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RESUMEN

En la presente tesis se evalud la concentracion minima inhibitoria, la concentracion
minima bactericida del aceite esencial de Rosmarinus officinalis “romero” frente a
Escherichia coli y evaluar la concentracion minima inhibitoria, la concentracion minima
fungica del aceite esencial de Rosmarinus officinalis “romero” frente a Candida
albicans. Metodologia: La recoleccion de la planta se realiz6 en el distrito de Sicuani
(Departamento de Cusco), el cual se acondiciono y traslado al laboratorio, se efectud el
proceso de extraccion de aceite esencial por destilacion de arrastre a vapor en la
Facultad de Ingenieria Quimica. Los microorganismos procedieron de la coleccion de
cepas del Hospital Regional Manuel Nufiez Butrén y son: Escherichia coli y Candida
albicans Para la actividad antimicrobiana, las bacterias fueron transferidos en Agar
Sabuoraud para Candida albicans y EMB para Escherichia coli, la estandarizados por
Turbidimetria se realiz6 con la escala de 0.5 de Mc Farland. Las bacterias fueron
inoculadas en agar Mueller Hinton y se agregd los discos impregnados con 5 ml de
aceite esencial; se incubo a 37°C por 48 horas para ambos procedimientos. Resultados:
Las medidas de los halos de inhibicion por aplicacion del aceite esencial de romero
frente a Escherichia coli, para el control positivo (Ciprofloxacino) presento un halo de
inhibicion de 21.30 mm, mientras la menor inhibicion al 25% con (16.27 mm) y mayor
inhibicién al 100% con (30.77 mm), para lo cual la (CMI) fue al 25% evidenciado por
la ausencia de crecimiento bacteriano y para la (CMB) fue al 50%, mientras que para
las medidas de los halos de inhibicion del aceite esencial de romero frente a Candida
albicans, para el control positivo (Fluconazol) presento un halo de inhibicién de (22.40
mm), mientras la menor inhibicion al 50% con (20.07 mm) y mayor inhibicion al 100%
con (31.17 mm), para lo cual (CMI) fue al 50% evidenciado la ausencia de
crecimiento y para la (CMF) fue al 75%, por lo cual estos datos fueron analizados
estadisticamente mediante pruebas de analisis de varianza mdltiple de Tukey, que
presentd diferencia estadistica significativa (P<0.05). Conclusion: Los tratamientos al
100% y 75% son efectivos para la inhibicion tanto para Escherichia coli y Candida

albicans.

Palabras claves: Antimicrobiano, agar Mueller Hinton, concentracion, turbidimetria,
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ABSTRACT

In this thesis the minimum inhibitory concentration, the minimum bactericidal
concentration of the essential oil of Rosmarinus officinalis "rosemary" against
Escherichia coli was evaluated and to evaluate the minimum inhibitory concentration,
the minimum fungal concentration of the essential oil of Rosmarinus officinalis
"rosemary"” against Candida albicans. Methodology: The collection of the plant was
carried out in the district of Sicuani (Department of Cusco), which was conditioned and
trnsferred to the laboratory, the essential oil extraction process was carried out by steam
drag distillation in the Faculty of Chemical Engineering. The microorganisms came
from the collection of strains of the Manuel Nufiez Butron Regional Hospital and are:
Escherichia coli and Candida albicans For the antimicrobial activity, the bacteria were
transferred in Sabuoraud Agar for Candida albicans and EMB for Escherichia coli, the
standardized by Turbidimetria was performed with the 0.5 scale of Mc Farland. The
bacteria were inoculated in Mueller Hinton agar and the disks impregnated with 5 ml of
essential oil were added; It was incubated at 37 ° C for 48 hours for both procedures.
Results: The measures of the inhibition halos by application of rosemary essential oil
against Escherichia coli, for the positive control (Ciprofloxacin) presented an inhibition
halo of 21.30 mm, while the lowest inhibition at 25% with (16.27 mm) and greater
100% inhibition with (30.77 mm), for which the (MIC) was 25% evidenced by the
absence of bacterial growth and for (CMB) it was 50%, while for inhibition halos
measurements of the essential oil of rosemary against Candida albicans, for the positive
control (Fluconazole) I present a halo of inhibition of (22.40 mm), while the lowest
50% inhibition with (20.07 mm) and greater 100% inhibition with (31.17 mm ), for
which (CMI) the absence of growth was 50% evidenced and for the (CMF) it was 75%,
for which these data were statistically analyzed by Tukey multiple variance analysis
tests, which presented statistical difference meaning goes (P <0.05). Conclusion: 100%
and 75% treatments are effective for inhibition for both Escherichia coli and Candida

albicans.

Keywords: Antimicrobial, concentration, Mueller Hinton agar, turbidimetry.
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I. INTRODUCCION

Se puede afirmar que el uso de las plantas medicinales nacid con el hombre. Desde
tiempos prehistoricos se utilizaron por ensayo error, aquellos extractos que brindaban
curar enfermedades. Esta practica médica pasaba y se perfeccionaba de generacién en

generacion, por lo cual fue denominé medicina tradicional.

Hasta el siglo XVIII se conocieron las propiedades curativas de las plantas, su efecto
sobre el organismo y su modo en el cual se empleaba, desconociendo en muchas de los
casos la composicion y caracterizacion de principios activos. Con el desarrollo de las
teorias de la evolucion, herencia genética, el uso del microscopio y el nacimiento de
ciencias como la fitoquimica, fue posible el reconocimiento y el aislamiento de
principios activos de muchas especies vegetales. La gran mayoria de los principios
activos se han obtenido elaborandose en laboratorios, para su posterior uso en la
preparacion de medicamentos quimicos. Con el paso de los afios el consumo de
medicamentos sintéticos se incrementd, desplazando cada vez mas el uso directo de

plantas medicinales alejandose asi de dicha medicina.

Asi mismo las plantas han cumplido un papel importante en el area terapéutica gracias a
las multiples propiedades que ellas poseen. Por esta razon en las Gltimas décadas ha ido
tomando cada dia mayor importancia del estudio y el desarrollo de técnicas analiticas
que permitan la determinacion e identificacion de las sustancias o principios activos
contenidos en especies vegetales. En la actualidad, el gran desafio para los paises ricos
en biodiversidad es poder vincular y convertir el conocimiento proveniente de los
recursos bioldgicos en compuestos, procesos, métodos, herramientas o productos Utiles,
como parte del aprovechamiento y la explotacion sostenible de la diversidad bioldgica

en beneficio de la sociedad (Lizcano, 2008).

La composicion de los aceites esenciales depende de varios factores, como el genotipo
de la planta, la etapa de desarrollo de la planta y los factores ambientales que denota una
baja calidad de aceite segun los estandares de perfumeria, pero tiene un valor interesante
como aceite medicinal. A medida que aumenta la poblacion en una region o localidad,
es mas dificil el acceso a servicios de salud publica, y es necesario buscar alternativas

de atencién primaria para suplir dicho déficit. En adicion a lo anterior, se suma la
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dificultad de tratamiento frente a enfermedades de tipo infeccioso que han manifestado
variaciones y mutaciones imposibilitando el tratamiento, y por ello se abre una
oportunidad para el uso de alternativas naturales para asi contrarrestar este fenémeno ya
que los productos de origen natural son complejos y estas tienen varias estrategias para

combatir dichos agentes infecciosos (Ramos, 2013).

La busqueda de mayor conocimiento sobre la actividad antimicrobiana de las plantas en
el sector farmacéutico y alimentario, ha despertado el interés para evaluar las
propiedades del romero (Rosmarinus officinalis) dados los innumerables usos en el
ambito Fito terapéutico. La especie vegetal Rosmarinus officinalis L. perteneciente a la
familia Lamiaceae, y conocida popularmente como romero, es una especie originaria de
la region mediterranea, rica fuente de metabolitos activos, esta planta es muy usada en
la medicina tradicional por sus efectos digestivos, antiespasmodicos y carminativos,
para la busqueda de metabolitos secundarios que podrian ser usados como alternativa
terapéutica frente a enfermedades infecciosas; lo cual ha conducido a que sea empleada

para el tratamiento de enfermedades de tipo entérico (Castafio, 2010).

Debido a que, por el grado de contaminacion que presentan, en las aguas residuales se
encuentra gran cantidad de bacterias de diferentes especies y se espera encontrar
también los bacteriofagos que infectan estas mismas bacterias, ya que estos ultimos
constituyen un control biol6gico para las colonias bacterianas. La presencia de
bacteri6fagos en aguas residuales se explica, ademas, por el hecho de que, en el agua
dulce, que constituye su base primaria, la abundancia de bacteri6fagos es de 10 a 20

veces mayor que la de la cédula hospedera (Marta et al., 2011).

Escherichia coli es una bacteria que puede producir infecciones entéricas (diarrea,
disenteria y colitis hemorragica) o extra intestinales (infecciones del tracto urinario,
bacteriemias, meningitis, peritonitis, mastitis e infecciones pulmonares). Ademas de ser
el patdgeno oportunista méas frecuentemente asociado con infecciones principalmente en

la poblacidn infantil (Flores, 2016).

Sin embargo, el problema no solo es la prevalencia en Escherichia coli también
tenemos otros &mbitos en el cual el aceite de romero puede producir una actividad

antimicrobiano frente a Candida albicans. Se considera que solo 20% a 30% de las
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mujeres que se auto medican por candida, en realidad si la tienen. La paciente suele
tener un flujo auto limitado y ella concluird errébneamente que tiene una recurrencia
mensual del problema original. Las molestias incluso podrian ser similares: flujo,

prurito, eritema, etc. (Vasconez, 2016).

Diversos problemas, incluyendo estados fisiologicos, pueden mimetizarse con
sintomatologia clinica similar a la de las infecciones vaginales por candida. Por ello, es
de suma importancia que el diagndstico sea el adecuado y la terapia evite ser
polivalente. De los casos de flujo vaginal, la vaginosis bacteriana (VB) suele representar
el 50% de los casos y la candidiasis vulvovaginal (CVV) el 30 a 35% de los casos. Se
considera, en la mayoria de las series revisadas, la segunda causa mas frecuente del

sindrome de flujo vaginal (Magarifios, 2005).

Con base en lo anterior en aras de buscar alternativas de aprovechamiento y conocer la
presencia de principios activos en la especie de romero (Rosmarinus officinalis)
priorizadas como potenciales dentro de dicho proyecto del cual se plante6 evaluar la
actividad antimicrobiana del aceites esenciales obtenidos a partir de dicha especie ,
frente a  microorganismos patdgenos Escherichia coli y Candida albicans utilizando
la técnica de susceptibilidad microbiana., para determinar cual de las concentraciones

presenta mayor actividad antimicrobiana frente a los microorganismos seleccionados.

1.1.0BJETIVO GENERAL
Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Rosmarinus

officinalis “romero” frente Escherichia coli y Candida albicans.

