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RESUMEN

El presente estudio de investigacion, de disefio experimental, explicativo y de corte
transversal, tuvo como propoésito demostrar el efecto antibacteriano del aceite
esencial de hojas de Satureja pulchella (panisara). La procedencia vegetal de las
hojas frescas de Satureja pulchella (Panisara) fue del distrito de San Benito provincia
de Contumaza. El estudio fue realizado en laboratorio con 25 placas, distribuido en 5
grupos de 20 discos embebidos con la muestra problema. El aceite esencial fue
extraido de las hojas frescas de Satureja pulchella (Panisara), por el método de
arrastre de vapor, para la obtencion de datos se distribuyeron en: control (DMSO),
farmacoldgico (Ciprofloxacino 5ug), experimental 1 (aceite esencial de S. pulchella
al 50% + DMSO), experimental 2 (aceite esencial de S. pulchella al 75% + DMSO) y
experimental 3 (aceite esencial de S. pulchella al 100%). Obteniendo promedios y
desviacion estandar para los halos de inhibicion del crecimiento microbiano
correspondientes a: 23.54mm * 0.80mm, 33.26mm + 0.96mm, 56.76mm + 1.22mm.
Concluyendo que el nivel de significancia es menor a p<0.05, demostrando que
existe diferencia significativa entre las distintas concentraciones, Asi mismo se
concluye que el aceite esencial de Satureja pulchella (Panisara) posee actividad

antibacteriana in vitro sobre cultivos de Staphylococcus aureus.

Palabras claves: Aceites esenciales, Satureja pulchella, Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

The present research study, of experimental, explanatory and cross-sectional design,
was intended to demonstrate the antibacterial effect of the essential oil of Satureja
pulchella (panisara) leaves. The vegetable origin of the fresh leaves of Satureja
pulchella (Panisara) was from the district of San Benito province of Contumaza. The
study was carried out in a laboratory with 25 plates, distributed in 5 groups of 20
disks embedded with the test sample. The essential oil was extracted from the fresh
leaves of Satureja pulchella (Panisara), by the steam drag method, to obtain data they
were distributed in: control (DMSO), pharmacological (Ciprofloxacin 5pug),
experimental 1 (essential oil of 50% S. pulchella + DMSQO), experimental 2 (75% S.
pulchella essential oil + DMSQO) and experimental 3 (100% S. pulchella essential
oil). Obtaining averages and standard deviation for the microbial growth inhibition
halos corresponding to: 23.54mm £ 0.80mm, 33.26mm % 0.96mm, 56.76mm =+
1.22mm. Concluding that the level of significance is less than p <0.05, demonstrating
that there is a significant difference between the different concentrations, It is also
concluded that the essential oil of Satureja pulchella (Panisara) has in vitro

antibacterial activity on Staphylococcus aureus cultures.

Keywords: Essential oils, Satureja pulchella, Staphylococcus aureus.
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INTRODUCCION

La utilidad de plantas medicinales con fines curativos surge a inicios de la
historia del hombre. ElI hombre acudia a la naturaleza buscando alimento y en
medio de su bdsqueda este aprendid a distinguir a aquellas plantas que le
servian como remedio de los males que lo aquejaban, estos conocimientos
fueron transmitidos a cada una de sus generaciones. Durante los ultimos afios
ha surgido el interés por construir una estrecha relacion con la naturaleza con la
finalidad de aliviar nuestras afecciones, debido a que estos presentan menores
efectos adversos, menores contraindicaciones e interacciones y su tolerancia

muy favorable en el organismo ® 2,

Durante los ultimos afios a nivel mundial el 80% de la poblacion ha apelado al
uso de plantas medicinales, con el fin de controlar y tratar las distintas
afecciones causadas por diversos microorganismos, debido a la facilidad de
acceso y sobre todo porgque son méas econdmicos frente a los medicamentos. El
Per posee una de las mas grandes riquezas vegetales con propiedades
curativas, se conocen alrededor de 4400 especies con propiedades conocidas
por la poblacion, dentro de las cuales el mayor porcentaje se encuentra en
nuestra serranfa .

Segun las distintas organizaciones de salud, el uso de especies vegetales con
fines curativos abarca el 70%, teniendo mayor preferencia poblaciones de
escasos recursos economicos, ademéas reside en sus particularidades
terapéuticas que poseen para afrontar efectos que puedan producirse por las
diferentes enfermedades. En 1978 estas organizaciones determinaron que

“planta medicinal es aquella que en sus 6rganos posee sustancias utilizadas con



fines terapéuticos, o aquellos que sus fitoconstituyentes sean utilizados para la
creacion de nuevos farmacos. Droga vegetal es aquella fraccion de la planta

