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GLOSARIO

e Bacteria

Las bacterias poseen una estructura relativamente simple. Son
microorganismos procariotas, es decir, unos microorganismos unicelulares
sencillos, sin membrana nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi ni reticulo

endoplasmico que se reproducen por division asexual (Murray et al., 2013).

e Gram positivo

En microbiologia, se denominan bacterias Gram positivas a las
bacterias que se tifien de azul oscuro o violeta por la tincion de Gram, de aqui
el nombre de "Gram-positivas”. Esta caracteristica quimica esta intimamente
ligada a la estructura de la envoltura celular, por lo que refleja un tipo natural
de organizacion bacteriana. Es uno de los principales grupos de bacterias, que
cuando se tratan como taxon adoptan el nombre de Posibacteria (Murray et al.,

2013).

e Gram negativo

En microbiologia, se denominan bacterias Gram negativas a las
bacterias que no se tifien de azul oscuro o violeta por la tincién de Gram, sino
de un color rosado tenue, de ahi el nombre de "Gram-negativas". Esta
caracteristica esta intimamente ligada a la estructura didérmica dada por la
envoltura celular, pues presenta doble membrana (una externa y la otra
citoplasmatica), lo que refleja un tipo natural de organizacion bacteriana

(Murray et al., 2013).
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e Planta medicinal

Una planta medicinal es un recurso, cuya parte o extractos se emplean
como droga medicinal en el tratamiento de alguna afeccion. La parte de la
planta empleada medicinalmente se conoce con el nombre de droga vegetal, y
puede suministrarse bajo diferentes formas galénicas: capsulas, comprimidos,
crema, decoccion, elixir, infusion, jarabe, tintura, ungiento, etc. (Barreto et al.,

2006).
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo demostrar el efecto
antibacteriano in vitro del aceite esencial de Origanum vulgare L “orégano ”, en cepas
de Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923). El
material vegetal se consigui6 en la provincia de Cajamarca, del que se obtuvo el aceite
esencial mediante destilacion por arrastre con vapor. Las cepas estandarizadas fueron
obtenidas en el Instituto Nacional de Salud, Lima-Peru. Para la metodologia
experimental del efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare L
“orégano”, se utilizo el método de Kirby Bauer. En este método se emple6 un grupo
problema, constituido por discos embebidos de 20uL del aceite esencial diluido con
etanol de 70° (diluciones de 10%, 50% y 100%), y un grupo control constituido por
discos de Nitrofurantoina 300 pg, Azitromicina 15 pug, Cloxacilina 1 pg, Bacitracina
0.04 U y Cefotaxima 30 pg para la cepa Escherichia coli y Amoxicilina + Ac.
Clavulanico 2 g, Eritromicina 15 pg, Ciprofloxacino, Amoxicilina 25 pg y Cefradina
30 g para la cepa de Staphylococcus aureus. Los resultados se analizaron empleando
el programa estadistico SPSS, con el cual se determind la media aritmética y
desviacion estandar de las variables cuantitativas y, a la vez, se realiz6 la comparacion
de los resultados obtenidos, siendo p< 0,05 para el método de Kirby Bauer, lo que
hace que el estudio sea estadisticamente significativo. Esto permitid concluir que el
aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L. “orégano”, tiene efecto

antibacteriano in vitro sobre las sepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Palabras Clave: Aceite esencial, Origanum vulgare L. “orégano”, antibacteriano,

Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT

This research aimed to demonstrate the antibacterial effect in vitro of the
essential oil of Origanum vulgare L, in strains of Escherichia coli (ATCC 25922) and
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). The plant material was obtained in the
province of Cajamarca, which the essential oil by steam stripping was obtained.
Standardized strains were obtained from the National Institutes of Health, Lima-Peru.
Kirby Bauer method was used for the experimental methodology, the antibacterial
effect of the essential oil of Origanum vulgare L. A problem group consisting of
embedded disks 20uL of essential oil diluted with ethanol 70 (dilutions of 10%, 50%
and 100%), and a control group consisting of 300 mg Nitrofurantoin disks used in this
method, Azithromycin 15 g, Cloxacilina 1 ug, 0.04 U Bacitracin and 30 mg
cefotaxime for Escherichia coli strain and Amoxicillin + Ac. Clavulanic 2 ug, 15 ug
erythromycin, ciprofloxacin, amoxicillin 25 mg and 30 mg for Cephradine strain of
Staphylococcus aureus. The results were analyzed using SPSS software, where the
arithmetic mean and standard deviation was determined for quantitative variables and
also the comparison of the results is performed, where p <0.05 for the Kirby Bauer
method, which it makes the study statistically significant. This led to the conclusion
that the essential oil from the leaves of Origanum vulgare L. has antibacterial effect in

vitro on you know of Escherichia coli and Staphylococcus aureus.

Keywords: Essential oil, Origanum vulgare L., antibacterial, Escherichia coli and

Staphylococcus aureus.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Las bacterias son microorganismos omnipresentes que se encuentran entre los
organismos mas pequefios en la Tierra, y contribuyen a procesos bioldgicos, tales
como la produccion de alimentos y la descomposicion de los residuos organicos.
Todas las personas vivimos con ellas a diario, sin tener enfermedades, y de cierta
forma nos protegen. Sin embargo, existe un numero de bacterias patogenas que
representan una amenaza para la salud, porque pueden causar infecciones bacterianas
y tener efectos negativos e incluso fatales en el cuerpo humano. La infeccion
bacteriana se produce cuando las bacterias entran en el cuerpo, encuentran un
ambiente apropiado y luego se reproducen. Estas ingresan a través de la boca, la nariz
y las aberturas de la piel. Las bacterias también estan presentes en el aire, el agua y los
alimentos. Escherichia coli (E. coli), es un ejemplo comln de una bacteria de origen

alimentario (Barreto et al., 2006).

A pesar de los grandes avances de la investigacion en medicamentos, que
ayudan a combatir infecciones causadas por estos patdgenos, aun no se ha logrado
erradicar de manera definitiva al problema, pues, a cada paso que se da con nuevos
farmacos, también las bacterias dan un paso creando resistencia a ellos (Algorta,

2008).

Desde tiempos remotos, la poblacion del mundo ha recurrido a las plantas con

el fin de tratar diversas enfermedades. Las plantas medicinales eran veneradas por las

Universidad Nacional de Cajamarca Escuela de Posgrado



Efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare L. “orégano” sobre cepas
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, in vitro. Cajamarca - 2015

2

virtudes que se les habia reconocido; nadie buscaba saber por qué o como actuaban,

pero era un hecho sin respuesta y aparentemente méagico (Liu et al., 2002).

Con el paso de los afios se demostrd que estas plantas, aromaticas en su
mayoria, poseian principios activos compuestos por una gran variedad de sustancias
quimicas con diferentes acciones bioldgicas, que serian las que la causa de las
propiedades curativas tan apreciadas que tienen, y se descubrié también que son los
aceites esenciales una forma de concentrar estos principios activos en su forma mas

pura (Mufioz, 1987).

Nuestro pais presenta una riqueza y mega diversidad de plantas nativas, lo que
se constituye en uno de los pilares de la etnofarmacologia y la medicina tradicional,
desde la época del Incario hasta la actualidad. Son éstas utilizadas en forma empirica

por sus bondades terapéuticas en el cuidado y restauracion de la salud (Cano, 2007).

En el Perd, al igual que en otros paises del mundo, se sigue utilizando
ampliamente en las comunidades rurales una gran cantidad de plantas medicinales, sin
que se haya hecho un estudio cientifico de sus propiedades; de ahi que se estén
generando variados trabajos de investigacion para determinar sus propiedades tanto
farmacoldgicas como los principios activos, habiéndose llegado a obtener resultados

satisfactorios en muchos de ellos (Vasquez, 1992).

Sin embargo, quedan ain muchas plantas que no han sido ampliamente
investigadas, como es el caso del Origanum vulgare L. “Orégano”, que es usado por
la poblacion rural, con la creencia de que posee grandes propiedades medicinales para
aliviar diferentes afecciones, siendo utilizada como calmante, antiinflamatorio, contra
el dolor de estomago Yy afecciones cutaneas en general. Cabe mencionar que dentro de

la composicion quimica de su aceite esencial, se encuentra el Citral (70-85%) como

Universidad Nacional de Cajamarca Escuela de Posgrado



Efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare L. “orégano” sobre cepas
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, in vitro. Cajamarca - 2015

3

principal componente y principio activo de esta planta, el cual posee actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus. Por este motivo, en nuestro estudio
queremos demostrar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Origanum vulgare
L. “Orégano”, sobre Staphylococus aureus y Escherichia coli (Mufioz, 2002).

Por lo expuesto, se planteo la siguiente interrogante:

¢Cual es el efecto del aceite esencial de Origanum vulgare L. “orégano” en
relacion al crecimiento de cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, in
vitro?
Se planteo la siguiente hipotesis:

El aceite esencial de Origanum vulgare L. “orégano”, tiene efecto
antibacteriano inhibiendo el crecimiento de las cepas de Escherichia coli y

Staphylococcus aureus, in vitro.

Obijetivo general:
e Demostrar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum
vulgare L. “Orégano” contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus, in

vitro.

Obijetivos especificos:
e Determinar la concentracion mas efectiva del aceite esencial de Origanum
vulgare L. “Orégano”, sobre Escherichia coli, in vitro.
e Determinar la concentracion mas efectiva del aceite esencial de Origanum
vulgare L. “Orégano”, sobre Staphylococcus aureus, in vitro.
e Comparar el efecto antibacteriano de diferentes concentraciones del aceite
esencial de Origanum wvulgare L. “Orégano”, sobre las cepas de

Escherichia coli y Staphylococcus aureus, in vitro.

Universidad Nacional de Cajamarca Escuela de Posgrado
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CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion
e De la Cruz et al., (2011) evaluaron el efecto antimicrobiano del orégano
mexicano (Lippia berlandieri Schauer) y su aceite esencial, sobre Vibrio
alginolyticus, V. cholerae no-01, V. mimicus, V. parahaemolyticus y V.
vulnificus. Se determinaron las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) y bactericidas (CMB) del orégano en polvo y de aceite esencial de
orégano, con diferentes concentraciones de timol y carvacrol; y con dos de
estos aceites se elaboraron curvas de muerte a 5y 35 °C para V. cholerae
no-01. Al término de la investigacion se obtuvo un efecto antimicrobiano

favorable sobre las cinco especies de Vibrio.

e Bilent et al., (2011) investigaron el efecto antimicrobiano in vitro de los
aceites esenciales de orégano (Origanum acutidens y Origanum
rotundifolium) y tomillo (Sipyleus ymus. var sipyleus), sobre un total de 43
microorganismos, y se llegd a la conclusion de que la susceptibilidad de
los microorganismos varié por la composicion del aceite. En general, los
aceites esenciales mostraron valores mas altos que los antibidticos

probados.

e Albado et al., (2001) investigaron la actividad antimicrobiano en el aceite
esencial (Carvacrol) del Origanum vulgare, en cepas patdgenas

referenciales tales como Staphylococcus aureus (ATCC 6538P), Bacillus
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cereus, Vibrio cholerae (ATCC 14033), E.coli (ATCC 25923), Salmonella
cholerae suis (ATCC 14028) Salmonella tiphymurium (aislado INS) y
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), mostraron diferentes grados de
sensibilidad, llegando a la conclusion que el aceite esencial posee actividad
microbiana contra todas las bacterias evaluadas, excepto antes para P.

aeruginosa.

e De Falco et al., (2013). Investigaron la produccion de aceite esencial, la
composicion quimica y la actividad biologica de un cultivo de orégano (
Origanum vulgare L . subsp. vulgare L .) bajo diferente distribucion
espacial de las plantas (individuales y filas binate). Este factor de planta ha
demostrado afectar su crecimiento, revestimiento de suelos, biomasa
fresca, la cantidad de aceite esencial y la composicion. En particular, el
porcentaje de aceite esencial fue mayor para el tratamiento fila binate en la
plena floracion. La composicion quimica de los aceites obtenidos por
hidrodestilacion fue totalmente caracterizada por GC y GC-MS. El aceite
de las plantas cultivadas en hileras sencillas era rica en sabineno, mientras
que las plantas cultivadas en hileras dobles eran mas ricas en ocimenes.
Los aceites esenciales mostraron accidn antimicrobiana, principalmente
contra patdgenos Gram-positivos y en particular Bacillus cereus y B.

subtilis.

e De Martino et al., (2009) investigaron los aceites esenciales obtenidos de
inflorescencias de tres Origanum vulgare L . ssp., en diferentes localidades
de la Campania (sur de Italia). Encontraron tres quimotipos: el primero,

con una prevalencia de carvacrol / timol; el segundo, que se caracteriza por
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el predominio de timol / a-terpineol; el tercero, con una prevalencia de
acetato de linalilo y linalol. Este estudio quimico intenta proporcionar una
contribucion en el esclarecimiento de la relacién entre la composicion
quimica y biotipos y / o quimiotipos en Origanum vulgare ssp. Los aceites
esenciales también fueron evaluados por su actividad antibacteriana contra
10 microorganismos seleccionados. Los datos obtenidos contribuyen al
uso de los aceites esenciales como conservantes naturales para productos
alimenticios, debido a su efecto positivo en su vida de seguridad y al

efecto antibacteriano que presentan.

