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Glosario:

Aceite esencial

Conjunto de sustancias quimicas volatiles producidas naturalmente por las plantas como

metabolitos secundarios.

Antibacteriano

Sustancias naturales o sintéticas que suprimen el crecimiento de bacterias Gram positivas y

Gram negativas.

Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se refiere a la minima concentraciéon de antibidtico que, en un periodo de tiempo

predeterminado, es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de un indculo bacteriano.

Concentracion minima bactericida (CMB)

Es la minima concentracion de un antibiotico que, en un periodo de tiempo predeterminado,

es capaz de inducir la muerte in vitro del 99.9 % de una poblacion bacteriana.
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Resumen:

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto antimicrobiano de los
aceites esenciales de Piper cajamarcanum y Salvia lanicaulis frente a aislamientos de
Staphylococcus aureus resistentes a antimicrobianos. Los aislamientos se obtuvieron de
muestras de pacientes del HRDC. El aceite esencial se extrajo mediante destilaciéon por
arrastre de vapor y se realizd el andlisis de sus caracteristicas fisicoquimicas. El efecto
inhibitorio se evalu6 siguiendo la metodologia de Kirby Bauer utilizando concentraciones
del aceite esencial al 20 %, 40 %, 60 %, 80 % y 100 %; asimismo, se determino la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB)
empleando el método de macrodilucién en medio liquido. Se comprob6 que el aceite esencial
de P. cajamarcanum y de S. lanicaulis, a las concentraciones del 80 % y 100 % presentaron
efecto inhibitorio sobre los aislamientos de S. aureus segun la escala de Duraffourd, con
halos de inhibicion promedio de 9,96 y 8,78 al 80 % y de 12.12 y 12,21 al 100 %
respectivamente. La CMI del aceite esencial de P. cajamarcanum fue de 37,284 mg/mL y la
CMB fue de 41,01 mg/mL; en cambio, la CMI del aceite esencial de S. lanicaulis fue de
42.168 mg/mL y la CMB fue de 50,60 mg/mL. Se concluy6 que los aceites esenciales de P.
cajamarcanum y S. lanicaulis al 80 % y 100 % presentan una sensibilidad baja sobre los

aislamientos de S. aureus resistentes a antimicrobianos.

Palabras clave: Piper cajamarcanum, Salvia lanicaulis, Staphylococcus aureus, efecto

antibacteriano, aceite esencial.
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Abstract:

In this work, the objective was to determine the antimicrobial effect of Piper cajamarcanum
and Salvia lanicaulis essential oils against antimicrobial resistant Staphylococcus aureus
isolates. Isolates were obtained from patient samples from HRDC; also, essential oil was
obtained by steam distillation and its physicochemical characteristics were analyzed. Its
inhibitory effect was evaluated using Kirby Bauer's methodology using concentrations of
essential oil at 20 %, 40 %, 60 %, 80 % and 100 %, and its minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) were determined using the
macrodilution method in liquid medium. It was found that both the essential oil of P.
cajamarcanum and S.lanicaulis at concentrations of 80 % and 100 % presented an inhibitory
effect on S. aureus isolates according to the Duraffourd scale, having inhibition halos with
an average of 9,96 and 8,78 at 80 % and 12,12 and 12,21 at 100 %, respectively. Likewise,
it was determined that the MIC of the essential oil of P. cajamarcanum was 37,284 mg/mL
and the CMB was 41,01 mg/mL; on the other hand, the MIC of the essential oil of S.lanicaulis
was 42,168 mg/mL and the CMB was 50,60 mg/mL. It was concluded that the essential oils
of P. cajamarcanum and S.lanicaulis at 80 % and 100 % have antibacterial effect on

antimicrobial resistant S. aureus isolates.

Keywords: Piper cajamarcanum, Salvia lanicaulis, Staphylococcus aureus, inhibitory

effect, essential oil.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Las bacterias son las principales causantes de un gran numero de enfermedades infecciosas
en el mundo. En los ultimos afos, estas se han adaptado y han ido adquiriendo resistencia a
multiples antibacterianos que se utilizan para su control, convirtiéndose en un serio problema
de salud publica. Uno de los casos mads resaltantes es el de S. aureus, una bacteria Gram
positiva que ha generado resistencia a multiples antibidticos comerciales; este problema no
es ajeno a nuestra localidad, pues en el afio 2019 se ha reportado la presencia de cepas de S.
aureus resistentes a la penicilina (98,6 %), la ampicilina (98,6 %) y la vancomicina (1,4 %)

en el Hospital Regional de Cajamarca (1).