., .. . 2.3
donde se encuentra mayor concentracion de principios activos” @

Recientes investigaciones de principios activos como los aceites esenciales
mencionan las propiedades antibacterianas, antimicéticas y antioxidantes,
ademas acttan sobre el brote de plagas producidas en los sembrios, los cuales
no causan dafio al medio ambiente. En la actualidad diversos estudios
realizados han demostrado la efectividad de los aceites esenciales sobre

cultivos bacterianos @,

El género Staphylococcus son microorganismos cocos Gram positivos (+),
miden aproximadamente 1 um de didmetro, crecen en condiciones anaerobias y
aerobias facultativos a una temperatura de 25 a 43°C con un pH de 4.8 a 9.4.
Estos a su vez son fermentadores de glucosa, tiamina, aminoécidos y &cido
nicotinico. Estos microorganismos poseen mas de 30 diferentes especies, de los
cuales un determinado nimero de microorganismos de este género habitan de
forma natural en la piel y membranas mucosas, como Staphylococcus aureus.
Los mismos que son productores de las infecciones de piel, al existir un
incremento exagerado de microorganismos. ©

Staphylococcus aureus es un patdégeno oportunista que habita en fosas nasales,
membranas mucosas Yy la piel. Debido a su extendida versatilidad, este
microorganismo puede causar enfermedades de gran magnitud como
infecciones del aparato respiratorio, infecciones del aparato urinario,

osteomielitis, bacteriemia y sindrome de shock téxico. ¢



La Satureja pulchella (panisara) es una especie aromatica de nuestra sierra
peruana, de gran utilidad por la poblacién de donde es originaria. La presencia
de principios activos y metabolitos secundarios, son los que le confieren la
actividad terapéutica a las distintas especies vegetales. "

La existencia de nutrientes en Satureja pulchella evidencian tener diversos
efectos terapéuticos. Esta especie es empleada para prevenir trastornos del
aparato digestivo, pero la existencia de flavonas, taninos y diversos fenoles asi
mismo estos compuestos son los que le confieren el poder antibacteriano. Este
efecto es evidenciado por medio de la observacion de la presencia de halos de

inhibicién sobre cultivos bacterianos. €19

Actualmente uno de los principales problemas de salud publica es la resistencia
de los microorganismos patdgenos frente a los antibidticos, esto debido al
consumo desmedido de los antibiéticos frente a infecciones virales o
bacterianas, ocasionando que las cepas bacterianas puedan expandirse
raudamente en las comunidades, colocando en un alto riesgo su salud. Este tipo
de acontecimientos son los que han dado pie a los Staphylococcus aureus
resistentes a la meticilina (MRSA) y los Staphylococcus aureus que han

logrado formar resistencia a la vancomicina (VRSA).

La aparicion de la resistencia bacteriana frente a los multiples tratamientos
permite considerar nuevas alternativas de tratamiento para combatir
microorganismos infecciosos causantes de enfermedades de gran prevalencia

en nuestra comunidad, siendo una de ellas el uso de plantas medicinales.



Segun la organizacion mundial de la salud, las razones por las que se optan por
esta alternativa, son: la limitada accesibilidad de los servicios de salud en
naciones sub-desarrolladas, la cultura de cada pais y el uso de remedios
naturales como terapia coadyuvante.

Diversos estudios destacan que la variedad de farmacos que derivan de las
plantas medicinales, mas del 70% son utilizados de manera conjunta con los

farmacos.

Por lo anteriormente expuesto, se plantea el siguiente problema de
investigacion:
¢Existe efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas de Satureja

pulchella (panisara) sobre cultivos de Staphylococcus aureus?



OBJETIVOS

General

v" Demostrar el efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas de

Satureja pulchella (panisara) de la provincia de Contumaza — Cajamarca,

sobre los cultivos de Staphylococcus aureus.

Especificos

v

Evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas de Satureja
pulchella (panisara), a concentraciones de 50%, 75% y 100% sobre
Staphylococcus aureus.

Comparar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Satureja
pulchella (panisara) a 50%, 75% y 100% frente a un medicamento

(Ciprofloxacino).



REVISION DE LA LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Chipa et al (2018 - Per() evalu6 la actividad antimicrobiana in vitro del
extracto hidroalcoholico de las hojas y flores de Satureja pulchella (Panisara)
en cepas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis. Utilizando
el método Screening fitoquimico, método de microdilucién y el método de
recuperacion por contaminacion directa. Obteniendo como resultados los
metabolitos secundarios encontrados en mayor proporcion en el extracto
hidroalcohdlico, paralelamente con el Screening fitoquimico se demostré de
manera cualitativa, encontrdndose la presencia de: alcaloides, flavonoides y
compuestos fendlicos. La lectura de la obtencion bacteriana se determind por
conteo de colonia en el cultivo de placas sembradas. Los resultados obtenidos
concluyen que con el método de microdilucién se pudo determinar que, en las
17 concentraciones del extracto estudiado, Unicamente la concentracion mas
alta (presentdé CMI = 32768 ug/mL) frente a Staphylococcus aureus ATCC

6538 y Staphylococcus epidirmidis ATCC 12228.

Cotrina (2016 - Trujillo) determind la actividad antibacteriana del aceite
esencial Panizara “Satureja pulchella” frente a Staphylococcus aureus, las hojas
de “Satureja pulchella” se colectaron en el departamento de Ancash, en el
distrito de Huaraz. El aceite esencial se obtuvo por destilacion con arrastre de
vapor de agua. La actividad antibacteriana se determind por el método de
Bauer-Kirby Ilamada también método de difusion de disco obteniendo como

resultado que el aceite esencial de la planta Panizara “Satureja pulchella”



presenta actividad antibacteriana significativa sobre la Cepa Staphylococcus
aureus ATCC 6538 a las concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % con un
promedio de halos de inhibicion de 14.88 mm, 23.97 mm, 27.87 mm
respectivamente. Se detectdé compuestos fendlicos, que se confirman por la
coloracion azul oscura con el reactivo de cloruro férrico y estos serian los

principales responsables de la actividad antibacteriana.