e Jerkovic¢ et al., (2001) demostraron que la temporada de recoleccion afecto
la composicidn cualitativa y cuantitativa del aceite esencial de Origanum
vulgare. La mas impresionante diferencia fue el aumento del contenido de
p-cimeno en agosto. Después de que el secado del material vegetal, todas
las muestras mostraron una disminucion menor en los rendimientos de
aceites esenciales, en comparacion con las plantas frescas. De secado, a
temperatura ambiente, no tuvo efecto sobre la composicion cualitativa del

aceite de orégano.

e Michalis et al., (2013) estudiaron tres especies de plantas, los miembros de
la familia de Lamiaceae y el género Origanum, a saber, Origanum vulgare
subsp. hirtu, Origanum onites L., y Origanum Marjorana L. fueron
estudiados por su composicion quimica y actividad antibacteriana. Los
aceites esenciales de estas plantas fueron obenidos por medio de la
destilacion de micro-vapor, y sus componentes se analizaron mediante

cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-EIMS). Los

Universidad Nacional de Cajamarca Escuela de Posgrado



Efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare L. “orégano” sobre cepas
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, in vitro. Cajamarca - 2015 7

componentes principales identificados en las tres especies son carvacrol y
timol. Los aceites se ensayaron como agentes potenciales de control de
alimentos antimicrobianos, in vitro estudios mostraron que los aceites
esenciales evidenciaron una fuerte actividad antimicrobiana, frente a 5

bacteriana y 1 cepas de levadura.

e Chéavez et al., (2008) evaluaron el sinergismo antibacteriano entre el aceite
esencial de Origanum vulgare y la Gentamicina en aislados de Escherichia
coli. donde se aplicé el método de Kirby Bauer (discos de difusién) en 20
placas Petri. Se aislo la cepa Escherichia coli ATCC 25922, y se demostré
que el aceite esencia de Origanum vulgare tiene efecto antibacteriano
contra E. coli y, ademas, existe un efecto sinérgico antibacteriano in vitro

entre el aceite esencial de Origanum vulgare y la gentamicina en E. coli.

e Leite et al., (2009) evaluaron la influencia del aceite esencial de Origanum
vulgare L., en las caracteristicas de produccion de enterotoxina,
permeabilidad de la membrana y de la superficie celular de Staphylococcus
aureus, dandonos a conocer que el aceite esencial de O. vulgare, se podria
aplicar racionalmente en productos alimenticios, tanto para inhibir el
crecimiento de S. aureus, como para suprimir la sintesis de enterotoxina

estafilocdcica.

e Pesavento et al., (2015) evaluaron la actividad antimicrobiana de cinco
aceites esenciales (EOS). Se investigd hasta 72 h frente a patdgenos
transmitidos por los alimentos (Staphylococcus aureus, Listeria

monocytogenes , Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni ) a través de
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difusion donde los aceites esenciales fueron capaces de suprimir
concentraciones de <10 2 CFU / g de los patoégenos, revelando que O.
vulgaris, presenta un efecto antibacteriano igual que los otros aceites
evaluados contra los agentes patdgenos entre ellos Staphylococcus aureus
y ello revel6 el uso potencial de R. officinalis , T. vulgaris y O. vulgare,

como conservantes de alimentos en esta concentracion.

e Bastos et al., (2011) evaluaron la concentracién bactericida minima del
aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano), frente a bacterias
aisladas de leche mastitica, de los géneros Streptococcus, Staphylococcus y
Corynebacterium; y 3 cepas patron de Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. La técnica utilizada fue de
dilucion en microplaca y obtuvieron como resultados que la concentracion
bactericida minima media varié de 0,23 a 2 % frente a las bacterias
aisladas de leche bovina, con la menor concentracion para el género
Streptococcus y la mayor para Staphylococcus coagulasa negativa. En
cuanto a las cepas patrones, la concentracion bactericida minima fue de
3,17 y 0,35 % para S. aureus y Escherichia coli, respectivamente. No

presento efecto para Pseudomonas aeruginosa.

2.2. Marco doctrinal de las teorias particulares en el campo de la ciencia en la

gue se ubica el objeto de estudio
2.2.1. Origanum vulgare L. “Orégano”

2.2.1.1. Taxonomia (Ramirez, 2012)
Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Universidad Nacional de Cajamarca Escuela de Posgrado



Efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare L. “orégano” sobre cepas

de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, in vitro. Cajamarca - 2015 9
Clase : Magnoliopsida
Orden : Lamiales
Familia : Lamiaceae
Subfamilia : Nepetoideae
Tribu : Mentheae
Género : Origanum
Especie : O. vulgare

2.2.1.2.Descripcion

El nombre "orégano”, comprende mas de dos docenas de
diferentes especies de plantas, con flores y hojas que presentan un olor
caracteristico a "especioso”. Las hojas secas del Origanum vulgare L.,
nativo de Europa es de uso culinario comun. El género Origanum,
pertenece a la familia Lamiaceae. Es una planta herbacea o sufruticosa,
perenne, rizomatosa. Los tallos son erectos, de unos 90 cm 0 mas,
generalmente ramificados en la parte superior, pubescentes, hirsutos o
vellosos, raramente glabros. Las hojas, de 10-40 x 4-25 mm, son
ovaladas, enteras o ligeramente crenacio-serradas, glabras o pilosas,
punteado glandulosas y pecioladas. Flores dispuestas en espiga de
verticilastros de 5-30 mm, ovoide, oblonga o prismatica, formando en
conjunto, una inflorescencia corimbosa densa. Bracteas florales de 4-5
mm, diferentes a las hojas, casi dos veces mas largas que el céliz,
ovaladas u oblongas, no apiculadas, pilosas o glabras, sin glandulas o
ligeramente punteado-glandulosas, herbaceas, generalmente de color

purpura violaceo o grisaceo. El caliz, punteado de glandulas amarillas,
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con 5 dientes iguales, es piloso o glabro. La corola de 4-7 mm, es
bilabiada, con el labio superior entero o escotado y el inferior
trilobulado, blanca o rojo-purpura. Androceo formado por 4 estambres

fértiles, con los filamentos divergentes, didinamos (Mufioz, 2002).

Fuente: Coleccidn de fotografias. Salud. Grupo RPP.

Las hojas de orégano (Figura 1) se usan no sb6lo como
condimento de alimentos, sino también en la elaboracion de
cosméticos, farmacos y licores; por lo que se ha convertido en un
producto de exportacion. Adicionalmente, la Organizacion Mundial de
la Salud estima que cerca del 80% de la poblacion en el mundo usa
extractos vegetales o sus compuestos activos, por ejemplo los
terpenoides, para sus cuidados primarios de salud. En base a criterios
morfoldgicos, el género Origanum, se ha clasificado en 3 grupos, 10

secciones, 38 especies, 6 subespecies y 17 hibridos. Lawrence informa
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que son cuatro los grupos de orégano cominmente usados con
propositos culinarios: el griego (Origanum vulgare spp. Hirtum (Link)
letswaart), el espafiol (Coridohymus capitatus (L.) Hoffmanns y Link),
el turco (Origanum onites L.) y el mexicano (Lippia graveolens Kunth).
La composicion y la cantidad de los metabolitos secundarios de estas
plantas dependen de factores climaticos: la altitud, la época de cosecha
y su estado de crecimiento (Figura 2). Por lo expuesto, el estudio de
dichos factores y su influencia en su cultivo es importante para el mejor
aprovechamiento y explotacion. EIl p-cimeno y los derivados fenolicos
carvacrol y timol han sido encontrados en diversas hierbas y especias
incluyendo el orégano. Estas sustancias son monoterpenoides,
representativos de un pequefio grupo de compuestos aromaticos que la
naturaleza produce via la ruta del mevalonato, seguido por compuestos

aromaticos que involucran al acido shiquimico (Mufioz, 2002).

Figura 2: Condiciones Optimas para el cultivo de Orégano

Temperatura Optima 18a24°C

Humedad Relativa 70%

pH Tolera el pH alcalino.

Altitud 1500 a 3000 msnm

Clima Suelo Tiene éxito en casi todos los tipos de suelo ricos en materia

organica y con buen drenaje, de preferencia no salinos; en los
suelos arcillosos la longevidad se reduce. Los mayores
rendimientos en aceite esencial se obtienen en zonas bien
soleadas y cuya altitud no sea excesiva. Crece espontaneamente
donde el clima sea entre templado y subtropical, no demasiado
seco. Resiste bien las heladas, sobre todo el orégano rojo (la
spp. vulgare) y ambos mucho mas resistentes que el O.
majorana. (Infoagro)

Fuente: Salamanca — Sanchez, 2009
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2.2.1.3. Composicion quimica del orégano

Existen diversos estudios sobre la composicion quimica del
orégano, usando extractos acuosos, extractos hidroalcohdlicos y sus
aceites esenciales. Se han identificado flavonoides como la apigenina y
la luteolina, agliconas, alcoholes alifaticos, compuestos terpénicos y
derivados del fenilpropano. En Origanum vulgare, se han encontrado
acidos coumérico, ferulico, caféico, r -hidroxibenzéico y vainillinico.
También contiene flavonoides como naringenina y pinocembrina,
lapachenol e icterogenina. Las Figuras 3 y 4 presentan las estructuras
quimicas de algunos de los compuestos principales presentes en el

orégano (Corella-Bernal, 2013).

Figura 3: Estructura quimica de los principales componentes en orégano

Carvacrol Pecimiend y-terpinena.

=P meno:

Hmonsno linalal ‘terpinen-4-of

Fuente: Arcila-Lozano, 2004
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Figura 4: Estructura quimica de los principios flavonoides en orégano

LQueseeting R gl

Fuente: Arcila-Lozano, 2004

Los monoterpenoides, compuestos volatiles con olores
intensamente pungentes, son los responsables de las fragancias, las
sensaciones de olor y sabor de muchas plantas. Estructural y
biologicamente son muy diferentes, llegandose a clasificarlos hasta en
35 grupos. Los principales quimiotipos de la especie Origanum
vulgare, son el carvacrol y el timol, cada uno con enzimas especificas

que dirigen su biosintesis (Mufioz, 2002).

2.2.1.4. Actividad bioldgica de los componentes del orégano

Se la considera espasmolitica, digestiva, carminativa, aperitiva,
colerética, expectorante, antiséptica de las vias respiratorias, diurética,
tonica. En uso externo es cicatrizante, analgésica, antiséptica y
antifangica. Se reconocen también las propiedades antisépticas de las

vias respiratorias, expectorantes, béquicas, carminativas, digestivas,
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aperitivas, coleréticas, espasmoliticas, diuréticas, antirreumaticas,
sedantes y diaforéticas; aunque queda claro que estas acciones no estan

comprobadas y se consideran solo tras su uso empirico (Mufioz, 2002).

Al aceite esencial también se le atribuye una accién

antioxidante 5 (Araya et al., 2002).
» Antioxidante

Una de las principales actividades biolégicas del orégano es
su capacidad antioxidante, especialmente en especies del género

Origanum (Mufoz, 2002).

La funcion antioxidante de diversos compuestos en los
alimentos ha atraido mucha atencién en relacion al papel que tienen
en la dieta, en la prevencion de enfermedades. Los compuestos
antioxidantes son importantes porque poseen la capacidad de
proteger a las células contra el dafio oxidativo, el cual provoca
envejecimiento y enfermedades cronico-degenerativas, tales como
el cancer, enfermedad cardiovascular y diabetes. Los antioxidantes
como los tocoferoles, los carotenoides, el acido ascorbico y los
compuestos fendlicos se consumen a través de los alimentos. En
algunos estudios de especias se ha aislado una amplia variedad de

compuestos antioxidantes fendlicos (Arcila-Lozano, 2004).