Por otro lado, las plantas son ampliamente utilizadas por sus diversas propiedades
medicinales. Al respecto, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en donde sefiala que
la atencion primaria de salud de hasta un 80 % de la poblacion en paises en desarrollo como
el nuestro se basa en la medicina natural y tradicional (2). Sin embargo, su uso aun no es
incorporado en las politicas de salud a nivel mundial por falta de evidencia cientifica. En los
ultimos afios, se han desarrollado muchos estudios sobre las propiedades de los aceites
esenciales y han demostrado “in vitro” tener una buena actividad antibacteriana, antifiingica,

insecticida y antiviral (3).



Como una alternativa a esta problematica se encuentra a P. cajamarcanum (matico
cajamarquino) y S. lanicaulis (salvia), dos plantas endémicas medicinales de la region, que
son ampliamente utilizadas y comercializadas por los pobladores locales para tratar diversas
enfermedades. Un estudio reciente reveld que las especies del género Salvia tiene diversas
propiedades farmacoldgicas; entre ellas se incluyen propiedades anticancerigenas,
antiinflamatorias, antioxidantes, hipoglucémicas y propiedades antimicrobianas frente a
bacterias Gram positivas, Gram negativas, hongos y levaduras (4). Especies del género Piper
también presentan diversas propiedades bioldgicas y farmacoldgicas que incluyen
actividades insecticidas, antibacterianas, antiinflamatorias, antiplaquetarias,
antihipertensivas, hepatoprotectoras, antitiroideas y antitumorales (5). Por lo tanto, es
importante estudiar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de plantas endémicas
medicinales de nuestra region, para plantear un tratamiento alternativo basado en la
elaboracion de nuevos fitofarmacos que ayuden a combatir enfermedades infecciosas

causadas por Staphylococcus aureus resistentes a antimicrobianos.

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar el efecto antibacteriano “in vitro”
de los aceites esenciales de P. cajamarcanum'y S. lanicaulis sobre el crecimiento de S. aureus
resistentes a antimicrobianos. Para lo cual, se obtuvieron aceites esenciales utilizando el
método de arrastre con vapor en un destilador industrial a partir de muestras vegetales
recolectadas en distintos puntos de la region de Cajamarca. Asi mismo, los aislamientos
microbiologicos de S. aureus fueron obtenidos de muestras de pacientes adultos (secrecion
bronquial, secrecion faringea, orina y absceso) del Hospital Regional de Cajamarca. El efecto
antibacteriano sobre los aislamientos y sobre la cepa de referencia S. aureus ATCC 29213 se

evalud con el método de difusion en agar con disco, siguiendo el protocolo establecido para



este tipo de trabajos. Finalmente, todos los datos obtenidos fueron procesados haciendo uso

del programa estadistico IBM SPSS, version 27.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la Investigacion

Gishen et al. en el afo 2020, realizaron un estudio de seis plantas medicinales etiopes
pertenecientes a las siguientes familias: Lamiaceae, Poaceae y Amaranthaceae. En este
estudio determinaron la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de estas plantas
frente a S. aureus, Escherichia coli y Candida albicans utilizando la técnica de difusion en
agar. Fueron observados halos de inhibicion de 18 mm hasta 50 mm, concluyendo que los

aceites esenciales de estas plantas tienen buena actividad antibacteriana y antifungica (6).

Moumni et al., en el afio 2020, investigaron la composicion quimica y la actividad
antibacteriana de cinco especies vegetales de la familia Lamiaceae de Tunez. La composicion
quimica la analizaron empleando cromatografia de gases - espectrometria de masas y la
actividad antibacteriana la evaluaron mediante métodos de difusion en disco y dilucion en
microcaldo. Los resultados mostraron una actividad antibacteriana contra bacterias Gram
negativas como Pseudomonas aeruginosa, E. coli y Salmonella enterica; y bacterias Gram

positivas como Bacillus subtilis y S. aureus (7).