Chévez et al (2016 - Cajamarca) Demostraron el efecto inhibitorio in vitro del
aceite esencial de las hojas de Satureja sericea “Romerito de campo”, sobre
Candida albicans (ATCC 10231) y Gardnerella vaginalis (ATCC 14018),
mediante el método de difusion en disco. En el disefio experimental se
utilizaron tres grupos problemas constituidos por discos embebidos con 20 pL
de aceite esencial diluido con alcohol de 96° (diluciones de 10%, 50%, 100%),
y un grupo control constituido por un disco con alcohol de 96°, para la cepa de
Candida albicans y Gardnerella vaginalis, posteriormente se incubaron las
placas de Candida albicans a 36°C y Gardnerella vaginalis a 37°C en
anaerobiosis, durante 24 a 48 horas. Luego se procedid a observar, medir y
analizar los halos de inhibicién obtenidos sobre las cepas en estudio. Los
resultados se analizaron empleando el método estadistico no parametrico de
Man - Whitney, obteniendo un valor de p<0,05 que indica diferencia
estadistica significativa. Esto permitié concluir que el aceite esencial de
Satureja sericea “Romerito de campo” tiene efecto inhibitorio sobre la cepa de

Candida albicans, pero no sobre la cepa de Gardnerella vaginalis.

Mendoza (2015 - Per() con su investigacion logro determinar la actividad



antibacteriana del aceite esencial de Satureja Pulchella “Panizara” frente a
Escherichia coli y Bacillus cereus. Se utilizé el método de difusion en agar en
pocillo. Obteniendo como resultado las concentraciones de 25, 50, 75 y 100%
de aceite esencial de S. pulchella, el halo de inhibicién de crecimiento de E.
coli fue de 6.60mm, 12.07mm, 15.87 mm y 23.60 mm correspondientemente;
de igual modo, para B. cereus el halo de inhibicion del crecimiento obtenido al
25, 50, 75 y 100% fueron de 15.8 mm, 26.47mm, 36.27 mm y 57.40 mm.
Concluyendo con la afirmacion de que el aceite esencial de S. pulchella posee

efecto inhibitorio sobre E. coli y B. cereus ©

Carhuapoma (2014 - Lima) evalud los parametros fisico-quimicos, actividad
antioxidante y la toxicidad aguda del aceite esencial de S. pulchella, La
obtencidn del aceite esencial fue por el método de arrastre con vapor de agua;
el rendimiento se determind por gravimetria-volumétrico; densidad, por
picnometria; e indice de refraccion, por refractometria. La actividad
antioxidante se determind por el método del radical DPPH (1, 1-difenil-2-
picrilhidrazilo) y la toxicidad aguda por el método de Dosis Limite.
Reportando un rendimiento 1, 5% v/p; densidad 0, 98 g/mL; indice de
refraccion 1,494; la actividad antioxidante es muy cercano al comportamiento
del trolox, presentando una concentracion media (IC50) de 7,675 ul/mL, frente
al trolox, 6, 48 pg/mL; la dosis letal media (DL50) es 777, 19 mg/kg. Los
resultados indican que el aceite esencial de S. pulchella posee actividad
antioxidante y una ligera toxicidad aguda, dichas actividades se deben a la

estructura quimica del aceite esencial que posee.



Montes (2013 - Ayacucho) Determind la actividad antimicética del aceite
esencial y del extracto hidroalcohdlico de las hojas y tallos de Satureja
brevicalyx Epl. "wayra mufia" sobre una cepa de Candida albicans ATCC
10231. La muestra fue recolectada en el distrito de Churcampa, region de
Huancaveiica a 3240 msnm. Se utilizdé el método de dilucion en caldo para
hallar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima
Fungicida (CMF). El aceite esencial mostr6 mayor halo de inhibicion a la
concentracion del 10%, en tanto que el extracto hidroalcohélico a 0,5%, ambos
halos resultaron ser menores que la nistatina. La CMI y la CMF para el aceite
esencial fueron de 1,198 mg/ml y 2,396 mg/ml respectivamente; en tanto que
para el extracto hidroalcohdlico la CMI y la CMF fueron de 0,046 mg/ml y
0,093 mg/ml respectivamente. Por todo esto se concluye que el extracto
hidroalcohdlico de Satureja brevicalyx Epl. "wayra mufia" posee mayor
actividad antimicotica sobre la cepa de Candida albicans ATCC 10231 que el

aceite esencial de dicha planta.