El efecto antioxidante de las plantas aromaticas se debe a la
presencia de grupos hidroxilo en los compuestos fendlicos. Entre
las diferentes variedades de orégano se han encontrado altos

niveles de antioxidantes (>140 mmol/100 g). El potencial
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antioxidante de los extractos de orégano ha sido determinado por
su capacidad para inhibir la peroxidacion lipidica, protegiendo al
ADN del dafio por radicales hidroxilo, con los métodos de
atrapamiento de perdxido de hidrégeno, atrapamiento de HOCI y
por la prueba de la rancidez. En todas estas pruebas, los extractos
de orégano han mostrado ser efectivos, en algunos casos a niveles
superiores a los exhibidos por el propil galato, BHT y BHA. Sin
embargo, sus aplicaciones industriales son limitadas debido al
aroma y sabor que pueden dejar en los alimentos donde se
colocarian, por lo que se requiere de investigacion en procesos de
deodorizacion. La actividad antioxidante depende del tipo vy
polaridad del solvente extractante; por ejemplo, los antioxidantes
obtenidos con agentes lipofilicos son més efectivos en emulsiones.
El aceite esencial de Origanum vulgare tiene actividad anti-
radical, propiedad que se le atribuye a los monofenoles carvacrol y
timol. Varios investigadores confirman el potencial antioxidante de
extractos y aceites esenciales de diferentes variedades de orégano
(O. vulgare, O. compactum, O. majorana). Las hierbas y especias
como el orégano, son también una fuente potencial de vitamina C y
de otros compuestos antioxidantes como los carotenoides. En el
orégano (Origanum vulgare), se ha encontrado un contenido de
acido ascorbico de 26 £ 3 M/g, de luteina de 206 = 6 g/g y de
zeaxantina de 44 = 1 g/g. A partir de las hojas secas de orégano
(Origanum  vulgare L.), se ha identificado como principal

antioxidante un glicésido fendlico (Mufioz, 2002).

Universidad Nacional de Cajamarca Escuela de Posgrado



Efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare L. “orégano” sobre cepas
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, in vitro. Cajamarca - 2015 16

> Potencial antimicrobiano

Existen maltiples estudios sobre la actividad antimicrobiana
de los extractos de diferentes tipos de orégano. Se ha encontrado
que los diferentes extractos y aceites esenciales de las especies del
género Origanum, presentan actividad contra bacterias Gram
negativas como Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica y Enterobacter
cloacae; y las Gram positivas como Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes y Bacillus
subtilis. Tienen ademas capacidad antifungicida contra, Candida
albicans, C.tropicalis, Torulopsis glabrata, Aspergillus niger,
Geotrichum 'y Rhodotorula; pero no contra Pseudomonas
aeruginosa. Se ha evaluado la actividad antimicrobiana de los
componentes aislados, asi como el del aceite esencial. Los fenoles
carvacrol y timol poseen los niveles mas altos de actividad contra
microorganismos Gram negativos, excepto para Pseudomonas

aeruginosa, siendo el timol el més activo (Bastos et al., 2011).

En el caso de Escherichia coli, existe una relacion
concentracion/efecto a 625 ml/L con actividad bactericida después
de 1 minuto de exposicion al aceite, mientras que después de 5
minutos se requirieron 156 y 312 ml/L. Dicha accion
antimicrobiana, posiblemente se debe al efecto sobre los
fosfolipidos de la capa externa de la membrana celular bacteriana,

provocando cambios en la composicidn de los acidos grasos. Se ha
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informado que las células que crecen en concentraciones subletales
de carvacrol, sintetizan dos fosfolipidos adicionales y omiten uno
de los fosfolipidos originales. Se ha encontrado que el aceite
esencial de orégano es muy valioso en la inhibicion de Escherichia
coli. Otros microorganismos como Acinetobacter baumanii,
Aeromonas veronii  biogroup sobria, Candida albicans,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica subsp. enterica
serotype typhimurium, Serratia marcescens y Staphylococcus
aureus, se han logrado inhibir gracias a la presencia de extractos de
orégano (2% v/v). Estos estudios tienen importantes implicaciones

para la industria alimentaria (Mufioz, 2002).

Como podemos ver, el orégano es una planta con muchas
cualidades las que aun siguen estudidndose. Por ejemplo, hay
estudios que se basan en la accion estrogénica, actividad

insecticida, capacidad antigenotoxica (Bastos et al., 2011).

2.2.2. Agentes patdgenos

2.2.2.1.Staphylococcus aureus

Los miembros del género Staphylococcus (estafilococos) son
cocos Gram positivos gque tienden a disponerse en racimos similares a
uvas (Figura 5). A nivel mundial, Staphylococcus aureus, es una de las
causas mas comunes de infecciones purulentas agudas (Albado et al.,

2001).
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Fuente: Ryan y Ray, 2011

» Clasificacion cientifica (Ryan y Ray, 2011)

» Morfologia y estructura

Reino
Filo
Clase
Orden
Familia
Género

Especie

Bacteria
Firmicutes

Bacilli

Bacillales
Staphylococcaceae
Staphylococcus

S. aureus

Cocos Gram
positivos
semejantes a
racimos de uvas.

En los cultivos que estan en desarrollo, las células de S.

aureus son uniformemente Gram positivas y de tamafio regular, y

se unen en racimos con la precision de bolas de billar. En cultivos

mas viejos, en lesiones en vias de resolucion y en la presencia de

ciertos antibidticos, es frecuente que las células demuestren una

mayor variabilidad en tamafio y que muchas pierdan su Gram

positividad. La pared celular de S. aureus consiste en un tipico
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peptidoglucano Gram positivo, entreverado con cantidades
considerables de &cido teicoico. El peptidoglucano de la pared
celular, cominmente se encuentra cubierto de polisacéaridos y
proteinas de superficie. Aunque se han identificado céapsulas de
polisacarido, se desconoce su importancia en las infecciones
humanas y no se discutirdn en adelante. Es probable que las
proteinas de superficie como un factor de aglutinacién (CIf) que se
enlaza al fibringeno, asi como las proteinas fijadoras de
fibronectina (FnBP), representen un papel en las primeras etapas de
la infeccion. Otra proteina, la proteina A es Gnica por cuanto enlaza
la porcion Fc de las moléculas de 1gG, dejando la porcion Fab de
reaccion al antigeno dirigida hacia el exterior. Este fendmeno se ha
aprovechado en los sistemas de prueba para la deteccion de
antigenos libres. Es probable que la proteina A contribuya a la
virulencia de S. aureus como factor antifagocitico (Ryan y Ray,

2011).

» Epidemiologia

S. aureus, es uno de los patégenos méas importantes a nivel
mundial, bacteria oportunista que forma parte de la microflora
humana: poco después del nacimiento, los neonatos son
colonizados por S. aureus (Figura 6), los sitios de colonizacién
incluyen el mufién del cordon umbilical, el area perineal, la piel y,
a veces, el tracto gastrointestinal. También puede contaminar la

vestimenta y la ropa de cama. La colonizacion mas frecuente por S.
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aureus, es la mucosa nasal, el principal reservorio lo constituye el
hombre enfermo o el portador. Es més frecuente la colonizacion en
el hospital, especialmente en pacientes con hemodialisis, diabéticos
tipo 1, pacientes con lesiones cutaneas, sujetos infectados con VIH

y adictos a las drogas (Cervantes et al., 2014).

Figura 6: Enfermedad estafiloccica

t-?—" Eliminacién nasal

Staphylococcus ————=" | =« ..
aureus = B

Por lo comun, la fuente
de infeccién es endégena
a partir de las narinas
anteriores colonizadas o
por contacto directo con
alguien que transporta S.
aureus.

StaphSAg

{TEST:1) ADSCeSO Gontacto

StaphSAg directo

Fuente: Ryany Ray, 2011

El portador nasofaringeo asintomatico es también origen
frecuente de S. aureus, resistente a la meticilina. Las
infecciones causadas por los MRSA son las mismas a las
producidas por cepas sensibles a la meticilina, particularmente
las heridas quirargicas, bacteriemias a partir de catéter y la
neumonia en enfermos ventilados. Un aspecto importante en
afios recientes en salud publica son las infecciones por S.
aureus, que han reemergido porque la bacteria se ha tornado

resistente a diversos antibidticos con los que normalmente se las
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trata. Durante varias décadas se ha reportado gran nimero de
brotes epidémicos de S. aureus, a nivel mundial, sobre todo en
los hospitales, centros de atencién, clinicas y recientemente, en
la comunidad. Actualmente, estos brotes se dividen como
infecciones nosocomiales e infecciones adquiridas en la

comunidad (Cervantes et al., 2014).
> Patogenia

Entre 20 y 50% de la poblacion mundial es portadora de S.
aureus en fosas nasales y 30% de forma permanente en piel y
tracto gastrointestinal. Cuando las barreras mecanicas se rompen,
esta bacteria puede alcanzar los tejidos méas profundos y producir
enfermedad, debido a los factores de virulencia que posee (Figura
7). Los pacientes con infecciones por S. aureus, suelen infectarse
con la misma cepa que coloniza sus fosas nasales, colonizacion que
también permite la transmision entre individuos del hospital como
en la comunidad. Para una adecuada supervivencia e invasion del
huésped, todo este sistema de factores de virulencia debe de estar
dentro de un sistema de comunicacion célula-célula, conocido
como quorum sensing (QS). Este sistema QS esta mediado por
pequefias proteinas producidas por las bacterias que se denominan
autoinductoras, y dependiendo de factores ambientales pueden
activar un gran nimero de genes que contienen los factores de
virulencia. El sistema QS mas estudiado es el de S. aureus,

denominado regulador de genes accesorios (Cervantes et al., 2014).
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Figura 7: Factores de virulencia de Staphylococcus aureus.
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Manifestaciones clinicas

Las infecciones causadas por S. aureus se producen por
lesiones cutaneas, traumaticas o quirurgicas, que favorecen la
penetracion de la bacteria desde la piel a los tejidos profundos. Las
infecciones por S. aureus, son supurativas y tienden a producir
abscesos. Debido a su amplia versatilidad, esta bacteria es capaz de
causar enfermedades de amplio espectro, como infecciones
menores de la piel e infecciones invasoras serias como:
bacteriemia, infecciones del sistema nervioso central, osteomielitis,
infecciones del tracto respiratorio, infecciones del tracto urinario y
el sindrome de choque toxico; asi como infecciones
gastrointestinales. Las infecciones de la piel y tejidos blandos se
caracterizan por la formacion de vesiculas pustulosas, las cuales
comienzan en los foliculos pilosos y se propagan a tejidos vecinos.
La foliculitis es una infeccion pidgena superficial. Su extension al
tejido perifolicular da lugar al foranculo. Otras infecciones

cutaneas ocasionadas por S. aureus, son el impétigo (infeccién
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superficial que afecta sobre todo a nifios en areas tropicales),
mastitis, hidrosadenitis supurada, celulitis fascitis y paroniquia. S.
aureus es uno de los patdgenos que se observa con mayor
frecuencia en infecciones de heridas quirdrgicas, tanto superficiales
como profundas; asimismo, esta implicado en las infecciones de
Ulceras crénicas como el pie diabético; ademas es causa comin de
bacteriemia, el foco inicial se desconoce. Las bacteriemias por S.
aureus que se presentan en los hospitales, se relacionan con el uso
de catéteres y otros procedimientos invasivos; mientras que las
bacteriemias de la comunidad, el foco que las origina suele ser
extravascular (infecciones de piel, ocasionalmente el aparato
respiratorio y neumonias). Las infecciones metastasicas y la
endocarditis son complicaciones importantes de la bacteriemia. La
frecuencia de endocarditis en pacientes con bacteriemia por S.
aureus, oscila en 5 a 20%, segun sean los pacientes con bacteriemia
hospitalaria o adquirida en la comunidad. S. aureus es la causa mas
frecuente de endocarditis infecciosa aguda, afecta sobre todo a la
valvula mitral y aortica, ya sea nativas o protésicas; entre las
complicaciones por endocarditis por este patdgeno estan la
insuficiencia cardiaca por diseminacion valvular, embolismo
séptico, abscesos hematdgenos cerebrales o viscerales, abscesos
miocardicos y pericarditis purulenta, dicha bacteria también se
encuentra en pericarditis; generalmente es de origen hemat6geno,
aungque también puede ocurrir tras cirugia en cuyo caso es de

prondstico grave; inclusive puede deberse a un traumatismo
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penetrante. En infecciones musculo-esqueléticas, S. aureus es una
de las bacterias que con mayor frecuencia origina infecciones 6seas
por diseminacion hematdgena y por contigliidad. En nifios, la
osteomielitis hematogena suele afectar la metéafisis de los huesos
largos, mientras que en los adultos, tal bacteria afecta el tejido
esponjoso vertebral dando lugar a osteomielitis vertebral. La
osteomielitis crénica por contigliidad es mas frecuente y se produce
como complicacion de cirugia ortopédica y traumatismos. También
puede ocasionar infecciones de protesis articulares, siendo el
principal agente etiologico causante de artritis septica y de bursitis.
Las articulaciones afectadas con mayor frecuencia son las rodillas,
tobillos, caderas, hombros y las interfalangicas. La piomiositis es
una infeccion poco comun de los musculos de fibra estriada que
afecta a personas con enfermedad de base. La forma mas frecuente
es el absceso del psoas de origen hematégeno, o como
consecuencia de una infeccion vertebral. Las neumonias por la
referida bacteria son poco frecuentes, pero graves. Se pueden
producir por aspiracion de secreciones orales o por diseminacion
hematdgena. La neumonia por aspiracibn de adquisicion
comunitaria se produce por complicacion de cuadros virales,
mientras que la nosocomial es mas frecuente en pacientes con
ventilacion mecanica. La complicacion mas frecuente de la
neumonia es el empiema, S. aureus puede ser la causa de
infecciones del sistema nervioso central. La meningitis pidgena