Perigo et al. en el afio 2016 realizaron un estudio para determinar la composiciéon quimica y
la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de once especies de Piper de distintas
areas de selva tropical en el sureste de Brasil. Ellos determinaron que los compuestos mas
abundantes en los aceites esenciales fueron los monoterpenos y los sesquiterpenos, asociando
a los monoterpenos como el limoneno y el cis B-ocimeno con la inhibiciéon de

Staphylococcus. Finalmente, ellos concluyeron que los aceites esenciales de la mayoria de



las especies de Piper investigadas exhiben actividad inhibidora contra bacterias patégenas in

vitro, alcanzando hasta el 30 % de los niveles de inhibicioén de los antibidticos comerciales

(5).

En el 2018, Ortega uso6 un disefio experimental y trabajo con diferentes concentraciones de
aceites esenciales de Orégano y Tomillo para determinar su efecto antimicrobiano frente a
una cepa ATCC de S. aureus; para esto empled el método de difusion en disco y dilucion en
microcaldo para determinar la CMI. Concluyd que la concentracion con mayor efecto
inhibitorio fue la de 100 %, pues produjo halos de inhibicion de 32,5 mm y 33 mm y que,

por lo tanto, pueden ser utilizados en distintas formulaciones farmacéuticas (8).

Ponce en el 2019, realizé un trabajo de investigacion para evaluar la actividad antibacteriana
de aceite esencial de Salvia sagittata Ruiz & Pav en estado fresco y seco frente a E. coli
ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923; sus resultados siguiendo el método de Kirby Bauer
mostraron inhibicion del crecimiento de S. aureus del 72,09 % y del 27,27 % frente a E. coli,
concluyeron que el aceite esencial de Salvia sagittata tiene una mayor actividad

antibacteriana frente a S. aureus (9).

Diaz en el afio 2019, investig6 la actividad antibacteriana “in vitro” del aceite esencial de
Piper aduncum sobre S. aureus ATCC 25923, el aceite esencial se obtuvo por destilacion por
arrastre de vapor a partir de 250 g de hojas seleccionadas. Los resultados mostraron halos
promedio de inhibicion de 15,28 mm empleando un antibiograma segun la técnica de Kirby
Bauer con discos en blanco. Sin embargo, en este estudio no se evalua la actividad
antibacteriana del aceite de P. aduncum en cepas bacterianas resistentes a antibacterianos

(10).



Vigo en el afio 2022 en su trabajo de investigacion evaluo el efecto in vitro de los aceites
esenciales y extractos vegetales de Salvia macrophylla L. (Salvia) y Kageneckia lanceolata
Ruiz (Lloque) sobre el crecimiento de Streptococcus mutans utilizando la metodologia de
Kirby Bauer. Para obtener el aceite esencial de Salvia utiliz6 destilacion por arrastre de vapor
y obtuvo los extractos de Salvia y de lloque mediante extracciéon acuosa. Sus resultados
mostraron que el aceite esencial de Salvia a la concentracion del 100 % poseia un efecto
inhibitorio en las cepas evaluadas, con halos de tamafio promedio de 9,5 mm; mientras que
los extractos acuosos de Salvia y de lloque no presentaron efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de esta bacteria. Concluy6 que el aceite esencial de Salvia a la concentracion del

100 % presenta un notable efecto inhibitorio in vitro sobre el crecimiento de S. mutans (11).

2.2 Bases Teoricas

2.2.1 Staphylococcus aureus

Clasificacion taxonomica

S. aureus esta clasificada dentro del Phylum de los Firmicutes, orden de los Bacillales,
familia de los Staphylococcaceae y pertenece al género Staphylococcus, género bacteriano

que cuenta con alrededor de 30 especies bacterianas que afectan a humanos y animales (12).