2.2 Bases tedricas

Fitoterapia

Ciencia que estudio de la terapia complementaria, utilizando plantas o parte de
ellas. La OMS reconoce la importancia de la medicina natural en el tratamiento
y prevencion de diversas enfermedades, asi como también la importancia que
tiene a nivel econdmico debido que en algunos casos se evidencian diferencias
de costos @,

Permite recolectar datos sobre los efectos medicinales que poseen ciertas
plantas, las mismas que conllevan a realizar estudios de investigacion cientifica
con el objetivo de poseer seguridad y eficacia en los nuevos principios activos,
logrando seleccionar aquellos que poseen efectos curativos y descartando

aquellos que poseen efectos toxicos en el organismo ¥

Plantas medicinales
Son todas aquellas especies vegetales que en uno de sus distintos 6rganos
poseen sustancias que seran utilizadas con fines curativos o que indiquen una

parte de la sintesis quimica ™.

Droga vegetal
Sustancia de origen natural, vegetal, animal o sintético que ingresada al
organismo vivo por cualquier via de administracion serd capaz de producir

alteraciones bioguimicas ®?.

10



Principio activo
Constituyentes de origen animal, vegetal, mineral, microbiol6gico o quimico,

que posee accién farmacolégica determinada en el cuerpo 2,

Aceite esencial

Los aceites esenciales son sustancias de fuertes aromas, conformados por una
compleja mezcla de sustancias aromaticas. Poseen componentes altamente
volatiles los mismos que son extraidos de las plantas con ayuda de sustancias

(4 Estan compuestos por terpeno y compuestos oxigenados

solventes
derivados de una unidad isopénica, la misma que se origina a partir del &cido

mevaldnico, derivado del acido shikimico @,

Localizacién de los aceites esenciales.
Los aceites esenciales se encuentran en partes como: raices, corteza, hojas,
flores, frutos, ademas en vellosidades glandulares y alveolos secretores, en la

cascara de las frutas citricas, conductos y sacos 9.

Composicion quimica de los aceites esenciales.
Los aceites esenciales contienen hidratos de carbono, monoterpernos,
sesquiterpenos, terpenos, fenilpropanoides, bencenoides, tambien pueden

contener compuestos azufrados y nitrogenados, etc .

Satureja pulchella (Panisara)
Satureja pulchella conocida cominmente como Panisara, planta herbacea

oriunda de nuestra sierra andina la cual crece a una altura de 2500 m.s.n.m.

11



Esta planta crece en zonas escasamente drenadas, tales como valles fluviales y
zonas costeras que suelen estar bajo el agua, y en que la descomposicién de
materia orgéanica vegetal es muy lenta, su reproduccién es naturalmente por

semillas @.

Identificacion taxonémica

Reino : Plantae
Sub-reino : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden - Lamiales
Familia : Lamiaceae
Sub-familia - Nepetoideae
Género : Satureja
Especie : Satureja pulchella
Nombre comun : Panisara
Descripcion

Es una planta herbacea, aromatica posee un delgado tallo, se prolifera en forma
de mata y muy extendida. Tiene hojas muy pequefias, con base acorazonada y
apice agudo, dentadas, verde en la cara superior y blanca en la inferior debido a
su pubescencia. Sus flores son pequefias y labiadas, tienen cinco pétalos
unidos. Esta planta logra alcanzar una altura de 30 a 60 cm, sus flores de color

lila y rojas tubulares que eclosionan en los meses de julio y setiembre ®.

12



Mecanismo de accion de los aceites esenciales sobre microorganismos.

Los aceites esenciales estan conformados por una compleja mezcla de diversos
compuestos quimicos, su actividad antibacteriana no se debe a un solo
mecanismo, esto se debe a los diferentes sitios de morfologia celular en los que
estos pueden llevarse a cabo, ya sean independientes o simultaneos.

Los aceites esenciales son de caracter hidrofobico, el cual les permite adherirse
en los lipidos de las membranas mitocondriales y bacterianas, alterando su
estructura y por consiguiente su permeabilidad, permitiendo la salida de iones y
componentes celulares vitales, produciendo la muerte del microorganismo.
También podrian actuar sobre las proteinas de la membrana citoplasmatica
interviniendo en la interaccién lipido-proteina y alterando la actividad de la

enzima ATPasa, logrando disminuir la produccién de energia requerida “°.

Staphylococcus aureus

La familia Staphylococcaceae abarca 36 especies, 16 de ellas se encuentran en
humanos, dentro de los cuales destaca, S. aureus. Estas bacterias han causado
infecciones en el ser humano desde hace siglos. Microscopicamente, S. aureus
es un coco grampositivo con un didmetro de 0,5-1,5 um. Su caracteristica
principal es el crecimiento en forma de racimos o parejas, formando cadenas
cortas. Estas bacterias anaerobias facultativas, catalasa positiva, inmoviles, no
forman esporas y gran parte de ellas no son encapsuladas.

La caracteristica que no comparte con otros estafilococos es que causan
infeccion poco frecuente, tal es el caso de la coagulasa o del factor de

aglutinacion, permitiendo ser identificados y diferenciados inmediatamente.

13



El anélisis genético ha demostrado que posee mas de 20 y mas de 30 genes
codificantes de adhesinas y toxinas, respectivamente. Por todo ello, S. aureus

es la especie mas relevante dentro del género Staphylococcus .

