3.0Objetivos de la investigacion

1.3.1.

1.3.2.

Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano in vitro de la mezcla del
aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus
officinalis “romero” frente a Staphylococcus aureus y Escherichia

coli.

Objetivos especificos

» Determinar el efecto antibacteriano in vitro de la mezcla del
aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus
officinalis “romero” al 50%, 75% y 100% frente a
Staphylococcus aureus.

» Determinar el efecto antibacteriano in vitro de la mezcla del
aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus
officinalis “romero” al 50%, 75% y 100% frente a Escherichia

coli.

1.4.Justificacién e importancia de la investigacion

1.4.1.

Justificacion de la investigacion

Las enfermedades infecciosas bacterianas representan un gran
desafio, para la salud de la poblacion, generando un nimero
importante de morbimortalidad. No cabe duda que con el
descubrimiento de los antibi6ticos, se ha logrado disminuir la

incidencia de enfermedades infecciosas y con ello la mortalidad;

13



sin embargo, asi como existe el descubrimiento de nuevos
antimicrobianos eficaces y selectivos para algunas
enfermedades, también aparecen nuevas enfermedades mucho
mas dificiles de curar y junto a ello, la aparicion de la resistencia
bacteriana a ciertos antibioticos; asi como, las reacciones
adversas, generando preocupacion y malestar por parte de los
profesionales de la salud y sobre todo por el paciente, que en
ocasiones ve resultados positivos frente a la enfermedad que lo
aqueja, pero al mismo tiempo no es ajeno a algunas reacciones

adversas que lo genera la administracién de dichos antibiéticos.

Razon por la que, este trabajo de investigacion busca una
alternativa de tratamiento no farmacologico, inclinandose por el
uso de las plantas medicinales, que hasta la fecha no han dejado
de sorprender, por sus diferentes propiedades terapéuticas, tal
es caso de Origanum vulgare “orégano”, que se le atribuye
propiedades antinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas,
expectorantes, entre otras, cuyos principios activos como el timol
y carvacrol, presentes en el aceite esencial que se extrae de las
hojas serian los responsables de la mayoria de sus actividades
biologicas; asimismo, Rosmarinus officinalis “romero”, una
especie medicinal que contiene aceite esencial en sus hojas,
cuyos componentes principales serian, el a-pineno, B-pineno,
canfeno, ésteres terpénicos como el 1,8-cineol, alcanfor, linalol,
verbinol, terpineol, carnosol, rosmanol, isorosmanol, 3-octanona,
isobanil-acetato y B-cariofileno; los acidos vanilico, caféico,
clorogénico y rosmarinico; ademas, de taninos y flavonoides, los
cuales también intervendrian en las distintas propiedades
terapéuticas. Por lo tanto, este estudio tendra a finalidad
determinar y a la vez comparar el efecto antibacteriano in vitro
del aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y

Rosmarinus officinalis ‘romero” frente a las cepas de
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Staphylococcus aureus y Escherichia coli, motivo por el cual, de
comprobarse dicha actividad, se dejard& como evidencia un
producto natural con menos reacciones adversas y al alcance de

la poblacion con bajos recursos econémicos.

1.4.2. Importancia de la investigacion
Este trabajo de investigacion es de importancia, ya que, a pesar
de contar con diferentes antibiéticos, que son efectivos contra
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, muchos de ellos son
capaces de desencadenar algunas reacciones adversas y otros
se hacen resistentes a este tipo de bacterias y a otras,
generando malestar en el paciente o en el peor de los casos
agravando mas el cuadro clinico; motivo por el cual, este estudio
busca demostrar que el efecto antibacteriano de aceite esencial
de orégano y romero frente a las cepas de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli, que de comprobarse dicho efecto, de
dejara una alternativa de tratamiento antibacteriano natural (para
algunas enfermedades que sean generadas por las bacterias
antes mencionadas), con menos reacciones adversas que los
medicamentos sintéticos y al alcance de la poblacién con menos

recursos econdomicos.

1.5.Limitaciones del estudio
Una de las limitaciones para la ejecucion de esta tesis esté relacionado
a la enfermedad del coronavirus (COVID-19), la misma que hasta la
fecha todavia se siguen dando restricciones para poder ejercer algunas

actividades de manera presencial.
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CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. A Nivel nacional
Carhuallanqui A, Salazar M, Ramos D. Realizaron un estudio
sobre el “Efecto antimicrobiano del aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) frente a Listeria monocytogenes Y
Staphylococcus aureus”, articulo de investigacion cientifica, que
se realiz6 en la Universidad Nacional de San Marcos en Peru en
el afio 2020. El objetivo fue determinar el efecto antimicrobiano
del aceite esencial de orégano frente a Listeria monocytogenes
y Staphylococcus aureus”. Metodologia: La muestra fue aceite
esencial de Origanum vulgare “orégano” y cepas identificadas de
Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus, cuya técnica
utilizada fue la de Kirby — Bauer, en la que se determind la
concentracion minima inhibitoria (CMI) mediante microdilucion y
la concentracion minima bactericida (CMB) por siembra en agar.
Resultados: ElI aceite esencial de orégano tuvo como
componentes al timol (11,9%) y carvacrol (1,7%),
determinandose actividad antimicrobiana contra Staphylococcus
auresus (CMI= 2%, CMB= 4%) alcanzando un halo de inhibicion
promedio de 24 mm de diametro y contra Listeria
monocytogenes (CMI= 4%, CMB= 4%) haciendo un halo de
inhibicion promedio de 12 mm de didmetro. Conclusién: El
aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” tiene actividad
antibacteriana contra estas 2 cepas bacterianas, siendo mas
efectiva contra Staphylococcus aureus, cuyos componentes
responsables son el timol y carvacrol, pudiéndose utilizar como

antimicrobiano o desinfectante natural.®
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Por su parte, Choque M. Estudi6 el “Efecto antibacteriano del
aceite esencial del Origanum vulgare (orégano) comparado con
oxacilina, sobre Staphylococcus aureus ATCC 29213”, para
obtener el Titulo Profesional de Médico Cirujano, en la
Universidad César Vallejo en Pera en el afio 2018. El objetivo
fue determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial del
Origanum vulgare (orégano) comparado con oxacilina, sobre
Staphylococcus aureus ATCC 29213. Metodologia: Se obtuvo
aceite esencial de orégano y luego se realizaron diluciones al
25%, 50%, 75% y 100% en solucién salina, luego se obtuvo
cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 29213) y discos de
sensibilidad antibiética de oxacilina de 1ug, guiandose del
método de Kirby-Bauer, en donde se inocularon placas de Agar
Muller Hinton con cepas de Staphylococcus aureus, sobre las
cuales se pusieron discos de sensibilidad embebidos con aceite
esencial de orégano al 25%, 50%, 75% y 100% para el grupo
problema y para el grupo control discos de sensibilidad
antibidtica de oxacilina de 1ug. Resultados: El aceite esencial
de Origanum vulgare “orégano” logro tener efecto antibacteriano
frente a las cepas de Staphylococcus aureus, alcanzando halos
de inhibicién promedio de 20,46 mm al 100%, 17,54 mm al 75%,
14,31 mm al 50% y 12 mm de diametro al 25% a diferencia de la
oxacilina que logré 38,00 mm de didmetro. Conclusion: El
aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” logré tener
efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus ATCC
29213; sin embargo, no superé al halo de inhibicién

antibacteriano que logré la oxacilina.”’

Asimismo, Sandoval A, Contreras R. Estudiaron el “Efecto de
las concentraciones del aceite esencial y del extracto
hidroalcoholico de Origanum vulgare (orégano) en el crecimiento

de Staphylococcus aureus”, articulo de investigacion cientifica
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realizado en la Universidad Privada César Vallejo en Peru en el
afio 2018. El objetivo fue determinar el efecto de las
concentraciones del aceite esencial y del extracto
hidroalcohdlico de Oreganum vulgare (orégano) en el
crecimiento de Staphylococcus aureus”. Metodologia: El
estudio fue experimental transversal, cuya muestra bioldgica fue
aceite esencial de orégano en concentraciones de 10, 20, 40 y
60 ug/mL y extracto hidroalcohdlico de Origanum vulgare
“orégano” obtenido por maceracién en concentraciones de 10,
20, 40 y 60 mg/mL. La parte experimental se realiz6 mediante la
técnica de Kirby — Bauer, utilizando para el antibiograma Agar
Muller Hinton con la cepa de Staphylococcus aureus y discos
embebidos con aceite esencial y extracto hidroalcohdlico de
Origanum vulgare “orégano” en sus diferentes concentraciones.
Resultados: Dieron a conocer que el Oreganum vulgare
“‘orégano” evidencio efecto antibacteriano contra
Staphylococcus aureus, logrando halos de inhibicién de 2,2; 2,2;
35y 38 cm (22, 22, 35 y 38 mm) de diametro en sus
concentraciones de 10, 20, 40 y 60 ug/mL para el aceite esencial
y 0,7;0,9;19y 2,0cm (7,9, 19 y 20 mm) de didmetro para el
extracto hidroalcohdlico en sus concentraciones 10, 20, 40 y 60
mg/mL respectivamente. Conclusién: Tanto el aceite esencial
como el extracto hidroalcohdlico de Origanum vulgare (orégano)
tienen efecto contra el crecimiento de Staphylococcus aureus”,
evidenciandose mayor halo de inhibicibn para el aceite

esecncial.®

Por su parte, Alegre L. Realiz6 un trabo de investigacion sobre
el “Efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial del Origanum
vulgare y Rosmarinus officinalis sobre Escherichia coli ATCC
11229 comparado con gentamicina”, para obtener el Titulo

Profesional de Médico Cirujano, en la Universidad Privada César
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Vallejo en Peru en el afio 2018. El objetivo fue determinar el
efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial del Origanum
vulgare y Rosmarinus officinalis sobre Escherichia coli ATCC
11229 comparado con gentamicina. Metodologia: El trabajo se
dividi6 en 3 grupos de experimentacién (problema, control y
blanco). El antibiograma se realiz6 mediante el método de Kirby-
Bauer, usando placas Petri de cultivo con Agar Mdller Hinton,
con cepas de Escherichia coli, sobre las cuales se aplicé: al
grupo problema, discos embebidos de aceite esencial de
orégano y romero al 50%, 75% y 100%; al grupo blanco, discos
embebidos de dimetilsulfoxido; y al grupo control, discos de
sensibilidad antibiotica de gentamicina. Resultados: Los
resultados evidenciaron que el aceite esencial de Origanum
vulgare “orégano logré una inhibicion de 21,93 mm de diametro
ala concentracion de 100% frente a Escherichia coli, siendo éste
el mayor halo de inhibicion promedio, seguido de 15,64 mm ala
concentracion de 75% y 10,43 mm a la concentracién de 50%;
en cambio, Rosmarinus officinalis “romero” logré halos de
inhibicion de 9,64 mm a la concentracion de 75%, 14,64 mm a
la concentracion del 100% y a la concentracion de 50% no se
evidenciaron formacion de inhibicion. Asimismo, la gentamicina
logré un halo promedio de 20,22 mm de diametro. Conclusion:
Ambas especies evidenciaron efecto antibacteriano in vitro
frente a Escherica coli, registrando mayor inhibicion el Origanum

vulgare “orégano” a la concentracion del 100%.°

De igual manera, Carrillo J. Estudié el “Efecto antibacteriano in
vitro de los aceites esenciales de las hojas de Thymus vulgaris
(tomillo) y Rosmarinus officinalis (romero) frente a cepas de
Escherichia coli”, para obtener el Titulo Profesional de Quimico
Farmacéutico, realizado en la Universidad Catodlica Los Angeles

de Chimbote en Peru en afio el 2018. El objetivo fue determinar
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el efecto antibacteriano in vitro de los aceites esenciales de las
hojas de Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus officinalis
(romero) frente a cepas de Escherichia coli”. Metodologia: El
estudio fue experimental in vitro, para ello se obtuvo como
muestras aceite esencial de tomillo y romero mediante la técnica
de arrastre de vapor. Para la parte experimental, se utilizo el
método de difusion en disco, utilizdndose placas de Agar
MacConkey, en las cuales se sembraron la bacteria Esherichia
coliy luego de impregnaron discos embebidos de aceite esencial
de tomillo y romero al 5%, 10%, 25% y 100%, utilizandose como
blanco al dimetilsulfoxido. Resultados: Refieren que el aceite
esencial de las hojas de Thymus vulgaris “tomillo” logro halos de
inhibicion promedio de 9; 8,13; 8,81 y 15,36 mm de diametro en
sus concentraciones de 5, 10, 25 y 100% respectivamente frente
a Escherichia coli; en cambio Rosmarinus officinalis “romero”
evidencio, 8,06; 10,94; 10,25 y 18,38 mm de diametro en sus
concentraciones de 5, 10, 25 y 100% respectivamente frente a
Escherichia coli. Conclusién: Por lo tanto, se concluye que el
aceite esencial de Rosmarinus officinalis “romero” mostré tener
mayor efecto antibacteriano in vitro frente a Escherichia coli,
haciendo un halo de inhibicion promedio de 18,38 mm de
diametro a la concentracion del 100% en comparacion con el
aceite esencial de Thymus vulgaris “tomillo” que logré un halo de
inhibicion promedio de 15,36 mm de diametro a la misma