estafilocdcica puede ser de origen hematégeno o como una
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complicacion de un absceso. Los abscesos cerebrales pueden ser de
origen hematdgeno a partir de una endocarditis o por contigiidad a
partir de una sinusitis, traumatismos o cirugias. S. aureus también
se considera como causa frecuente de empiema subdural y absceso
epidural medular o intracraneal. Su presencia en infecciones de
vias urinarias es rara. Su presencia en la orina sugiere origen
hematogeno. Las infecciones ascendentes son debidas a la
manipulacion instrumental, asimismo, en infecciones por toxinas
estafilocdcicas, principalmente en el sindrome de la piel escaldada.
Es una dermatitis exfoliativa ampollar que no afecta mucosas y es
méas frecuente en neonatos y nifios, en zonas tropicales. Suele
aparecer como una complicacion de piodermal localizado, debido a
que S. aureus produce una toxina exfoliativa o epidermolitica. La
produccién de estas toxinas tiene lugar especialmente durante la
fase de latencia de crecimiento de la bacteria, lo que favorece su
diseminacion, lo que puede producir choque séptico por la
activacion del sistema inmunologico y del sistema de coagulacién
mediado por el peptidoglicano, los acidos teicoicos y la toxina-alfa.
El sindrome de choque téxico (SST-1) es un cuadro grave debido a
la producciéon de la toxina TSS-1, inicialmente se describié en
nifios y posteriormente en mujeres jovenes que usaban tampones.
En la actualidad, la mayor parte de los casos son secundarios a
infecciones estafilococicas diversas. También puede producir
superantigenos, tales como las enterotoxinas que causan

toxiinfecciones alimentarias o gastroenteritis estafilocécica y la
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toxina TSST-1, causante del sindrome del choque toxico. Estos
superantigenos pueden generar cuadros similares al choque séptico
por la produccion incontrolada de citosinas. La toxiinfeccion
alimentaria se debe a la ingestion de alimentos contaminados con
toxinas del microorganismo. Es un cuadro autolimitado que cursa
con vomitos, dolor abdominal, colicos y diarrea. Podemos
considerar que aun falta mucho por conocer de S. aureus, sobre
todo a nivel de sus mecanismos de resistencia cambiantes y
multiples factores de virulencia. De este modo, podremos dar un
tratamiento mas adecuado a los pacientes infectados por esta

bacteria (Cervantes et al., 2014).

2.2.2.2 .Escherichia coli

El género Escherichia se compone de cinco especies, de las que
E. coli) es la méas frecuente y la més relevante desde el punto de vista

clinico (Murray et al., 2009).

Toma este nombre en honor del pediatra que la aislo vy
caracterizd en 1885. Constituye la especie dominante de la flora
aerobia del tubo digestivo, pues, mas de 10 serotipos pueden coexistir
normalmente en el mismo individuo. Son estas mismas bacterias
integrantes de la flora normal, las que pueden causar en diversas
circunstancias infecciones abdominales, septicemias, meningitis, etc. El
hecho de poseer determinadas caracteristicas antigénicas, como el
antigeno de envoltura K1, muy parecido por su composicion en acido

sidlico al antigeno capsular de Neisseria meningitidis, del grupo B,
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daria a este germen potencialidades invasivas. EI 80% de E. coli
aisladas de meningitis del recién nacido poseen este antigeno K1. Por
otra parte, el poseer plasmidos que portan genes que codifican para la
produccion de diferentes adhesinas, enzimas o enterotoxinas, otorga a
E. coli caracteristicas patogénicas (Figuras 8) particulares y la
capacidad en una u otra circunstancia, dependiendo de la o las
proteinas  producidas, generar  infecciones urinarias 0
gastrointestinales. Es habitualmente fermentador de la lactosa, Urea y
citrato negativo, indol positivo y movil. Desde el punto de vista
antigenico en E. coli, se han descrito méas de 150 serogrupos O. Poseen
antigenos de envoltura polisacaridos K, que, como es habitual en el
mundo bacteriano, permiten a la bacteria resistir mas facilmente la
fagocitosis que las bacterias no capsuladas. Asimismo, se describen
méas de 56 antigenos H que permiten completar su clasificacion en
serotipos O:H. De lo dicho se desprende que una tipificacion antigénica
completa es resorte de laboratorios especializados y no forma parte del

trabajo corriente de los laboratorios (Algorta y Schelotto, 2008).

Figura 8: Estructura antigénica de Escherichia coli.

El antigeno O estd contenido en unidades de
N polisacaridos repetidas en un lipopolisacarido
miwnn  (LPS) ubicado en la membrana externa de la pared
celular. El antigeno H es una proteina flagelar. El
st antigeno K es un polisacarido de la capsula que se
encuentra presente en algunas cepas. La mayor
parte de E. coli, tiene pilosidad de tipo 1 (comun)
gue se extiende desde la superficie. Algunas
bacterias del género E. coli, tienen antigenos de
factor de colonizacion especializado P (CFA) o
pilosidades formadoras de haces (Bfp), asi como
pilosidades de tipo 1.

Antigeno H de los flagelos

Pilosidad CFA

W\

Pilosidad Bfp  Pared celular

Fuente: Ryan y Ray, 2011

Antigeno K de la capsula
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La infeccion por E. coli, se transmite generalmente por
consumo de agua o alimentos contaminados, productos carnicos poco

cocidos y leche cruda (Organizacion Mundial de la Salud, 2010).

Una cepa de la orina se puede identificar rapidamente como E.
coli, por su hemdlisis en agar sangre, su morfologia de colonia
caracteristica con un lustre “iridiscente” en medios diferenciadores
como agar EMB y una prueba de indol de mancha positiva. Méas de
90% de las cepas de E. coli, tiene positividad para glucuronidasa f, Si
se utiliza el sustrato 4-metilumbeliferil-B-glucuronido (MUG). Las
cepas de otros lugares anatomicos ademas de la orina, con propiedades
caracteristicas (pruebas de oxidasa por encima de la negatividad
adicional), a menudo se pueden confirmar como E. coli, con una

prueba de MUG positiva (Brooks et al., 2010).

Los sintomas de la enfermedad incluyen célicos y diarrea, que
puede ser sanguinolenta. También pueden aparecer fiebre y vomitos.
La mayoria de los pacientes se recuperan en el término de 10 dias,
aungue en algunos casos la enfermedad puede causar la muerte

(Organizacién Mundial de la Salud, 2010).

» Clasificacion cientifica (Ciencias Médicas, 2011)

* Reino : Bacteria

» Filo : Proteo bacteria

= Clase : Gammaproteobacteria
=  QOrden : Enterobacteriales

» Familia : Enterobacteriaceae
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= Género Escherichia
= Especie : E. coli

» Patogenia e inmunidad

E. coli posee una amplia variedad de factores de virulencia.
Ademéas de los factores generales que comparten todos los
miembros de la familia Enterobacteriaceae, las cepas de
Escherichia, responsables de enfermedades como las AU vy las
gastroenteritis, poseen unos factores de virulencia especializados.
Estas dos categorias generales son las adhesinas y las exotoxinas

(Murray et al., 2009).
= Adhesion

E. coli es capaz de permanecer en el aparato
urinario o en el aparato digestivo, como consecuencia de su
capacidad de adherencia a las células en estas
localizaciones, para evitar ser eliminado por el efecto de
arrastre de la orina que se expulsa con la miccién o por la
motilidad intestinal. Las cepas de E. coli poseen numerosas
adhesinas muy especializadas. Estas incluyen factores
antigenos del factor de colonizacion (CFA/I, CFA/II,
CFA/I), fimbrias de adherencia y agregacion (AAF/I,
AAF/111), pili que forman haces (Bfp), intimina, pili P (que
también se une a los antigenos del grupo sanguineo P),

proteina Ipa (antigeno del plasmido de invasion) y fimbrias
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Dr (que se unen a los antigenos del grupo sanguineo Dr)

(Murray et al., 2009).
= Exotoxinas

E. coli, produce también un espectro variado de
exotoxinas que incluyen las toxinas Shiga (Stx-1, Stx-2), las
toxinas termoestables (STa, STh) y las toxinas termolabiles
(LT-1'y LT-I). Por otra parte, las hemolisinas (HIyA) se
consideran importantes en la patogenia de la enfermedad

producida por E. coli uropatogeno (Murray et al., 2009).
» Clasificacion

Con base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro
clinico, las cepas de E. coli, causantes de diarrea se clasifican en
seis grupos: enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica también
conocidas como productoras de toxina Vero o toxina semejante a
Shiga (EHEC o VTEC o STEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteropatdgena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y adherencia

difusa (DAEC) (Rodriguez, 2002).
= E.coli enterotoxigénica

Las ETEC colonizan la mucosa del intestino delgado
por medio de pilis o fimbrias que tienen diversas formas
denominadas CFA (colonization factor antigens), siendo su
principal mecanismo de patogenicidad la sintesis de alguna o

ambas enterotoxinas llamadas toxina termolabil (LT) y toxina
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termoestable (ST). Sus genes estan en un plasmido que también
puede tener informacion genética para los CFA’s, aunque
algunos genes de ST se han encontrado en transposones. Las
toxinas LT y ST aumentan el nivel intracelular de cAMP vy
cGMP, respectivamente, que se encuentran en la membrana de
las células intestinales, provocando la salida de agua y iones.
Las ETEC son importantes en lactantes, principalmente en
niflos menores de dos afos, y en particular durante los primeros
seis meses de vida. La frecuencia de aislamiento de este grupo
patogeno de E. coli, en nifios con diarrea es de 10 a 30%. En
los nifios en edad escolar y en adultos puede ser asintomatica y
poco frecuente, o producir la diarrea del viajero. La enfermedad
tiene un periodo de incubacion de 14 a 50 h. El cuadro clinico
se caracteriza por diarrea aguda, generalmente sin sangre, sin
moco, Sin pus y en pocos casos se presenta fiebre y vomito. La
diarrea producida por ETEC puede ser leve, breve y
autolimitada, pero también puede ser grave. La contaminacion
fecal de agua y alimentos es la principal fuente de infeccidn,
siendo la dosis infectiva de 108 UFC (unidades formadoras de

colonias) (Rodriguez, 2002).
= E. coli enterohemorragica

Riley describi6 y relacion6 a EHEC con brotes
caracterizados por dolor abdominal, diarrea acuosa con sangre y

poco o nada de fiebre, cuadro al que se le Ilamé colitis
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hemorragica (CH) causada por la ingestion de carne cruda o mal
cocida. La bacteria aislada de todos los casos fue E. coli, del
serotipo O157:H7. Karmali, en 1983, la asoci6 con casos
aislados de sindrome urémico hemolitico (SUH), caracterizado
por dafio renal agudo, trombocitopenia y anemia hemolitica
microangiopatica, precedida por diarrea con sangre, con la
presencia en heces de E. coli, productora de una citotoxina con
actividad en células Vero, por lo que se le llama verotoxina
(VT), y a las cepas capaces de producirla se les denomino E.
coli, verotoxigénicas (VTEC). Ademas, se observd que la
citotoxina se neutralizd con antitoxina obtenida a partir de
Shigella dysenteriae tipo 1, por lo que también se le llamo
"shiga-like toxin™ o toxina semejante a shiga (SLT) o "shiga
toxin" (STX), y a las E. coli, capaces de producirla se les da el
nombre de STEC. La capacidad toxigénica de las cepas es
necesaria para que el paciente desarrolle colitis hemorragica y
diarrea con sangre, ya que la citotoxina STX es el principal
mecanismo de patogenicidad de EHEC, y su sintesis esta
relacionada con la presencia del bacteri6fago STX, que esta
insertado en el genoma. La STX actta a nivel de sintesis de
proteinas, ya que se une a la subunidad 60S de los ribosomas de
las células intestinales o renales del hospedero. En las cepas
EHEC aisladas, se han encontrado las variantes STX1 y STX2
gue son inmunolégicamente diferentes, de tal manera que se

pueden aislar bacterias que sinteticen alguna de las toxinas o
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ambas. Ademés de la toxina, las EHEC tienen otros
mecanismos de patogenicidad como el fendémeno de adherencia
y esfacelacion (A/E), y presentan el gene cromosomal eae que
codifica para la proteina de membrana externa (OMP) de 94
kilodaltones (kDa), llamada intimina, cuya expresion es
regulada por genes plasmidicos. ElI gene eae también se
encuentra en las cepas EPEC. Otro factor de patogenicidad es el
plasmido pO157, de 60 megadaltones (MDa), que codifica para
la enterohemolisina. Actualmente hay al menos dos
clasificaciones del grupo EHEC. Una es en funcion de la
presencia de sus factores de patogenicidad: a) cepas tipicas
cuando tienen el fago, el plasmido de 60 MDa y presentan el
fendmeno de A/E, y b) cepas atipicas, cuando no producen
lesiones de A/E y pueden presentar o no el plasmido de 60
MDa. La otra clasificacién en funcion del serotipo es: Cepas E.
coli O157:H7 y cepas no-O157:H7. El periodo de incubacion de
EHEC es de 1 a 8 dias; inicialmente produce diarrea sin sangre,
con o sin vomito, dolor abdominal, fiebre, y después de 1 a 2
dias la diarrea se torna sanguinolenta y se intensifica el dolor
abdominal, en un lapso de 4 a 10 dias, con heces
abundantemente sanguinolentas. Se cura o bien llega hasta
SUH. La identificacion de EHEC se puede hacer por las
pruebas moleculares como RFLP, hibridacién, campos
pulsados, PCR y RAPD-PCR que pueden detectar hasta 102