Etiologia

Staphylococcus aureus un microorganismo patdgeno capaz de desarrollar
abscesos en el lugar de la infeccion, ya sean locales o diseminados por todo el
cuerpo. Este tipo de bacterias desarrollan una respuesta inflamatoria que se
distingue al principio por una respuesta potente de los leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y una infiltracion siguiente de macrofagos y

fibroblastos @7,

Mecanismo de accién

Infecciébn por invasiéon: Estas son producidas por cepas de S. aureus
habitantes como no habitantes de nuestra piel. Por otra parte, la adherencia a
piel lesionada, o pequefios cambios de piel, asi como también a cuerpos
extrafios estructuras sub-endoteliales. Esta adherencia abarca una diversidad de
proteinas como fibronectina, fibrindgeno, colageno, elastina y otros. Estos
prétidos interaccionan con los diversos receptores que posee S. aureus.
Finalmente, la adhesion de S. aureus a las células endoteliales en los procesos

de sepsis, involucra la fibronectina, fibrindgeno y laminina.

Infeccion por accion de toxinas: Este tipo de infecciones es causado por la
descarga de sustancias toxicas al medio, las mismas que ejercen su efecto 14

cerca al foco infeccioso.



Infeccion bacteriana
Por lo general estos microorganismos no son visibles a simple vista, sin

embargo pueden causar dafio en el cuerpo humano.
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HIPOTESIS

Hipotesis alternativa (Hi)

El aceite esencial de las hojas de Satureja pulchella (Panisara) presenta efecto

antibacteriano sobre los cultivos de Staphylococcus aureus.

Hipdtesis nula (Ho)
El aceite esencial de las hojas de Satureja pulchella (Panisara) no presenta

efecto antibacteriano sobre los cultivos de Staphylococcus aureus.
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IV. METODOLOGIA

El presente trabajo de investigacion es de tipo experimental aplicado, de

enfoque cuantitativo — transversal.

4.1 Disefio de la investigacion
Se utilizaron 25 placas contenidas con cultivos de S. aureus en un medio
de cultivo Agar Muller-Hinton, en un periodo de incubacion de 24h a una
temperatura de 37°C. Los grupos fueron: verificar los disefios de

investigacion

Grupo control

Conformado por 05 placas Petri con cultivo de Staphylococcus aureus y 4
discos con solvente de dilucion del aceite esencial (dimetilsulféxido —
DMSO al 0.5%) Se llevo a incubacion a 37°C de temperatura por un

tiempo de 24 horas.

Control estandar farmacologico
Conformado por 05 placas Petri con cultivo de Staphylococcus aureus y
discos de Ciprofloxacino de 5ug. Se llevo a incubacion a 37°C de

temperatura por un tiempo de 24 horas.

Grupo Experimental 1

Conformado por 05 placas Petri con cultivos de S. aureus y 4 discos con
20pL de aceites esenciales de Satureja pulchella (panisara) al 50%. Se

Ilevd a incubacion a 37°C de temperatura por un tiempo de 24 horas.
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4.2

Grupo Experimental 2

Conformado por 5 placas Petri con cultivos de Staphyloccus aureus y 4
discos con 20uL de aceites esenciales de Satureja pulchella (panisara) al
75%. Se llevo a incubacion a 37°C de tempretaura por un tiempo de 24

horas.

Grupo Experimental 3

Conformado por 05 placas Petri con cultivos de Staphyloccus aureus y 4
discos con 20pL de aceites esenciales de Satureja pulchella (panisara) al
100%. Se llevo a incubacion a 37°C de tempretaura por un tiempo de 24

horas.

Poblacion y Muestra

Poblacion

Estuvo formada por las hojas de Satureja pulchella (Panisara) que se
encuentran en el distrito de San Benito, provincia Contumaza,

departamento de Cajamarca

Serd extraido a partir de la compra de Staphylococcus aureus del

laboratorio.

Se utilizaron hojas en buen estado de conservacion y libre de

contaminantes.
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Muestra

La muestra fue determinada por el investigador, quién clasifico en 5
grupos de 5 placas cada grupo, contenidas con discos embebidos en las

diferentes concentraciones del aceite esencial de Satureja pulchella.

Material bioldgico

El material biologico estuvo conformado por cultivos de la bacteria
Staphylococcus aureus, la misma que fue expuesta a los aceites esenciales

de Satureja pulchella (panisara)

Se utilizaron bacterias morfolégicamente iguales y jovenes que no hayan

tenido contacto con medicamentos.

Muestra bacteriana

El tamafio de la muestra fue determinado por turbidez segln la escala de
Macfarland siendo de 0.5 de absorbancia, la que equivale a 1 x 10°

UFC/mc®.
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables

Verificar las escala, debido que estas no se muestra en los resultados

VARIABLES | DEFINICION CONCEPTUAL | DEFINICION OPERACIONAL INDICADOR ESCALA
Independiente | Producto de compleja | Obtenido por el método de arrastre | Aceite esencial S.
Aceite esencial | composicién, adquiridas  de | de vapor, utilizando el equipo de | pulchella al 50%
de Satureja | plantas especificas en botanica | destilacion “Clevenger”. Aceite esencial S. | Cualitativa
pulchella. Satureja pulchella. pulchella al 75% Nominal
Aceite esencial S.
pulchella al 100%
Dependiente | Determinacion de la sustancia | Sera determinada por medio de los Sensibilidad
Efecto antibacteriana que es capaz de | halos de inhibicién en los cultivos de | o Nula (< a 8mm)
antibacteriano | inhibir el crecimiento de la | Staphylococcus aureus, teniendo | oLimite (8-14mm) | Variable

bacteria 24 horas después de la

incubacion.

como patron referencial el farmaco

de ciprofloxacino.

oMedio (15-20
mm)

o Sensible
(>20mm)

cuantitativa

de razén.