Caracteristicas morfologicas y estructurales

S. aureus es un patdégeno comensal, oportunista y potencialmente mortal, se encuentra
colonizando las superficies de la piel y las mucosas de los seres humanos; es una bacteria
Gram positiva aerdbica o anaerobia facultativa que puede resistir condiciones acidas, grandes
variaciones de temperatura y altas concentraciones de sodio. Ademas de la piel y las mucosas,

S. aureus puede sobrevivir en fomites, polvo y ropa por varios dias. Algunas de sus



caracteristicas mas importantes son la produccion de coagulasa extracelular, produccion de

catalasa, proteina A y un gran numero de toxinas que favorecen su infeccion (13).

La pared celular de S. aureus estd compuesta principalmente por una capa gruesa de
peptidoglicano, polisacarido que contiene subunidades de acido N-acetil murdmico y N-
acetil glucosamina unidos por enlaces B (1-4); ademas, contiene acidos teicoicos que
representan el 40 % del peso de la pared celular, acidos lipoteicoicos y proteinas de

membrana como la proteina A (13,14).

Posee una capsula de naturaleza polisacarida de importancia clinica en humanos, esta
formada principalmente por los tipos de polisacaridos capsulares 5 y 8, esta cépsula esta

asociada a su patogenicidad pues facilita su adherencia a las células (14).

2.2.2 Patogenia

S. aureus es un patdgeno responsable de infecciones asociadas a la atencion meédica y a
entornos comunitarios, puede causar una gran variedad de infecciones pidgenas y sistémicas,
infecciones agudas y graves y sindromes mediados por toxinas. S. aureus cuenta con una
gran variedad de factores de virulencia que incluyen adhesinas, enzimas, toxinas y proteinas
de evasion inmunitaria; y puede tener una accion extracelular e intracelular, esta ltima,
contribuye potencialmente a la persistencia bacteriana, la proteccion contra los antibidticos

y la evasion de las defensas inmunitarias (15).

S. aureus tienen la capacidad de formar biopeliculas en fomites y dispositivos médicos, las
biopeliculas son comunidades microbianas que se caracterizan por excretar una matriz
extracelular protectora compuesta principalmente de exopolisacéaridos, proteinas o ADN

externo, la formacion de estas biopeliculas altera algunas de sus especificaciones fenotipicas,



como la expresion génica, la produccion de proteinas y la susceptibilidad a los agentes

antimicrobianos (16).

2.2.3 Diagnostico

La infeccion por S. aureus puede diagnosticarse mediante técnicas microbiologicas
tradicionales como: la utilizacion de medios selectivos y diferenciales, técnicas de tincion y
pruebas bioquimicas; o mediante técnicas moleculares como: la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR), microarrays y técnicas de secuenciacion (17).

Medios de Cultivo

El Agar Baird-Parker (BP) es uno de los medios de cultivo mas utilizados para la
identificacion de S. aureus, estd compuesto por cloruro de litio, telurito de potasio y yema de
huevo. La presencia de S. aureus se evidencia por la formacion de colonias negras con un
halo transparente a su alrededor; el color negro se debe a la reduccion del telurito y el halo

transparente a la accion enzimatica de la lecitinasa sobre la yema de huevo (17).

Otro medio de cultivo importante es el Agar Manitol Salado. Este es un medio de cultivo
selectivo y es ampliamente utilizado para el aislamiento e identificacion de bacterias Gram
positivas. S. aureus fermenta el manitol formando colonias amarillas en el medio, ademas,
gracias a sus altas concentraciones de NaCl (7,5 % - 10 %) inhibe parcial o totalmente el

crecimiento de otras bacterias (18).

También encontramos al Agar Sangre, este medio de cultivo se utiliza para el aislamiento de
Staphylococcus spp. a partir de muestras clinicas. S. aureus produce colonias amarillas,
circulares y de tamafio mediano rodeadas por un halo claro que indica actividad hemolitica

(17).



Pruebas Bioquimicas

Dentro de las pruebas bioquimicas tenemos la prueba de la coagulasa, esta prueba permite
identificar a S. aureus en muestras clinicas debido a que es la Uinica especie presente en
humanos que es capaz de coagular el plasma. La coagulasa es una proteina que convierte el
fibrindgeno en fibrina formando un codgulo visible, es importante leer la prueba después de
4 horas de incubacion porque algunas cepas pueden producir fibrinolisina en periodos largos

de incubacién (17,18).