concentracion .10

En tal sentido, Figueroa B. Realiz6 una investigacion sobre el
“‘Efecto antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis (romero) sobre Staphylococcus aureus comparado
con oxacilina”, para obtener el Titulo Profesional de Médico
Cirujano, en la Universidad Privada César Vallejo en Peru en el

afo 2018. El objetivo fue determinara el efecto antibacteriano del
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aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero) sobre
Staphylococcus aureus comparado con oxacilina. Metodologia:
La muestra fue aceite esencial de romero, al cual se hizo
diluciones a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%;
ademas de las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923y
los discos de sensibilidad antibiotica de oxacilina 30 pg. Para el
disefio de contrastacion, se utilizé placas Petri con medio de
Agar Mueller Hinton, con previa inoculacién de la cepa de
Staphylococcus aureus; a las cuales de impregnaron discos
embebidos con aceite esencial de romero al 25%, 50%, 75% vy
100%, representando este el grupo problema, discos de
sensibilidad antibidtica de oxacilina de 30 ug, como grupo control
positivo y discos embebidos con dimetilsulfoxido como grupo
blanco. Resultados: Los resultados mostraron el aceite esencial
de Rosmainus officinalis “romero” obtuvo el mayor halo de
inhibicion promedio a la concentracion de 100% (8,20 mm de
diametro), seguido de 7,4 mm a la concentracion de 75%, 6,3 a
la concentracion de 50% y 2,8 mm de diametro a la
concentracion de 25% frente a las cepas de Staphylococcus
aureus; mientras que, la oxacilina alcanz6 un halo de inhibicion
promedio de 30,30 mm de diametro. Conclusion: El aceite
esencial de Rosmarinus afficinalis “romero” tiene efecto
antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus, pero en

menor grado que la oxacilina. 1t

Entre tanto, Rodenas D, Rodriguez A. Investigaron sobre el
“Efecto antibacteriano del extracto etandlico de tallos de
Rosmarinus officinalis L. (romero) en cultivos de Staphylococcus
aureus, estudio in vitro”, para obtener el Titulo Profesional de
Quimico Farmacéutico y Bioquimico en la Universidad Inca
Garcilaso de la Vega en Peru en el afio 2018. El objetivo fue

determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
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tallos de Rosmarinus officinalis L. (romero) en cultivos de
Staphylococcus aureus, estudio in vitro. Metodologia: El
método utilizado para este estudio fue difusién en disco, para el
cual, se reactivaron las cepas bacterianas de Staphylococcus
aureus de acuerdo a la escala de Mac Farland y luego se
inocularon estas cepas en placas Petri con Agar Miiller Hinton,
realizandose el antibiograma y utilizandose discos embebidos de
extracto etandlico de romero al 25%, 50% y 75%, para el grupo
problema; discos de amoxicilina de 10ug, para el grupo control
positivo; y discos embebidos de alcohol de 70° para el grupo
negativo. Resultados: El extracto etandlico de Rosmarinus
officinalis L. (romero) tuvo efecto antibacteriano in vitro frente a
Staphylococcus aureus, obteniendo halos de inhibicion
promedio de 10,34; 12,95 y 15,81 mm de diametro en sus
concentraciones de 25, 50 y 75% respectivamente a diferencia
de amoxicilina que obtuvo un halo de inhibicion de 47,11 mm de
diametro. Conclusion: El extracto etandlico de Rosmarinus
officinalis “romero” presentd actividad antibacteriana in vitro, en
todas sus concentraciones ensayadas frente a la cepa
bacteriana de Staphlococcus aureus, pero en menor grado que

amoxicilinal?

De tal modo, Garay H. Estudié el “Efecto antibacteriano del
aceite esencial de Origanum vulgare L. “orégano” sobre cepas
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, in vitro. Cajamarca
— 2015”, para obtener el Titulo Profesional en Magister, en la
Universidad Nacional de Cajamarca en Peru en el afio 2015. El
objetivo general fue determinar el efecto antibacteriano del
aceite esencial de Origanum vulgare L. “orégano” sobre cepas
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, in vitro. Cajamarca
—2015”. Metodologia: El estudio fue experimental in vitro, cuya

muestra fue aceite esencial de orégano diluido en
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concentraciones de 10%, 50% y 100% en alcohol etilico de 70°;
ademéas de tener, las cepas patdgenas estandarizadas de
Eschericha coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC
25923. El disefio experimental, se hizo mediante el método de
Kirby Bauer, en donde el grupo problema, se subdividié en 3
grupos, constituidos por discos embebidos de 20 yL de aceite
esencial de orégano al 10%, 50% y 100% respectivamente, en
Agar Mdaller Hinton, con cepas de Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus; mientras que el grupo control positivo,
estuvo formado por 2 subgrupos, el primero con Agar Miuller
Hinton y la cepa Escherichia coli, utilizandose para el
antibiograma discos de antibiéticos, de nitrofurantoina 300 pg,
azitromicina 15 pg, cloxacilina 1 g, bacitracina 0,04 U y
cefotaxima 30 ug; asimismo el segundo grupo control, estuvo
conformado por Agar Miller Hinton y la cepa Staphylococcus
aureus, en donde se realizaron pruebas de sensibilidad
antibidtica, con amoxicilina + acido clavulanico 2 pg, eritromicina
15 ug, ciprofloxacino, amoxicilina 25 pg y cefradina 30 pg.
Resultados: El aceite esencial de Origanum vulgare “orégano”
mostro efecto antibacteriano, frente a Escherichia coli
alcanzando halos de inhibicion promedio de 10 mm al 10%, 17
mm al 50% y 30 mm de didmetro al 100%; de igual contra
Staphylocossus aureus con halos de inhibicion de 7 mm al 10%,
36 mm al 50% y 41 mm de diametro al 100%. Conclusion: El
aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” mostré tener
mayor efecto antibacteriano in vitro frente Staphylocossus
aureus comparado con el efecto antibacteriano frente a

Escherichia coli.1?
2.1.2. A nivel internacional

Ortega A. Realiz6 la “Determinacion del efecto antimicrobiano

de los aceites esenciales de tomillo (Thymus vulgaris) y orégano
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(Origanum vulgare) frente a la bacteria Staphylococcus aureus
ATCC: 126007, para obtener el Titulo Profesional de Ingenieria
en Biotecnologia de los Recursos Naturales, en la Universidad
Politécnica Salesiana, Facultad de Ingenieria en Biotecnologia
de los Recursos Naturales, en Ecuador en el afo 2018. El
objetivo fue determinar el efecto antimicrobiano de los aceites
esenciales de tomillo (Thymus vulgaris) y orégano (Origanum
vulgare) frente a la bacteria Staphylococcus aureus ATCC:
12600”. Metodologia: Se extrajeron aceites esenciales de
orégano y tomillo y luego se hicieron diluciones a
concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100% con
dimetilsulfoxido. Para el disefio experimental, se utilizo discos de
sensibilidad antibiotica de vancomicina para el grupo control
positivo; agua destilada, para el grupo blanco; y discos de
sensibilidad embebidos con aceite esencial de orégano y tomillo
para los grupos problemas. Resultados: Los resultados
indicaron que el aceite esencial de Thymus vulgaris “tomillo” y
Origanum vulgare “orégano” tienen efecto antibacteriano in vitro
frente a Staphylococus aureus, siendo el mayor halo de
inhibicion para el Origanum vulgare “orégano” 33 mm de
diametro a la concentracion del 100%, seguido de 30 mm al
75%, 28 mm al 50%, 20 mm al 25% y 14 mm de diametro al 10%;
y, para el Thymus vulgaris “tomilo”, 33 mm al 100%, 31 mm al
75%, 28 mm al 50%, 21 mm al 25% y 15 mm de diametro al 10%.
Conclusion: El aceite esencial de Thymus vulgaris “tomillo” y
Origanum vulgare “orégano” mostraron tener efecto
antibacteriano in vitro frente a Staphylococus aureus en todas
sus concentraciones ensayadas, evidenciandose mayor halo de

inhibicién a mayor concentracion.'*

De la misma manera, Lépez E. Investigd el “Efecto

antimicrobiano in vitro del aceite esencial de orégano (Origanum
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vulgare) sobre cepas certificadas de Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus”, para obtener el Titulo Profesional de
Médico Veterinario y Zootecnista, realizado en la Universidad
Técnica de Ambato, Facultad de Ciencias Agropecuarias, en el
Ecuador en el afio 2018. El objetivo fue determinar el efecto
antimicrobiano in vitro del aceite esencial de orégano (Origanum
vulgare) sobre cepas certificadas de Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus”. Metodologia: El aceite esencial de
orégano se obtuvo mediante destilacién de arrastre de vapor y
las cepas bacterianas del Laboratorio MEDIBAC. Para la parte
experimental, el aceite esencial se diluyo en concentraciones del
30%, 60% y 90%; y la reactivacion de las cepas, se hizo en Agar
MacConkey para Escherichi coli y en Agar Manitol Salado para
Staphylococcus aureus; utilizando, ademas Agar Muller Hinton
para el antibiograma. Resultados: El aceite esencial de orégano
alcanzo6 halos de inhibicidn frente a la cepa de Escherichia coli,
de 13,01 mm al 30%, 17,62 mm al 60% y 16,05 mm de diametro
al 90%; mientras que, frente a Staphylococcus aureus fue de,
13,25 mm al 30%, 16,35 mm al 60% y 25 mm de diametro al
90%. Conclusién: El aceite esencial de Origanum vulgare
“orégano” mostrdé mayor efecto antibacteriano in vitro frente a la
cepa de Staphylococcus aureus a la concentracién del 90%;
mientras que, frente a Escherichia coli, lo hizo a la concentracion
del 60%%

Al igual, Montero M et al. Estudiaron el “Efecto antimicrobiano
del extracto crudo oleoso de Rosmarinus officinalis sobre cepa
de Escherichia coli”, articulo de investigacion, que se realizo, en
la Universidad Técnica De Ambato, Facultad De Ciencias
Agropecuarias, en el Ecuador en el afio 2017. El objetivo fue
determinara el efecto antimicrobiano del extracto crudo oleoso

de Rosmarinus officinalis sobre cepa de Escherichia coli’.
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Metodologia: Consistid, en diluir el extracto de Rosmarinus
officinalis en concentraciones de 20%, 40%, 60% y 80% en
alcohol etilico de 70°, para posteriormente reactivar la cepa de
Escherichia coli en Agar MacConkey, el cual se la estandariz¢ al
0,5 de la escala de MacFarland en el espectrofotometro. El
antibiograma se hizo en placas de Agar Miller Hinton, que
estaban con la cepa bacteriana de Escherichia coli y luego de
impregnaron los discos embebidos de extracto de romero al
20%, 40%, 60% y 80%, utilizandose como control negativo
etanol de 96°, para luego ponerles a incubarlos a 37 °C, por 24
horas. Resultados: El extracto crudo oleoso de Rosmarinus
officinalis “romero” mostré tener efecto antibacteriano in vitro
sobre la cepa de Escherichia coli”, obteniendo halos de inhibicién
promedio de 5,55 mm al 20%, 6,8 mm al 40%, 9,1 mm al 60% y
10,9 mm de diametro al 80%. Conclusion: El extracto de
Rosmarinus officinalis  “romero” evidencid tener efecto
antibacteriano in vitro contra las cepas de Escherichia coli,
resaltando mayor eficacia en sus concentraciones de 60 y
80%.16

Asi que, Estrada S. Hizo un trabajo de investigacion intitulado
“‘Determinacion de la actividad antibacteriana in vitro de los
extractos de romero (Rosmarinus officinalis) y tomillo (Thymus
vulgaris)”, para obtener el Titulo Profesional de Bioquimico
Farmacéutico, realizado en la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo en el Ecuador en el afio 2010. El objetivo fue
determinar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos de
romero (Rosmarinus officinalis) y tomillo (Thymus vulgaris).
Metodologia: El estudio evalu6 la actividad antibacteriana y
antimicotica in vitro de los extractos de Rosmarinus officinalis
‘romero” y Thymus vulgaris “tomillo” frente a las cepas

bacterianas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella
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typhimurium ATCC 14028, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Candida albicans ATCC 10231 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. El método empleado para este experimento fue la
microdilucion en caldo, utilizado para determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion
Minima Bacteriana (CMB). Para medir la eficacia, se utilizaron
las letras “A” (activo), “P” (parcialmente activo), “I” (inactivo).
Resultados: El extracto de Rosmarinus officinalis “romero” y
Thymus vulgaris “tomillo” presentaron actividad antibacteriana in
vitro frente a Staphylococcus aureus alcanzando un halo de
inhibicion de 16 y 14 mm de diametro respectivamente a la
concentracion del 100%; asi como, 17 para el romero y 15 para
el tomillo frente a Pseudomonas aeruginosa; y, 13,8 para el
romero y 15,1 para el tomillo como actividad antimicotica in vitro
frente a Candida albicans; mientras que, frente a Salmonella
typhimurium ATCC 14028 y Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, no presentaron ningun efecto antibacteriano.
Conclusion: El que el extracto de Rosmarinus officinalis
‘romero” y Thymus vulgaris “tomillo” presentaron actividad
antibacteriana in vitro frente a las cepas de Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa y actividad antimicotica
frente a Candida albicans; pero no; se evidenci6 actividad alguna
frente a Salmonella typhimurium y Klebsiella pneumoniae.
Ademas, se presume que los compuestos fendlicos como, el
timol, carvacrol y cineol, serian los responsables de dichas

actividades terapéuticas.’