4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos.

Recoleccion de hojas de Satphylococcus aureus.
Las hojas de Satureja pulchella (panisara), fueron recolectadas del distrito
de San Benito, provincia Contumaza, departamento Cajamarca, teniendo

en cuenta los criterios de inclusion y exclusion.

Técnicas de preparacion de los aceites esenciales.

Para la preparacion de los aceites esenciales se sometieron 5 kilogramos de
hojas frescas a un proceso de extraccion, realizado mediante el método de
arrastre de vapor de agua con el equipo Clevenger. Inicialmente se peso
100 gramos de muestra y adiciond agua destilada 1000mL en el bal6n de
agua, luego se separd el aceite esencial por diferencia de densidades,
obteniendo un rendimiento de 0,8 mL de aceite esencial por cada 100g de
muestra. Se guardo los aceites esenciales en un frasco de vidrio y color

4mbar, a una temperatura de 4°C ©".

Activacion de los cultivos de Staphylococcus aureus

Se utilizaron colonias del microrganismo Staphylococcus aureus, se
procedid a la esterilizacion del ambiente a trabajar, luego de ello se
procedio a abrir el vial que contenia el microorganismo S. aureus, se
insertd un hisopo estéril con fluido de hidratacion, se homogenizaron el
fluido y el microorganismo para poder activarlos.

Una vez realizada la activacion del microorganismo de S. aures, se realizé

el sembrado en placas Petri en cultivo agar Mueller-Hinton, el sembrado
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se realizé con hisopo estéril, colocamos las placas Petri en la incubadora
por un tiempo de 24 horas a una temperatura de 37°C, logrando obtener el

crecimiento bacteriano satisfactoriamente ¢7.

Preparacion del Agar Mueller Hinton

Para la siembra y prueba de sensibilidad, se utiliz6 el agar Mueller-Hinton,
que es el medio adecuado para el desarrollo del microorganismo S. aureus.
Para ello se diluyd 200ml de agar Meller-Hinton en bafio Maria entre 45°
- 50°C. Seguidamente se procedi6 a trasvasar 10 mL en todas y cada una

de las placas Petri, luego se dejé enfriar @7,

Inoculacion de las placas Petri

Se procedidé a sumergir un asa bacterioldgica estéril, en la suspension, por
sobre el nivel de la solucion salina. Se procedio a inocular la superficie de
la placa con agar Mueller-Hinton, estriando con el asa bacterioldgica en
tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del inéculo.
Luego se procedié a dejar enfriar y secar a temperatura ambiente por un
tiempo de 3 a minutos con la finalidad que los excesos de humedad sean

absorbidos @7,

Aplicacion de los discos
Se colocaron los discos contenidos con 10ul de los aceites esenciales de S.
pulchella al 50%, 75% y 100% sobre la superficie del agar ayudados con

una pinza estéril, asegurando el contacto directo del disco con el agar ©".
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Incubacion
Se colocaron las placas en posicion invertida a 37°C para su incubacion,
por un tiempo de 24 horas. Seguidamente se procedi6 a medir los

diametros de los halos de inhibicion formados en cada disco ¢7.

Recoleccion de datos

Se realiz6 mediante la observacion directa de los resultados obtenidos en
la experimentacion. Para la medicion de los halos de inhibicion formados
por la aplicacion de los discos embebidos con los aceites esenciales de
Satureja pulchella (panisara) a diferentes concentraciones, se utilizd un

vernier @7,

Materiales e instrumentos

Materiales

v" Probeta de 100ml

v" Probeta de 50 ml

v Vasos de precipitacion 100ml
v" Matraz 250ml

v" Varillas de vidrio

v" Placas Petri

v tubos de ensayo

v Pipeta de vidrio 10ml

v Asas bacterioldgicas

v" Hisopos

23



v Mechero

v" Alcohol

Instrumentos

v Cocina eléctrica

v' Estufa de esterilizacion

v" Estufa de incubacion

v Equipo de arrastre de vapor - Clevenger

v Balanza digital

4.5 Plan de analisis

El andlisis estadistico de los resultados se desarrollara usando la metodologia

de TUKEY, ANOVA y T- student.
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4.6 Matriz de consistencia