Otra de las pruebas importantes para identificar S. aureus es la prueba de la catalasa; esta
prueba bioquimica permite diferenciar a los estafilococos de los estreptococos. S. aureus
libera burbujas al estar en contacto con peroxido de hidrogeno (catalasa positiva), esto se
debe a la descomposicion del peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno por accion de la

catalasa (18).

2.2.4 Tratamiento y Resistencia a Antimicrobianos

Por lo general, las infecciones por S. aureus se tratan con antibidticos; los antibidticos
comerciales mas utilizados son: la vancomicina, linezolid, tedizolid, quinupristina mas
dalfopristina, ceftarolina, y telavancina o daptomicina; sin embargo, en los Ultimos afios, se
han identificado una amplia variedad de genes de resistencia que han permitido a este
patdgeno generar resistencia a practicamente todos los antimicrobianos comerciales que se

utilizan para su control (19).



2.2.5 Mecanismos de Resistencia

Los principales mecanismos de resistencia a antimicrobianos por S. aureus especificados en
la literatura son, la inactivacion y modificacion enzimatica, el eflujo activo y la modificacién

de los sitios diana celulares de los agentes antimicrobianos.

S. aureus presenta dos mecanismos de resistencia a los B - lactamicos, la inactivacion
enzimdtica por una [B-lactamasa codificada por el gen blaZ que hidroliza el anillo f —
lactamico de la penicilina y la modificacion del sitio diana de los antimicrobianos por los
genes MecA y MecC; que son genes que modifican a la proteina de union a penicilina (PBP)
en la pared celular bacteriana, previniendo asi la accion de los B — lactdmicos; estos genes

también estan involucrados en la resistencia a la meticilina (20).

S. aureus también ha generado resistencia a las tetraciclinas, el mecanismo de resistencia que
emplea es el eflujo activo, que promueve la excrecion del farmaco hacia el medio
extracelular. Los genes involucrados en el eflujo activo de las tetraciclinas son: tet (K) y tet
(L), que en su mayoria son transmitidos por elementos genéticos moviles como los
plasmidos; estos codifican proteinas de salida asociadas a la membrana de la superfamilia
facilitadora principal (MFS), familia de proteinas que facilitan la salida de solutos a través

de la membrana celular (19).

En los tltimos afios, son mas los reportes de cepas de S. aureus que han adquirido resistencia
a la vancomicina, la vancomicina actia uniéndose al dipéptido terminal D-alanil-D-alanina
del precursor del péptidoglucano, inhibiendo la sintesis de la pared celular. Sin embargo, S.
aureus mediante los genes VanA codifican el depsipéptido D-Alanina-D-lactato que tiene

mucha menor afinidad por la vancomicina (19).
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2.2.6 Piper cajamarcanum Yunk

P. cajamarcanum pertenece al Reino: Plantae, a la Division: Tracheophyta, a la Clase:

Magnoliopsida, al Orden: Piperales, a la Familia: Piperaceae y al Género: Piper.

P. cajamarcanum es un arbusto que puede alcanzar los 6 metros de altura, presenta hojas
suaves, redondas de aproximadamente 10 — 20 cm de largo y una inflorescencia de espiga
simple de color marrén. Fue reportada en el distrito de Colasay, provincia de Jaén,
departamento de Cajamarca, se encuentra de manera silvestre en bosques andinos a 2700

m.s.n.m (21,22).

Los componentes mas frecuentes de los aceites esenciales del género Piper son los
sesquiterpenos y monoterpenos como: el espatulenol, el valenciano, a-pineno, 3 - pineno, y-
cadineno, trans- cariofileno, 6xido de cariofileno, o - cadineno, trans --ocimeno, linalol, epi
- a-cadinol, limoneno, cis -B-ocimeno, o - copaeno, germacreno D, a-muuroleno, deshidro -
aromadreno, y- gurjunen, canfeno, germacreno B, trans - cariofileno, B-felandreno, etc. En
cuanto a su composicion fenilpropanoide, los componentes mas abundantes son: la asaricina

y el safrol. Esta composicion puede variar dependiendo de la especie y de su origen (5).