2.2. Bases teoricas
2.2.1. Origanum vulgare “orégano”
Origanum vulgare es una especie que se conoce mayormente
como orégano, perteneciente a la familia lamiaceae, que

presenta hojas con un aroma caracteristico, utilizado en arte de
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la cocina para dar aroma o sazon (condimento) a los alimentos
cocidos; asi como, en la elaboracién de cosméticos, farmacos y
licores. Es una planta herbacea perenne, con tallos erectos que
alcanza un tamafio de aproximadamente 90 cm, que estan
mayormente ramificados en la parte superior. Las hojas tienen
un tamafio de 10 a 40 mm de largo, glabras o pubescentes
especialmente en la cara superior, enteras y pecioladas. Las
flores son generalmente rosadas dispuestas en inflorecencias
terminales, corimbiformes con bracteas de 3 mm de largo y 1

mm de ancho, rojizas o violaceas.*®1°

2.2.1.1. Composicion quimica

El principal componente del orejano es el aceite esencial
(0,15 a 0,4%), cuyos componentes mas importantes y
los que estan en mayor concentracion son el carvacrol,
timol y el terpinol. Los fenoles totales también son de
importancia terapéutica, puesto que representan hasta
el 90% de la esencia, conteniendo hidrocarburos
monoterpénicos, como el limonero, pineno y los s y los
sesquiterpénicos: [-cariofileno, bisaboleno, ademas
linalol y terpinen-4-ol. Ademas, el orégano es rico en
vitamina A, C, E, K, Be; asi como, en fibra, folato, hierro,
calcio y potasio.?02!

Carvacrol. El carvacrol (2-metil-5-(1-metiletil) fenol) es
un componente del aceite esencial del orégano, que se
encuentra entre 60 a 70 %. Su estructura quimica lo
representa un grupo fendlico con un alto poder
hidrofébico. Su mecanismo de accion del carvacrol se
refiere a la capacidad de desintegrar la membrana
externa de las bacterias Gram negativas, permitiendo la
salida de lipopolisacaridos e incrementando la

permeabilidad de la membrana citoplasmatica,
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generando con ello la salida del ATP, inhibicién de la
actividad de las ATPasas y disminucion de la fuerza

motriz del proton.202!

/L _OH
\

L

Figura N° 01: Estructura quimica del carvacrol.

Fuente: Garcia M, Palou E. 2008.20

Timol. El timol (isopropilmetacresol 0 2-isopropil-5-
metilfenol), es también uno del componente mayoritario
del aceite esencial de orégano, con actividad
antimicrobiana. Tiene una estructura quimica similar al
carvacrol, pero con la diferencia de la posicion del grupo
hidroxilo. EI mecanismo de accion es similar al del
carvacrol, siendo capaz de desintegrar la membrana
externa de las bacterias Gram negativas, permitiendo la
salida de lipopolisacaridos e incrementando la

permeabilidad de la membrana citoplasmatica.?%2?

P

Figura N° 02: Estructura quimica del timol.

Fuente: Garcia M, Palou E. 2008.2°
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2.2.1.2. Propiedades
El Origanum vulgare “orégano” tiene diferentes
propiedades como  antiespasmodica, digestiva,
carminativa, expectorante, diurética, cicatrizante,
antiséptica, antimicrobiana, antioxidante, antifngica,

etc.21.22

Antioxidante: La presencia de grupos hidroxilos de los
flavonoides, asi como la vitamina C, entre otros
compuesto del orégano, son los que le dan la propiedad
de actuar como antioxidante, capacidad que tiene
cualquier sustancia o compuesto de capturar o
secuestrar radicales libres y con ello prevenir la
oxidacion de otras moléculas capaces del
desencadenamiento de enfermedades crénicas vy

degenerativas, producto del estrés oxidativo.20:22

Antibacteriano: El carvacrol y el timol, principios activos
presentes en el aceite esencial de orégano, son los
responsables de la actividad antibacteriana, ejerciendo
efecto terapéutico contra algunas 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. Ademas,
también ejercen actividad antifUngica contra: Candida
albicans, Candida tropicalis, Torulopsis glabrata,

Aspergillus niger, Geotrichum y Rhodotorula.?%?!
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2.2.2. Rosmarinus officinalis “romero”

Rosmarinus officinalis, es una especie vegetal que se conoce
comunmente como, romero, romani, hombre viejo, planta solar
y rosa marina. Es un arbusto perenne que alcanza una altura
hasta de 1 metro y otros que pueden superar el metro. Se
caracteriza por ser una planta aromética, con ramas
pubescentes, que son lefiosas cuando alcanzan su madurez,
tiene hojas simples, opuestas, sésiles, lineales y coriaceas, que
alcanzan una longitud de 3,5 cm. Las flores son pequefas
labiadas de color azulado (algunas veces rosadas), agrupadas
en densos racimos auxiliares o terminales, siendo el fruto un

tetraquenio brillante de color marrén oscuro.?*2

2.2.2.1. Composicion quimica
Esta especie tiene varios compuestos, entre los cuales
han sido agrupados de manera general en: acidos
fendlicos, flavonoides, aceite esencial, acidos

triterpénicos, alcoholes triterpénicos.?526

De manera general, el aceite esencial de romero tiene
como componentes: a-pineno, B-pineno, canfeno,
ésteres terpénicos como el 1,8-cineol, alcanfor, linalol,
verbinol, terpineol, carnosol, rosmanol, isorosmanol, 3-
octanona, isobanil-acetato y B-cariofileno; los acidos
vanilico, caféico, clorogénico, rosmarinico, carndsico,
ursolico, oleandlico, butilinico, betulinico, betulina, a-

amirina, B-amirina, borneol, y acetato de bornilo. 2627
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Figura N° 03: Estructura quimica de acido carnésico,
carnosol, epirosmanol, rosmaridifenol y &cido

rosmarinico

Fuente: Avila R, Navarro A, Vera O, Davila R, Melgoza N, Meza R.
2011.%7

Dentro de los terpenoides, se encuentra: la pirosalvina
(diterpeno amargo), éacido oleanico, acido 2-B-OH-
oleandlico, acido 3-O-aetilursolico, acido arnosilio,
rosmaridienol, 7- metoxi-rosmarol, etc. Los flavonoides
del romero, contienen: apigenina, disometia, luteolina,
hispidulina,cirisimarina, nepritina, simensetina,
cupafolina, 7- metoxi-fegopolina. Ademas, esta especie
es rica en: acido fendlico, colina, taraxasterol, lupel,
estigmasterol, campesterol, taninos, entre otros.?%:2

Taninos: Es un compuesto amargo que genera esta

especie con fines de proteccion del medio externo;
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2.2.2.2.

compuesto que le confiere la propiedad astringente.
Este compuesto tiene accion terapéutica antimicrobiana,
actuando como estimulador fagocitica, asi como
intervenir en la lisis de enzimas y proteinas de transporte
de las bacterias.?>?’

Flavonoides: Son pigmentos no nitrogenados que
intervienen en la respuesta adaptativa y protectora de la
planta contra los rayos ultravioleta, ademéas de atraer a
los polinizadores. Este compuesto tiene propiedad
antioxidante y antimicrobiana, que actuaria en la
formacion de complejos con proteinas solubles,
extracelulares y células de la pared bacteriana,
causandoles lesion vy lisis.?627

Aceite esencial: El aceite esencial se obtiene en su
mayor parte de las hojas y flores del romero. Forma
parte del grupo de los terpenoides, cuya accion
terapéutica es antiséptica y antimicrobiana, estando
involucrado los componentes como: el alfa pipeno,
alcanfor, 1,8 cineol o eucaliptol, limoneno, verbenona,
canfeno y borneol; siendo efectivo frente a las bacterias,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, ademas de
algunos hongos, virus y protozoarios.?>?’

Triterpenos: Se trata de compuestos lipofilicos como: el
acido ursoélico y acido oleanico; alcoholes triterpénicos
como alfa y beta-amirina. Estos compuestos también
tendrian  actividad antibacteriana, actuando o
produciendo lisis de la membrana celular de las

bacterias. 242°
Propiedades

El romero tiene varias propiedades terapéuticas, como:

hiperglucemiante (aumenta los niveles de glucosa en
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sangre), antiséptica, fungistatica, = emenagoga,
cicatrizante, analgésica, antibacteriana,
antiespasmaddica, expectorante, antiulceroso (gastritis y
ulcera péptica), en enfermedades hepaticas, etc.?5:27
Antinflamatoria: Esta propiedad terapéutica, se
relaciona al 4cido rosmarinico que contiene, puesto que
algunos estudios hechos in vivo a en ratones,
demostraron que el extracto de hojas de romero, redujo
el edema, mediante la inhibicion de la anafilaxis
cutanea.?%24

Antioxidante: Esta actividad terapéutica, esta ligada
principalmente a los flavonoides, compuestos capaces
de interferir o capturar radicales libres, previniéndose asi
la oxidacion de moléculas de importancia fisiologica,
como lipidos, proteinas y acidos nucleicos, ayudando de
esta manera a la aparicion de algunas enfermedades
cronicas y degenerativas, tales como: diabetes mellitus,
enfermedades cardiovasculares, hipertension arterial,
entre otras.?324

Antibacteriano: El romero  tiene  actividad
antibacteriana, ejerciendo su efecto contra algunas
bacterias Gram negativas como: Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, asimismo contra,
Staphylococcus aureus, Clostridium  perfringens,
Salmonella typhi. Propiedades terapéuticas que le
atribuye al aceite esencial y principalmente a sus
componentes como:

el alfa pineno, beta pineno, mirceno, limoneno, cafeno y
alcanfor.2%26

Antiviral: La presencia del &cido carnosolico del aceite
esencial del romero, inhibe la actividad del enzimética

del herpes virus tipo 1; por lo que se, el aceite esencial

34



de esta especie, se puede utilizar para tratar afecciones

virales, producidas por el herpes virus simple tipo 1.26:27

2.2.3. Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus es bacteria Gram positiva anaerobia
agrupadas como células unicas, en pares, tétradas, cadenas
cortas o formando racimos de uvas, productora de coagulasa
(proteina generada por varias bacterias, que permite la
conversion del fibrinégeno en fibrina) y catalasa (enzima capaz
de desdoblar el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno libre);
caracteristica Uunica utilizada para diferenciar el género
Staphylococcus, de los géneros Streptococcus y Enterococcus,
gue pertenecen a la catalasa negativa. Se encuentra distribuida
en por todo el mundo, por lo que uno de cada tres pacientes se
encuentra colonizadas, pero no infectadas. Este tipo de bacteria
fue descubierta por primera vez en 1880, en la ciudad de
Aberdeen Escocia, por el Médico Cirujano Alexander Ogston en
un absceso infectado, quien introdujo el nombre de
Staphylococcus, del griego staphyle, que significa racimo de
uvas, para describir a los cocos responsables de la inflamacion

y supuracion.829

Staphylococcus aureus puede estar involucrado en varias
enfermedades que van desde infecciones cutdneas y mucosas
gue generalmente son benignas, tales como: conjuntivitis,
foliculitis; asi como otras enfermedades mas complicadas como
celulitis, abscesos infectados, meningitis, sepsis, endocarditis,
neumonia, entre otras. Ademds, también infecta al tracto
gastrointestinal, ya sea por presencia fisica de Staphylococcus

aureus o por la ingesta de la enterotoxina estafilocécica.?®2°
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2.2.3.1.

2.2.3.2.

Morfologia

El Staphylococcus aureus es un coco inmovil Gram
positivo, que mide de 0,5 a 1,5 micras de diametro, que
se divide en tres planos para formar grupos de células
irregulares semejantes a racimos de wuvas. En
extendidos de pus los cocos aparecen solos, en pares,
en racimos o en cadenas cortas. Los racimos irregulares
son caracteristicos de extendidos tomados de cultivos
qgue se desarrollan en medios solidos, mientras que en
otros cultivos son frecuentes las formas de diplococos y
en cadenas cortas. Unas pocas cepas producen una
capsula o capa de baba que incrementa la virulencia del

microorganismo.3%:3!