Indicadores y

i fo - S . o . inicio Plan de
.T'tUI(.) de_l:’;\ Formulacion Objetivos Hipotesis Tipo y disefio Variables Defml_C|on escala de L
investigacion  del problema operacional o analisis

medicion

EFECTO ¢Existe efecto  Obijetivo general El aceite esencial El presente Dependiente  Obtenido por el Aceite esencial  Prueba
ANTIBACTERIA  antibacteriano del Demostrar el efecto de las hojas de trabajo de Efecto método de g pulchella al estadistica
NO DEL  aceite esencial de antibacteriano  del  aceite  Satureja pulchella investigaciones  antibacteriano  arrastre de vapor, . ANOVA
ACEITE las hojas de eselnﬁle;: de hojas de Se:jturejla (Panisara) de tipo Independiente utilizando el 50%
ESAESNEIC')AJ\:S BE Satureja pulchella glrjo(\:/irfciz c(jzangzaattma;é f presenta  efecto  experimental, Concentraciéon  equipo de Aceite esencial
Satureja pulchella (panisarf:\) sobre Cajamarca, sobre los cultivos antibacteriano. enff)qu_e de Ios.aceites destilacion S. pulchella al
PANISARA los cultivos de  ge Staphylococcus aureus. sobre los cultivos cuantitativo, esencialesde  “Clevenger”. 750
l()EL DISTF)%ITO Staphylococcus o i de Staphylococcus  corte transversal Satureja Determinada por _ _

aureus? Objetivo especifico aureus. pulchella. medio de los Aceite esencial
DE SAN Evaluar el efecto S. pulchella al

i . . halos de p

BENITO, antibacteriano  del  aceite inhibicién en los 100%
PROVINCIA DE esencial de hojas de Satureja .
CONTUMAZA - pulchella  (panisara), a cultivos de
CAJAMARCA, concentraciones de 50%, 75% Staphylococcus
SOBRE y 100% sobre Staphylococcus aureus, teniendo
CULTIVOS DE aureus. como partron
Staphylococcus Comparar el efecto r§feren0|al el
aureus. antibacteriano  del  aceite farmaco de

esencial de Satureja pulchella
(panisara) a 50%, 75% vy
100% frente a un
medicamento
(Ciprofloxacino).

ciprofloxacino.



4.7 Principios éticos

El estudio se llevo a cabo siguiendo los principios éticos manifestados en el
codigo de ética para la investigacion de la Universidad Catolica Los Angeles
de Chimbote.

Beneficencia y no maleficencia: la conducta del investigador responderé a las
siguientes reglas generales: no causar dafios, disminuir los posibles efectos
adversos y maximizar los beneficios.

Justicia: el investigador debe ejercer un juicio razonable, ponderable y tomar
las medidas necesarias para asegurar sus sesgos Yy limitaciones de sus
capacidades y conocimientos, no den lugar o toleren practicas injustas. Se
reconoce que la equidad y la injusticia otorgan a todas las personas que
participan en la investigacion, derecho a acceder a los resultados.

Integridad cientifica: debe extenderse a sus actividades de ensefianza y a su
ejercicio profesional. La integridad resulta precisamente relevante cuando en
funcion de las normas deontoldgicas de su profesion, se evalian y declaran
dafos, riesgos y beneficios potenciales que puedan afectar a los participantes
de la investigacion. Asimismo, debera mantenerse la integridad cientifica al
declarar los conflictos de interés que pudieran afectar el curso de un estudio o

la comunicacion de sus resultados ©.
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V. RESULTADOS DE LA INVESTIGACION
5.1 RESULTADOS
Tabla 01: Efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas de Satureja
pulchella (panisara) de la provincia de Contumazd — Cajamarca, sobre los

cultivos de Staphylococcus aureus.

GRUPQOS
Evaluacion Blanco Control A.E.S. A. E. S. A E S
del efecto (DMso) ~ farmacolégico  pulchellaal  pulchella al pulchella al
ibacteriano ; ;
anti (Ciprofloxacino 50% 75% 100%
5Hg)
X halos de 6mm 26,26mm 23,54mm  33,26mm  56,76mm

inhibicion

Tabla 02: Efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas de Satureja
pulchella (panisara), a concentraciones de 50%, 75% y 100% sobre

Staphylococcus aureus.

Grupos Halos de Inhibicion en Significancia P
mm ANOVA
X+DS

Control (DMSO) 6.0 £0.00 0.000

Ciprofloxacino 5ug 26.26 £ 0.25

A.E. S. pulchella 50% 23.54 +0.80

A.E. S. pulchella 75% 33.26 + 0.96

A.E. S. pulchella 100% 56.76 £ 1.22

*(P < 0.05) Son estadisticamente significativos, se acepta la hipotesis alternativa y

se rechaza la hipétesis nula. 27



Los resultados del analisis de varianza, nos permite identificar si las medias del

diametro del halo de inhibicion son iguales, en la tabla N° 02, se observa una

significancia aproximada a 0%, rechazando la hipdtesis nula de nuestro anélisis (Ho:

Las medias de los didmetros de inhibicion son iguales en los diferentes grupos),

aceptando la hipdtesis alterna (H1: Las medias de los diametros de inhibicion son

diferentes en los grupos). Es decir que existe al menos un grupo que, optimiza el

efecto antibacteriano sobre los cultivos de staphylococus aureus.

Tabla 03: Efecto comparativo del aceite esencial de las hojas de Satureja pulchella

(panisara) a concentraciones de 50%, 75% y 100% con Ciprofloxacino sobre cultivos de

Staphylococcus aureus.