UFC/0.1g de materia fecal, ademas de que permiten realizar una
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subtipificacion con fines epidemiolégicos de este grupo de

bacterias (Rodriguez, 2002).
= E. coli enteroinvasiva

El grupo EIEC y Shigella spp estdn relacionados
genética y bioquimicamente, ya que son descarboxilasa
negativas, no mdviles y lactosa negativas. EI mecanismo de
patogenicidad de EIEC es la invasion del epitelio del colon;
para ello el primer paso es la adherencia de la bacteria a las
vellosidades de la mucosa, requiriendo de mucinasa y
adhesinas, para después entrar por endocitosis a la célula, y
posterior multiplicacién de la EIEC dentro de la célula y
diseminacion a células sanas adyacentes. La informacion
genética para este mecanismo esta en loci del cromosoma y del
plasmido, ademas de tener la capacidad de elaborar una 0 mas
enterotoxinas que pudieran ser importantes en la produccién de
diarrea. Los genes necesarios para la invasion se encuentran en
un plasmido de 140 MDa llamado plnv, que codifica para
proteinas como, por ejemplo las Ipa y otras que estan
involucradas en el proceso de patogénesis. Los sintomas
caracteristicos en personas infectadas por EIEC son diarrea
acuosa, con sangre y moco; pero algunos casos solo presentan
diarrea, ésta en ocasiones es indiferenciable de la que produce
ETEC. Las cepas EIEC se asocian mas con brotes que con

casos aislados, en los cuales la transmision puede ser de
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persona a persona por ingestion de alimentos y agua
contaminada, convirtiéndose en un patdgeno importante en
nifios mayores de seis meses. El diagndstico de EIEC se hace
por prueba in vivo como la de Sereny, que es la inoculacion de
un cultivo puro de la bacteria en un ojo de un cobayo, en el cual
después de 24 a 96 h se produce una ulceracién en el ojo, pero
también hay métodos inmunoldgicos y moleculares (Rodriguez,

2002).
= E. coli enteropatogena

EPEC fue el primer grupo que se identificd
serologicamente y se asocié con casos de diarrea en infantes,
siendo la adherencia su principal factor de patogenicidad. El
proceso de adherencia intima entre la bacteria y la membrana
de las células del epitelio intestinal, seguida de la destruccion
de la microvellosidad, con polimerizacion de actina, que lleva a
la alteracion del citoesqueleto en el sitio de la unién de la
bacteria debido al aumento de los niveles de calcio intracelular
y de proteina cinasa C, ha sido denominado adherencia y
esfacelamiento (A/E). La adherencia estad mediada por pilis o
fimbrias rizadas que se llaman Bfp (bundle-forming pilus) cuya
informacion genética esta codificada en un plasmido de 50-
70MDa, denominado EAF (EPEC adherence factor) y de
algunos genes cromosomales. En la adherencia es necesaria la

sintesis de una proteina de membrana externa de 94 kDa
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Ilamada intimina, codificada por el gene cromosomal eae y que
sirve como sefial en A/E. En ensayos in vitro, las cepas EPEC
se caracterizan por formar microcolonias en el citoplasma de
las células Hep-2 y su estudio incluye factores de patogenicidad
como el efecto A/E, presencia de plasmidos y fimbrias. Las
cepas EPEC se consideran tipicas cuando tienen los genes eae
para la intimina, que participa en A/E, y el plasmido EAF que
codifica para el Bfp; se dice que son atipicas cuando sélo
presentan los genes eae, pero no el plasmido EAF. EPEC puede
ocasionar brotes o casos aislados de diarrea. Este grupo afecta
principalmente a nifios menores de seis meses y a los de dos
afios. También puede aislarse en adultos enfermos y sanos,
principalmente cuando hay un factor predisponente como
diabetes. La forma de transmision de la enfermedad es fecal-
oral por manos contaminadas de manipuladores de alimentos.
Los reservorios de EPEC pueden ser nifios y adultos, con o sin
sintomas. EIl cuadro clinico que produce EPEC se manifiesta
con diarrea aguda, la cual puede ser leve o grave, con vomito,
fiebre baja y mala absorcion. El diagndstico de EPEC incluye
ensayos in vitro en cultivos celulares y métodos moleculares

(Rodriguez, 2002).
= E. coli enteroagregativa

Scaletsky y Nataro encontraron cepas aisladas de

pacientes con diarrea, las cuales por serologia no correspondian
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al grupo EPEC, pero si presentaban un patron caracteristico de
adherencia diferente a EPEC y que, ademas, eran negativas a la
prueba de EAF. En estudios posteriores se encontré el fenotipo
de adherencia agregativa, caracterizada por autoaglutinacion de
las bacterias entre si y por ser inespecifica, porque las bacterias
se adhieren a la superficie de las células Hep-2 y a la superficie
del cubreobjetos libre de células Hep-2. La adherencia a células
Hep-2 y la hemaglutinacion de eritrocitos humanos, se debe a
la presencia de una fimbria o adhesina flexible llamada fimbria
I de adherencia agregativa (AAF/I), codificada por el gene
aggA que se encuentra en un plasmido de 60 MDa. También se
ha descrito la fimbria AAF/Il inmunoldgicamente diferente a
AAF/1, la que esta codificada por el gene aafA; sin embargo, no
todas las EAEC presentan estas fimbrias. En el mecanismo de
patogenicidad de EAEC, estan implicadas la bacteria y diversas
moléculas que ella produce. También se sabe que las cepas
EAEC tienen la capacidad de incrementar en la mucosa la
produccién y secrecion de moco, la que atrapa a las bacterias
que se autoaglutinan en una fina pelicula en el epitelio
intestinal. La produccién de moco puede estar relacionada con
la capacidad de EAEC para colonizar persistentemente el
intestino y causar diarrea. En el plasmido de 60 MDa de EAEC,
también se encuentran los genes que codifican para la toxina
EASTI. Eslava y colaboradores identificaron dos proteinas de

alto peso molecular de cepas EAEC, aisladas de nifios que
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murieron de diarrea persistente. Estas proteinas fueron
probadas en asa ligada de rata, observandose vellosidades
cortas, hemorragia y necrosis. ElI gene para una de estas
proteinas se encontrd en un pldésmido de 65 MDa, y a la
proteina se le dio el nombre de Pet (plasmid-encoded toxin), la
cual tiene la capacidad de producir efecto citopatico en células
Hep-2, caracterizado por arredondamiento y desprendimiento
de las células, asi como contraccion del citoesqueleto y pérdida
de fibras de actina. En EAEC se ha descrito también la proteina
Pic que esta codificada en el genoma y que tiene actividad de
proteasa. El sitio blanco de dafio de EAEC puede ser la mucosa
del intestino grueso y delgado, con un periodo de incubacion de
menos de ocho horas y puede durar hasta 18 o 20 dias. Esta
bacteria puede causar brotes o casos aislados de diarrea
persistente. En nifios puede manifestarse con diarrea liquida, de
color verde, con moco, sin sangre, y que en ocasiones puede
llegar a ser severa y requerir rehidratacion intravenosa. Algunas
veces el cuadro clinico se presenta como diarrea con moco con
0 sin sangre, vomito, y sin o con poca fiebre. La prueba de
referencia para el diagndstico de EAEC es la observacion de la
adherencia agregativa en células Hep-2 de cultivos bacterianos,
previamente inoculados en medio Luria e incubados en

condiciones estacionarias, y a 37 °C (Rodriguez, 2002).
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= E. coli de adherencia difusa

Las cepas de E. coli, de adherencia difusa, no forman
microcolonias cuando se adhieren a células Hep-2. Se sabe
poco de su mecanismo de patogenicidad, pero se ha
caracterizado una fimbria de superficie conocida como F1845,
involucrada en el fendmeno de adherencia difusa. Los genes
que codifican para esta fimbria se pueden encontrar en el
cromosoma 0 en un plasmido. ElI fendmeno de adherencia
difusa también se ha asociado con una proteina de membrana
externa de 100 kDa, en una cepa del serotipo 0126:H27, cuyos
genes se han secuenciado, pero sélo se han encontrado en una
minoria de las cepas aisladas. Al realizar ensayos in vitro en
células CaCo y Hep-2, las cepas DAEC tienen la capacidad de
inducir la formacion de estructuras protuberantes, semejantes a
dedos, las cuales confieren proteccion a las bacterias, pero la
presencia de dichas estructuras no se ha demostrado in vivo. El
grupo DAEC se puede aislar, tanto de personas sanas como en
personas con diarrea, siendo mas importante en nifios de 4 a 5
afios. Los principales sintomas que se presentan son diarrea
acuosa sin sangre y sin leucocitos. La hibridacion con sondas
derivadas de un fragmento del gene daaC, que codifica para la
fimbria F-1845, también se ha empleado para el diagnostico
pero puede presentar falsos positivos; en cambio, empleando la

PCR auln no se ha desarrollado (Rodriguez, 2002).
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» Epidemiologia

En el tubo digestivo existen grandes cantidades de E. coli.
Aunque estos microorganismos pueden comportarse C€omo
patégenos oportunistas cuando los intestinos se perforan y las
bacterias acceden a la cavidad peritoneal, la mayor parte de E. coli
que causan enfermedad digestiva y extraintestinal lo hacen porque
han adquirido factores de virulencia especificos, codificados en
plasmidos 0 en ADN de bacteri6fagos. La eficacia de E. coli, como
patogeno se ilustra por el hecho de que estas bacterias son 1) los
bacilos Gram negativos que con mas frecuencia se aislan de
pacientes con sepsis (Figura 9); 2) responsables de mas del 80% de
las ITU adquiridas en la comunidad y del mismo numero de las
infecciones hospitalarias, y 3) wuna causa destacada de
gastroenteritis. La mayor parte de las infecciones (salvo la
meningitis y la gastroenteritis neonatales) son endogenas, de modo
que la E. coli, de la propia flora microbiana normal del paciente,
consigue ocasionar infeccion cuando sus defensas se alteran (p. €j.,
a través de un traumatismo o supresion de la inmunidad) (Murray

et al., 2013).
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Figura 9: Incidencia de enterobacterias que se asocian a bacteriemia

Citrobacter 2%
Serratia 4%

Proteus 4%

Otros 3%

Escherichia 45%

Enterobacter 20%

Klebsiella 22% .

Fuente: Murray et al., 2013

> Enfermedades clinicas
E. coli, esta relacionado con muchas enfermedades entre ellas:

= Infeccidn de vias urinarias (IVU)

E. coli, causa mas del 90% de los méas de 7 millones de
casos de cistitis y de los mas de 250 000 casos de pielonefritis,
que se espera ocurran cada afio en EUA, en individuos por lo
demas sanos. Las VU son mucho méas frecuentes en mujeres,
de las cuales el 40% tienen un episodio a lo largo de la vida,
por lo comin cuando tienen vida sexual activa. El reservorio
para estas infecciones es la flora intestinal de E. coli, del propio
paciente, la cual contamina la region perineal y uretral. En
individuos con obstruccion o instrumentacion de las vias
urinarias, las fuentes de contaminacion ambiental adquieren
cierta importancia. Traumatismos hasta cierto punto menor o

alteraciones mecanicas, pueden permitir que las bacterias
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colonicen la region periuretral con acceso a la vejiga por
periodos breves. Estas bacterias que originalmente se derivan
de la flora fecal, con frecuencia estan presentes en la vejiga de
mujeres después del coito. En la mayor parte de los casos son
eliminadas mediante la miccion, pero pueden persistir dando
origen a IVU, lo que depende de factores bacterianos y del
hospedador. Las situaciones del hospedador que violan la
integridad vesical (catéteres urinarios) o la obstruccion del flujo
de orina (hipertrofia prostatica), proporcionan mas tiempo a las
bacterias para su multiplicacion, lo que causa la lesion. Sin
embargo, la mayor parte de los casos de IVU ocurren en
mujeres por lo demas sanas. En tal caso, son importantes los
factores de virulencia bacteriana y E. coli, es el prototipo de
patdgeno para las infecciones de vias urinarias. Menos de 10
serotipos de la bacteria explican la mayor parte de los casos de
IVU, vy dichos serotipos no son los mas comunes en la flora
fecal. Estas cepas de E. coli, con incremento en el potencial
para producir IVU se denominan E. coli uropatica, (UPEC)

(Ryan y Ray, 2011).