Patogenia

Esta bacteria es patdgena que actia como saprofito,
pues al género Staphylococcus pertenecen 32 especies,
de ellas 16 colonizan a los seres humanos y algunas
forman parte de la flora microbiana de la piel y mucosas
del individuo; mientras que otras, forman parte de la flora
de otros mamiferos y aves. Pero en ocasiones cuando
las defensas del individuo disminuyen pueden llegar a
colonizar y producir una infeccibn ocasionando una
enfermedad. La mayoria de pacientes que adquieren
infeccion por Staphylococcus sureus son pacientes
hospitalizados o inmunocomprometidos; ya que, en su
mayoria este tipo de bacteria infecta principalmente a la
piel y tejidos blandos, produciendo neumonia,
sialoadenitis, sepsis con o0 sin metastasis (osteitis,
endocarditis, abscesos colonizados) y enfermedades
por toxinas (sindrome de piel escaldada por estafilococo

y gastroenteritis).2%:30
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Otra caracteristica de este tipo de bacteria, es la
resistencia a través de una betalactamasa inducible que
le confiere la resistencia ante los betalactamicos como
las penicilinas, cuya resistencia esta codificada por un
plasmido presente en mas del 90 % de las cepas. Otra
de las cualidades es la resistencia al éxido nitrico,
capacidad que los distingue de otras bacterias,
incluyendo a  Staphylococcus  epidermitis vy
Staphylococcus saprophyticus, caracteristica que se
logré observar en pacientes resistentes a la meticilina
como en las que son susceptibles al antibiotico, asi
como en cepas presentes en hospitales y las demas

adquiridas en la comunidad.?%:3°

La variabilidad de Staphylococcus aureus, es la rapida
respuesta adaptativa frente a cambios del medio y su
continua adquisicion de determinantes de resistencia
antibidtica, han hecho de éste un residente habitual del
habitat hospitalario, donde origina problemas de
multirresistencia, ocasionalmente importantes. Aunque
el término resistencia a meticilina incluye resistencia a
derivados R-lactamicos, las cepas de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM) presentan, en
general, resistencia multiple a varios grupos de
antibioticos. A través de diversos mecanismos, pueden
presentar resistencia al cloranfenicol, tetraciclinas,
macrélidos, lincosamidas, aminoglucosidos e incluso a
quinolonas, describiéndose cada vez con mayor
frecuencia brotes de cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina y sensibles sélo a los

glucopéptidos.?:30
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2.2.3.3.

2.2.3.4.

Epidemiologia

La epidemiologia de las infecciones por este tipo de
bacteria, estd relacionadas con la emergencia de
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(SARM), bacteria que genera infeccion de un 80% de la
piel y tejidos blandos. El Staphylococcus aures es un
patégeno de importancia a nivel mundial, puesto que es
un microorganismo oportunista que se encuentra
formando parte de la flora bacteriana normal del
individuo sano, mostrandose pocos dias después del
nacimiento y encontrandose en el mufion del corddn
umbilical, el area perianal, la piel y en ocasiones en el
tractogastrointestinal. La infeccion o colonizacion mas
frecuente de Staphylococcus aureus, es la mucosa
nasal y el principal reservorio lo forma el individuo
enfermo o el portador; siendo mas frecuente la
colonizacion en hospitales, involucrados los pacientes
con hemodialisis, con diabetes mellitus tipo 1, pacientes
con lesiones cutaneas, heridas quirargicas, individuos
con neumonias y los con problemas de VIH. Una
caracteristica de este tipo de bacteria que se ha
presentado durante afos recientes, es la resistencia a
diversos antibidticos, con los que se sigue el tratamiento,
ya que en varias oportunidades se han reportado un
gran numero de brotes epidémicos de Staphylococcus
aureus a nivel mundial, en especial en hospitales,
centros de atencion médica, clinicas privadas y otras en

la comunidad.3931
Tratamiento

Esta bacteria produce la enzima beta-lactamasa, pero

hay que tener en cuenta que esta logrando un alto grado
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de tolerancia contra penicilinas resistentes a beta-
lactamasa como: la oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina o
metecilina. Estos Staphylococcus resistentes a
meticilina son muy peligrosos, ya que generan varias
infecciones nosocomiales (contraidas en el hospital) y
son multiresistentes a una gran cantidad de antibioticos.
La vancomicina, es el antibidtico de eleccién en caso de
resistencia a la cloxacilina, cotrimoxazol, cefalosporina,
amoxicilina asociada a &cido clavulanico, imipenem,
clindamicina, ciprofloxacino o amikacina; pero en ciertas
ocasiones, también ha desarrollado resistencia; siendo,
el levofloxacino o la daptomicina, los que desencadenan

menos resistencia.31:32

2.2.4. Escherichia coli
Escherichia coli es una bacteria Gram negativa, que coloniza el
intestino del ser humano pocas horas después de su nacimiento
y se considera un microorganismo de la flora normal, presente
en el intestino; asi como también se encuentra en aguas negras
y en otros ambientes. Fue descrita por primera vez en 1885 por
Theodore von Escherich, bacteridlogo aleman, quien la
denominé Bacterium coli, que posteriormente recibiria el nombre
de Escherichia coli, en honor a su descubridor. Esta bacteria y
otras, que se encuentran en el intestino, son importantes para el
buen funcionamiento correcto del proceso digestivo, ademas de
producir las vitaminas B y K. Escherichia coli es un bacilo que
reacciona negativamente a la tincién de Gram (Gram negativo),
es anaerobio facultativo, movil por flagelos peritricos (que rodean
su cuerpo), no forma esporas, es capaz de fermentar la glucosa
y la lactosa y su prueba de IMVIC es ++-- ( que se compone de
cuatro pruebas: Indol, Rojo de metilo, Voges-Proskauer y

Citrato).3334
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2.2.4.1. Caracteristicas
Escherichia coli se caracteriza por ser un bacilo Gram
negativo, no esporulante, que produce indol a partir del
triptofano, pues no utiliza citrato como fuente de carbono
y no produce acetoina. Ademas, fermenta la glucosa y
la lactosa con produccion de gas. Esta bacteria, al igual
gue las demas bacterias Gram negativas consta de tres
elementos: la membrana citoplasmatica, la membrana
externa y, entre ambas, un espacio periplasmico
constituido por péptidoglucano. Esta ultima estructura
confiere a la bacteria su forma y rigidez, y le permite
resistir presiones osmaoticas ambientales relativamente
elevadas. Escherichia coli es una bacteria mesofila, su
optimo de desarrollo se encuentra en el entorno de la
temperatura corporal de los animales de sangre caliente
(35 - 43 °C). Parece, que las facultades de adaptacion
de esta bacteria son poco comunes, debido a la
adquisicion de nuevos genotipos a partir de plasmidos,
bacteriéfagos, y otros elementos que transmiten su
material genético. Ademas, su conocida capacidad de
ubicuidad favorece la aparicion reiterada de cepas con
nuevas propiedades, incluyendo  capacidades
patdgenas no facilmente reconocibles. Las cepas
patdogenas de este microrganismo se distinguen de la
flora normal por poseer factores de virulencia, como
exotoxinas. Los factores de virulencia especificos

pueden utilizarse, junto al tipo de enfermedad.343°

En si, este tipo de bacteria, por lo mismo de poseer
plasmidos que portan genes que codifican la produccion
de distintas adhesinas, enzimas o enterotoxinas, otorga

a Escherichia coli caracteristicas patogénicas
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particulares y dependiendo de la produccion de
proteinas producidas, genera infecciones urinarias o
gastrointestinales. Fermenta la lactosa, Urea y citrato
negativo, indol positivo y movil. Desde el punto de vista
antigénico la especie de Escherichia coli, se compone
de méas de 150 serogrupos O; ya que contienen
antigenos de envoltura polisacéaridos K, que le confiere
a la bacteria resistir mas facilmente la fagocitosis que las
bacterias no capsuladas. Ademas, se describen mas de
56 antigenos H que permiten completar su clasificacion

en serotipos O:H.3435

Antigeno H de los flagelos

Pilosidad CFA
Pilosidad
\ tipo 1 (comun)
\ \ ]Ant[geno 0 ) Pilosidad
. W A ; / CFA
‘. /
oy
e \ ’ \ ial \
Pilosidad P
Pilosidad Bfp  Pared celular Antfgeno K de la capsula

Figura N° 04: Estructura antigénica de Escherichia

coli

Fuente: Garay H. 2015.%3

2.2.4.2. Clasificacién
Se distinguen seis cepas segun su capacidad patdgena,

a las cuales también se les puede llamar virotipos:
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Escherichia coli enteropatogénica (ECEP),
enterotoxigénica (ECET), enteroinvasiva (ECEI),
enterohemorragica (ECEH), enteroagregativa (ECEA) y
de adherencia difusa (ECAD).353¢

Escherichia coli enteropatogénica (ECEP). Esta cepa
causa diarrea en humanos, conejos, perros y caballos,
al igual que la enterotoxigénica, pero la etiologia y los
mecanismos moleculares de colonizacion son
diferentes. Carece de fimbrias y no produce la toxina
termoestable (ST) y la toxina termolabil (LT), pero
utiizan la proteina intimina, una adhesina, para
adherirse a las células intestinales. Este virotipo posee
una serie de factores de virulencia que son similares a
los que se encuentran en Shigella, como la toxina shiga.
La adherencia a la mucosa intestinal causa una
reordenacion de la actina en la célula hospedante, que
induce una deformacién significativa. Estas bacterias
son moderadamente invasivas: penetran en las células
hospedadoras provocando una respuesta inflamatoria.
La causa principal de diarrea en los afectados por esta
cepa son seguramente los cambios provocados en la

estructura de las células intestinales.3536

Escherichia coli enterotoxigénica (ECET). Se parece
mucho a Vibrio cholerae, se adhiere a la mucosa del
intestino delgado, no la invade, y elabora toxinas que
producen diarrea (diarrea del viajero). No hay cambios
histolégicos en las células de la mucosa y muy poca
inflamacion. Produce diarrea no sanguinolenta en nifios
y adultos, sobre todo en paises en vias de desarrollo,

aunque los desarrollados también se ven afectados.
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Emplea varias toxinas, incluyendo la enterotoxina

resistente al calor y la enterotoxina termolabil 3536

Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI). Es inmovil, no
fermenta la lactosa, invade el epitelio intestinal
causando diarrea sanguinolenta en nifios y adultos,
libera el calcio en grandes cantidades impidiendo la
solidificacion 6Osea, produciendo artritis y en algunos
casos arterioesclerosis. Es una de las E. coli que causa
mas dafio debido a la invasion que produce en el epitelio

intestinal.3536

Escherichia coli enterohemorragica o]
verotoxigénica (ECEH). La convencion internacional de
nomenclatura de patdogenos ha recomendado el uso de
STEC (Shiga Toxin Escherichia coli) para este grupo,
debido a que estas bacterias producen una toxina
citotoxica para células Vero de cultivo de similaridad
estructural a la toxina producida por Shigella
dysenteriae. Las STEC producen verotoxinas que
actuan en el colon. Sus sintomas son: primero colitis
hemorragica, luego sindrome urémico hemolitico (lo
anterior mas afeccion del rifion, posible entrada en coma
y muerte), y por ultimo, purpura trombocitopénica
trombotica (lo de antes mas afeccion del sistema
nervioso central). Esta cepa no fermenta el sorbitol y
posee un fago, donde se encuentran codificadas las
verotoxinas, también llamadas "Toxinas Shiga", no
posee una fimbria formadora de mechones, en vez de
esto posee una fimbria polar larga que usa para

adherencia.3>36
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2.2.4.3.