1.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS
e Evaluar la concentracion minima inhibitoria (CMI), concentracion minima
bactericida (CMB) del aceite esencial de Rosmarinus officinalis “romero” frente a
Escherichia coli.
e Evaluar la concentracion minima inhibitoria (CMI), concentracion minima
fungicida (CMF) del aceite esencial de Rosmarinus officinalis “romero” frente a

Candida albicans.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

Los aceites esenciales en general mostraron efecto cariado sobre Gram positivos y
Gram negativos (Alzamora, 2001) los cuales varios estudios realizados con el aceite
esencial de romero han comprobado su efecto contra microorganismos Gram-negativos,
Gram-positivos 'y microorganismos resistentes, estos demostraron la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis frente a tres bacterias
Gram-positivas: Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis;
tres bacterias Gram-negativas: Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa Yy
Escherichia coli y dos hongos: Candida albicans y Aspergillus niger (Jiang, 2011) en
cambio la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Cymbopogon citratus,
asi como de una crema elaborada a partir del mismo fue evaluada y empleada mediante
el método de diluciones en medio liquido el cual determind la concentracién minima
inhibitoria y minima microbicida frente a microorganismos de interés clinico humano.
El aceite mostro una notable actividad anti fungica, superior a la que se observo con la

crema, lo que justifica el uso tradicional de esta planta (Guerra Ordofiez, 2004).

Con el proposito de determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial del
Rosmarinus officinalis sobre el Streptococcus mutans, el cual se realizd en las
concentraciones de 5%, 25%, 50%, 75% y 100%. Se hallé la CMI en aceite esencial de
romero al 75% (Rocha Morales, 2016) a partir de la hidrodestilacion de las hojas frescas
de Rosmarinus officinalis se obtuvo aceite esencial con un rendimiento de 0,594 % y
0,047ml/g, junto con hidrosol de aproximadamente 100ml en las 3 horas de tratamiento.
La densidad del aceite esencial de romero fue de 0,881 y 0,016 g/m, la densidad del
hidrosol de romero fue de 0.9955 y 0,00098 g/ml (Ramos, 2013) asimismo la actividad
antibacteriana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis (Romero) contra tres cepas
bacterianas estandarizadas: Escherichia coli, Enterococcus faecalis y Enterobacter
aerogenes mediante (CIM) (Reyes, 2011) Los resultados de este estudio mostraron que
hay actividad antibacteriana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis frente a
Enterobacter aerogenes a una concentracion minima inhibitoria de 25 mg/ml. También
mostraron inhibicion del crecimiento de Escherichia coli a una concentracion minima
inhibitoria de 100 mg/ml (Bonilla et al., 2016).
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La actividad antibacteriana de Cymbopogon citratus es evaluada para hallar la
concentracion minima inhibitoria. Se encontrd que la CMI fue de 0,4 %. Y los halos de
inhibicion de 21,8 mm y 23 mm en 80 ul/ml y 160 ul/ml del aceite esencial. Se
concluyé que el aceite esencial de Cymbopogon citratus es un buen agente
antibacteriano frente a Streptococcus mutans y su accion es mas efectiva que el control
positivo, clorhexidina 0,12 % (Borja, 2007) la actividad antimicrobiana in vitro de 3
tipos de extractos (un aceite, una tintura y una decoccion) de las plantas Origanum
vulgare L. (orégano) y Thymus vulgaris (tomillo), frente a: Pseudomonas aeruginosa
Gram (-) y Staphylococcus aureus Gram positivo (Estrada, 2010). La CIM de la
decoccion de orégano fue de 50 %, la decoccion de tomillo no present6 inhibicion de
los aislados de M. pachydermatis. Frente a las bacterias el mejor resultado fue el de los
aceites y frente a P. aeruginosa la CIM del aceite de orégano fue 12 % y frente a S.
aureus fue 1,56 %; la CIM del aceite de tomillo fue 5 % para P. aeruginosa y de 1,25
% para S. aureus (Inga & Giovanna, 2012). Por lo contrario la concentracion minima
bactericida del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) frente a 71 bacterias
aisladas de leche bovina, de los géneros Streptococcus Gram (+), Staphylococcus Gram
(-) y Corynebacterium Gram (+); y 3 cepas patron de Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli concluyéndose que el aceite esencial de
Origanum vulgare no presentd efecto para Pseudomonas aeruginosa Gram (-), pero se
comprobo la actividad in vitro del aceite frente a las bacterias que pertenecen a los

géneros: Staphylococcus y Streptococcus (Flores, 2016).

El efecto de inhibicién de la actividad de la glucosiltransferasa y el crecimiento
bacteriano de los extractos de Rosmarinus officinalis (Romero), Camelia sinensis (Té
Verde) y llex paraguariensis (Yerba Mate) sobre la actividad de la glucosiltransferasa,
contra Streptococcus mutans. Los resultados obtenidos con el extracto alcoholico de
romero fueron positivos , ya que mostraron una inhibicién significativa (50 — 75 %) en
concentraciones superiores a 4 mg/ml (Suérez, 2013) asi mismo los resultados de la
CMI en caso de Escherichia coli ATTC 11225 fue de 6,83 mg/ml, para Staphylococcus
aureus ATCC 25923 fue de 9,50 mg/ml. Ademas, que la CMB para Escherichia coli
ATTC 11225 fue de 7,12 mg/ml, para Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue de
10,09 mg/ml en la que presento una inhibicion de crecimiento bacteriano. Se concluye
que el aceite esencial de romero presenta compuestos bioactivos, principalmente

monoterpenos, con el efecto antimicrobiana frente a E. coli ATTC 11225 y S. aureus
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ATCC 25923 (Ronddén, 2013) los compuesto del romero son el acido rosmarinico,
detectado en wuna fraccion el cual muestra ninguna actividad contra los
microorganismos seleccionados. El analisis HPLC reveld la presencia de bajas
cantidades de acido ursolico y acido oleandlico en las fracciones obtenidas. Los
resultados obtenidos sugieren que la actividad antimicrobiana del extracto de las hojas
de Rosmarinus officinalis se atribuye principalmente a la accion del &cido carnésico y el

carnosol (Bernardes, 2008)

Por otro lado el aceite esencial que ejerce mayor efecto sobre las bacterias evaluadas es
el de “hierba luisa”; las dos cepas de Shigella flexnini solo fueron sensibles al
sulfametoxazol y a los aceite de hierba luisa y en menos cantidad al de eucalipto en
cambio la salvia mostrd efecto restringido a las dos cepas de S. aureus (Alzamora,
2001) por otro lado se estudiaron los efectos antimicrobianos de diez extractos y aceites
de plantas medicinales frente al crecimiento de Streptococcus mutans los cuales se
compararon con clorhexidina 30 g de diez plantas, incluyendo tomillo, menta, ajo,
canela, manzanilla, hierba luisa, clavo, menta verde, salvia, romero (Ronddn, 2013) los
didmetros de la zona alrededor de cada disco se compararon con clorhexidina usando
analisis de la prueba T. La zona inhibitoria se observé alrededor de los discos de
extracto de Romero, este se encontrd6 como una planta antimicrobiana potente,
sugiriendose mas estudios para la produccion de colutorios a base de plantas

medicinales (Dalirsani, 2011).

Se determind la actividad antifingica de los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis
(Romero) y Ocotea odorifera Vell (Sasafrés), contra cepas de Candida albicans y
Candida tropicalis, la concentracion minima inhibitoria (CMI) los resultados se
observd que todas las cepas fueron sensibles al aceite esencial del Rosmarinus
officinalis (Romero) a una CIM de 2,5 mg/ml (Purca, 2013) en cambio el uso de los
datos clinicos y estadisticos muestran que el extracto de Romero aparentemente no
presentd grandes resultados, no desempefiando la accion deseada en la concentracion
probada. Como era de esperar, el medicamento mostré mejores resultados en el control
bacteriano, no descartando asi la posible accion antibacteriana de la planta estudiada
(Lucimari, 2012) puede que se deba al diferente patron y grado de sensibilidad de las
distintas

especies de Candida, y al aumento que se ha registrado del indice de resistencias a los
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antiflngicos, es aconsejable la identificacién de especie en las levaduras aisladas de

muestras clinicas (Castro Mendez y Martin Mazuelo, 2010)

El efecto antioxidante de oleorresinas de romero es menor comparado con extractos de
semillas de uva en patés de carne de cerdo cocida y posteriormente congelada a -18°C.
El romero molido tiene un efecto inhibitorio sobre bacterias psicrotrofas, coliformes y
Clostridium sp, y permite la extension de vida atil en albéndigas de carne de pavo
tratadas térmicamente, empacadas al vacio y mantenidas a 3°C (Cueto-Vigil, 2010) El
aceite esencial de Rosmarinus officinalis carece de actividad antimicrobiana para 3 de
las 5 cepas utilizadas. Las cepas con mayor halo de inhibicion con el cloranfenicol
fueron Salmonella typhi y Candida albicans, sin embargo el extracto romero resultd ser
inocuo para la primera cepa y presentd un halo de inhibicion de casi 2 mm (Aguilar
Velasquez, Tovar Giombini, & Sanez Burrola, 1987) puede que sea debido al diferente
patrén y grado de sensibilidad de las distintas especies de Candida, y al aumento que se
ha registrado del indice de resistencias a los antifingicos, es aconsejable la
identificacion de especie en las levaduras aisladas de muestras clinicas (Maria R.
Calixto, 2006).

Se han realizado estudios sobre la actividad antibacteriana y la concentracion minima
inhibitoria (CMI) del aceite esencial de mandarina (Citrus reticulata). Las cepas
bacterianas : Bacillus subtilis, Escherichia coli, La actividad antibacteriana se
determino por el método de difusion en agar con las concentraciones : 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 y 100%. La CMI se determind por el método de dilucion en
caldo utilizando 6 concentraciones. El aceite  esencial  presentd  actividad
antibacteriana del tipo bactericida contra B. Subtilis, E coliy L. Monocytogenes a
todas las concentraciones excepto al 1%. La CMI del aceite esencial de la
mandarina para B. subtilis fue de 9%, para E. coli y L. monocytogenes fue de 7%
(Saldarriaga, 2016). En este caso se determind los valores de CMI en los rangos de
extracto de 625 pg extracto / ml de etanol a 5,000 pg extracto / ml de etanol para Vivox
20 y desde 312.5 pg extracto /ml de etanol a 2500 pg extracto /ml de etanol para Vivox
40 en el medio se establecieron que la resistencia de las especies de Listeria contra
extractos de Romero depende de: extracto seleccionado, la concentracidn seleccionada,
varias especies y la tension de Listeria (Rozman & JerSek, 2009) puede que los

antibidticos son agentes antimicrobianos altamente eficaces en el tratamiento y
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erradicacion de las infecciones bacterianas, sin embargo su efectividad se ha visto
reducida debido a que las bacterias son microorganismos adaptables y capaces de

desarrollar mecanismos de resistencia (Cueto-Vigil, 2010)

2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Plantas medicinales

El conocimiento de las propiedades medicinales de las plantas se basa en la
observacién, la experiencia y el conocimiento profundo del entorno el cual es
transmitido de generacion en generacién y enriquecido por la integracion cultural de la
poblacion nativa y migrante, este saber ha devenido en la medicina popular y la
herboristeria actual. Estos conocimientos, debidamente sistematizados, deben contribuir
a resolver, en parte, los problemas de salud de la poblacion menos favorecida y méas
alejada de la modernidad, cuyas posibilidades de curarse son, actualmente limitadas por
el alto costo de los farmacos modernos (Argote et al., 2017) por ello en cierta forma ha
sido estudiado el efecto colerético de extractos de romero, asi como su efecto
hepatoprotector. La planta tiene propiedades antiinflamatorias y antiespasmoédicas. En
medicina popular el romero se utiliza en afecciones del tracto digestivo, como

espasmolitico, colagogo, colerético y emenagogo (Romero & Rosmarinus, 1887)

Principio activos de las plantas

A nivel mundial se han realizado estudios sobre plantas medicinales logrando
comprobar sus efectos analgésicos, antiinflamatorios, antibacterianos, antihemorragicos,
anti fangicos etc. El estudio en laboratorios de las plantas ha permitido reconocer y
aislar los principios activos responsables de su actividad farmacoldgica avalando
razonablemente su utilizacion (Argote et al., 2017),en el cual los compuestos activos
con efecto antibacterianos son los Terpenoides. Diterpenos (picrosalvina, carnosol,
isorosmanol, rosmadial, rosmaridifenol, rosmariquinona), Triterpenos (&cidos
oleandlico y ursdlico, y sus 3- acetil- ésteres). Son aquellos que tienen elementos
adicionales, usualmente oxigeno; se especula que involucra la ruptura de la membrana
celular por los compuestos lipofilicos (Vasconez, 2016) asimismo contienen Flavonas,

flavonoides y flavonol. (cirsimarina, diosmina, hesperidina, homoplantiginina,
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fegopolina, nepetina y nepitrina), son sintetizados por las plantas en respuesta a
infecciones microbianas, forman un complejo con las proteinas solubles y extracelulares
y el complejo de la pared de la célula bacteriana, impidiendo el desarrollo de las células

bacterianas.