= Septicemia

De forma caracteristica, la septicemia producida por
los bacilos Gram negativos como E. coli, proviene de
infecciones del aparato urinario o digestivo (p. e€j.,

perforacién gastrointestinal que provoca una infeccién
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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 infeccién primaria
se localiza en el abdomen o en el sistema nervioso central

(SNC) (Murray et al., 2013).

=  Meningitis neonatal

E. coli y los estreptococos del grupo B causan la
mayoria de las infecciones del SNC en los nifios menores
de 1 mes. Alrededor del 75% de las cepas de E. coli poseen
el antigeno capsular K |. Este serogrupo esta habitualmente
presente en el aparato digestivo de las mujeres embarazadas
y de los recién nacidos. Sin embargo, no se conoce cual es
el mecanismo que gobierna la predileccion de este
serogrupo por la enfermedad en los neonatos (Murray et al.,

2013).
= (Gastroenteritis

Las cepas de E. coli, que provocan gastroenteritis se
subdividen en los cinco principales grupos siguientes: E.
coli, enterotoxigenica, enteropatdgena, enteroagregativa,
enterohemorragica y enteroinvasiva. Los tres primeros
ocasionan principalmente una diarrea secretora que afecta al
intestino delgado, mientras que los dos ultimos afectan,

sobre todo, al intestino grueso (Murray et al., 2013).
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2.2.3. Extraccioén del aceite esencial

2.2.3.1.Métodos de extraccion: destilacion por arrastre con vapor

Es el método més utilizado para la extraccién de aceites
esenciales. Se genera vapor normalmente en un hervidor y luego se
inyecta al destilador por donde pasa a través del material botanico. El
principio basico de la destilacion de dos liquidos heterogéneos, como el
agua y un aceite esencial, es que cada uno ejerce su propia presion de
vapor como si el otro componente estuviera ausente. Cuando las
presiones de vapor combinadas alcanzan la presion del recinto, la
mezcla hierve. Esta técnica es util cuando la sustancia en cuestion a
presion atmosférica, hierve por encima de los 100° C, y se
descomponen en su punto de ebullicion o por debajo de éste, logrando
separar cantidades pequefias que se encuentran en mezclas con grandes
cantidades de sélidos, y en donde la destilacion o la extraccion son
impracticables. En una mezcla binaria de liquidos completamente
inmiscibles, cada componente ejerce su propia tension de vapor, de
manera que la presion total del sistema es la suma de las presiones

parciales de ambos componentes (Michanie, 2003).

La composicion del vapor, expresada en relacion molar de los
componentes X, y (Nx/Ny), esta relacionada con las presiones parciales
Px, Py, y con las cantidades relativas en peso de los liquidos que se

recogen por destilacion Wx,Wy (Neumayer y Cerutti, 2004).
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2.2.3.2.Fundamento fisico: Ley de Dalton

Los vapores saturados de los liquidos inmiscibles siguen la Ley
de Dalton sobre las presiones parciales: “Cuando dos 0 mas gases 0
vapores, que no reaccionan entre si, se mezclan a temperatura
constante, cada gas ejerce la misma presion que si estuviera solo, y la
suma de las presiones de cada uno, es igual a la presion total (PT) del
sistema”. Su expresion matematica es la siguiente (Neumayer y Cerutti,

2004):
PT =P1+P2 + - Pn

Al destilar una mezcla de dos liquidos inmiscibles, su punto de
ebullicion sera la temperatura en la cual la suma de las presiones de
vapor es igual a la atmosférica. Esta temperatura sera inferior al punto
de ebullicion del componente mas volatil. Si uno de los liquidos es
agua (extraccion por arrastre con vapor de agua) y si se trabaja a la
presion atmosférica, se podrad separar un componente de mayor punto
de ebullicion que el agua, a una temperatura inferior a 100°C. Esto es
muy importante cuando el compuesto se descompone a su temperatura
de ebullicién o cerca de ella. En general, esta técnica se utiliza cuando
los compuestos cumplen con las condiciones de ser volatiles,
inmiscibles en agua, tener presion de vapor baja y punto de ebullicion

alto (Neumayer y Cerutti, 2004).

» Factores que influyen en la extraccion por arrastre con vapor

(Neumayer y Cerutti, 2004).
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Los Factores que influyen en la extraccion por arrastre con vapor

son los siguientes:

= Tiempo de secado del material. La materia prima vegetal
genera hongos que transfieren un olor terroso mohoso al
aceite, debido a la formacion de &cidos grasos; por esto si el
material no se procesa pronto (3 dias) se dispone en literas

para su oreo.

= Tiempo de extraccion. Pasado cierto tiempo ya no sale mas
aceite, y el vapor posterior causa el arrastre por solubilidad
0 emulsion del aceite, presentando una disminucion en el

rendimiento.

= Presion del vapor. Si la presion del vapor de arrastre es muy
alta (maximo 6 psi), se presenta hidrolisis en el aceite, lo

que disminuye su calidad y rendimiento.

» Factor de empaquetamiento. Si el material queda muy
suelto, el proceso termina muy pronto, presentando un alto
consumo energético; si queda muy apretado, el vapor se
acanala disminuyendo el rendimiento del aceite, que debe

de estar entre el 0.15 a 0.25 %.

= Condensacion interior. Se evita realizando una purga previa
a los 30 minutos de iniciado el proceso y, ademas,
manteniendo el tanque bien aislado.

= Tiempo de residencia en el florentino. Sobre todo, si el

didmetro es muy pequefio se produce arrastre del aceite.
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= Material exhausto. El residuo se usa como compost,

abonos, es celulosa hidrolizada.
= Distribucion interior del vapor.

= Eficiencia del condensador.

Figura 10: Estructura principal del destilador por arrastre con vapor.
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Fuente: Otarola, 2012

2.3. Marco conceptual
Sobre el aceite esencial de Origanum vulgare L “orégano”, hay una
buena cantidad de estudios que nos dan alcances sobre qué orégano presenta
efecto antibacteriano; pero este efecto se puede ver afectado segun el tiempo y
modo de proceso desde su recoleccion hasta su extraccion (Albado et al.,

2001).
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En cuanto a su actividad antimicrobiana, existen multiples estudios
sobre la actividad antimicrobiana de los extractos de diferentes tipos de
orégano. Se ha encontrado que los aceites esenciales de las especies del género
Origanum, presentan actividad contra bacterias Gram negativas como
Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Yersinia
enterocolitica y Enterobacter cloacae; y las Gram positivas como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes

y Bacillus subtilis (Aligiannis et al., 2001).

Se ha evaluado la actividad antimicrobiana de los componentes
aislados, asi como el del aceite esencial. Los fenoles carvacrol y timol poseen
los niveles mas altos de actividad contra microorganismos Gram negativos,
excepto para P. aeruginosa, siendo el timol el mas activo (Elgayyar et al.,

2001).

Investigaciones similares, demuestran la accion antibacteriana de la
familia de lasa labiadas, sin embargo, hay resultados contradictorios de los
métodos utilizados en las evaluaciones de la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales, pudiéndose deber a las variaciones metodoldgicas y a los
materiales empleados, sefialando que puede deberse a diversos factores como
la técnica de valoracion, medio de crecimiento, microorganismos empleados y

la composicion quimica de los aceites esenciales (Albado et al., 2001).
2.4. Definicion de términos basicos
e Aceite esencial:

Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles,

generalmente destilables por arrastre con vapor de agua, que contienen
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las sustancias responsables del aroma de las plantas y que son
importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de
alimentos (condimentos y saborizantes) y farmacéutica (saborizantes)

(Stashenko et al., 2003).

e Cepa bacteriana

Cepa es, en microbiologia, una variante fenotipica de una especie
0, incluso, de un taxon inferior, usualmente propagada clonalmente
debido al interés en la conservacion de sus cualidades definitorias

(Murray et al., 2013).

e Colonia bacteriana

Una colonia bacteriana es una poblacion de células que puede
observarse macroscopicamente y que crece en un medio solido,

procedente de una sola célula (Murray et al., 2013).
e Invitro

Conjunto de fendmenos observados en el laboratorio a partir de
productos biolégicos vivos. Método para mantener en vida diversos
organismos vivos (células, espermatozoides, Ovulos, virus, etc.), en
condiciones diferentes a las naturales, con técnicas de laboratorio

(Murray et al., 2013).

e Antimicrobiano

Dicese de la sustancia que actua contra microorganismos

parasitos como bacterias, virus, u hongos, matando o inhibiendo su
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crecimiento. Segun el agente microbiano que ataca, se habla de
antibidtico, antifungico, antiviral, etc (Murray et al., 2013).

e Refrigerante

Es un aparato de laboratorio construido en vidrio, que se usa para
condensar los vapores que se desprenden del matraz de destilacion, por
medio de un liquido refrigerante que circula por éste, usualmente agua

(Iquimicas, 2014).
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CAPITULO 1|

PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS

3.1.Hipotesis
e Hipdtesis general
El aceite esencial de Origanum vulgare L. “orégano”, tiene efecto

antibacteriano inhibiendo el crecimiento de las cepas de Escherichia coli y

Staphylococcus aureus, in vitro.
3.2.Variables

e Variable independiente

Aceite esencial de Origanum vulgare L. “Orégano”

e Variables dependientes

Crecimiento in vitro de las cepas de Escherichia coli y Staphylococcus

aureus.
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3.3. Definicion operacional de variables

Definicién
Variables Indicadores Instrurggntos °
conceptual Medios
VARIABLE )
Aceites almacenados
INDEPENDIENTE en hojas y tallos de
1asy Arrastre de

Aceite  esencial de
Origanum vulgare L.
“Orégano”

Origanum vulgare,
que poseen efecto

inhibitorio del
crecimiento de
bacterias patdgenas

(Mufioz, 2002).

Fenoles, flavonoides,
terpenos y alcoholes
alifaticos.

vapor en el
destilador de
caldera de acero
inoxidable.

VARIABLE
DEPENDIENTE:

Crecimiento in vitro de
las cepas de
Escherichia coli 'y
Staphylococcus aureus.

E. coli y S. aureus,
microorganismos de
la flora normal, que
en ocasiones pueden
ser patbgenas Yy
causar dafio
produciendo
diferentes  cuadros
clinicos (Murray Et
al. 2002).

e Eschericha coli:
Gram (-).

e Staphylococcus
aureus: Gram (+).

Antibiograma.
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CAPITULO IV

MARCO METODOLOGICO

4.1.Unidad de andlisis, universo y muestra

El universo estuvo conformado por todas las hojas de Origanum
vulgare L. “Orégano”, de donde extrajeron los aceites esenciales que tienen
efecto antibacteriano sobre cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus,

in vitro.

La muestra estuvo conformada por las hojas de Origanum vulgare, las cuales
contienen dicho aceite. En total fueron utilizadas en este estudio 10

kilogramos de hojas.

e Criterio de inclusion: hojas enteras, exentas de microorganismos Yy en

buenas condiciones.

e Criterio de exclusion: hojas picadas, secas, maltratadas o afectas con

alguna enfermedad (hongos, bacterias, etc.).

4.2. Procedimiento
4.2.1. Obtenciony preparacion de la muestra vegetal:

- Se recolectaron las hojas de Origanum vulgare L. “Orégano”,
procedentes de la provincia de Cajamarca. Para este proceso de
recoleccion se utilizaron guantes y tijeras.

- Se seleccionaron las hojas en buen estado, descartando aquellas que

presentaron picaduras de insectos o plagas.
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- Se lavaron con agua potable todas las hojas seleccionadas.

- Se pesaron 500 g de las hojas de orégano las que fueron puestas en el
recipiente para la muestra y se colocaron 2 L de agua en el tanque
generador de vapor; todo fue sometido a una temperatura aproximada
de 110 °C por un tiempo de 4 horas aproximadamente. Posteriormente
se acoplaron, tanto los tres componentes del equipo (resistencia,
recipiente para la muestra y refrigerante), como dos mangueras en el
refrigerante, una para el ingreso de agua y otra para el desfogue de la

misma. El aceite esencial fue recepcionado en una pera de decantacion.

- Transcurrido el tiempo de extraccion, se agrego sulfato de sodio para
atrapar los restos de agua. Se midid y se recogio el aceite esencial en

frascos de color &mbar para evitar su desnaturalizacion.

4.2.2. Determinacioén del efecto antibacteriano mediante el método de

Kirby Bauer

Fundamento del método de Kirby Bauer. EI microorganismo es
inoculado en la superficie de una placa de agar, sobre el cual se colocan
discos impregnados con una concentracion conocida del antibidtico.
Las placas se incuban por 16-18 horas a 35-37 °C. Durante la
incubacion, el antibiotico se difunde radialmente desde el disco a través
del agar, por lo que su concentracion va disminuyendo a medida que se

aleja del disco.