Grupos Significancia Valor p
T Student

Control (DMSO) vs A. esencial 0.000
S. pulchella al 50%
Ciprofloxacino 5ug vs A. esencial 0.000
de S. pulchella %50
Ciprofloxacino 5ug vs A. esencial 0.000
de S. pulchella 75%
Ciprofloxacino 5ug vs A. esencial 0.000
de S. pulchella 100%
A.E. S. pulchella 50% vs A.E.S. 0.000
pulchella 75%
A.E. S. pulchella 50% vs A.E.S. 0.000
pulchella 100%
A.E. S. pulchella 75% vs A.E.S. 0.000

pulchella 100%

*(P <0.05); PRUEBA T-STUDENT
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En la Tabla N° 03, se muestra los resultados de analisis de las comparaciones del
efecto antibacteriano sobre los cultivos de S. aureus, en los diferentes grupos
(Control y experimentales), estos resultados nos evidencian que existe una diferencia
significativa en cada comparacion realizada.

Debido a los resultados mostrados, es necesario determinar cual de los grupos

observados maximiza el efecto bacteriano sobres los cultivos de S. aureus.
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5.2 ANALISIS DE RESULTADOS

La presente investigacion fue realizada con el objeto de demostrar el efecto
antibacteriano del aceite esencial de las hojas de Satureja pulchella, en la
bacteria Staphylococcus aureus, el estudio se realiz6 en 100 placas distribuidas
en 4 grupos de 25 placas cada uno (1 grupo control, 3 experimental), el grupo
control mide el efecto antibacteriano del ciprofloxacino, los grupos
experimentales el efecto antibacteriano del aceite de las hojas de Satureja
pulchella al 50%, 75% y 100% respectivamente.

Los resultados muestran los promedios de los didmetros del halo de inhibicién
de cada grupo, observando que el grupo con mayor promedio de halo de
inhibicidn corresponde al del aceite de la hoja de Satureja pulchella al 100% con
un promedio 56.76 mm y una desviacion estandar de 1.22mm, seguida del aceite
de Satureja pulchella al 75% con un promedio 33.26 mm y una desviacion
estandar de 0.96 mm, grupo control (ciprofloxacino) con un promedio 26.26 mm
y una desviacion estandar de 0.25 mm finalmente del aceite de Satureja
pulchella al 50% con un promedio 23.54 mm y una desviacion estandar de 0.80
mm. Comparativamente se observa en el estudio de Cotrina en el 2006 donde los
promedio de los halos de inhibicion del aceite de la hoja de satureja pulchella al
25%, 50% y 75% es 14.88 mm, 23.97 mm, 27.87 mm respectivamente.

El efecto antibacteriano del grupo control y experimentales, se determin0 a
través del método de anélisis de varianza, determinando que existe un efecto
antibacteriano de los grupos en la bacteria Staphylococcus aureus, cada grupo
presento un efecto significativo. Asimismo se realizo un analisis para determinar

el grupo que obtiene un mejor rendimiento antibacteriano, el analisis se realiz
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haciendo las comparaciones entre los grupos, a través de comparaciones de los
promedio de diametros del halo de inhibicion usando la metodologia de tukey,
DMS vy bonferroni. (Ver tabla N°01), asimismo se observa un efecto
antibacteriano en los estudios de Chipa, Cotrina del aceite de las hojas de
Satureja pulchella frente la bacteria Staphylococcus aureus. Este efecto también
se observa en el estudio de Chipa en el afio 2018, Cotrina en el 2016, Chavez en
el 2016, Mendoza en el 2015, Carhuapoma en el 2014 y Montes en el 2013.

Los resultados nos aseveran que existe una diferencia significativa en cada
comparacion realizada, (Ver tabla N° 02). Es decir que existe un grupo que
maximiza el efecto antibacteriano. Para ello se realiz6 observd el promedio de
los halos de inhibicion de los diferentes grupos, de las cuales se puede
determinar que a mayor porcentaje de concentracion de la Satureja pulchella,
mayor promedio en el halo de inhibicion, esta tendencia se corrobora en los

estudios de Cotrina en el afio 2016, y de Mendoza en el afio 2015.

La presencia de derivados monoterpénicos principalmente en la mayor parte de

los aceites esenciales les otorga un elevado poder de destruccion de la pared

bacteriana, principalmente en las bacterias grampositivo (26)
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VI. CONCLUSIONES

v Aplicando el método de difusion de disco se logré demostrar que los aceites
esenciales de hojas de Satureja pulchella (Panisara) en concentraciones de
50%, 75% y 100% poseen efecto antibacteriano in vitro sobre
Staphylococcus aureus.

v' El efecto antibacteriano in vitro de los aceites esenciales de Satureja
pulchella (Panisara) en concentraciones de 75% y 100% sobre
Staphylococcus aureus es significativamente mayor en comparacién con

Ciprofloxacino 5ug.

RECOMENDACIONES

En la realizacion de los trabajos de investigacion relacionada al uso de plantas
medicinales, es necesario brindar datos especificos para el analisis de resultado e
interpretacion de los mismos, lo cual permitira confirmar, comparar y descartar

sus posibles efectos beneficiosos para la poblacion.
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ANEXOS



Lavado las placas Petri

antes de esterilizar.




Esterilizacion de placas
Petri.

Preparacion de placas
Petri con el aceite esencial

de Satureja pulchella




Adaptacion del equipo

Clevenger

Separacion de aceites

esenciales




Visualizacion de aceites

esenciales