2.2.2. Aceites esenciales

Los aceites esenciales poseen compuestos que presentan distintos niveles de actividad
antibacteriana, son extraidos de diferentes frutos citricos y plantas aromaticas, su
volatilidad a temperatura ambiente, a diferencia de otros agentes antimicrobianos; los
hace atractivos para su estudio y aplicacion como una alternativa adecuada y natural
de aditivos alimentarios (Gonzales, 2004) Los aceites esenciales son utilizados como
saborizantes en la industria alimenticia, esta caracteristica se une a su potencial
saborizante, antimicrobiano y antioxidante el cual tiene un gran beneficio, por ser un
producto natural y sin riesgo a la salud humana, bajo esta concepcion se han
realizado diversos estudios con aceites esenciales, evaluando su efecto
antimicrobiano, fungicida e insecticida, con la finalidad de utilizarlos como
alternativas terapéuticas contra las infecciones producidas por microorganismos

resistentes a los antibidticos (Saldarriaga, 2016).

2.2.3. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se encuentra relacionada con la
composicion quimica, por ejemplo, frutos citricos cuentan con un promedio de 40
compuestos, los cuales se ven influenciados por métodos especificos de cultivo,
extraccion y separacion; los aceites esenciales de citricos se encuentran principalmente
en la cascara de la fruta, su extraccion es econémicamente sostenible, ya que la cascara
constituye una pérdida para la industria de jugos de frutas; en consecuencia, el interés
de estos como agentes antimicrobianos y conservantes en los alimentos abre una posible

alternativa para sustituir los conservantes y antibidticos convencionales (Borboa, 2010).

2.2.4. Rosmarinus officinalis (Romero)

Descripcion botanica
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El romero es arbusto ramoso siempre verde, aromatico, de tallo lefioso. Ramas nuevas
cuadrangulares, de corteza grisacea cuando adulto. Hojas perennes, opuestas, lineales,
verde oscuras, de haz brillante y envés blanquecino velludo. Flores azules o violeta
palido, reunidas en espigas. Florece en primavera y verano (Romero & Rosmarinus,
1887). (Figura 1)

Figura 1. Romero (Rosmarinus officinalis) en su habitat natural.

Clasificacion taxonomica (Romero & Rosmarinus, 1887)
Nombre comUn: Romero
Nombre cientifico: Rosmarinus Officinalis
Familia: Lamiaceae
Clase: Magnoliopsida
Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Especie: Officinalis
Género: Rosmarinus

Orden: Lamiales

Segun Roman (2009), manifiesta que el romero (Rosmarinus officinalis) posee los
siguientes principios activos:
- Aceite esencial (1%-2%): contiene pineno, a-pineno, camfeno, cineol 1-8 o
eucaliptol (15%-30%), borneol (10%-15%), acetato de bornilo, alcanfor de
romero (5%-25%), limoneno, linalol, mircerno, verbenona y un sesquiterpeno, el

24



B-cariofileno. Contiene &cido rosmarinico (2%-3%), denominado también &cido
labiatico, que es un derivado del &cido cafeico y del acido a-
hidroxidihidrocafeico.

- Glucésidos flavonicos: pigmentos de tipo polifendlico.

- Diterpenos (4,6%): el més interesante es la picrosalvina (carnosol) y también
contiene isorosmanol, rosmadial, rosmaridifenol y rosmariquinona.

- Triterpenos (2%-4%): acido ursoélico y oleandlico, a-amirina y -amirina.

- Alcaloides (0,33%): rosmaricina. Tambien se han encontrado colina, taninos,

saponina &cida (0,15%) y vitamina C.

2.2.5. Agente patogeno

2.2.5.1. Escherichia coli

Un representante de interés tanto alimentario como sanitario es la presencia de
Escherichia coli, este microorganismo es Gram negativo, perteneciente a la familia de
las enterobacterias, es el representante del grupo de los coliformes, y es constituyente de
la microbiota intestinal normal de los seres humanos, por ello su clasificacion familiar,
sin embargo cuando se encuentra en un lugar inadecuado, es decir fuera del intestino,
puede generar infecciones como lo que ocurre en las urinarias, generadas por este
microorganismo, no es un microorganismo muy exigente de modo que es cultivable en
un medio basico con fuentes de carbono, nitrdgeno y fésforo. Esta relacionado con
meningitis en neonatos, con manifestaciones normales de infeccion en dichos pacientes,
septicemia e infecciones (Carol, 2009) Se consideré importante el uso de aguas
residuales para este estudio debido a su composicion o naturaleza. Las aguas servidas
consisten de dos componentes: un efluente liquido y un constituyente sélido en el que se
asocian diferentes tipos de materiales particulados como sedimentos de residuos
bioldgicos, lodo y otras sustancias. A este tipo de material se asocian microorganismos
como bacterias, hongos y virus, los cuales tienen como sustrato los contenidos de este
tipo de aguas (Gabriel, 2012)

Segun (Reyes, 2011), manifiesta que el romero Escherichia coli posee la siguiente
clasificacion:
Las cepas patdgenas estan agrupadas en seis grupos patogeénicos:

25



a) E. coli enterotoxigénica (ECET).- Este grupo se caracteriza por ocasionar
diarrea en personas que estuvieron en paises en desarrollo (diarrea el viajero). Esta
bacteria se caracteriza por la produccion de enterotoxinas, las cuales inducen la
secrecion de agua Yy electrolitos dentro del lumen intestinal, de manera similar a V.
cholerae. Las enterotoxinas son del tipo termo labil (LT) y termoestable (ST), y
colonizan a nivel del intestino delgado mediante adhesinas fimbriales; por lo que
esta bacteria no es invasiva.

b) E. coli enteroinvasiva (ECEI).- Esta bacteria causa la disenteria bacilar, con un
cuadro similar al provocado por Shigella, la cual comparte genes de virulencia
con E. coli . ECEI puede invadir y proliferar en las células epiteliales de la mucosa
del colon, llegando a matar las células. Clinicamente se caracteriza por la presencia
de sangre y moco en las heces, acompafiado de calambres abdominales, vémito,
fiebre y malestar general en los pacientes infectados.

c) E. coli enteropatogena (ECEP).- Es el grupo causante del mayor indice de casos de
diarrea infantil en los paises en desarrollo. Se caracteriza por la produccion de la
proteina intimina, una adhesina tipo no fimbrial la cual media la adhesién a la
mucosa intestinal. Causa diarrea acuosa 0 sanguinolenta, la cual se asocia a la
adhesion. Produce caracteristicas histopatoldgicas similar a la ECEH, conocida como
lesion de fijacion y borramiento; la cual es esencial para una completa
patogenicidad.

d) E. coli enterohemorragica (ECEH).- Las caracteristicas clinicas de este grupo
incluyen nduseas, dolor abdominal, diarreas, colitis hemorragica, sindrome urémico
hemolitico y trombocitopenia purpura. Producen verotoxinas las cuales son el factor de
virulencia méas importante.

e) E. coli enteroagregativa (ECEAQQ).- Este grupo se asocia con la diarrea aguda y
persistente en nifios. Esta bacteria no secreta enterotoxinas y se caracteriza por la
produccion de una estructura denominada fimbria de adherencia agregativa, la cual
al adherirse a las células intestinales induce un acortamiento de las vellosidades,
necrosis hemorragica y una respuesta inflamatoria, produciendo una estimulacion

de la secrecion mucosa manifestada por diarrea acuosa con moco y fiebre.

2.2.5.2. Candida albicans
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Existen un promedio de 100 especies de candida entre las principales que generalmente
producen infeccion son por C. albicans siguiendo en frecuencia C. glabrata, C.
parapsilosis y C. tropicalis. En los ancianos esta aumentando la frecuencia de C.
glabrata en las infecciones urinarias e infecciones invasivas y se encuentra con gran
frecuencia colonizada la cavidad oro faringea de los mayores de 88 afios en relacion con
los menores de esta edad, y, por ello, provoca con frecuencia estomatitis. EI espectro
clinico de las infecciones por Candida es muy amplio, desde infecciones cutaneas leves
hasta candidiasis sistémicas severas en pacientes criticos, que arrojan una elevada
mortalidad. El tratamiento de las infecciones localizadas puede realizarse con
antifingicos locales pero con frecuencia en ellas, y en las infecciones invasivas,
requieren tratamiento sistémico (Barrionuevo, 1995) se manifesta que entre los factores
que inducen a presentar Candidiasis, estan: la reduccion de las defensas del hospedador,
donde encontramos a personas portadoras del VIH, pacientes con diabetes miellitus,
personas que han recibido tratamientos con radiacion y quimioterapia, asi como también
pacientes geriatricos portadores de protesis dentales, quienes son susceptibles al

padecimiento de Candidiasis atrofica o candidiasis protética. (Valverde, 2017)

Segun (Barrionuevo, 1995), manifiesta que Candida albicans posee la siguiente
clasificacion:
- Candidiasis cutanea: Las manifestaciones habituales son intertrigo en pliegues o
region perineal y onicomicosis. Debe tratarse con fluconazol o itraconazol.
- Vulvovaginitis: Desciende su frecuencia en la edad posmenopausica debido a la
necesidad de estrogenos para la colonizacion por Candida. Los factores de
riesgo para su desarrollo son diabetes mellitus, tratamiento con corticoides y
antibioticos de amplio espectro. Los sintomas fundamentales son prurito,
disuria, presencia de flujo vaginal y eritema. Se puede tratar con cremas u
ovulos locales de nistatina, pero en las mujeres de edad avanzada con deterioro
funcional o demencia la administracion local puede ser mas dificil, por lo que
una alternativa valida es una dosis Unica de fluconazol. En infecciones
recurrentes o falta de respuesta debe descartarse la infeccion por Candida
glabrata que es resistente a fluconazol y consultar con otro especialista.
- Infeccion orofaringe: La candidiasis orofaringea se relaciona con diversos
factores de riesgo, como el tratamiento con antibidticos sistémicos, corticoides o

radioterapia y sequedad de mucosas en relacion con enfermedades sistémicas o
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farmacos. La edad avanzada en si no es un factor de riesgo para la candidiasis
orofaringea, por lo que en ausencia de los factores comentados debe investigarse
la presencia de inmunosupresion como la mediada por infeccion VIH. Se
manifiesta por placas blanquecinas en la orofaringe, mucosa oral y paladar.
También aparece en la lengua, pero cuando hay lesiones aisladas en ésta debe

hacer pensar en otras entidades como la leucoplaquia.