En un punto determinado, la concentracién del antibiético en el

medio es incapaz de inhibir al germen en estudio. El didmetro del area
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de inhibicién alrededor del disco puede ser convertido a las categorias
de sensible, intermedio o resistente (S, I, 0 R), de acuerdo a tablas
publicadas por los organismos encargados del control de tales métodos
como por ejemplo, el Comité Nacional de Estadndar de Laboratorios
Clinicos de los Estados Unidos de Norteamérica (National Committee
for Clinical Laboratories Standards) (Instituto Nacional de Salud,

2000).

e Preparacion del estandar (0.5 Mc Farland) para el indculo (Instituto

Nacional de Salud, 2000).

» Para estandarizar la densidad del inoculo se utilizd una
suspension de sulfato de bario (0,5 de la escala de Mac
Farland) como estandar. Para prepararlo, se agregaron 0,5 mL
de una solucién de BaCl, 0,048 M (BaCl,.2H,0 al 1,175 %
P/V) a 99,5 mL de una solucién de H,SO,4 0,18 M (0,36 N) (1
% VIV) en constante movimiento, para mantener la

suspension.

» Se verificO la densidad correcta del estdndar usando un
espectrofotometro, cuya absorbancia a 625 nm es 0,08 a 0,10
para el estandar 0,5 de Mc. Farland. Se distribuy6é de 4 mL a 6
mL en tubos con tapa de rosca o tapdn de jebe, similares a los
que se usaron para preparar el indculo. Se ajustaron bien las
tapas o tapones y se agito vigorosamente, luego se comparé
con la turbidez de las cepas inoculadas en el caldo Tripticasa

Soya, y se verifico que la turbidez sea parecida.
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e Preparacion del Caldo tripticasa de soya.

Se pesaron 3 g de Caldo de tripticasa de soya los que fueron

disueltos en 100 mL de agua destilada, luego colocamos el caldo en

tubos con tapa rosca y los llevamos a autoclavar a 121 °C, entre 15 a

20 minutos (Instituto Nacional de Salud, 2000).

e Preparacion del agar Mueller-Hinton (Instituto Nacional de Salud,

2000)

>

Se pesaron 3,4 g de agar Mueller - Hinton que se los mezclo en

100 mL de agua destilada.

Posteriormente se procedi6 a autoclavar y dejar enfriar en bafio

de agua hasta que alcance los 45 °C-50 °C.

Una vez esterilizado y solidificado, se midio el pH del Agar,
obteniendo el valor de 7,4 a temperatura ambiente. Esta

medicion se realiz6 con el electrodo del potenciometro.

Se repartio el medio en placas petri (60mL-70mL para placas
de 150 mm de diametro interno), de manera que el grosor del

agar en la placa sea de 4 mm.

Se realizaron las pruebas de esterilidad, incubando dos placas a

35 °C durante 24 horas.

Luego de comparar la turbidez de las cepas en el caldo
Tripticasa Soya, y la esterilidad del medio de cultivo, se
sembraron por agotamiento las cepas estandarizadas sobre las

placas.
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e Meétodo de los discos de sensibilidad o de Kirby Bauer (Instituto

Nacional de Salud, 2000).

» Se depositaron 20 pL de las diluciones al 10%, 50% y 100%
sobre los discos de sensibilidad para analizar el efecto
antibacteriano. Para obtener la disolucion del 10% se hizo de
siguiente manera; se tomd 1 mL del aceite esencial de orégano
extraido y se agregdé 9 mL de etanol de 96°. Para obtener la
disolucién del 50% se tom6 1 mL del aceite esencial de
orégano extraido y se agregd 1 mL de etanol de 96°. Y para la
concentracion del 100%, se tomo 1mL de aceite esencial y no

se le agrego ningun otro componente.

» Los discos embebidos con las diluciones de los aceites
esenciales de las hojas de la especie vegetal, fueron colocados
sobre la superficie de las placas sembradas con el indculo
bacteriano correspondiente, con la ayuda de una pinza estéril,
presionando suavemente sobre cada disco para asegurar un

contacto completo con la superficie del agar.

» Se distribuyeron los discos uniformemente, de modo que
estuvieron a una distancia minima de 25 mm uno del otro (el
didmetro de los discos segun las normas de la Organizacion
Mundial de la Salud — OMS, debe ser de 6 mm), para evitar las

superposicion de las zonas de inhibicion.

» Se incubaron las placas a 35 °C durante 24 horas. Las pruebas

se realizaron por triplicado y con un grupo control (etanol).
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4.3. Lectura de las placas e interpretacion de los resultados (Instituto

Nacional de Salud, 2000).

Las lecturas se realizaron a las 24 horas de iniciada la incubacion de
las placas. Para el método de los discos de sensibilidad, se midieron los
didmetros de las zonas de inhibicién completa (incluyendo el didmetro del
disco), usando una regla milimetrada. Se mantuvo iluminada la parte posterior
de la placa petri con una luz reflejada, localizada a unos cuantos centimetros
sobre un fondo negro. Se tuvo la precaucion de observar la placa siguiendo
una vertical directa para evitar una lectura erronea de las marcas de la regla

por efecto del paralelismo.

El punto final se tom6 como el area que no muestra un crecimiento
obvio, visible, que pudo ser detectado mediante observacion visual; no incluyd
velo de crecimiento o colonias muy pequefias que puedan ser detectadas solo
con mucha dificultad en el borde de la zona.

Para el método de difusion en agar, la lectura fue medida segun la presencia o

ausencia del crecimiento de las cepas.
4.4.Técnicas de procesamiento y analisis de los datos

Para el proceso y el analisis de los datos obtenidos, se utilizé el
programa de SPSS de analisis estadistico, determinando la medida aritmética y
desviacion estandar de las variables cuantitativas y, a la vez, se realizo la

comparacion de los resultados obtenidos.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.Resultados del método de Kirby Bauer

Cuadro 1: Comparacion de las medidas de los halos de inhibicion de las
diferentes concentraciones del aceite esencial de las hojas de Origanum
vulgare L. "orégano", con los controles, sobre la cepa de Escherichia coli
(ATCC 25922).

MEDIDA DE LOS HALOS DE INHIBICION

10 mm

17 mm

30 mm

23 mm

16 mm

11 mm

0 mm

0 mm

Fuente: Registro de resultados de la medida de los halos de inhibicion elaborado por el tesista
para el presente estudio.
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Gréfica 1: Medidas de los halos de inhibicion de las diferentes concentraciones
del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L. "orégano", con los
controles, sobre la cepa de Escherichia coli (ATCC 25922).

. o pap e s
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5
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5
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ug las hojas de las hojas de las hojes de
Origanum vulgare L. Origanum vulgare L. Origanum vulgare L.
“orégano” 10% “orégano” 50% "orégano” 100%
B Escherichia coll

v" Andlisis estadistico segln la prueba de Mann-Whitney para Escherichia coli (ATCC 25922).
U de Mann-Whitney = 0.000
p = 0.046, p<0.05

Observamos que a mayor concentracion del aceite esencial de las hojas
de Origanum vulgare L. “orégano”, el halo de inhibicion es mayor para la
cepa de Escherichia coli (ATCC 25922), obteniendo mejores resultados de
inhibicion con la concentraciones de 100 %, en comparacion con las
concentraciones de los aceites esenciales al 10 % y 50 % y con los antibidticos

usados como controles.

Fotografia 1: Halos de inhibicion obtenidos con el aceite esencial de las hojas
de Origanum vulgare L. “orégano” Yy de los discos control, sobre Escherichia
coli (ATCC 25922), por el método de los discos de sensibilidad o de Kirby
Bauer
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Cuadro 2: Comparacion de las medidas de los halos de inhibicion de las
diferentes concentraciones del aceite esencial de las hojas de Origanum
vulgare L. “orégano” con los controles, sobre la cepa de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923).

Staphylococcus aureus
PRGIEHEA (ATCC 25923)

7 mm

Fuente: Registro de resultados de las medidas de los halos de inhibicién elaborado por el
tesista para el presente estudio.
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Gréfica 2: Medidas de los halos de inhibicidn de las diferentes concentraciones
del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L. "orégano", con los
controles, sobre la cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
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v" Andlisis estadistico segin prueba de Mann-Whitney para Staphylococcus aureus (ATCC
25923).
U de Mann-Whitney = 0.000
p =0.023, p<0.05

Observamos que a mayores concentraciones del aceite esencial de las
hojas de Origanum vulgare L. “orégano”, el halo de inhibicion es mayor para
la cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), obteniendo mejores
resultados de inhibicidn a las concentraciones de 50 y 100 %, en comparacion
con los antibioticos usados.

Fotografia 2: Halos de inhibicion del aceite esencial de las hojas de Origanum

vulgare L. “orégano”, sobre Staphylococcus aureus (ATCC 25923), por el
método de los discos de sensibilidad o de Kirby Bauer.
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vulgare L. “orégano”, con los discos control, sobre las cepas de Escherichia
coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

MEDIDAS DE LOS HALOS DE INHIBICION

Escherichia Staphylococcus
coli aureus
(ATCC (ATCC 25923)
_ -
_ o -
_ o o
_ o o

Fuente: Registro de resultados de las medidas de los halos de inhibicién elaborado por el
tesista para el presente estudio.
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Gréfica 3: Comparacion de las medidas de los halos de inhibicion de
Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
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Fotografia 3: Halos de inhibicion del aceite esencial de las hojas de Origanum
vulgare L. “Orégano” y disco control, sobre Staphylococcus aureus (ATCC
25923) y Escherichia coli (ATCC 25922), por el método de discos de
sensibilidad.
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5.2. Discusién

No cabe duda que en los ultimos afios, tanto Sthaphylococcus aureus,
como Escherichia coli, se han convertido en dos de los microorganismos mas
involucrados en la larga lista de patologias infecciosas mas dificiles de
combatir. Ambas bacterias, con el paso de los afios, han adoptado no
solamente nuevas vias de contagio, sino también nuevas formas de defensa
ante los antibi6ticos que cominmente usamos (Etiopatogenia microbioldgica,

2012).

Si bien el presente trabajo de investigacion, es sobre el efecto
antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare L. “orégano”, sobre
cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, in vitro; la resistencia
bacteriana es un problema que surge a partir de la adaptacion de la bacteria al
antibiotico, tras una mutacion genética que la convierte en un enemigo cada
vez més fuerte de combatir. La resistencia bacteriana ha suscitado un
sinnimero de investigaciones que justamente involucran la busqueda de
nuevas alternativas terapéuticas para hacerles frente a microorganismos como
Sthaphylococcus aureus y Escherichia coli En ese contexto, se espera que este

aporte cientifico contribuya con dicha finalidad (Cano, 2007).

Sin lugar a duda, Origanum vulgare L. “orégano” es una especie
vegetal con poderosas propiedades medicinales, de las cuales se destaca el
hecho de que es un poderoso astringente. El aceite esencial de Origanum
vulgare L. “orégano” se obtuvo tras un proceso de Destilacion en corriente de
vapor, que aisla y separa los componentes oleosos de los acuosos, y concentra

en especial a los aceites esenciales, cuya cantidad, si bien no es abundante,
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pues, es suficiente para demostrar su poder frente a microorganismos como

Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Barreto et al., 2006).

En la presente investigacion se ha determinado la actividad
antibacteriana del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L.
“orégano”, sobre cepas estandarizadas de Escherichia coli (ATCC 25922) y
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) mediante el método de Kirby Bauer,
dando como resultado la inhibicion de la cepa Escherichia coli, observandose
que a mayor concentracion del aceite esencial, se obtiene que la mayor
inhibicion fue con la concentracion de 100% como lo podemos ver en la tabla,

el grafico y la fotografia 01.

Resultados similares se observaron para la cepa Staphylococcus
aureus, con la diferencia de que en esta cepa el aceite esencial de orégano al
100 % formo un halo de inhibicidon mucho mayor, como podemos observar en
las tabla, grafico y fotografia 02. Segun la prueba estadistica de Mann-
Whitney también observamos que p = 0.023, p<0.05, lo que hace que el
resultado sea altamente significativo. Estos resultados concuerdan con Gandra
et al. (2013) en su estudio acerca del potencial antimicrobiano y antioxidante
de extractos vegetales de romero, hinojo, estragbn y orégano, en el que
obtuvieron como resultado que Origanum vulgare L. “orégano” presenta
efecto antibacteriano frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus,
posiblemente por la gran cantidades de compuestos fendlicos que presenta este

vegetal.