Escherichia coli enteroagregativa o enteroadherente
(ECEA). Solo encontrada en humanos, son llamadas
enteroagregativas porque tienen fimbrias con las que
aglutinan células en los cultivos de tejidos, se unen a la
mucosa intestinal causando diarrea acuosa sin fiebre, no
son invasivas y producen hemolisina y una enterotoxina
ST similar a la de las enterotoxigénicas. Se le asocian
dos toxinas: toxina termoestable enteroagregante
(EAST) y toxina codificada por plasmidos (PET).35:36

Escherichia coli de adherencia difusa (ECAD). Se
adhiere a la totalidad de la superficie de las células
epiteliales y habitualmente causa enfermedad en nifios
inmunoldgicamente no desarrollados o malnutridos. No
se ha demostrado que pueda causar diarrea en nifios
mayores de un afio de edad, ni en adultos y

ancianos.3%36

Patogenia

Escherichia coli puede causar infecciones intestinales y
extra intestinales generalmente graves, tales como
infecciones del aparato excretor, cistitis, meningitis,
peritonitis, mastitis, septicemia y neumonia. El grupo
Escherichia enteroinvasiva y Shigella spp. se encuentra
relacionada genética y biogquimicamente. Se asocia
fundamentalmente enfermedades de origen alimentario,
siendo responsables de la diarrea del viajero. El
mecanismo de patogenicidad de ECEI es la invasion del
epitelio del colon, sin produccion de toxina termolabil
(LT) y toxina termoestable (ST), dando lugar a una

diarrea disenteriforme acuosa que se manifiesta con
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2.24.4.

sangre y mucosidad en heces acompafiado de fiebre y

dolor abdominal.33:34

Escherichia coli, est4d dividida por sus propiedades
virulentas, pudiendo causar diarrea en humanos y otros
animales. Otras cepas causan diarreas hemorragicas
por virtud de su agresividad, patogenicidad y toxicidad.
La mayoria de pacientes que estan predispuestos a
sufrir infecciones intestinales (diarreicas) por este tipo de
bacterias son los nifios entre 1 y 8 afios de edad,
generado por la contaminacion de los alimentos y por la

mala coccion de los mismos.33:34

Escherichia coli, es una bacteria que forma parte de la
poblacidon bacteriana normal de intestino; pero cuando,
esta coloniza a otro lugar se vuelve patdgena. Es
responsable de la mayoria de infecciones urinarias
(cistitis, pielonefritis, etc), que afecta en su mayoria a
mujeres, por la corta longitud de la uretra (25 a 50 mm,
o bien 1 a 2 pulgadas) en comparacion con los hombres
(unos 20 cm, o unas 8 pulgadas). Asimismo, las mujeres
embarazadas también son banco de infecciones
urinarias, asi como en los ancianos, estas tienden a ser

de la misma proporcién entre hombres y mujeres.343%

Enfermedades clinicas que produce Escherichia
coli

Infeccion del tracto urinario (ITU). Mas del 90% de los
casos de cistitis y pielonefritis que se da en cada afo,
Escherichia coli es el microrganismo responsable. Las
infecciones urinarias, son mas frecuentes en mujeres

que en hombres, de ellas el 40% han sufrido una
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infeccion alo largo de su vida, por lo coman cuando tiene
una vida sexual activa. Se sabe que este tipo de bacteria
tiene como reservorio al intestino, que es comianmente
natural, pero cuando migra por la zona perianal y uretra,
colonizan y se vuelve patégena, llegando de inmediato
a la vejiga, después del coito, generando cistitis. Pese a
la lucha del organismo para eliminar la bacteria,
mediante la miccion, en muchos casos de vuelve
complicada, dando origen a otras infecciones urinarias
como la hipertrofia prostatica y pielonefritis.343°
Septicemia: De hecho, la mayoria de septicemias
provienen de infecciones del tracto urinario y digestivo
(por ej., perforacién gastrointestinal que provoca una
infeccion intraabdominal). La mortalidad que se asocia a
la septicemia por dicha bacteria es elevada en pacientes
cuya inmunidad esta alterada, o en los que la infeccion
primaria se localiza en el abdomen o en el sistema
nervioso central (SNC).3435

Meningitis neonatal: la Escherichia coli y el
Strepococcus de grupo B, son las que ocasionan la
mayoria de infecciones del sistema nervioso central, en
nifios menores de un mes. Mas o menos el 75% de las
cepas de Escherichia coli poseen un antigeno K,
serogrupo que esta presente en el aparato digestivo de
las mujeres embarazadas y de los recién nacidos; sin
embargo, no se precisa cual es el mecanismo que
predilecto para este serogrupo, que genera la
enfermedad en los neonatos.343

Gastroenteritis: Existen diferentes serotipos de
Escherichia coli que generan gastroenteritis de las
cuales, Escherichia coli enterotoxigénica,

enteropatdbgena y enteroagregativa, son las que
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ocasionan generalmente una infeccion diarreica
secretora que involucra al intestino delgado; mientras
gue los serotipos de Escherichia coli enterohemorragica
y enteroinvasiva, causan o infectan al intestino

grueso.343%

2.2.4.5. Tratamiento
Para elegir el medicamento ideal, se debe primeramente
realizar un andlisis correspondiente de sensibilidad
antibiética o antibiograma, que ayuda a elegir el
medicamento mas efectivo contra el tipo de
microrganismo que esta generando la infeccion. Los
medicamentos que mayormente son utilizados para la
infeccion contra Escheerichia coli, son: el trimetoprim +
sulfametoxazol (efectivo en problemas de colitis), las
quinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino, etc), para el
tratamiento de las infecciones del tracto urinario, las

cefalosporinas (ceftriaxona), el cloranfenicol. etc.%6:37

2.3. Definicion de términos béasicos

» Antibiograma: Es una prueba microbiolégica que se utiliza para
determinar la susceptibilidad de una bacteria a un grupo de
antibidticos y es medida mediante por medio del halo de inhibicién
gue genera.t

» Antibacteriano: Cualquier sustancia que tiene efecto o es capaz de
retardar, inhibir o interferir en la replicacién bacteriana.?

» Bacteriostéatico: Sustancia o medicamento que no produce la
muerte de una o mas bacterias, solo impide su reproduccién, de tal
manera que la bacteria muere sin alcanzar la replicacion.3®

» Bactericida: Sustancia capaz de producir la muerte a una o mas
bacterias, en su mayoria produce lisis de la membrana celular o del

material citoplasmatico de la bacteria.®®
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» Halo de inhibicién: Es un método microbiol6gico que consiste en
verificar si existe crecimiento o no de bacterias alrededor de un disco
de sensibilidad antibiética, realizado durante un antibiograma.38

» Microdilucién: Es la dilucion en Agar o caldo (medio de cultivo),
motivo para realizar un ensayo in vitro la sensibilidad de bacterias.*®

> Escala de MacFarland: Los estdndares de McFarland son patrones
de turbidez basados en suspensiones de sulfato de bario.
La escala consta de 11 patrones (desde 0,5 hasta 10), cada uno de
los cuales tiene una turbidez comparable a la de una suspension
bacteriana con una densidad determinada.®

» Dimetilsulfoxido: Es un liquido organico incoloro, que se utiliza
como disolvente organico.®

» Cepas ATCC: Es un tipo de colonias bacterias de referencia,
utilizados en diferentes disciplinas, para de control de calidad en
microbiologia.t

» Colonia: Crecimiento visible de un solo tipo de bacterias en una
placa Petri con un medio de cultivo adecuado.?

» Infeccion: Es un proceso donde existe la invasion y multiplicacion
de microorganismos patégenos en los tejidos de un organismo.3°

» Concentracion inhibitoria minima (CIM): Es la medida de la
sensibilidad de una bacteria frente a un antibiotico, representa la
minima concentracion de un antimicrobiano que es capaz de impedir
el crecimiento de un microorganismo (bacteria) en condiciones
adecuadas de temperatura, tras la incubacién de placas de 18 a 24
horas.®®

» Concentracion minima bactericida (CMB): Es la minima cantidad
de antibiotico capaz de destruir el 99,9% de una de una muestra
inoculada en condiciones estandarizadas.*®

» Indculo: Alicuota de un cultivo bacteriano transferida a un medio de

cultivo.
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» Unidad formadora de colonia (UFC): Célula viva y aislada que se
encuentra en un substrato y en condiciones ambientales adecuadas

y produce una colonia en un breve lapso de tiempo.383°
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CAPITULO Il
HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1. Formulacion de la hipétesis
3.1.1. Hipotesis general
Hi: La mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare
‘orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” tiene efecto
antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus y
Escherichia coli.

3.1.2. Hipotesis especificas

Hi: La mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare
“‘orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” al 50%, 75% y
100% tiene efecto antibacteriano in vitro frente a
Staphylococcus aureus.

H,: La mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare
‘orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” al 50%, 75% y
100% tiene efecto antibacteriano in vitro frente a Escherichia

coli.

3.2. Identificacion de variables
3.2.1. Variable independiente
Mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y

Rosmarinus officinalis “romero”

3.2.2. Variable dependiente

Efecto antibacteriano.
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VARIABLE
INPEDIENTE

Mezcla del aceite
esencial de
Origanum vulgare
“‘orégano” y
Rosmarinus
officinalis
‘romero”

3.3. Operacionalizacion de variables

DEFINICION
CONCEPTUAL

El aceite
esencial es un
principio activo,
que tienen
algunas plantas
aromaticas
(oréganoy
romero) que se
obtienen a partir
de las hojas.

DIMENSION
ES

Mezcla del
aceite
esencial de
Origanum
vulgare
“‘orégano”’ y
Rosmarinus
officinalis
‘romero”
(grupo
problema).

INDICAD
ORES

-50%
-75%
- 100%

UNIDAD
DE
MEDIDA
%

VARIABLE
DEPENDIENTE

DEFINICION

CONCEPTUAL

DIMENSION
ES

INDICAD
ORES

UNIDAD
DE

Dependiente:
Efecto

antibacteriano

Capacidad que
tiene una
sustancia de
inhibir o producir
lisis a una o mas
bacterias.

Halo de
inhibicion

Diametro
del halo
de
inhibicion

MEDIDA
Mm
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CAPITULO IV:
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

4.1.Tipo y nivel de investigacion
4.1.1. Tipo de investigacion
Prospectivo: Porque empieza antes que los hechos estudiados
(exposicion al factor y efecto). Los resultados se observaron en
un determinado periodo de tiempo.*°
Longitudinal: Estudio en el que se recopilaron datos de la
misma muestra repetidamente durante un periodo de tiempo con

el fin de evaluar lo cambios que se produjeron.*°

4.1.2. Nivel de investigacion
La investigacion fue de nivel explicativa, pues tuvo como fin
explicar el comportamiento de una variable en funcion de la

otra(s), por ser una investigacion de causa efecto in vitro.*°

4.2. Método y disefio de investigacion
4.2.1. Método de investigacion
Método experimental. Porque establece la causa y el efecto de
un fendémeno, lo que significa que debe ser claro que los efectos
observados en el experimento, que se deben a la causa.
Asimismo, se considera experimental porque el investigador
asigna un factor de estudio y lo controla de forma deliberada
para fines de su investigacion y segun su plan preestablecido.4°
Cuantitativa: Porque comparé datos en distintas muestras,
sacando un promedio numérico (medida del halo de inhibicion)
en un determinado periodo de tiempo. El rigor cientifico de esta
investigacion se fundamenté en la fiabilidad y la validez de los

datos.40
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4.2.2. Disefio de investigacion

Experimental, porque estuvo guiado y disefiada por una
metodologia estandarizada donde hubo manipulacion de la
variable experimental (independiente) no comprobada, en
condiciones necesariamente controladas, a fin de describir de
gué modo o0 porque causa se produce una situacién o
acontecimiento particular. Del mismo modo trat6 de medir el
efecto de la variable independiente sobre la dependiente y valido

internamente la situacion experimental.*°

4.3. Poblacion y muestra de la investigacion

4.3.1.

4.3.2.

Poblacién
Hojas de Origanum vulgare “orégano”.

Hojas de Rosmarinus officinalis “romero”.

Muestra
» Mezcla de aceite esencial de Origanum vulgare “orégano”

con aceite esencial de Rosmarinus officinalis “romero”.

Criterios de inclusidn

» Se incluyo el aceite esencial de Origanum vulgare “orégano”,
con buenas caracterizas organolépticas (olor, color, sabor,
consistencia, etc), el mismo que estuvo libre de alguna
contaminacién microbiolégica (bacterias y hongos). Ademas,
se verificd que las hojas de esta especie para la extraccion del
aceite esencial mantuvieran también, buenas caracteristicas
organolépticas y no presentaran alguna contaminacion

microbioldgica.
> Aceite esencial de Rosmarinus officinalis ‘“romero”, en

condiciones adecuadas de almacenamiento (temperatura y

humedad), con buenas caracteristicas organolépticas (color,
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olor, sabor, etc). Las hojas de esta especie que se utilizaron
para extraer el aceite esencial, se incluyeron también, a las
gue mostraron buenas caracteristicas organolépticas y no

presentar indicios de contaminacion microbiologica.

Criterios de exclusion

> Se excluyo el aceite esencial de Origanum vulgare “orégano”,
con malas caracteristicas organolépticas (color, sabor, olor,
etc) y el que presentd indicios de contaminacion
microbiolégica (bacteria u hongo). Asimismo, las hojas de

esta especie, en las mismas condiciones.

» Aceite esencial de Rosmarinus officinalis ‘romero”, con
indicios de contaminacion microbiolégica (hongo u bacteria) y
con malas caracteristicas organolépticas. Las hojas de esta
especie que no cumplieron con los criterios de inclusion,

también fueron desechadas.