2.2.6. Medicamentos

2.2.6.1. Ciprofloxacino

La resistencia de Escherichia coli a las fluoroquinolonas — el patégeno més comun
involucrado en las infecciones de las vias urinarias — varia dentro de la Unién Europea.
Se recomienda a los médicos prescriptores que consideren la prevalencia local de la
resistencia de Escherichia coli a las fluoroguinolonas (Bruno, 2019), la eficacia se
midi6 por el intervalo libre de infeccion. Las respuestas clinicas y microbiolégicas al
final de la terapia fueron variables secundarias de eficacia. Los pacientes recibieron al
azar ciprofloxacina o claritromicina (500 mg dos veces al dia durante 14
dias). Trescientos setenta y seis pacientes con exacerbaciones agudas de bronquitis
cronica se inscribieron en el estudio de los cuales 234 tenian un ABECB. La resolucion
clinica se observé en el 90% (89 de 99) de los receptores de ciprofloxacino y en el 82%
(75 de 91) de los receptores de claritromicina para quienes se pudo evaluar la
eficacia (Chodosh et al., 1998).

2.2.5.2. Fluconazol

El fluconazol tiene propiedades farmacocinéticas muy favorables con una
biodisponibilidad del 100%, eliminacion renal en forma de farmaco activo y gran
difusion tisular en los diferentes 6rganos y SNC (Barrionuevo, 1995) asimismo el
Fluconazol puede producir un cuadros de piel y labios secos y agrietados asi como
alopecia reversible cuando se administra por via oral (Castro Mendez & Martin
Mazuelo, 2010) a diferencia de otros Imidazoles, su absorcién oral es casi total, y no
depende del pH gastrico o el estado de ayuno del paciente entre el 11 al 12% de la droga

administrada se une a las proteinas plasméticas (Dudin, 1970).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. AREA DE ESTUDIO

La recoleccion de las muestras de la planta de Rosmarinus officinalis “Romero” se
realizo en el distrito de Sicuani, de la Provincia de Canchis, ubicada en el Departamento
de Cusco, durante los meses de Agosto. Se realizd la recoleccién de las plantas se tomo
en cuenta que estén frescas, sin signo de enfermedades evidentes como pigmentos café,
amarillo u oscuro en las hojas. Seguido de esto se procedidé a la obtencion del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis el cual se llevo a cabo en la Facultad de Ingenieria
Quimica ubicado en la Universidad Nacional del Altiplano — Puno. Las pruebas de
susceptibilidad del aceite esencial frente a las cepas de Escherichia coli y Candida
albicans se realiz6 en el laboratorio de Botanica y Biotecnologia de la Escuela

Profesional de Biologia de la Universidad del Altiplano — Puno.

3.2. TIPO DE ESTUDIO
El proyecto se realiz6 de tipo experimental, el cual se manejé con controles cada uno
con su respectiva prueba el cual se dividio en tres grupos:
- Un grupo de control positivo. El cual se utilizé Ciprofloxacino para Escherichia
coli y Fluconazol para Candida albicans.
- Un control negativo. El cual se utilizé agua destilada para ambos casos
- En un tercer grupo. Concentraciones del aceite esencial Rosmarinus officinalis
“Romero”
3.3. POBLACION Y MUESTRA
Constituida por:
- Cepa de Candida albicans: se obtuvo del CERITS (Centro de Referencia de
Infecciones de Transmision Sexual), del Hospital Regional “Manuel Nufez

Butron — Puno”, procedente de un muestra clinica de orina.
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Cepa de Escherichia coli: cepas de referencia de Escherichia coli se obtuvo
del Departamento de Patologia Clinica del Hospital Regional “Manuel Nuifiez
Butrén — Puno”.

Aceite esencial Rosmarinus officinalis “Romero”

3.4. OBTENCION DEL ACEITE

Meétodo de destilacion por arrastre a vapor de agua

Fundamento: Consiste en calentar la planta de la cual se trabajara hasta que sus

componentes mas volatiles pasen a la fase de vapor a continuacion este se enfria

el vapor para recuperar dichos componentes en forma liquida por medio de la

condensacién asi formara el aceite esencial. (Dominguez, 2009) (Figura 2)

Procedimiento.

Para la obtencion de aceite de romero se prepard6 manualmente tanto las hojas
como los tallos el cual tuvo un peso de dos kilos esta se inserta en un
hidrodestilador, el principio de la destilacion en agua es llevar a estado de
ebullicion una suspension acuosa del material vegetal aromatico, de tal manera
que los vapores generados puedan ser condensados y colectados. El aceite, que
es inmiscible en agua, se separa posteriormente. En la destilacion con agua el
material vegetal siempre debe encontrarse en contacto con el agua, si el
calentamiento del equipo es con fuego directo, el agua presente en la camara
extractora debe ser suficiente y permanente para llevar a cabo toda la destilacién
a fin de evitar el sobrecalentamiento y carbonizacién del material vegetal.

El proceso termind cuando el volumen del aceite esencial acumulado en
la bureta no vario con el tiempo. A continuacion, el aceite fue retirado de la
buretay almacenado en frascos acaramelados estériles con tapa, luego los
frascos se rotularon el cual fue cubierto con papel aluminio para proteger de la

luz ambiente y se mantuvo en refrigeracion para su conservacion.
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Figura 2. El extractor de los aceites esenciales consiste en un equipo de destilacion
discontinua marca Elettronica Veneta, el cual esta conformado por un generador de
vapor SCTO4/EV, una camara de extraccion en el cual se colocara el material vegetal,
un condensador el cual utiliza agua fria de la red publica, un vaso de florentino

recolector y una pera de decantacion para separar el aceite del agua.

Preparacion de Medios de Cultivo

Preparacion de medio de cultivo para Escherichia coli

Agar EMB: Es un medio diferencial y selectivo para aislar y detectar enterobacterias en
muestras mixtas. Los colorantes de anilina (eosina y azul de metileno) inhiben el
desarrollo de bacterias Gram positivas y a las Gram negativas exigentes. También se
combinan precipitando a pH acido, actuando como indicadores de produccion de acidos.
Este medio incluye lactosa, lo que permite la diferenciacion de los fermentadores de
lactosa de los no fermentadores. Los fermentadores fuertes de lactosa, sobre todo

Escherichia coli, producen colonias de color negro verdoso con brillo metalico. Los
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productores mas débiles de é&cidos, forman colonias de color violeta. Los no

fermentadores de lactosa forman colonias transparentes. (Hernandez, 2009)

Preparacién de medio de cultivo para Candida albicans

Agar Glucosa De Sabouraud: Este medio fue desarrollado para el cultivo de hongos
patogenos, especialmente de los productores de micosis superficiales. En la actualidad
se recomienda s6lo para el aislamiento primario de dermatdéfitos, con el agregado de
cicloheximida y cloranfenicol. El pH final (alrededor de 5,6) es mucho menor que el de
la mayoria de los medios y tiende a eliminar el crecimiento bacteriano. Los subcultivos
de los hongos aislados originalmente en BHI pueden presentar una morfologia mas
uniforme en agar glucosa de Sabouraud, por esto es til para la identificacién de hongos
una vez aislados. (Hernandez, 2009)

Preparacion de medio de cultivo para realizar el antibiograma para Escherichia

coli y Candida albicans

Agar Mueller Hinton: Medio de cultivo nutritivo no selectivo que promueve el
desarrollo microbiano. Por su composicién, ha sido recomendado por el para ser
utilizado en forma rutinaria en la realizacion del antibiograma en medio solido, debido
a que presenta buena reproducibilidad lote a lote en las pruebas de sensibilidad, su
contenido en inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina es bajo, la
mayoria de los patégenos microbianos crece satisfactoriamente y una gran cantidad de
datos adicionales que han sido evaluados y avalados usando este medio de cultivo.
(Britania, 2016)

3.5. DISENO DE INVESTIGACION

La distribucién de las unidades experimentales para el estudio del efecto
antimicrobiano del aceite esencial de Rosmarinus officinalis “Romero” frente a
Escherichia coli y Candida albicans, correspondié a un disefio completamente al

azar (D.C.A.), la disposicion de unidades experimentales fue de la siguiente manera:
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3.6. METODOLOGIA

3.6.1. Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI), concentracion
minima bactericida (CMB) del aceite esencial de Rosmarinus officinalis

“romero” frente a Escherichia coli.

a. Frecuencia de muestreo

Se utiliz6 cepas de Escherichia coli, provenientes del Centro de Referencia de
Infeccion de Transmision Sexual (CERITS) del mismo hospital. El transporte y
bioseguridad se tomaron muy en cuenta ya que estas son sustancias infecciosas,
por tanto se aplicé el sistema de embalaje triple. Este sistema de embalaje consto de
tres componentes: el recipiente primario, el embalaje secundario y el embalaje externo.
El recipiente primario que contiene la muestra debe ser estanco, a prueba de
fugas y estar debidamente etiquetado en relacion con el contenido, estas fueron
envueltas en material absorbente suficiente para absorber todo el liquido en caso de
rotura o fuga, posterior a ello de transporto en una caja de tecnopor bien hermetizada,
hasta llegar al laboratorio.

Luego se procedio a cultivarlo en agar Eosina azul de metileno (EMB) el cual formara
colonias producen colonias de color negro verdoso con brillo metalico los mas débiles
de &cidos, forman colonias de color violeta. Los no fermentadores de lactosa forman

colonias transparentes (Hernandez, 2009) (figura 7)

b. Descripcion detallada de los procedimientos, equipos y materiales

Preparacion del Inoculo

Las cepas Escherichia fueron inoculadas en medio de cultivo EMB (Eosina, Azul
de Metileno) el cual producen colonias de color negro verdoso con brillo metalico los
mas debiles de A&cidos, forman colonias de color violeta. (Figura 6) Los no
fermentadores de lactosa forman colonias transparentes luego de haber sido cultivadas
respectivamente con 24 horas este se llega a seleccionar y recoger con asa de Kolle,
5 a 6 colonias, aisladas y con similar morfologia, teniendo el cuidado de no recoger

parte del medio de cultivo.
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Con estas colonias se prepar6 una suspension en 5 ml en solucion salina. Luego la
suspension bacteriana fue incubada a 35°C hasta alcanzar similitud a la turbidez
del estandar. Finalmente se realizd el ajuste a la turbidez del indculo por
comparaciéon visual, agregando solucion salina, hasta una turbidez equivalente al
tubo 0.5 del estandar de Mc Farland, para ello, se observaron los tubos contra

un fondo blanco con una linea negra como contraste(figura 9).