Coelho et al., (2009) al estudiar la actividad antibacteriana del aceite

esencial de Origanum vulgare L. (Lamiaceae), contra las cepas
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multirresistentes bacterianas aisladas de pacientes nosocomiales, obtuvieron
como resultado que el aceite esencial de Origanum vulgare L. tiene efecto
bactericida para microorganismos Gram positivos y Gram negativos; resultado
similar al obtenido en el presente estudio y que lo podemos observar en la

tabla, gréfico y fotografia 3 (Marino, 2001).

Una posible explicacién del efecto inhibitorio observado en este
estudio puede estar relacionado con los resultados obtenidos por Valero e
Salmerdn (2003), los que demostraron que el carvacrol es uno de los dos
componentes que se encuentran en mayor cantidad en Origanum vulgare, y
que este compuesto presenta elevada actividad antimicrobiana. El carvacrol
presenta un punto de ebullicion entre 234-236 ° C resistiendo bien a
temperaturas de extraccion en rotaevaporador. Debido a la gran cantidad de
compuestos fendlicos, los cuales son poderosos antioxidantes y
antimicrobianos, éstos posiblemente podrian ser capaces de disolver la
membrana microbiana y penetrar en la célula. Por lo tanto, pueden alterar los
mecanismos esenciales para el metabolismo microbiano, matando a las

bacterias (Liu et al., 2002).

Otra posible explicacion es la que refiere Chavez, et al., (2008) al
estudiar el efecto del aceite esencial de Origanum vulgare en cultivos de
Escherichia coli, donde sus resultado dan a conocer que el aceite esencial de
Origanum vulgare “orégano”, tiene efecto antibacteriano contra E. coli, los
cuales coinciden con los resultados obtenidos; ademas el estudio realizado por
Chavez, et al.; demuestran que el posible efecto antibacteriano que presenta

orégano es brindado por fitoconstituyentes denominados Carvacrol y Timol.
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El mismo estudio dan a conocer que estos componentes tienen la capacidad de
destruir la estructura de la membrana celular, causando el incremento de su
permeabilidad y por consiguiente la salida de iones inorgéanicos, ATP, acidos
nucleicos y amino&cidos, etc. Incluso, este estudio indica que el aceite esencial
de Origanum vulgare tiene actividad antibacteriana contra otras bacterias
Gram-negativas como: Salmonella tiphymurium, Salmonella cholerae suis, y
Vibrio cholerae y las bacterias Gram positivas: Staphylococcus aureus y
Bacillus cereus, lo cual al ser comparado con los resultados obtenidos en este

investigacion concuerda claramente (Chavez et al., 2008).

Pesavento G et al., (2015) al estudiar la actividad antibacteriana del
orégano, obtuvieron como resultado que el aceite esencial de orégano tiene

efecto antibacteriano contra S. aureus.

Aligiannis et al., (2001) al estudiar la actividad del aceite esencial que
presentan las especies de Origanum, demuestra que esta especie presenta
efecto antimicrobiano contra Gram positivos y negativos, efecto que se le

atribuye al carvacrol, principalmente.

Leite, et al., (2009) al estudiar efecto del aceite esencial de Origanum
vulgare en S. aureus, demuestra que este aceite afecta a la produccién de
enterotoxinas, permeabilidad de la membrana y de la superficie de S. aureus ;
ello conlleva a que el aceite esencial interfiri6 con las caracteristicas
fisiologicas y la morfogénesis microbiana en una manera dependiente de la
dosis, ademas, el aceite conllevé a alguna alteracién del fenotipico
posiblemente surge debido a la prevencidn de la secrecién de proteinas debido

a cambios en la naturaleza fisica de la membrana citoplasma estafilococica
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causados por compuestos que se encuentran en el aceite esencial, esto
completa y afianza los resultados obtenidos, ya que de este estudio se deduce
que el aceite esencial de Origanum vulgare, tiene efecto contra Gram positivos

y Gram negativos, lo cual se puede evidenciar en la tabla 2 y 3.

Otro aspecto que nos da Albado et al., (2001) sobre la actividad
antibacteriana de Origanum vulgare , es que factores extrinsecos como el
sembrado, tiempo de recoleccidn del orégano y el método de extraccion del
aceite esencial, pueden conllevar que sus fitoconstituyentes puedan verse
alteradas de una forma positiva o negativa, ya que segun Albado et al.,(2001)
da a conocer que todo lo mencionado anteriormente puede conllevar que la
actividad antibacteriana sufra alguna alteracion lo cual se puede observarse
una diferencia en cuanto al diametro de inhibicion ya que el tipo de suelo, el
tipo de sembrado puedo conllevar que hay mas o menos fitoconstituyentes, ya
que un terreno mal preparado y pobre en minerales puede conllevar que el
orégano sembrado en ese lugar tenga una cantidad menor de carvacrol a
comparacion de un terreno bien sembrado y abonado. EIl transporte es otro
factor que influye en la cantidad de fitoconstituyentes de una planta, ya que si
se transporta en condiciones inadecuadas el orégano u otra especie vegetal
conlleva que durante ese transcurso algunos fitoconstituyentes pueden
alterarse por la luz solar, la humedad y el aire, lo que puede dar lugar a que los
resultados varien; ademas de lo mencionado, este estudio da a conocer que hay
otros con resultados contradictorios de los métodos utilizados en las
evaluaciones de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales,
pudiéndose deber a las variaciones metodologicas y de los materiales

empleados, sefialando que esto se debe a diversos factores como la técnica de

Universidad Nacional de Cajamarca Escuela de Posgrado



Efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare L. “orégano” sobre cepas
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, in vitro. Cajamarca - 2015 70

valoracion, medio de crecimiento, microorganismos empleados y la
composicion quimica de los aceites esenciales. Todo esto acarrea que el halo
de inhibicion se vea en algunos casos de mayor tamafio que en otros, todo ello
dependiendo de los métodos empleados; pero incluso con todos estos factores,
la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Origanum vulgare sigue
demostrando efecto contra Gram positivos y Gram negativos (Albado et al.,

2001).

Segun la Tabla 1 y en el Gréafico 1 se demuestra que el aceite esencial
si presenta efecto contra E. coli; ademas de ello, se observa que al tiempo que
el halo de inhibicion va aumentando de tamafio, también va aumentando la
concentracion del aceite esencial, lo cual demuestra que el efecto
antimicrobiano depende mucho de la concentracion en que esté contenido el
aceite esencial, ya que a mayor dosis mejor efecto antimicrobiano tiene. Lo
mismo nos da a conocer la Tabla 2 y el Grafico 2, que también demuestran
que el aceite esencial de Origanum vulgare, tiene efecto antibacteriano contra
S, aureus; e igual que el caso anterior se observa claramente que cuando
aumenta la concentracion del aceite, el efecto antimicrobiano va aumentando.

Todo esto se puede observar en las Fotografias 1 y 2 respectivamente.

Al analizar la Tabla 3 y la Gréafica 3, en las que se comparan las
medidas de los halos de inhibicion de las diferentes concentraciones del aceite
esencial de las hojas de Origanum vulgare L. “orégano”, sobre las cepas de
Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
Claramente observamos como va aumentado de tamario el halo de inhibicién

segun aumenta la concentracién del aceite esencial, y por otra parte, al
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observar el tamafio de inhibicion que presenta entre las dos bacterias, podemos
determinar que el aceite esencial de Origanum vulgare L., es méas eficaz
contra Staphylococcus aureus, ya que presenta un halo de inhibicion de 41mm
a concentracion del 100% es mayor a comparacion con Escherichia coli, ya
que el halo de inhibicion que presenta este es solo es de 30mm a la misma
concentracion de aceite esencial, concluyendo que el aceite esencial presenta
mejor efecto sobre bacterias Gram positivas que sobre bacterias Gram

negativas.

Posiblemente el efecto se deba a que los aceites esenciales son mas
activos frente a bacterias Gram positivas, porque las bacterias Gram negativas
presentan una superficie hidrofila en su membrana externa rica en moléculas
de lipopolisacaridos, que impiden el ingreso de compuestos hidrofobicos como
monoterpenos Yy sesquiterpenos presentes en los aceites esenciales; en cambio
en las bacterias Gram positivas no existe una cubierta de lipopolisacaridos en
su membrana externa, que evita la difusion de los compuestos hidrofobicos
presentes en los aceites esenciales, de ahi que ejercen sus posibles mecanismos
de accion antibacteriana en las bacterias Gram positivas como son:
Desestabilizar el empaquetamiento de la bicapa lipidica, afecta la estabilidad
estructural de la membrana a iones pequefios, pero segun los resultados
obtenidos en este trabajo de investigacion, las bacterias con que se ha
trabajado aun no presentan resistencia bacteriana, y segin todo lo mencionado
puede ser contrastado con los estudios antes referidos. Solo para citar uno de
ellos seria el de Albado et al., (2001), segin el cual el aceite esencial de
orégano aun presenta efecto antimicrobiana contra E. coli y S. aureus, y la

Unica bacteria que esta presentando resistencia contra el aceite esencial de

Universidad Nacional de Cajamarca Escuela de Posgrado



Efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare L. “orégano” sobre cepas
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, in vitro. Cajamarca - 2015 72

Origanum vulgare L. “orégano”, segun la literatura es P. aeruginosa; ademas
de ello como menciona este mismo autor junto con Leite et al., (2009),
Aligiannis et al., (2001) y Pesavento et al., (2015) todos en sus respectivas
investigaciones concluyen que el efecto antibacteriano es responsable a un
fitoconstituyente denominado carvacrol. Al comparar el efecto antibacteriano
del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L. “orégano”, con los
antibidticos Nitrofurantoina, Azitromicina Cloxacilina, Bacitracina vy
Cefotaxima, utilizadas para Escherichia coli y, Amoxicilina + Ac.
Clavulanico, Eritromicina, Ciprofloxacino, Amoxicilina y Cefradina para
Staphylococcus aureus, podemos observar en las tablas, graficos y fotografias
1, 2 y 3, que el aceite esencial a concentracion de 100 % presentd mayor
inhibicion (halo de 30 mm) para E.coli, efecto antibacteriano mucho mayor
que el de los antibidticos. Del mismo modo, podemos observar que para la
cepa de S. aureus el aceite esencial a la concentracion de 100 %, presenta una
mayor inhibicion (halo de 41 mm) que los antibioticos utilizados. Segun los
resultados obtenidos en la presente investigacion, se demuestra que el aceite
esencial de Origanum vulgare L. “orégano”, tiene efecto antibacteriano sobre

las cepas de Escherichi coli y Staphylococcus aureus, in vitro.

Universidad Nacional de Cajamarca Escuela de Posgrado



Efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare L. “orégano” sobre cepas
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, in vitro. Cajamarca - 2015 73

CONCLUSIONES

e Se demostrd el efecto del aceite esencial de Origanum vulgare L.
“Orégano” en relacion al crecimiento de las cepas de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, in vitro, dandonos a conocer que este aceite
presentaria un efecto bacteriostatico a nivel de bacterias Gram negativas, y

cumpliria un efecto bacteriostatico a nivel de bacterias Gram positivas.

e La concentracion mas efectiva del aceite esencial de Origanum vulgare L.
“Orégano” contra Escherichia coli fue la del 100% in vitro, ya que presento
un halo de inhibicibn mas amplio (30 mm), en comparacion con otras

disoluciones elaboradas (10% y 50%).

e La concentracion mas efectiva del aceite esencial de Origanum vulgare L.
“Orégano” contra Staphylococcus aureus fue de 100% in vitro, ya que
presentd un halo de inhibicion mas amplio (41 mm), en comparacién con

las otras disoluciones elaboradas (10% y 50%).

e Se comparo el efecto antibacteriano a las concentraciones de 10%, 50% y
100% del aceite esencial de Origanum vulgare L. “Orégano” in vitro,
observandose que la concentracion al 100% del aceite esencial de
Origanum vulgare L. “Orégano™, presentd la mayor inhibicion sobre las
cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus con halos de inhibicion

de 30 mm y 41 mm correspondientemente.
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RECOMENDACIONES

e Hacer una caracterizacion quimica del aceite esencial de Origanum vulgare L.
“orégano”, a fin de identificar especificamente los compuestos quimicos
correspondientes de su actividad antibacteriana, asi como también las

concentraciones presentes en las especies vegetales de cada uno de ellos.

e Diseflar estudios comparativos sobre el efecto antibacteriano de Origanum

vulgare L. “orégano”, con otra especie vegetal.

e Fomentar la investigacion en especies vegetales de la Region, para determinar
el efecto antibacteriano, a fin de que se encuentren alternativas de tratamiento

contra afecciones causadas por microorganismos patogenos.

e Dar a conocer los resultados preliminares de esta tesis como antecedentes para

otros estudios relacionados.
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Anexo 1 Pesando los agares para su correspondiente preparacion.

Anexo 2: Disolviendo los agares para poder servir y realizar las siembras
correspondientes.
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Anexo 3: Realizando el antibiograma para las cepas en estudio.
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Anexo 5: Colocando los discos embebidos con el aceite esencial de orégano, a
las diferentes concentraciones.
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