4.4.Técnicas, instrumentos y procedimientos de recoleccion de

datos

4.4.1. Técnicas
Técnica de Kirby Bauer. Antibiograma disco en placa, se utiliza
para determinacion de la sensibilidad antibidtica de algunas
sustancias o de antimicrobianos. EI microorganismo es
inoculado en la superficie de una placa de agar, sobre el cual se
colocan discos impregnados con una concentracion conocida
del antibiético. Las placas se incuban por 16 a 24 horas a 35 -
37°C, tiempo durante el cual se leeran los resultados.383°
Observatoria: Se observo y se tomaron fotografias de los halos
de inhibicién que se formaron al alrededor de los discos, tanto

de la mezcla del aceite esencial de Rosmarinus officinalis
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‘romero” con Origanum vulgare “orégano” y de los discos del

alcohol etilico y ciprofloxacino.38:39

Medicion: Consistié en medir con una regla milimetrada el halo

de inhibicion (mm) de las placas Petri, tanto del grupo control,

blanco y problema.3®

4.4.2. Instrumentos

» Ficha e registro de datos (Anexo N° 03)

4.4.3. Procedimientos

4.4.3.1. Certificacion taxondmica

4.4.3.2.

Certificacion taxonomica, realizado en la Universidad
Nacional de Cajamarca, por el Botanico Isidro Sanchez
Vega y aprobado por el Director: M.Sc. Gustavo Ibérico
Vela (Anexo N° 02).

Obtencién de las hojas de Origanum vulgare
“orégano” y Rosmarinus officinalis “romero”

Las hojas de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus
officinalis “‘romero” se obtuvieron del distrito de Cutervo,
Provincia de Cutervo y Region Cajamarca. Para ello se
viajo a dicho lugar y se entrevistd a algunos habitantes
de la zona, con la finalidad de dar a conocer el motivo de
la visita, dejando en claro el trabajo de investigacion con
los objetivos propuestos. Luego, en compafiia con ellos
de identificaran y recolectardn 8 kg de hojas de cada
especie vegetal (orégano y romero), utilizando guantes
y tijera, para posteriormente empacarlas y de inmediato
trasladarlas a la ciudad de Cajamarca y luego al

Laboratorio de Biologia de la Universidad Nacional de
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4.4.3.3.

Cajamarca, en donde se lavaron con agua potable y se
enjuagardn con agua destilada, llevando a secar por un
periodo corto de tiempo a fin de que se elimine el agua
impregnada y proceder a la extraccion del aceite

esencial.

Obtencion del aceite esencial a partir de las hojas de
Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus
officinalis “romero”

Método de arrastre de vapor de caldera de acero
inoxidable

La obtencion del aceite esencial de Origanum vulgare
‘orégano” y de Rosmarinus officinalis “romero”, se
realizO por separado, pero el procedimiento fue en

mismo, realizandose de la siguiente manera:*

» Se pes6d 7 kg de hojas de la especie vegetal y se

colocé en el recipiente para la muestra.

» Posteriormente se agreg6é agua destilada (cantidad

necesaria) en el tanque generador de vapor.

» Luego se acoplaron los tres componentes del equipo,

dejando correr el agua por el refrigerante y un beaker

donde se recibio el destilado.

» Se extrajo el aceite esencial por un tiempo de 4 horas.

Transcurrido este tiempo de extraccion, se separo el
agua del aceite con la ayuda de una pera de

decantacion.

» En seguida se procedio a envasar el aceite esencial,

en un frasco de color ambar con tapa rosca y luego
se almacend en condiciones adecuadas de humedad

y temperatura, hasta su posible utilizacion.
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4.4.3.4.

4.4.3.5.

Mezcla y dilucion del aceite esencial de Origanum
vulgare “orégano” 'y Rosmarinus officinalis
“romero”

Se mezclo la misma cantidad de aceite esencial de
Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis
‘romero” (10 mL de aceite esencial de orégano + 10mL
de aceite esencial de romero = 20 mL mezcla total) y
luego se diluyé con alcohol etilico de 70° a
concentraciones de 50%, 75% y 100%; tal y como se

muestra, en el siguiente cuadro:

Volumen de | Volumen del | Volumen | Concentr
la mezcla del | alcohol de 70° | total (mL) | acion (%)
aceite (mL)
esencial de
oréganoy

romero (mL)

5 5 10 50
7,5 2,5 10 75
10 0 10 100

Obtencién de las cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922

Las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 25922 se obtuvieron del
Laboratorio Clinico del Hospital Regional Docente de
Cajamarca. Para esto, se envié una solicitud al jefe de
esta area, mencionando el trabajo de investigacion a

desarrollar y los objetivos planteados.
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4.4.3.6.

4.4.3.7.

Obtencion de discos de sensibilidad antibidtica de
ciprofloxacino

Los discos de sensibilidad antibidtica de ciprofloxacino
de 5 pg fueron comprados de un Laboratorio Clinico
Privado de la ciudad de Cajamarca. Segun el Instituto de
Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI), este tipo de
antibiético se usa en antibiograma mediante la técnica
de Kirby- Bauer, efectivo frente a Escherichia coli ATCC
25922 que puede alcanzar un halo de inhibicion de 30 a
40 mm de didmetro; frente a Staphylococcus aureus
ATCCC 25923 un halo de inhibicion de 22 a 30 mm de
diametro; y frente a Pseudomonas auruginosa ATCC
27853, un halo de inhibicion de 25 a 33 mm de diametro.

Preparacion del Agar Mller Hinton

La preparacion de este medio de cultivo se realizé de la

siguiente manera:3839

» Primero se homogeniz6 el medio de cultivo en polvo,
dando varias agitaciones al frasco.

» Se peso6 35 g de medio de cultivo deshidratado (Agar
Muller Hinton) y se suspendié en un litro de agua
destilada en un balén de fondo plano, colocando en
seguida un tapon de algodon en la boca del balon.

» Con la ayuda de una cocina eléctrica, se calento
agitando frecuentemente hasta su ebullicion vy
completa disolucion.

» Se llevo a esterilizar en autoclave a 121 °C (15 |b de
presion) durante 15 minutos.

» Transcurrido este tiempo se retird del autoclave y se
dej6 enfriar hasta una temperatura de 45 °C

aproximadamente.
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4.4.3.8.

» Una vez obtenida la temperatura adecuada se
encendi® el mechero (barrera proteccion y
esterilizacion) y se procedio a servir en placas Petri
de 100 mm de diametro, un volumen de 25 mL por
placa Petri.

» Se dejo enfriar hasta su solidificacion.

» Finalmente se llevé a incubar a 37 °C por 24 horas.

Preparacion del inoculo bacteriano de

Staphylococcus aures y Escherichia coli

Este procedimiento se realizé por separado para cada

cepa bacteriana (Staphylococcus aures y Escherichia

coli), pero la metodologia fue la misma, preparandose de
la siguiente manera:383°

» De las colonias puras de las placas Petri con las
cepas bacterianas (Staphylococcus aures o
Escherichia coli), se tomaron una cierta cantidad de
colonias (3 6 4) con un asa de siembra y se diluyeron
en un tubo de ensayo con 10 mL de suero fisiol6gico
al 0,9%, de tal manera que esta solucién llegé a la
turbidez muy similar a la escala de Mac Farland el
cual corresponde a una concentracion de 3x108
UFC/mL (tubo N° 1).

» Posteriormente, de esta ultima dilucion (tubo N° 1), se
hizo otra dilucion de 1 en 3. Para ello, de esta solucion
preparada, se tomé 3 mL y se diluyé en un volumen
total de 9 mL con suero fisiolégico en un tubo con tapa
rosca, todos los materiales usados fueron estériles y
también el area de trabajo. La solucién resultante
tendra una concentracién de 1x108 UFC/mL.

» En seguida y bajo las mismas condiciones, se realiz6

una nueva dilucién de 1 en 100, paralo cual se afiadi6
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4.4.3.9.

0,1 mL de la solucién anterior (1x108 UFC/mL) a un
tubo de ensayo con 9,9 mL de suero fisioldgico; por lo
gue, la soluciéon resultante, estuvo a una
concentracion de 1x10% UFC/mL similar al estandar
de la escala de Mac Farland. Asi que, se tuvo un tubo
de ensayo con una solucion de 1x10° UFC/mL de
Staphylococcus aureus y otra de Escherichia coli, que
servieron para inocular a las placas Petri con Agar

Muller Hinton y realizar el antibiograma.

Disefo de contrastacion experimental:

Grupo blanco: Conformado por discos de sensibilidad
de 6 mm de diametro, embebidos con alcohol etilico de
70°.

Grupo control positivo: Conformado por discos de
sensibilidad antibidtica de ciprofloxacino de 5 ug.
Grupo problema I Conformado por discos se
sensibilidad de 6 mm de diametro embebidos con la
mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare
“orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” al 50%.
Grupo problema Il Conformado por discos se
sensibilidad de 6 mm de diametro embebidos con la
mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare
“orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” al 75%.
Grupo problema llI: Conformado por discos se
sensibilidad de 6 mm de diametro embebidos con la
mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare

“orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” al 100%.
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4.4.3.10. Procedimiento para el antibiograma: Método de

Kirby Bauer

Se usaron un total de 20 placas con Agar Muller Hinton

inoculadas con las respectivas cepas bacterianas: 10

para Staphylococus aureus y 10 para Escherichia coli,

cuyo procedimiento fue el mismo para ambas:38-3°

» Del inéculo bacteriano (Staphylococcus aureus o
Escherichia coli), se tomé una alicuota de 100 yL y se
colocaron en las placas estériles con Agar Miller
Hinton.

» Para la distribucion uniforme del in6culo, se utilizo la
técnica de escobillado, efectuando con un hisopo
estéril, un barrido en tres direcciones, girando la placa
a 90 grados.

» Luego, haciendo uso de una pinza estéril y ejerciendo
una ligera presion sobre la superficie del medio de
cultivo, se aplic6 a cada placa, un disco de
sensibilidad embebido con alcohol etilico de 70°
(grupo blanco), un disco de sensibilidad antibiética de
ciprofloxacino de 5 pug (grupo control positivo), un
disco de sensibilidad embebido con la mezcla de
aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y
Rosmarinus officinalis “romero” al 50% (grupo
problema 1), un disco de sensibilidad embebido con la
mezcla de aceite esencial de Origanum vulgare
‘orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” al 75%
(grupo problema II) y un disco de sensibilidad
embebido con la mezcla de aceite esencial de
Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis
“romero” al 100% (grupo problema Ill), guardando una

misma distancia entre disco y disco.
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» Después de 10 minutos transcurridos, se llevo a
incubar a 37 °C por 24 horas en posicion invertida.

» Finalmente se retiraran de la incubadora y se leyeran
los resultados; que consistira en medir el halo de

inhibicion, con una regla milimetrada.

4.4.3.11. Escala de Duraffourd

Esta escala fue utilizada para determinar

cualitativamente el efecto inhibitorio in vitro, segun el

diametro de inhibicibn de cada concentracion del

extracto estudiado:*°

» Nula (-): Diametro inferior a 8 mm

» Sensibilidad limite (+): Diametro comprendido entre 8
mm a 14 mm

» Muy sensible (++): Diametro comprendido entre 14
mmy 20 mm

» Sumamente sensible (+++): didmetro superior a 20

mm.

4.5. Técnicas estadisticas para el procesamiento de lainformacion
Los resultados se presentan en cuadros y graficos. La diferencia
significativa que existe entre los grupos de experimentacion fue
evaluada a través del Analisis de Varianza (ANOVA) con un nivel de
significacién estadistica menor a 0,05 y un indice de confianza del
95%. Tomando como parametros de: significativo, si p < 0,05 y no

significativo, si p > 0,05.

4.6. Aspectos éticos
El presente trabajo de investigacion se realiz6 empleando dos especies
vegetales, por lo que se tuvo en cuenta el cuidado de la biodiversidad;
ya que, de acuerdo a la Ley General del Ambiente (Ley N° 28611) y

segun el articulo 85°: Los recursos naturales son Patrimonio de Estado,
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solo por derecho otorgado de acuerdo a la ley y a los correctos
procedimientos, se pueden aprovechar los frutos, raices, cortezas,
tallos, hojas y demdas productos de los mismos, salvo algunas

excepciones que la ley no lo permite.*?

Asimismo, las cepas bacterianas de Saphylococcus aureus vy
Escherichia coli se obtuvieron del Laboratorio Clinico del Hospital
Regional Docente de Cajamarca, razén por la que se considerd y
conservo el derecho a confidencialidad del Profesional de la Salud.
Pues, de acuerdo a la Ley General de Salud (Ley N° 26842), tal como
lo dice el articulo 25°: Toda informacion relativa al acto médico que se
realiza, tiene caracter reservado y se exceptua de la reserva de la
informacion relativa al acto médico, cuando fuere utilizada con fines
académicos o de investigacion cientifica, siempre que la informacion

obtenida de la historia clinica se consigne en forma anénima.*3
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CAPITULO V:
ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

5.1. Resultados de la investigacion

Tabla N° 01: Didmetro promedio del halo de inhibicion del alcohol
etilico, ciprofloxaciono y la mezcla del aceite esencial de
Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” al

50%, 75% y 100% frente a Staphylococcus aureus.