Preparacion de medio de cultivo para realizar el antibiograma para Escherichia

coli

Agar Mueller Hinton: Medio de cultivo nutritivo no selectivo que promueve el
desarrollo microbiano. Por su composicion, ha sido recomendado por el para ser
utilizado en forma rutinaria en la realizacién del antibiograma en medio sélido, debido
a que presenta buena reproducibilidad lote a lote en las pruebas de sensibilidad, su
contenido en inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina es bajo, la
mayoria de los patégenos microbianos crece satisfactoriamente y una gran cantidad de
datos adicionales que han sido evaluados y avalados usando este medio de cultivo.
(Britania, 2016)

Meétodo Difusion con Discos (Ramon-Pardo, Sati, & Galas, 2018)

Se sumergié un aplicador de algoddn estéril (hisopo), dentro de la suspension del
microorganismo en estudio se colocé el aplicador por encima del nivel del
contenido del tubo y rotar contra las paredes del mismo para remover el exceso
del indculo luego se siembra el inéculo uniformemente sobre la superficie del
medio con el aplicador el cual se hara la siembra en tres direcciones se tiene evitar
inéculos muy concentrados o muy diluidos. Posterior a esto se debe permitir que la
superficie del medio sembrado se seque en un promedio de 5 a 10 min, manteniendo

la caja con latapa cerrada( Figura 3).

34



y _'-, = == > /D\ﬁl / {_Ef) \
e =, o o o ALL_
: o o o »’l gy (o)) \W—;’“ﬂ

= PRI \E/Incubaciﬁnw/
SUEpEnskn

N — InGculo Colocacion Medida de halos
de discos

Figura 3. Esquema de la técnica de antibiograma por difusion en agar

Tabla 1 Disefio experimental para la susceptibilidad antimicrobiana para Escherichia
coli
Medida de halo de inhibicion (mm)

concentracion de R1 R2 R3
Aceite esencial (%0)
100 1 1 1
75 1 1 1
50 1 1 1
25 1 1 1
control (+) 1 1 1
CIPROFLOXACINO
control (-) agua 1 1 1
destilada

Para determinar las medidas de halo de inhibicién se trabaj6 con 18 unidades
experimentales, conformado por 3 repeticiones para cada dosis utilizada, en el
control positivo se utilizara el medicamento Ciprofloxacino y en el control negativo el
disco ser4 embebido con agua destilada cada unidad experimental estuvo constituida
por determinados porcentajes de aceite esencial (100 %, 75 %, 50%, 25%) (Tabla 1)

Preparacion de discos con Aceite Esencial de Rosmarinus officinalis “Romero”

Tratamiento 1 (100%): 100 pl de aceite esencial
Tratamiento 2 (75%): 75 pl de aceite esencial
Tratamiento 3 (50%): 50 pl de aceite esencial
Tratamiento 4 (25%): 25 pl de aceite esencial
Tratamiento 5 (12.5%): 12.5 ul de aceite esencial

Tratamiento control positivo (TC): Ciprofloxacino (5 ug)
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METODO DE DILUCION EN CALDO

M¢étodo de macro dilucion.

En el método de macro dilucién se emplea por cada combinacién microorganismo
antimicrobiano una bateria de tubos. Habitualmente se prepara la bateria de tubos con
Iml de medio estéril sin antimicrobiano. Al primero de ellos se afiade 1 ml de la
solucion inicial del tubo de antimicrobiano hasta conseguir la concentracion mas alta a
estudiar (teniendo en cuenta que este primer paso supone la dilucion a la mitad de la
solucion madre, y que una vez inoculados los tubos, con 1 ml de indculo, se diluira
nuevamente la concentracion de antimicrobiano a la mitad). Tras mezclar
adecuadamente, se pasa 1 ml al siguiente tubo; el proceso se repite tantas veces como
diluciones se quieran estudiar, eliminando del Gltimo tubo de la serie 1 ml de medio con
antimicrobiano, con objeto de mantener el volumen final de 1 ml. Para cada paso de
dilucion se debe emplear una pipeta diferente. La serie de tubos se completa con uno de
control sin antimicrobiano que solamente tiene 1 ml de caldo (Canton, Gomez-lus, &
Rodriguez-avial, 2017)

Caldo Mueller Hinton: Medio nutritivo que favorece el crecimiento de diversos
microorganismos. Se utiliza para determinar la concentracion inhibitoria minima (CMI)
de los microorganismos frente a los antimicrobianos. Al igual que su presentacion en
forma de agar, el caldo Mueller Hinton presenta buena reproducibilidad de los
resultados lote a lote y tiene un bajo contenido de inhibidores especialmente para
sulfamidas, trimetoprima y tetraciclinas.

Tabla 2. Disefio experimental para determinar la CMI del aceite esencial de
romero frente a Escherichia coli

Crecimiento de Escherichia coli

Concentracion de aceite R1 R2 R3 total
esencial (%)

100% 1 1 1 3

75% 1 1 1 3

50% 1 1 1 3

25% 1 1 1 3

12.50% 1 1 1 3

6.25% 1 1 1 3

Control negativo 1 1 1 3
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Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria por el método de dilucién en
caldo se trabajo con 21 unidades experimentales, conformado por 3 repeticiones para
cada dosis utilizada, ademas se utilizd un control negativo (caldo Mueller Hinton sin
aceite esencial), cada unidad experimental estuvo constituida por determinados
porcentajes de aceite esencial (100 %, 75 %, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%) (Tabla 2)

Terminado el primer procedimiento para la concentracion minima inhibitoria se procede
a determina la concentracién minima bactericida el cual se realizara en placas las cuales
se inocularan con los resultados de los tubos que se obtuvieron en la primera parte y se
verificara los resultados pasado las 24 horas.

Tabla 3. Disefio experimental para determinar la CMB del aceite esencial de
romero frente a Escherichia coli

UFC
Concentracion de aceite esencial N° de R1 R2 R3
(%) repeticiones
100 3 1 1 1
75 3 1 1 1
50 3 1 1 1

Para determinar la Concentracion Minima Bactericida se trabajé con 9 unidades
experimentales, conformado por 3 repeticiones para cada dosis utilizada, cada unidad
experimental estuvo constituida por determinados porcentajes de aceite esencial (100 %,

75 %, 50%) previo a la determinacién de concentracion minima inhibitoria. (Tabla 3)

c. Variables que se analizaron
Variable independiente: Escherichia coli

Variable dependiente: Concentracion de Aceite Esencial de Romero

d. Aplicacion de prueba estadistica
Los resultados obtenidos de los porcentajes de aceite esencial de romero frente a
Escherichia coli, fueron tabulados en un disefio experimental completamente aleatorio y
consistio de tres tratamientos y tres repeticiones. Los datos obtenidos fueron sujetos a
analisis de varianza y prueba de medias de Tukey (P<0.05), los analisis se realizaron el

software estadistico Infostat version estudiantil.
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3.6.2. Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI), concentracion
minima bactericida (CMB) del aceite esencial de Rosmarinus officinalis

“romero” frente a Candida albicans.

a. Frecuencia de muestreo

Se utilizé cepas de Candida albicans, provenientes del Centro de Referencia de
Infeccion de Transmision Sexual (CERITS) del mismo hospital. El transporte y
bioseguridad se tomaron muy en cuenta ya que estas son sustancias infecciosas,
por tanto se aplico el sistema de embalaje triple. Este sistema de embalaje consto de
tres componentes: el recipiente primario, el embalaje secundario y el embalaje externo.
El recipiente primario que contiene la muestra debe ser estanco, a prueba de
fugas y estar debidamente etiquetado en relacion con el contenido, estas fueron
envueltas en material absorbente suficiente para absorber todo el liquido en caso de
rotura o fuga, posterior a ello de transporto en una caja de tecnopor bien hermetizada,
hasta llegar al laboratorio.

Luego se procedi6 a cultivarlo en agar Sabouraud el cual presentan un color verde de
claro a mediano Es posible que otras especies de levaduras produzcan su color natural

(crema) o presenten un color rosa o malva de claro a oscuro (figura 7) (Plated, 2003).

a. Descripcién detallada de los procedimientos, equipos y materiales

Preparacion del Inoculo

Las cepas de Candida albicans el cual fueron cultivadas anteriormente en agar
Sabouraud con 24 horas, de este se llega a seleccionar y recoger con asa de Kolle, 5
a 6 colonias, aisladas y con similar morfologia, teniendo el cuidado de no recoger parte
del medio de cultivo.

Con estas colonias se prepard una suspension en 5 ml en solucién salina. Luego la
suspension bacteriana fue incubada a 35°C hasta alcanzar similitud a la turbidez del
estandar. Finalmente se realizé el ajuste a la turbidez del in6culo por comparacion
visual, agregando solucion salina, hasta una turbidez equivalente al tubo 0.5 del
estandar de Mc Farland, para ello, se observaron los tubos contra un fondo blanco con

una linea negra como contraste(figura 9)
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Preparacién de medio de cultivo para realizar el antibiograma para Candida

albicans

Agar Mueller Hinton: Medio de cultivo nutritivo no selectivo que promueve el
desarrollo microbiano. Por su composicién, ha sido recomendado por el para ser
utilizado en forma rutinaria en la realizacion del antibiograma en medio solido, debido
a que presenta buena reproducibilidad lote a lote en las pruebas de sensibilidad, su
contenido en inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina es bajo, la
mayoria de los patdgenos microbianos crece satisfactoriamente y una gran cantidad de
datos adicionales que han sido evaluados y avalados usando este medio de cultivo
(Britania, 2016).

Método Difusion con Discos (Ramon-Pardo et al., 2018)

Se sumergié un aplicador de algodon estéril (hisopo), dentro de la suspension del
microorganismo en estudio se colocé el aplicador por encima del nivel del
contenido del tubo y rotar contra las paredes del mismo para remover el exceso
del indculo luego se siembra el in6culo uniformemente sobre la superficie del
medio con el aplicador el cual se hara la siembra en tres direcciones se tiene evitar
inéculos muy concentrados o muy diluidos. Posterior a esto se debe permitir que la
superficie del medio sembrado se seque en un promedio de 5a 10 min, manteniendo

la caja con latapa cerrada.

Preparacion de discos con Aceite Esencial de Rosmarinus officinalis “Romero”
Tratamiento 1 (100%): 100 pl de aceite esencial

Tratamiento 2 (75%): 75 pl de aceite esencial

Tratamiento 3 (50%): 50 pl de aceite esencial

Tratamiento 4 (25%): 25 pl de aceite esencial

Tratamiento 5 (12.5%): 12.5 ul de aceite esencial

Tratamiento control positivo (TC): fluconazol (25 pg)
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Tabla 4. Disefio experimental para la susceptibilidad antimicrobiana para Candida
albicans

Medida de halo de inhibicion (mm)

Concentracidn de aceite R1 R2 R3
esencial (%o)

100 1 1 1

75 1 1 1

50 1 1 1

25 1 1 1

control (+) Fluconazol 1 1 1
control (-) agua destilada 1 1 1

Para determinar las medidas de halo de inhibicion se trabajé con 18 unidades
experimentales, conformado por 3 repeticiones para cada dosis utilizada, en el
control positivo se utilizara el medicamento fluconazol y en el control negativo el disco
sera embebido con agua destilada cada unidad experimental estuvo constituida por
determinados porcentajes de aceite esencial (100 %, 75 %, 50%, 25%) (Tabla 4).

METODO DE DILUCION EN CALDO

Método de macro dilucién.