El género Piper tiene diversas actividades biologicas y farmacologicas que incluyen:
actividades insecticidas, antibacterianas, antiinflamatorias, antiplaquetarias,

antihipertensivas, hepatoprotectoras, antitiroideas y antitumorales (5).
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2.2.7 Salvia lanicaulis Epling & Jdtiva

Salvia lanicaulis pertenece al Reino: Plantae, a la Division: Tracheophyta, a la Clase:
Magnoliopsida, al Orden: Lamiales, a la Familia: Lamiaceae y al Género: Salvia, género que

incluye a casi 1000 especies vegetales (4).

S. lanicaulis es una especie arbustiva del norte del pais, se encuentra de manera silvestre en
laderas rocosas y suelos calizos de los valles interandinos a una altitud que varia desde los
3300 a 4000 m.s.n.m, esta especie solo se ha registrado en Cajamarca y La Libertad. Es un
arbusto de 50 a 120 cm de alto, con tallos y hojas densamente cubiertas con pelos de color
blanco y lanosos cuando son jovenes, cambiando a beige en las hojas mas viejas; presenta
calices densamente cubiertos de glandulas pegajosas de color pirpura de 1 mm de largo y

flores de 2 cm de largo color magenta (23,24).

De manera general, la composicion quimica del aceite esencial de Salvia spp. se compone
de: monoterpenos  hidrocarbonados, monoterpenos  oxigenados, sesquiterpenos
hidrocarbonados, sesquiterpenos oxigenados, compuestos cicloalifaticos (compuestos no
terpenoides estructuralmente relacionados con los terpenos ciclicos) y compuestos

aromaticos (4).

Dado que el género Salvia incluye casi 1000 especies, la composicion de su aceite esencial
puede variar segun su origen y segun diversos factores extrinsecos e intrinsecos tales como:
las practicas agricolas, la intensidad de la luz, la edad de los 6rganos y el tipo de 6rgano
(hojas, tallos, flores, raices), la etapa de crecimiento y desarrollo, y la época de su cosecha

verano, invierno, primavera, otofio) (4).
p
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En la medicina tradicional, especies vegetales del género Salvia han sido utilizadas como:
espasmolitico, astringente, antiséptico, tratamiento sintomdatico de molestias dispépticas
leves como ardor de estdbmago e hinchazon, tratamiento sintomatico de inflamaciones en la
boca o garganta, asi como inflamaciones leves de la piel. Ademas, esta planta se ha utilizado
tradicionalmente para tratar problemas gastrointestinales, resfriados y tos. Hoy en dia, se
vienen realizando multiples investigaciones en plantas del género Salvia evidenciando
diversas actividades farmacologicas, incluyendo actividades anticancerigenas,
antiinflamatorias, antioxidantes, hipoglucémicas y actividades antimicrobianas frente a

bacterias Gram positivas, Gram negativas, hongos y levaduras (4).

2.2.9 Aceites Esenciales

Los aceites esenciales son un conjunto de sustancias quimicas volatiles producidas
naturalmente por las plantas como metabolitos secundarios, por lo general estos se almacenan
en cavidades, células secretoras, células epidérmicas, canales o tricomas glandulares de
flores, brotes, tallos, hojas, semillas, ramas, raices, frutos y corteza. En las plantas cumplen
funciones de defensa, protegiéndolas de insectos, hongos, bacterias y animales herbivoros;

ademas cumplen un papel muy importante en la atraccion de polinizadores (3).

Los aceites esenciales solo se encuentran en plantas aromaticas que pertenecen a las
siguientes familias: Lamiaceae, Lauraceae, Asteraceae, Rutaceae, Myrtaceae, Poaceae,
Cupressaceae y Piperaceae. Los aceites esenciales de estas plantas aromaticas han
demostrado tener propiedades antibacterianas, antifingicas, insecticidas y antivirales; siendo
ampliamente utilizados en industrias farmacéuticas, cosméticas, alimentarias y agricolas

(25).
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Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volatiles de hasta 100
compuestos quimicos organicos que comprenden principalmente constituyentes derivados de
los terpenos, compuestos formados por unidades de isopreno (5 dtomos de carbonos). Dentro
de los terpenos, resaltan los monoterpenos (10 atomos de carbono), que representan mas del
80 % de la composicion de los aceites esenciales y los sesquiterpenos (15 atomos de
carbono), estos monoterpenos y sesquiterpenos pueden ser, a su vez, aciclicos, monociclicos
y biciclicos, y también oxigenados y no oxigenados. Ademas de terpenos, los aceites

esenciales pueden contener compuestos aromaticos derivados del fenilpropano (25).