Grupos de Sustancias ensayadas Diametro
experimentacion promedio del
halo de
inhibicion (mm)
frente a
Staphylococcus
aureus
Grupo blanco Alcohol etilico de 70° 6
Grupo control Ciprofloxacino de 5 g 28,6
positivo
Grupo problema | Mezcla del aceite 16
esencial de Origanum
vulgare “orégano” y
Rosmarinus officinalis
‘romero” al 50%
Grupo problema li Mezcla del aceite 20,1
esencial de Origanum
vulgare “orégano” y
Rosmarinus officinalis
‘romero” al 75%
Grupo problema llI Mezcla del aceite 25
esencial de Origanum
vulgare “orégano” y
Rosmarinus officinalis
‘romero” al 100%

Fuente: Elaboracion propi de la tesista.
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Tabla N° 02: Andlisis de varianza ANOVA del didmetro promedio
del halo de inhibicién del alcohol etilico, ciprofloxaciono y la
mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y
Rosmarinus officinalis “romero” al 50%, 75% y 100% frente a

Staphylococcus aureus.

Origen de Grados _ )
Suma de Media Sig. (p-
las de o F
o cuadrados | cuadratica value)*
variaciones libertad
Entre 3072,7 4 768,18 1179,8 | 0,000
grupos
Dentro de 29,3 45 0,65
los grupos
Total 3102,02 49
Fuente: Elaboracion en base a andlisis de varianza ANOVA.
*. p < 0,01: La diferencia es muy significativa
28.6
30 25
25 20.1
20 16
15
10 &
s D
0
Alcohol etilico Ciprofloxacino Mezcladel = Mezcladel = Mezcladel

de 70¢ aceite esencialaceite esencialaceite esencial
de Origanum de Origanum de Origanum
vulgare vulgare vulgare
“orégano”y “orégano”y ‘“orégano”’y
Rosmarinus Rosmarinus Rosmarinus
officinalis officinalis officinalis
“romero”al “romero”al “romero”al

50% 75% 100%

de5pug

Figura N° 05: Diametro promedio del halo de inhibicion del alcohol
de

Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” al

etilico, ciprofloxaciono y la mezcla del aceite esencial

50%, 75% y 100% frente a Staphylococcus aureus.
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Interpretacién: En la tabla N° 01 y figura N° 05 se puede observar que
el grupo problema |, Il y 111, perteneciente a la mezcla de aceite esencial
de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinlis “romero” al 50%,
75% y 100% obtuvieron un halo promedio de inhibicién de 16; 20,1; y
25 mm de didmetro respectivamente frente a Staphylococcus aureus a
diferencia del grupo control positivo (ciprofloxacino) que logré un halo
promedio de 28,6 mm de diametro y el alcohol etilico un halo de
inhibicion promedio de 6 mm de diametro. Asimismo, la tabla N° 02
indica que existe diferencias muy significativas de p < 0,01 entre los
grupos de experimentacion (blanco, control positivo y problemas I, Il y

[Il) de acuerdo al andlisis de varianza

Tabla N° 03: Diametro promedio del halo de inhibicion del alcohol
etilico, ciprofloxaciono y de la mezcla del aceite esencial de
Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” al
50%, 75% y 100% frente a Escherichia coli.

Diametro
promedio del
Grupos de Sustancias ensayadas halo de
experimentacion inhibicion (mm)
frente a
Escherichia coli
Grupo blanco Alcohol etilico de 70° 6
Grupo control Ciprofloxacino de 5 g 37
positivo
Grupo problema | Mezcla del aceite esencial 11,1

I de Origanum vulgare
‘orégano” y Rosmarinus
officinalis “romero” al 50%.
Grupo problema | Mezcla del aceite esencial 16,2

I de Origanum vulgare
“orégano” y Rosmarinus
officinalis “romero” al 75%.
Grupo problema | Mezcla del aceite esencial 21,9

[l de Origanum vulgare
“orégano” y Rosmarinus

officinalis “‘romero” al 100%.
Fuente: Elaboracion propi de la tesista.
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Tabla N° 04: Anédlisis de varianza ANOVA del diametro promedio

del halo de inhibicién del alcohol etilico, ciprofloxaciono y de la

mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y

Rosmarinus officinalis “romero” al 50%, 75% y 100% frente a

Escherichia coli.

Origen de Grados _ Sig.
Suma de Media

las de o (p-

o cuadrado | . cuadrati | F

variacione liberta value)
S ca

S d *

Entre 5700,9 4 1425,23 | 2340,71 | 0,000

grupos

Dentro de |27,4 45 0,61

los grupos

Total 5728,32 49

Fuente: Elaboracion en base a analisis de varianza ANOVA.

*. p < 0,05: La diferencia es muy significativa

37
21.9
%g 16.2
11.1

15 6
10

: By

0

Alcohol etilicoCiprofloxacino Mezcladel = Mezcladel = Mezcladel

de 70° de5pug aceite esencialaceite esencialaceite esencial
de Origanum de Origanum de Origanum
vulgare vulgare vulgare
“orégano”y “orégano”y “orégano”’y
Rosmarinus Rosmarinus Rosmarinus
officinalis officinalis officinalis
“romero”al “romero”al “romero”al
50%. 75%. 100%.

Figura N° 06: Didmetro promedio del halo de inhibicion del alcohol

etilico, ciprofloxaciono y de la mezcla del aceite esencial de

Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” al
50%, 75% y 100% frente a Escherichia coli.
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Interpretacién: La tabla N° 03 la figura N° 06 muestran que la mezcla
del aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus
officinalis “romero” al 50%, 75% y 100% alcanzaron halos de inhibicion
de 11,1; 16,2; y 21,9 mm de diametro respectivamente frente a
Escherichia coli; mientras que, el ciprofloxacino logré un halo promedio
de inhibicion de 37 mm de didmetro y el alcohol etilico un halo promedio
de inhibicibn de 6 mm de diametro, que representa al disco de
sensibilidad en blanco. De la misma manera, la tabla N° 04 y segun el
analisis de varianza ANOVA refiere que existe diferencias muy
significativas de p < 0,01 entre los grupos de experimentacién blanco
(alcohol etilico), control positivo (ciprofloxacino) y problemas I, 11 y IlI
(mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y

Rosmarinus officinalis “‘romero” al 50%, 75% y 100%).
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CAPITULO VI:
DISCUSION DE LA INVESTIGACION

6.1. Discusion de la investigacién
Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva patégena para
el ser humano, que coloniza e infecta principalmente a pacientes
hospitalizados e inmunodeprimidos, responsable de diversas
patologias, como infeccion de la piel y tejidos blandos (absceso de la
piel), en algunos casos neumonia y hasta septicemias. Es también
responsables de algunas intoxicaciones por alimentos, la cual ocurre
por la ingestion de la enterotoxina B, producto de la cepa toxigénica de
Staphylococcus aureus que crece en los alimentos. Por otra parte
Escherichia coli, es un bacteria Gram negativa que pertenece al género
de la familia de las enterobacterias, responsables de producir
infecciones gastrointestinales y del tracto genitourinario. Frente a estos
tipos de bacterias existen diferentes antibiéticos selectivos capaces
producir lisis y curar las patologias; pero el problema, esta en la
resistencia bacteriana que producen algunas bacterias como el
Staphylococcus aureus, que se caracteriza por crear resistencia a
diferentes antibiéticos como la meticilina, penicilina, algunos
macrélidos, lincomicinas y otros; por lo que, también existe alterativas
de tratamiento no farmacoldgico, tal es el caso del uso de especies
medicinales, que gracias a sus componentes, como flavonoides,
alcaloides, taninos y otros, son capaces ejercer diferentes propiedades
terapéuticas. De ahi, nace la idea de esta investigacion que trazé como
objetivo principal determinar el efecto antibacteriano in vitro de la
mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y
Rosmarinus officinalis “romero” frente a Staphylococcus aureus y

Escherichia coli.

Para ello, se hizo un antibiograma mediante la técnica de Kirby — Bauer,

determinandose el efecto antibacteriano in vitro de la mezcla del aceite
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esencial de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis
‘romero” al 50%, 75% y 100% (grupos problemas I, 1l y IllI) frente a
Staphylococcus aureus, obteniendo halos de inhibicion promedio de 16
mm de didmetro para la concentracion del 50%, 20,1 mm para la
concentracion del 75% y 25 mm para la concentracién del 100%; pero,
el halo promedio de mayor inhibicién (28,6 mm de diametro) se logré
con el ciprofloxacino (grupo control positivo); mientras que, el alcohol
etilico de 70° (grupo blanco) hizo un halo de inhibicion promedio de 6
mm de didmetro, que no es mas que el diametro del disco de
sensibilidad en blanco, lo que significa que no existié ningun efecto
antibacteriano; que de acuerdo al andlisis de varianza ANOVA, refiere
gue existid diferencias muy significativas de p < 0,01 entre los grupos
de experimentacion (blanco, control positivo y problemas I, 11 y IlI).
Tomando como referencia a la escala de Duraffourd, en la que
menciona que cuando una sustancia alcanza un halo de inhibicion de
8 a14 mm de diametro se dice que existe una sensibilidad limite; pero,
cuando el halo de inhibicion es de 14 a 20 mm, se dice que el
microorganismo es muy sensible a esa sustancia; o si, el diametro es
superior a los 20 mm de diametro, el microorganismo es sumamente
sensible a la sustancia ensayada.?® En base a esta informacion, la cepa
de Staphylococcus aureus es sumamente sensible al ciprofloxacino, el
mismo que logré el mayor halo de inhibicion in vitro (28,6 mm de
diametro), antibiodtico perteneciente a las quinolonas, con actividad
antibacteriana frente a Staphylococcu aureus comprobada, cuyo
mecanismo de accion estaria relacionado la inhibicion de la de sintesis
bacteriana del ADN, siendo su blanco la topoisomerasa Il, esta
inhibicion enzimatica produce el efecto bactericida de las quinolonas;
ademas, se ha determinado que también inhiben a la topoisomerasa IV
bacteriana, encargada de separar la parte replicada del DNA, aunque
el bloqueo de esta dltima tiene mayor importancia en las bacterias
Gram positivas y no tanto en las Gram negativas. De igual manera, la

mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y
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Rosmarinus officinalis “romero” logré un halo de inhibicion promedio de
25 mm de didmetro al 100%; por lo que se puede decir, que el
Staphylococcus aureus es sumamente sensible a esta sustancia
ensayada tanto como lo es al ciprofloxaciono. Dicho de otra manera, la
mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y
Rosmarinus officinalis “‘romero” mostré tener efecto antibacteriano in
vitro frente a Staphylococcus aureus, esto se deberia exclusivamente
a sus principios activos, como el carvacrol y timol en el Origanum
vulgare “orégano” y a los compuestos fendlicos, taninos y demas
componentes en el Rosmarinus officinalis “romero”; pero, segun Garcia
R, Palou E, en base al aporte de Lambert et al, mencioné que el
carvacrol dafia la membrana celular del Staphylococcus aureus,
provocando la disipacion de dos componentes de la fuerza motriz del
proton: el gradiente de pH y el potencial eléctrico, pudendo ser mayor
el dafio de la membrana celular bacteriana en presencia de otros
principios activos.** Retomando los resultados de este estudio y
comparandolo con los de otros autores, podemos observar similitud con
el de Choque M; ya que, obtuvo halos de inhibicion promedio de 20,46
mm al 100%, 17,54 mm al 75%, 14,31 mm al 50% y 12 mm de diametro
al 25% al determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de
Origanum vulgare “orégano” frente a las cepas de Staphylococcus
aureus. ' Claro que en este estudio, el mayor halo de inhibicién fue de
25 mm de didmetro a la concentracion del 100%, esto se deberia
exclusivamente al sinergismo de los principios activos que contiene el
aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis
romero”. Vale recalcar que la combinacion de dos especies
medicinales, tienden a incrementar sus propiedades terapéuticas, en
este caso, el efecto antibacteriano; porque, Figueroa B, logré obtener
el mayor halo de inhibicién promedio a la concentracién de 100% (8,20
mm de diametro), seguido de 7,4 mm al de 75%, en su ensayo de la
actividad antibacteriana del aceite esencial de Rosmainus officinalis

“romero” frente a Staphylococcus aureus.!! Quedando comprobado
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que, la combinacion del aceite esencial de estas dos especies
medicinales, tienen mayor efecto antibacteriano juntas, que por
separado. Pero, resultados mucho mas contrastables e incluso
mayores encontré Garay H, al determinar halos de inhibicion promedio
de 10 mm al 10%, 17 mm al 50% y 30 mm de diametro al 100% del
aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” frente a Escherichia coli
y halos de inhibicién promedio de 7 mm al 10%, 36 mm al 50% y 41
mm de diametro al 100% frente a Staphylococcus aureus.*®