En el método de macro dilucion se emplea por cada combinacién microorganismo
antimicrobiano una bateria de tubos. Habitualmente se prepara la bateria de tubos con
Iml de medio estéril sin antimicrobiano. Al primero de ellos se afiade 1 ml de la
solucion inicial del tubo de antimicrobiano hasta conseguir la concentracién mas alta a
estudiar (teniendo en cuenta que este primer paso supone la dilucion a la mitad de la
solucion madre, y que una vez inoculados los tubos, con 1 ml de inoculo, se diluird
nuevamente la concentracion de antimicrobiano a la mitad). Tras mezclar
adecuadamente, se pasa 1 ml al siguiente tubo; el proceso se repite tantas veces como
diluciones se quieran estudiar, eliminando del ultimo tubo de la serie 1 ml de medio con
antimicrobiano, con objeto de mantener el volumen final de 1 ml. Para cada paso de
dilucidn se debe emplear una pipeta diferente. La serie de tubos se completa con uno de

control sin antimicrobiano que solamente tiene 1 ml de caldo ((Cantén et al., 2017)
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Tabla 5. Disefio experimental para determinar la CMI del aceite esencial de
romero frente a Candida albicans

Crecimiento de Candida albicans

Concentracion de aceite R1 R2 R3 total
esencial (%)
100% 1 1 1 3
75% 1 1 1 3
50%0 1 1 1 3
25% 1 1 1 3
Control negativo 1 1 1 3

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria por el método de dilucién en
caldo se trabajé con 15 unidades experimentales, conformado por 3 repeticiones
para cada dosis utilizada, ademas se utiliz6 un control negativo (caldo Mueller
Hinton sin aceite esencial ), cada unidad experimental estuvo constituida por
determinados porcentajes de aceite esencial (100 %, 75 %, 50%, 25%) (Tabla 5).
Terminado el primer procedimiento para la concentracién minima inhibitoria se procede
a determina la concentracién minima bactericida el cual se realizara en placas las cuales
se inocularan con los resultados de los tubos que se obtuvieron en la primera parte y se
verificara los resultados pasado las 24 horas.

Tabla 6. Disefio experimental para determinar la CMF del aceite esencial de
romero frente a Candida albicans

UFC
Concentracion de aceite esencial (%0) N° de R1 R2 R3
repeticiones
100 3
75 3 1 1 1
50 3 1 1 1

Para determinar la Concentracion Minima Fungicida se trabaj6 con 9 unidades
experimentales, conformado por 3 repeticiones para cada dosis utilizada, cada

unidad experimental estuvo constituida por determinados porcentajes de aceite
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esencial (100 %, 75 %, 50%) previo a la determinacién de concentracion minima

inhibitoria. (Tabla 6)
b. Variables que se analizaron

Variable independiente: Candida albicans

Variable dependiente: Concentracion de aceite esencial de Romero

c. Aplicacion de prueba estadistica

Los resultados obtenidos de los porcentajes de aceite esencial de romero frente a
Candida albicans, fueron tabulados en un disefio experimental completamente
aleatorio y consistié de tres tratamientos y tres repeticiones. Los datos obtenidos
fueron sujetos a analisis de varianza y prueba de medias de Tukey (P<0.05), los

analisis se realizaron el software estadistico Infostat version estudiantil.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI), CONCENTRACION
MINIMA BACTERICIDA (CMB) DEL ACEITE ESENCIAL DE Rosmarinus
officinalis “ROMERO” FRENTE a Escherichia coli

Inhibicion en porcentaje (%) antimicrobiana del aceite esencial de romero

(Rosmarinus officinalis) frente a Escherichia coli

La inhibicidn porcentual del aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis) sobre
Escherichia coli, para el control positivo (Ciprofloxacino) se tuvo un valor promedio de
21.3 mm, para la primera concentracién al 100 % se obtuvo un promedio de 30.77 mm,
los cuales oscilaron entre 30.7 mm y 30.9 mm; para la segunda concentracion al 75% se
obtuvo un promedio de 25.23 mm los cuales oscilaron entre 24.6 mm y 25.6 mm; para
la tercera concentracion al 50% se obtuvo un promedio de 21.83 mm las cuales
oscilaron entre 21.2 mm y 22.2 mm; para la Gltima concentracién al 25% se obtuvo un
promedio de 16.27 mm cuales oscilaron entre 15.8 mm y 16.7 mm. (Tabla 7 y Figura
12)

Tabla 7. Inhibicién en porcentaje (%) antimicrobiana del aceite esencial de romero

(Rosmarinus officinalis) frente a Escherichia coli, laboratorio de Botanica y
Biotecnologia — FCCBB, Octubre 2019.

Medida de halo de inhibicién

(mm)
Concentracion de R1 R2 R3 Prom C. V. (%)
aceite esencial (%0)
100 30.7 30.9 30.7 30.77 0.38
75 25.6 25.5 24.6 25.23 2.18
50 21.5 22.2 21.8 21.83 1.61
25 16.7 15.8 16.3 16.27 2.77
control (+) 20.1 22.5 21.3 21.30 5.63
CIPROFLOXACINO
control (-) 0 0 0 0.00 0.00
ALCOHOLO AL 96%

Donde: R = repeticion; prom = promedio; C.V. = Coeficiente de Variacion
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Los valores de las medidas de los halos de inhibicion por aplicacion del aceite esencial
de romero frente a Escherichia coli, se evidencia que el control positivo
(Ciprofloxacino) presenté un halo de inhibicién de 21.30 mm, mientras que la menor
formacion de halo de inhibicion fue la de 25% con 16.27 mm y la mayor inhibicion fue
al 100% con 30.77 mm. Los halos de inhibicién bacteriana obtenida por Ciprofloxacino
de 5 ug y las cuatro concentraciones presentaron diferencia estadistica significativa (F =
965.56; gl = 5; P < 0.001), siendo mayor el efecto inhibitorio a la concentracion de
100% de aceite esencial de romero; mientras que los halos de inhibicion del aceite
esencial de romero al 50% Y el antibacteriano Ciprofloxacino no presentaron diferencia
estadistica significativa (Anexo 1 y Figura 4). Todos los tratamientos experimentados

fueron superior al control negativo (alcohol 96 %)

En la investigacion de Purca (2013), la concentracion del aceite de romero de 25 ul
(25%) determino el mayor diametro de halo de inhibicion con mediciones de 24 mm y
el menor de 9.5 mm con un promedio de 16.27 mm de halo de inhibicidn, asimismo, la
concentracion del aceite de romero de 50 ul (50%) origind el mayor diametro de halo de
inhibicién con 29 mm, el menor con 12.5 mm y con un promedio de 20.75 mm de halo
de inhibicion; para la concentracion del aceite de romero de 75 ul (75%) se observa el
mayor didmetro de halo de inhibicion mide 32 mm y el menor 15 mm con un promedio
de 23.5 mm de halo de inhibicion, estos resultados presentaron similitud con el presente

proyecto a excepcién en la concentracion de 25 ul (25%).

El aceite esencial de hojas de romero (R. officinalis) exhibié un amplio espectro de
accion antimicrobiana tanto para bacterias Gram positivas como Gram negativas. La
inhibicién del crecimiento de E. coli se alcanzd a una concentracion de 4096 ppm,
mientras que para S. sonnei y S. typhimurium fue a 512 ppm. Estos resultados
concuerdan con lo encontrado por Celikel y Kavas, (2008) quienes demostraron la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de hojas de R. officinalis contra varias cepas

de E. coli, con halos de inhibicién entre 18 mm y 21 mm con un promedio de 19.5 mm.

El aceite esencial de romero, también mostré una apreciable actividad antibacteriana

contra cepas de E. coli, S. typhimurium, S. enteritidis y S. sonnei, con halos de
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inhibicién entre 19.8 mm y 25 mm, con un promedio de 22.4 mm para las cepas
evaluadas, pero sin haber determinado las correspondientes CIM (Biljana, 2007). Sin
embargo, los resultados de este estudio no coinciden con los reportados por Bernarda y
Majda Guzed, (2009) quienes observaron que las bacterias Gram positivas (B. cereus y
S. aureus) fueron mas sensibles que las Gram negativas (C. jejuni y Salmonella infantis)
a la accion inhibitoria de extractos de Rosmarinus officinalis; en otro caso determinaron
la actividad antimicrobiana y antiadherente del extracto hidroalcoholico de Rosmarinus
officinalis (romero) a diluciones que varian de: 1:1 a 1:512 y clorhexidina al 0.12 %,
contra cepas estandarizadas de: Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,
Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguis y Lactobacillus casei; los resultados
demostraron que todas la cepas fueron sensibles al extracto de romero, excepto
Streptococcus mitis. Los halos de inhibicién formados varian de 11 mm a 18 mm con
un promedio de 14.5 mm de halo de inhibicién. En las diluciones que van de 1:1 a 1:4;
mientras que con la clorhexidina al 0.12 % halos de inhibicién fueron de 10 mm a 24

mm con un promedio de 17 mm de halo de inhibicion (Estomatologia, 2017)

Se puede observar las barras el cual ejemplifica la Tabla 9, en este caso tenemos que el
tratamiento al 100% (A) y el tratamiento al 75% (B) existe diferencia estadistica, en
cambio entre el tratamiento al 50% (C) y el control positivo (Ciprofloxacino) (C) no
existe diferencia estadistica asi mismo el tratamiento al 25% (D) y el control negativo
(alcohol 96%) presentaron un gran diferencia estadistica (Figura 4 y Figura 17)

Teniendo en cuenta la interpretacién de cada medicamento en este caso Ciprofloxacino
que fue utilizado para el control positivo segun (Sacsaquispe Contreras y Velasquez
Pomar, 2002) indica los diametros de halo de inhibicion que presenta el Ciprofloxacino
en los cuales podemos encontrar a comparacion con los tratamientos 100%, 75%, 50 %
de aceite esencial de romero y el medicamento Ciprofloxacino se encuentran dentro del
rango de sensible (S) lo que indicaria una inhibicion satisfactoria, el tratamiento al 25%
de aceite esencial de romero se encuentra dentro del rango de intermedio (I) lo que
indicaria una inhibicidn intermedia segun dicho medicamento , en cambio el control
negativo ( alcoholo 96%) se encuentra dentro del rango de resistente (R) lo que

indicaria una baja probabilidad de eficacia en tratamiento para dicha bacteria .
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Figura 4. Prueba de Tukey de los didmetros de inhibicion bacteriana aplicando cuatro
concentraciones de aceite esencia de romero, laboratorio de Botanica y Biotecnologia —
FCCBB, octubre 20109.

Concentracién minima inhibitoria por método de dilucién de caldo

El crecimiento de Escherichia coli frente a las diferentes concentraciones de aceite
esencial de romero (Rossmarinus officinalis) resultaron que la concentracion minima
inhibitoria en todas las concentraciones fue al 25% evidenciado por la ausencia de
crecimiento bacteriano. En los resultados de 3 repeticiones se observa que en el rango
de concentracion del aceite de 12.5% y 6.25% presentd crecimiento de UFC (unidades
formadoras de colonias) de la bacteria Escherichia coli, es decir estas
concentraciones no fueron las suficientes para inhibir el crecimiento de dicha bacteria,
mientras que las dosis de 25 % hasta 100% presenta una evidencia del crecimiento de la
bacteria por la turbidez que observa (Figura 13 y Tabla 8)
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Tabla 8: Concentracion Minima Inhibitoria del aceite de romero frente a Escherichia

coli, laboratorio de Botanica y Biotecnologia — FCCBB, Octubre 2019.