Una de las propiedades mas importantes de los aceites esenciales es su capacidad de inhibir
el crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas. Se ha determinado que los
aceites esenciales dafan la pared celular microbiana, alteran la bicapa de fosfolipidos de la
membrana citoplasmatica y dafan las proteinas de la membrana, lo que conduce a una mayor
permeabilidad de la membrana celular y a una pérdida de contenido celular (25). Ademas,
estos compuestos activos pueden interrumpir la fuerza proton motriz, el flujo de electrones y
el transporte activo. También se ha reportado que los aceites esenciales y sus compuestos
activos pueden dafar una variedad de sistemas enzimdticos que causan la inactivacion o

destruccion del material genético (4).

En cuanto a S. aureus, componentes como el carvacrol, han demostrado tener efectos
especificos sobre la viabilidad y la morfologia celular de las biopeliculas. Como ya antes fue
mencionado, la formacion de biopeliculas es uno de los mecanismos patogénicos implicados
en las infecciones relacionadas con los dispositivos médicos y también es responsable de la

resistencia a los antimicrobianos (26).
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Los aceites esenciales pueden extraerse a partir de material vegetal fresco o seco por diversos
métodos, el mas utilizado es la destilacion por arrastre con vapor de agua, este método puede
durar entre 1 y 10 horas. Este método de extraccion consiste en exponer los materiales
vegetales a agua hirviendo con la finalidad de liberar el aceite esencial por evaporacion,
posteriormente los aceites esenciales se condensan, se recogen y se separan en un matraz
llamado “Florentino”. La cantidad de aceite producido depende de la duracion del tiempo de

destilacion, temperatura, presion y el tipo de material vegetal (27).

Uno de los inconvenientes de este método de extraccion es que los aceites esenciales estan
expuestos a altas temperaturas durante largos periodos de tiempo, esto puede alterar algunos
compuestos quimicos terpénicos importantes, que estan involucrados con su actividad

antibacteriana. Ademas, algunos de sus componentes organicos requieren rectificacion (27).

2.2.10 Métodos de Estudio de Sensibilidad Microbiana

Los métodos de estudio de sensibilidad microbiana se clasifican en métodos cualitativos y
cuantitativos, siendo la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB) métodos cuantitativos y el método Kirby Bauer o

disco difusion un método cualitativo (12).

Método de Kirby Bauer

El método de Kirby Bauer o disco difusion consiste en depositar en la superficie de una placa
de agar Miiller Hinton (MH) previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel
de filtro impregnados con los diferentes antibidticos, una vez los discos impregnados se
ponen en contacto con la superficie himeda del agar MH, el filtro absorbe agua y el

antibidtico se difunde por el agar, formandose una gradiente de concentracion. Después de
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un periodo de incubacion de 18 a 24 horas, los discos pueden aparecer rodeados por una zona
de inhibicién de crecimiento bacteriano, que nos permite clasificar a un microorganismo

como sensible o resistente (12).

Métodos de Dilucion

Los métodos de dilucion se han venido usando para la determinacion de la CMI y la CMB
de los antimicrobianos o aceites esenciales, para ello se utilizan tubos de ensayo que
contienen concentraciones crecientes del antimicrobiano, el microorganismo en estudio es
inoculado en los diferentes tubos y la CMI es determinada después de un proceso de

incubacion a 37° C por 24 horas (28).