Por otro lado, se determino el efecto antibacteriano de la mezcla del
aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis
‘romero” al 50%, 75% y 100% (grupo problema I, 1l y lll) frente a
Escherichia coli alcanzando un halo de inhibicion promedio in vitro de
11,1 mm de diametro a la concentracion del 50%, 16,2 mm al 75% y
21,9 mm de diametro al 100%; asimismo, el ciprofloxacino (grupo
control positivo) logré un halo de inhibicion promedio de 37 mm de
diametro; y el, alcohol etilico (grupo blanco), 6 mm de diametro; datos
gue, segun el a analisis de varianza ANOVA refiere que existid
diferencias muy significativas de p < 0,01 entre los grupos de
experimentacion. No cabe duda que la combinacién del aceite esencial
de Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” fue
una combinacién ideal, pues aparte de tener efecto antibacteriano
frente al Staphylococcus aureus, mostr6 también tener efecto
antibacteriano contra Escherichia coli, alcanzando un halo de inhibicién
promedio de 21,9 mm de diametro a la concentracién del 100%, que
segun la escala de Duraffourd, Escherichi coli seria muy sensible a esta
combinacién de aceite esencial, porque superd una inhibicion de 20
mm de didmetro, gracias a los principios activos, como el carvacrol,
timol, taninos, compuestos fendlicos, entre otros, los mismos que le
otorgarian dicha propiedad terapéutica. Resultados contrastables y

casi iguales obtuvo Alegre L, al demostrar, que el aceite esencial de
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Origanum vulgare “orégano” logré un halo de inhibicién de 21,93 mm
de diametro a la concentraciéon de 100% frente a Escherichia coli,
seguido de 15,64 mm al 75% y 10,43 mm al 50%; asimismo, el aceite
esencial de Rosmarinus officinalis “romero” alcanzé halos de inhibicion
promedio de 9,64 mm al 75%, 14,64 mm al 100% frente a la misma
cepa bacteriana.® Otra investigacion que tiene similitud es el de Carrillo
J, al determinar halos de inhibicion in vitro de 8,06; 10,94; 10,25y 18,38
mm de didmetro en sus concentraciones de 5, 10, 25 y 100%
respectivamente, del aceite esencial de Rosmarinus officinalis “romero”
frente a Escherichia coli.'°® De igual manera, Lépez E, también
demostr6 que Origanum vulgare “orégano” tiene actividad
antibacteriana frente a la cepas de Escherichia coli, al determinar halos
de inhibicién de 13,01 mm al 30%, 17,62 mm al 60% y 16,05 mm de
diametro al 90%; mientras que, frente a Staphylococcus aureus , los
halos de inhibicién fueron de 13,25 mm al 30%, 16,35 mm al 60% y 25
mm de diametro al 90%.% Con la informacién de los estudios antes
mencionados y con los resultados que arrojo esta investigacion, queda
demostrado cientificamente que la mezcla del aceite esencial de
Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” tiene
efecto antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus y
Escherichia coli; pero, el mayor efecto se vio reflejado frente a

Staphylococcus aureus.
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CONCLUSIONES

» Se determin6 que la mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare

‘orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” tiene efecto antibacteriano

in vitro frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

La mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y
Rosmarinus officinalis “romero” al 50%, 75% y 100% alcanzaron halos
de inhibicion promedio de 16; 20,1; y 25 mm de diametro
respectivamente frente a Staphylococcus aureus, mostrando efecto

antibacteriano in vitro en todas sus concentraciones ensayadas.

La mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y
Rosmarinus officinalis “romero” al 50%, 75% y 100% alcanzaron halos
de inhibicion promedio de 11,1; 16,2; y 21,9 mm de diametro
respectivamente frente a Escherichia coli, mostrando efecto

antibacteriano in vitro en todas sus concentraciones ensayadas.
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RECOMENDACIONES

» Se recomienda realizar algunos estudios relacionados al efecto
antibacteriano in vitro de la mezcla del aceite esencial de Origanum
vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli y oro tipo de cepas
bacterianas.

» La mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y
Rosmarinus officinalis “romero” mostré tener efecto antibacteriano in
viro frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli; por lo que, es
importante realizar otros estudios que demuestren otras propiedades

terapéuticas.

» Origanum vulgare “orégano” tiene como principios activos principales
al carvacrol y timol; mientras que, flavonoides, taninos y otros,
Rosmarinus officinalis ‘romero”, especies de interés farmacéutico, que
se recomienda realizar estudios adicionales para formular alguna forma

farmacéutica con actividad antibacteriana.
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ANEXO N° 01
MATRIZ DE CONSISTENCIA

Titulo: Efecto antibacteriano in vitro de la mezcla del aceite esencial de Origanum vulgare
‘orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” frente a Staphylococcus aureus y Escherichia

coli

PROBLEMA DE

INVESTIGACION

OBJETIVOS DE
INVESTIGACION

HIPOTESIS DE
INVESTIGACION

TIPO Y NIVEL
DE

INVESTIGACION

METODO Y
DISENO DE

INVESTIGACION

VARIABLES

POBLACION
Y MUESTRA

Problema Objetivo general: | Hipotesis Tipo de Método de Variable Poblacién:
general: Determinar el general: investigacion: investigacion: independiente | Origanum
¢ Tendra efecto efecto La mezcla del x) vulgare
antibacteriano in antibacteriano in aceite esencial Propestivo, cuantitativo X: Mezcla de “orégano” y
vitro la mezcla vitro de la mezcla | de Origanum longitudinal aceite esencial | Rosmarinus
del aceite del aceite vulgare “orégano” Disefio de de oréganoy officinalis
esencial de esencial de y Rosmarinus Nivel de investigacion romero “romero”.
Origanum Origanum officinalis investigacion: Indicadores:
vulgare “orégano” | vulgare “orégano” | “romero” tiene Experimental Muestra:
y Rosmarinus y Rosmarinus efecto Explicativa X1: -Aceite
officinalis officinalis antibacteriano in Concentracion | esencial de
‘romero” frente a | ‘romero” frente a | vitro frente a al 50% Origanum
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus X2: vulgare
aureus 'y aureus 'y aureus 'y Concentracion | “orégano”.
Escherichia coli? | Escherichia coli. Escherichia coli. al 75% -Aceite
Problemas Objetivos Hipétesis X3: esencial de
especificos: especificos: especificas: Concentracion | Rosmarinus
-¢ Tendréa efecto - Determinar el -La mezcla del al 100% officinalis
antibacterianoin | efecto aceite esencial “romero”.
vitro la mezcla antibacteriano in de Origanum Variables
del aceite vitro de la mezcla | vulgare “orégano” dependientes
esencial de del aceite y Rosmarinus )
Origanum esencial de officinalis Y: Efecto
vulgare “orégano” | Origanum “romero” al 50%, antibacteriano
y Rosmarinus vulgare “orégano” | 75% y 100% Indicadores:
officinalis y Rosmarinus tiene efecto Y1: Halo de
‘romero” al 50%, officinalis antibacteriano in inhicicién
75% y 100% ‘romero” al 50%, | vitro frente a
frente a 75% y 100% Staphylococcus
Staphylococcus frente a aureus.
aureus? Staphylococcus -La mezcla del
-¢, Tendré efecto aureus. aceite esencial
antibacteriano in -Determinar el de Origanum
vitro la mezcla efecto vulgare “orégano”
del aceite antibacterianoin | y Rosmarinus
esencial de vitro de la mezcla | officinalis
Origanum del aceite “‘romero” al 50%,
vulgare “orégano” | esencial de 75% y 100%
y Rosmarinus Origanum tiene efecto
officinalis vulgare “orégano” | antibacteriano in
“romero” al 50%, | y Rosmarinus vitro frente a
75% y 100% officinalis Escherichia coli.
frente a ‘romero” al 50%,
Escherichia coli? | 75% y 100%

frente a

Escherichia coli.
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ANEXO N° 02

CERTIFICACION TAXONOMICA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

g |Universidad
acional de
amarca

Nt e la Voswnrndad Porasss”

CERTIFICACION BOTANICA

El que suscribe:

Director del Herbario CPUN “Isidoro Sanchez Vega-UNC”, de la Universidad Nacional de
Cajamarca, CERTIFICA, haber identificado dos plantas colectadas en el distrito de
Cutervo, provincia Cutervo y departamento de Cajamarca, a una altitud de 2809msnm,
en las coordenadas UTM: E:741658.00m y N:9294918.00m, a una altitud de2664 msnm,
la especie “A" y E:741222.00 y N:92944672, a una altitud de 2686 msnm, la especie “B”
por Raquel Vela Lianos, bachiller de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, de
la Facultad de Medicina Humana y Ciencias de |a Salud de la Universidad Privada Alas
Peruanas, Filial Cajamarca;lasmismas que presentan |a siguiente ubicacion taxonémica:

Categoria Taxondmica Especie “A” Especie “B”

Reino: Plantae Plantae
Division: Magnoliophyta Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida Magnoliopsida
Orden: Lamiales Lamiales
Familia: Lamiaceae Lamiaceae
Sub Familia: Nepetoideae Nepetoideae
Tribu: Mentheae Mentheae

Género: Rosmarinus Origanum

Especie: R inus cinalis L. Orif vulgare L.

Sinonimia: Salvia rosmarinus (L)

Schleid

Las plantas son conocidas tradicionalmente, la especie “A” como: “romero”, y la
segunda “B”, como “orégano”.

Se extiende la presente
conveniente.

.Sc.

G ta{o Iberico Vela

zlxRECTOR

Av. Atahualpa 1050 Ciudad Universitaria. Edificio 1D-204 - Cajamarca

solicitud de la parte interesada, para los fines que estime

- .
Cajamarcafzs.de junio de2021
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ANEXO N° 03

FICHA DE REGISTRO DE DATOS

UNIVERSIDAD ALAS PERUANAS
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA Y CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

TESIS

EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DE LA MEZCLA DEL ACEITE
ESENCIAL DE Origanum vulgare “OREGANO” Y Rosmarinus
officinalis “ROMERO” FRENTE A Staphylococcus aureus Y

Escherichia coli

Tesista: Bach. Raquel Vela Llanos
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Tabla N° 01: Recoleccion de datos de los halos de inhibicién de las

diferentes sustancias ensayadas frente a las cepas de
Staphylococcus aureus
N° placa Halos de inhibicion (mm) frente a Staphylococcus
aureus
Grupo | Grupo Grupo Grupo Grupo
blanc | control | problemal | problemall | problema
o] positiv 1]
0
Alcoh | Ciproflo | Mezcladel | Mezcladel | Mezcla del
ol xacino aceite aceite aceite
etilico | de 5 ug | esencial de | esencial de | esencial de
de 70° Origanum Origanum Origanum
vulgare vulgare vulgare
“‘orégano”’y | “orégano”y | “orégano”’y
Rosmarinus | Rosmarinus | Rosmarinus
officinalis officinalis officinalis
romero” al | “romero” al | “romero” al
50%. 75%. 100%.
1 6 30 16 20 26
2 6 27 16 21 26
3 6 28 17 21 26
4 6 27 16 20 23
5 6 29 17 20 24
6 6 28 15 19 25
7 6 30 16 20 25
8 6 29 16 20 25
9 6 28 15 19 25
10 6 30 16 21 25
Pro?ed' 6 28,6 16 20,1 25

Fuente: Elaboracién propia de la tesista.
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Tabla N° 02: Recoleccion de datos de los halos de inhibicién de las

diferentes sustancias ensayadas frente alas cepas de Escherichia coli

N° placa Halos de inhibicion (mm) frente a Escherichia coli
Grupo | Grupo Grupo Grupo Grupo
blanc | control | problemal | problemall | problema

o] positiv 1]
0
Alcoh | Ciproflo | Mezcladel | Mezcladel | Mezcla del
ol xacino aceite aceite aceite
etilico | de 5 ug | esencial de | esencial de | esencial de
de 70° Origanum Origanum Origanum
vulgare vulgare vulgare
‘orégano”y | “orégano”y | “orégano”’y
Rosmarinus | Rosmarinus | Rosmarinus
officinalis officinalis officinalis
romero” al | “romero” al | “romero” al
50% 75%. 100%.
1 6 38 12 17 22
2 6 36 12 16 22
3 6 36 10 15 23
4 6 36 11 16 22
5 6 38 12 17 22
6 6 38 11 15 22
7 6 36 10 16 22
8 6 39 12 16 21
9 6 37 10 17 21
10 6 36 11 17 22
prog‘ed' 6 37 11,1 16,2 21,9

Fuente: Elaboracién propia de la tesista.
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ANEXO N° 04

GALERIA FOTOGRAFICA

otografia N° O1: Placas para el antibiograma.

-

Fotografia N° 02: Placas listas para ser incubadas.
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Fotografia N° 03: Incubacién de las placas.
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