Crecimiento de Escherichia coli

Concentracion de aceite R1 R2 R3 CMI
esencial (%0)
100% N N N
75% N N N
50% N N N
25% N N N 25%
12.50% P P P
6.25%0 P P P

En la investigacion la evaluacion de la CMI del aceite esencial de Petroselinum
crispum (Milli) “perejil” se demostré actividad significativa frente a Staphylococcus
aureus a concentraciones de 100 y 50% y para Pseudomonas aeruginosa a la
concentracion de 100%; teniendo de poca a ninguna actividad frente a Bacillus subtilis
y Escherichia coli a diferencia que el aceite esencial de “matico” extraido tiene escasa
actividad bacteriana sobre E. coli Gauch y Marques-da-Silva, (2014) asimismo la
concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de menta (Mentha piperita
L.) Frente a EPEC, “in vitro” fue de 2.5 %. Se determiné ademas que el efecto de la
inhibicion comparativo porcentual del aceite esencial de menta frente a Escherichia coli
enteropatdgena respecto al control positivo tetraciclina (Jhonny, 2017) mientras que en
la evaluacion de la actividad antimicrobiana sobre Porphyromonas gingivalis frente al
aceite esencial de Rossmarinus officinalis y el metronidazol se mostro,
respectivamente; donde se observa que la CMI obtenida para metronidazol y el aceite
esencial fue de 0.071 ug/ml y 1000 pg/ml, respectivamente; con un coeficiente de
variacion de 7% y un p < 0.0001 que rechaza la hipotesis nula de que todos los
tratamientos eran semejantes (Hussain, 2010), igualmente evaluaron la concentracion
inhibitoria minima del aceite esencial sobre la cepa E. coli ATCC 25158 y determinaron
una CIM de 0.6 mI/100 ml (Celikel & Kavas, 2008).

El analisis HPLC revel6 la presencia de bajas cantidades de acido ursolico y acido
oleandlico en la cual las fracciones obtenidas con resultados obtenidos sugieren que la
actividad antimicrobiana del extracto de las hojas de Rosmarinus officinalis se atribuye

principalmente a la accién del acido carnosico y el carnosol (Bernardes, 2008).
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CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB)

Previa lectura de la Concentracion minima inhibitoria, a partir del tubo que no se
observo crecimiento bacteriano (Inhibicion del crecimiento), se contaron 4 tubos que
no presentaron turbidez. De cada tubo seleccionado se extrajo 0.1 ml para realizar la

técnica de siembra por superficie en placas con agar Mueller Hinton.

La concentracion minima bactericida del aceite esencial Rosmarinus officinalis
“romero” sobre Escherichia coli fue al 50%, en razon de que se observo crecimiento
bacteriano a concentraciones de aceite esencial hasta el 25% vy a partir del 50% al 100%
de concentracion de aceite esencial, no se determind crecimiento bacteriano alguno
(Tabla 9 y Figura 15).

Tabla 9: Concentracién Minima Bactericida del aceite de romero frente a Escherichia

coli, laboratorio de Boténica y Biotecnologia — FCCBB, Noviembre 2019.

UFC
Concentracion de N° de R1 R2 R3 CMB
aceite esencial (%) repeticiones
100 3 0 0 0
75 3 0 0 0
50 3 0 0 0 50%
25 3 2 1 2

A comparacion con los resultados presentados por (Zufiga, 2016), este autor observa
que para Escherichia coli no hubo crecimiento bacteriano en las tres primeras placas
que corresponden a concentraciones de 25%, 50% y 100% con la Unica diferencia de
que en la presente investigacion no presentd crecimiento en el tratamiento del 100%,
75% y 50% de aceite esencial, el cual muestra una pequefia diferencia de una
concentracion al 25%.

Puede que sea su actividad biosida asi se encuentran en plantas como el romero con
diferentes bondades y varios efectos como antiinflamatorios, astringentes,
antiespasmaédicos ademas del efecto bactericida. EI romero contiene méas de 40
principios antibacterianos y mas de 20 antiviricos, en su composicion se encuentran,
terpenoides, flavonoides, é&cidos fendlicos, pequefias cantidades de alcaloide
rosmaricina y un 2% de aceite esencial, las propiedades antimicrobianas del romero han
presentado interés en el campo alimentario y farmacéutico (Argote et al., 2017). El
aceite esencial es un aceite intenso, estimulante. Tiene propiedades analgeésicas,

antisepticas, antidiarreicos, antirreumaticas, antiespasmodicas, es un estimulante
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circulatorio, sudorifico, cicatrizante, hepatico y tonificante. En dosis altas puede
ser toxico (Estrada, 2010)

4.2. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI), CONCENTRACION
MINIMA FUNGICA (CMF) DEL ACEITE ESENCIAL DE Rosmarinus
officinalis “ROMERO” FRENTE A Candida albicans.

Inhibicion en porcentaje (%) antimicrobiana del aceite esencial de romero

(Rosmarinus officinalis) frente a Candida albicans

La inhibicién porcentual del aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis) sobre
candida albicans, para el control positivo (fluconazol) se tuvo un valor promedio de
22.4 mm los cuales oscilaron entre 22.3 mmy 22.5 mm, para la primera concentracién
al 100% se obtuvo un promedio de 31.17 mm los cuales oscilaron entre 30.8 mmy 31.5;
para segunda concentracion al 75% se obtuvo un promedio de 23.93 mm los cuales
oscilaron entre 23.6 mm y 24.1 mm; para la tercera concentracion al 50% se obtuvo un
promedio de 20.07 mm las cuales oscilaron entre 19.8 mm y 20.3 mm; para la Gltima
concentracion al 25% se obtuvo un promedio de 0 mm ya que esta no hubo inhibicion.
El coeficiente de variabilidad menor fue para el tratamiento positivo (Tabla 10 y Figura
11)

Tabla 10. Inhibicion en porcentaje (%) antimicrobiana del aceite esencial de romero
(Rosmarinus officinalis) frente a Candida albicans, laboratorio de Botanica y
Biotecnologia — FCCBB, Octubre 2019.

Medida de halo de inhibicion

(mm)
Concentracion de R1 R2 R3 Prom C.
aceite esencial (%0) V.
(%)
100 315 30.8 31.2 31.17 1.13
75 24.1 23.6 24.1 23.93 1.21
50 19.8 20.3 20.1 20.07 1.25
25 0 0 0 0.00 0.00
control (+) 22.3 225 22.4 22.40 0.45
FLUCONAZOL
control (-) agua 0 0 0 0.00 0.00
destilada
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Se observa para los valores de las medidas de los halos de inhibicion por aplicacion del
aceite esencial de romero frente a Candida albicans, se evidencia que el control positivo
(fluconazol) presento un halo de inhibicion de 22.40 mm, mientras que la menor
formacion de halo de inhibicion fue la de 50% con 20.07 mm y en una mayor inhibicién
fue en un 100% con (31.17 mm). Los halos de inhibicién micética obtenida por
Fluconazol 25 ug) y las cuatro concentraciones presentaron diferencia estadistica
significativa (F=11083.55; gl=5; P<0.001), siendo mayor a una concentracion de 100%
de aceite esencia de romero con un promedio de halo de inhibicion de 31.17 mm,
mientras que a una concentracion del 25% del aceite esencial fue similar al control

negativo (Anexo 2 y Figura 5).

Segln (Gauch & Marques-da-Silva, 2014) el aceite esencial de orégano al 100 % tuvo
un promedio en los halos de inhibicion de 56.25 mm y 3.40 mm; el aceite esencial de
orégano al 50 % tuvo un promedio de 23.67 mm y 1.94 mm; el aceite esencial de
menta al 100 % tuvo un promedio de 39.46 mm y 0.42 mm; el aceite esencial de menta
al 50 % tuvo un promedio de 12.82 mm y 0,66 mm; el aceite esencial de hierba
luisa al 90 % con un promedio de 76.15 mm y 0.42 mm; el aceite esencial de hierba
luisa

al 50% con un promedio de 19.59 mm y 0.29 mm; y con nistatina con un promedio de
13.21 mm y 0.98 mm. Al comparar las concentraciones al 100% del aceite esencial de
Mentha piperita (menta) y Origanum vulgare (orégano), y al 90% de Cymbopogon
citratus (hierba luisa), se observdO que tienen diferencias estadisticamente
significativa con un p < 0.001. Sin embargo (Churata-Oroya et al., 2016) experimento
con diferentes concentraciones de aceite esencial de Citrus paradisi “toronja” al 25%,
12.5%, 6.25%, 3.13% y 1.56% el cual presentaron un halo de inhibicion promedio de
12.6 mm, 10.3 mm, 7.8 mm, 6.8 mm y 6.3 mm respectivamente, mientras que al 0,78

% y 0,39 % no presentaron actividad antifungica.

En cambio (Noel Martell, 2017) trabajé con medicamentos el cual obtuvo como
resultado los halos de inhibicion grupos tratados con 20ug fluconazol con un promedio
de 6 mm, 40pg fluconazol con un promedio de 11.64 mm y con el tratamiento de 2ul de
aceite de orégano con un promedio de 81.71 mm y tratamiento conjunto con un
promedio de 84.98 mm de halo de inhibicion las cuales muestran diferencias

significativas (p <0.001).
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Para Candida albicans se evaluaron los efectos anti fungico del extracto de Rosmarinus
officinalis (romero) contra levaduras y se compard con clorhexidina al 0.12 % que
utilizaron como control positivo se observo que la inhibicion alrededor de los discos de
extracto de romero fue 11.5 mm el que mas se aproxima al de la clorhexidina que fue de
14.6 mm, estos halos de inhibicién coinciden con los de nuestro estudio ya que en el
caso del aceite el halo mas grande fue de 15.2 mm, por lo que estamos de

acuerdo con este autor en cuanto a resultados obtenidos (Roman, 2009)

Teniendo en cuenta la interpretacion de cada medicamento en este caso Fluconazol que
fue utilizado para el control positivo segun (Sacsaquispe Contreras & Velasquez Pomar,
2002) indica los diametros de halo de inhibicién que presenta el Fluconazol en los
cuales podemos encontrar a comparacion con los tratamientos 100%, 75%, 50% de
aceite esencial de romero y el medicamento Fluconazol se encuentran dentro del rango
de sensible (S) lo que indicaria una inhibicion satisfactoria, el tratamiento al 25% de
aceite esencial de romero y el control negativo (alcoholo 96%) se encuentra dentro del
rango de resistente (R) lo que indicaria una baja probabilidad de eficacia en tratamiento

para dicha microorganismo (figura 5 y Tabla 10)
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Figura 5. Prueba de Tukey de los didmetros de inhibicion micdtica aplicando cuatro
concentraciones de aceite esencia de romero, laboratorio de Botéanica y Biotecnologia —
FCCBB, octubre 2019

De la prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk los valores de significacidn son superiores
a 0,05 (95% de confiabilidad), luego se acepta Ho, esto es las muestras provienen de
poblaciones con distribucion Normal, por tanto para realizar las comparaciones se lo
hace con pruebas paramétricas: ANOVA segun (Valverde, 2017) el cual comprobaria
la teoria de dicho proyecto en cambio (Churata-Oroya et al., 2016) realizé la prueba de
Kruskal Wallis y se determind que existe diferencia estadisticamente significativa p < 0.05 de

promedios entre las concentraciones.

Concentracién minima inhibitoria por método de dilucién de caldo

Se observa los resultados del crecimiento de Candida albicans frente a las
diferentes concentraciones de aceite esencial de romero (Rosmarinus oficinales) se

establecid que la concentracién minima inhibitoria en todas las concentraciones fue a un
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50% evidenciado por la ausencia de crecimiento bacteriano. En los resultados de
3 repeticiones se observa que en el rango de concentracion del aceite de 25% y 12.5%
presento crecimiento de UFC (unidades formadoras de colonias) de Candida albicans,
es decir estas concentraciones no fueron las suficientes para inhibir el crecimiento de
dicha bacteria, mientras que las dosis de 50% a 100% presenta una evidencia de la

ausencia de Candida albicans por la falta de turbidez (Tabla 11 y Figura 15).

Tabla 11: Concentracion Minima Inhibitoria del aceite de romero frente a Candida
albicans, laboratorio de Botanica y Biotecnologia — FCCBB, Octubre 2019.

Crecimiento de Candida albicans

Concentracion de aceite R1 R2 R3 CMI
esencial (%)
100% N N N
75% N N N
50% N N N 50%
25% P P P
12.50% P P P

Teniendo los datos se puede observar la respuesta de cada especie frente a los 2
antifingicos que se evaluaron, mediante el intervalo de valores de CMI y los valores de
la moda, CMI(50) y CMI(90) expresados en pg/ml (Cueto-Vigil, 2010) el cual la menor
concentracion empleada de anfotericina B (0.125 pg/ml) fue suficiente para inhibir 50
% de todas las cepas (Barrionuevo, 1995), mientras que la CMlIgy, fue de 0,25 pg/mi
(Cueto-Vigil, 2010). Las especies con un intervalo mas amplio fueron C. krusei (0.125-
2 pg/ml) dado por un aislamiento con CMI igual a 2 pg/ml y C. albicans (0,125-1
pg/ml) con un aislamiento de CMI igual a 1 pg/ml. El valor de la moda para todas las
especies fue de 0.125 pg/ml (Gauch & Marques-da-Silva, 2014).

Segun (Churata-Oroya et al., 2016) la concentracion minima inhibitoria promedio para Candida
albicans fue de 6.25 % a lo contrario con el presente trabajo que la concentracion minima
inhibitoria fue al 50 %. El aceite esencial de romero presenta propiedades antimicrobiales
contra una variedad de agentes patdgenos, posiblemente debido al alto contenido de 1,8-
cineol (Estrada, 2010)
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CONCENTRACION MINIMA FUNGICIDA (CMF)

Previa lectura de la Concentracion minima inhibitoria, a partir del tubo que no se
observé crecimiento fungicida (Inhibicion del crecimiento), se contaron 3 tubos que
no presentaron turbidez. De cada tubo seleccionado se extrajo 0.1 ml para realizar la

técnica de siembra por superficie en placas con agar Mueller Hinton.

Se determind los rangos de la concentraciéon minima bactericida del aceite esencial
Rosmarinus officinalis “romero” se tomé en cuenta el procedimiento previo a esta la
cual fue concentracion minima inhibitoria (CMI) el cual se tomd en cuenta los tubos en
la que no habria presencia bacteriana a simple viste y estas se volvieron a cultivar en
agar Mueller Hinton como resultado de ello, se considero la CMB, a la placa que no
presento crecimiento bacteriano, teniendo la menor concentracion de aceite el cual
fue de 75 % (Tabla 12 y Figura 16)

Tabla 12: Concentracion Minima Fungicida del aceite de romero frente a Candida
albicans, laboratorio de Botanica y Biotecnologia — FCCBB, Noviembre 2019.

UFC
Concentracion de aceite N° de R1 R2 R3 CMB
esencial (%) repeticiones
100 3 0 0 0
75 3 0 0 0 75%
50 3 17 15 24

Dada la Concentracion Minima Fungicida (CMF) en esta investigacion de (Zapata
Miranda, 2017) fue la de 25mg/ml claro esta luego de realizar el replique de los tubos a
la placa, donde el crecimiento no se dio en la concentracion indicada, estos resultados se
presentaron en las tres repeticiones realizadas al igual que la concentracion minima

fungicida (CMF) del aceite esencial de menta (Mentha piperita ) frente a Candida
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albicans, “in vitro” fue 2.5 %. Se determin6 ademas que el efecto de Ia
inhibicién comparativo porcentual del aceite esencial de menta frente a Candida
albicans (Jhonny, 2017) .

Por otro lado, el presente autor no dice que varios farmacos, incluyendo compuestos de
azol, terbinafina y ciclopiroxolamina son particularmente tiles en el tratamiento anti
fangico. Sin embargo en nuestro estudio el Fluconazol que fue nuestro medio control no
genero halos de inhibicion (Miguel et al., 2007) caso contrario al presente trabajo que si
realizo un halo de inhibicion. Rosmarinus officinalis tiene efecto sobre el factor de
virulencia de hongos primarios (es decir, el tubo germinal). Este trabajo
coincide con nuestros resultados ya que el efecto fungico del aceite no solo
destruye la membrana sino que también impide que la Candida albicans se
vuelva patogena Gauch y Marques-da-Silva, (2014). En cuanto al uso del aceite
esencial, en concentraciones elevadas puede ser toxico para el sistema nervioso y asi
provocar convulsiones. Por lo cual, no se recomienda el uso durante periodos de tiempo
prolongados o a dosis mayores a las recomendadas se debe tener especial cuidado
cuando se usa en nifos, la esencia de romero puede causar dermatitis y eritema en

personas hipersensibles Estrada (2010).
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1.

V. CONCLUSIONES

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis “romero”” presenta actividad
antimicrobiana frente Escherichia coli formando asi cada uno halos de
inhibicién en diferentes concentraciones asimismo resulto efectiva la
concentracion al 100%, incluso para el menor porcentaje que fue el de 25% el
cual presento un halo de inhibicion minimo de 16.27mm. Para la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de Escherichia coli por método de dilucion en caldo
se pudo determinar que el aceite de romero no presento turbidez a una
concentracion del 25%, asimismo se evaluo la concentracién minima bactericida

(CMB) el cual no hubo presencia de UFC en una concentracion al 50%.

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis “romero”” presenta actividad
antimicrobiana frente Candida albicans formando asi cada uno halos de
inhibicion en diferentes concentraciones asimismo resulto efectiva la
concentracion al 100% incluso el para el menor porcentaje de halo de inhibicion
fue al 50 % con 20.07mm, Para la concentracion minima inhibitoria (CMI) de
Candida albicans por método de dilucién en caldo se pudo determinar que el
aceite de romero no presento turbidez a un concentracion al 50%, asimismo se
evalud la concentracion minima fungicida (CMF) el cual no hubo presencia de

UFC en una concentracion al 75%.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar la concentracion minima inhibitoria menor al 12.5 % de
aceite esencial de Rosmarinus officinalis “romero”” para asi verificar si presenta
un grado de eficacia.

Determinar la concentracion minima bactericida y flngica tanto especies
bacterianas y fungicas frente a Rosmarinus officinalis “romero ya que tuvo un
favorable resultado.

Conociendo la actividad inhibitoria del aceite de romero se debe realizar un
seguimiento con la investigacion mediante la elaboracion de un
fitofarmaco capaz de poseer propiedades antisépticas contra enfermedades
infecciosas.

Se recomienda que para el material bioldgico trabajar con microorganismos

ATCC especificamente
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VIII. ANEXOS

Figura 6. Muestra de Candida albicans previa replica, realizado en laboratorio de
Botéanica y Biotecnologia — FCCBB, octubre 2019

ki

Figura 7. Muestra de Escherichia coli previa replica, realizado en el laboratorio de
Botéanica y Biotecnologia — FCCBB, octubre 2019
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Figura 8. Aceite esencial de romero procesado en la Facultad de Ingenieria Quimica,
agosto 2019

Figura 9. Preparacion de la escala de Mc Farland, proporcionado por el laboratorio de
Boténica y Biotecnologia — FCCBB, octubre 2019 en cual tiene la turbidez estandar de
0.5 UFC.
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Figura 10. Preparacion para el antibiograma realizado en laboratorio de Botanica y
Biotecnologia — FCCBB, octubre 2019

Figura 11. Resultados de los antibiogramas para Candida albicans obtenidos en el

laboratorio de Botanica y Biotecnologia — FCCBB, octubre 2019
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Figura 12. Resultados de los antibiogramas para Escherichia coli obtenido en el
laboratorio de Botanica y Biotecnologia — FCCBB, Octubre 2019

Figura 13. Concentracion para evaluar la concentracion minima inhibitorio (CMI) de
Escherichia coli ejecutado en el laboratorio de Boténica y Biotecnologia — FCCBB,
octubre 2019
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Figura 14. Resultados para la concentracion minima bactericida (CMB) previo resultado
de la concentracién minima inhibitorio (CMI) realizado en el laboratorio de Botanica y
Biotecnologia — FCCBB, octubre 2019

Figura 15. Concentracion para evaluar la concentracion minima inhibitorio (CMI) de
Candida albicans ejecutado en el laboratorio de Botanica y Biotecnologia — FCCBB,
octubre 2019
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Figura 16. Resultados para la concentracion minima fungicida (CMF) previo resultado

de la concentracion minima inhibitorio (CMI) obtenidos en el laboratorio de Boténica
y Biotecnologia — FCCBB, octubre 2019

Analisis de la varianza

Variable N E= R*® Lj

cCw

Halos 1% 1.00 1.00 3.06

Cunadro de Analisis

de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 1676.31 5 335.26 96€5.56 <0.0001
Concentracidn 1676.31 5 335.26 9€65.56 «0.0001
Error 4.17 12 0.35
Total 1680.48 17

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=1.61606

Error: 0.3472 gl: 12

Concentracion Medias n E.E.

100% 30.77 3 0.34 A

T5% Z5.23 3 0.34 B

S50% 21.83 3 0.34 C
Ciprofloxacino Z2Z1.30 3 0.34 cC

5% le.27 3 0.34 D
Alcohol 96% 0.00 3 0.34 E

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Figura 17. Resultados de los datos en analisis de varianza realizado en infoStat para

Escherichia coli
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Analisis de la varianza

Variable N E® R= &j CW
Halos 2 18 1.00 1.00 1.33

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo IIT)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo. 2586.16 5 517.23 11083.55 «0.0001
Concentracion 2 2586.16 5 517.23 11083.55 <0.0001
Error 0.56 12 0.05
Total 2586.72 17

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.59246
Error: 0.0467 gl: 12

Concentracion 2 Medias n E.E.

100% 31.17 3 0.1Z2 A

T5% 23.593 3 0.1z B
Fluconazol 22.40 3 0.1=2 C

S50% Z20.07 3 0.1z D
Alcohol S6% 0.00 3 0.1z E
ZE% 0.00 3 0.12 E

Msdias con una letra comun ne son significativaments diferentes (p > 0.05)

Figura 18. Resultados de los datos en andlisis de varianza realizado en infoStat para

Candida albicans
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