2.3 Definicion de Términos Basicos

e Aceite esencial: Conjunto de sustancias quimicas volatiles producidas naturalmente
por las plantas como metabolitos secundarios (3).

e Antibacteriano: Sustancias naturales o sintéticas que suprimen el crecimiento de
bacterias Gram positivas y Gram negativas (18).

e Concentracion minima inhibitoria (CMI): Se refiere a la minima concentracion de
antibidtico que, en un periodo de tiempo predeterminado, es capaz de inhibir el
crecimiento in vitro de un inéculo bacteriano (28).

e Concentracion minima bactericida (CMB): La CMB se define como la minima
concentracion de un antibidtico que, en un periodo de tiempo predeterminado, es

capaz de inducir la muerte in vitro del 99.9 % de una poblacion bacteriana (28).
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CAPITULO 111

DISENO DE LA CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1 Nivel de Investigacion

Descriptivo

3.2 Tipo y Diseiio de Estudio

Tipo de Estudio: Investigacion Basica

Diseiio de Estudio: Experimental

3.3 Material Bioldgico

e Aislamientos de S. aureus obtenidos de muestras de pacientes adultos (secrecion
bronquial, secrecion faringea, orina y absceso).

e (Cepa de referencia de S. aureus (ATCC 29213).

e Hojas frescas de Salvia lanicaulis Epling & Jativa.

e Hojas frescas de Piper cajamarcanum Yunk.

3.4 Lugar de Muestreo

» Las hojas frescas de Salvia lanicaulis fueron colectadas en las inmediaciones del
centro poblado Progreso la Toma; distrito La Encafiada, provincia de Cajamarca,
ubicado a una altitud de 3622 m.s.n.m, latitud sur 7° 3' 38.3" S, longitud oeste 78° 17"
3.7" W.

= Por otro lado, las hojas de Piper cajamarcanum fueron colectadas en el distrito de
Colasay, provincia de Jaén, departamento de Cajamarca, ubicado a una altitud de

1775 m.s.n.m. latitud sur 5°58'36.8"S, longitud oeste 79°03'57.7"W.
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* Todos los aislamientos de S. aureus fueron obtenidos de muestras de pacientes
adultos atendidos y hospitalizados en el Hospital Regional Docente de Cajamarca

(HRDC).

3.5 Toma de Muestras

3.5.1 Muestras Vegetales

Se colectaron aproximadamente 10 kg de hojas frescas de S. lanicaulis (salvia) y también de
Piper cajamarcanum (matico cajamarquino) en bolsas herméticas, las cuales fueron
trasladadas en cajas de tecnopor hasta Cajamarca para la extraccion de sus aceites esenciales.
Ademas, se colectaron muestras representativas de las plantas en una prensa de madera para
su identificacion taxondmica en el laboratorio de Botanica del Departamento de Ciencias

Biologicas de la Universidad Nacional de Cajamarca.

3.5.2 Aislamientos de S. aureus de pacientes atendidos en el HRDC

Los aislamientos de S. aureus de los pacientes atendidos en el HRDC fueron entregados y
sembrados en viales preparados con 4 mL de agar base sangre por el personal de salud del
laboratorio de Microbiologia del HRDC; inmediatamente fueron transportados respetando la
cadena de frio hasta el laboratorio de Microbiologia (1D-107) del Departamento Académico
de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de Cajamarca, donde fueron procesados

para su evaluacion y corroboracidn correspondiente.

3.6 Obtencion de los aceites esenciales de S. lanicaulis y P. cajamarcanum

3.6.1 Seleccion de la muestra vegetal
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Después de la recoleccion de las hojas de S. lanicaulis y P. cajamarcanum se lavaron con
agua potable para eliminar la presencia de polvo y pequefios insectos; se seleccionaron las
hojas, teniendo como criterio de exclusion a aquellas deterioradas por las condiciones
ambientales y por plagas (bacterias, hongos e insectos). Posteriormente se trasladé el material
vegetal al Laboratorio de Farmacia y Bioquimica del Instituto Superior Tecnolégico Privado

Normedic (antes UPAGU) para la obtencion de los aceites esenciales.

3.6.2 Obtencion del aceite esencial de S. lanicaulis

Una vez que las hojas de S. lanicaulis fueron seleccionadas, se procedid a obtener su aceite
esencial en un destilador industrial por el método de arrastre con vapor. Para ello, primero se
agregaron 20 litros de agua en el taque generador de vapor; luego se pesé y se agrego 7 kg
de hojas de S. lanicaulis en el contenedor de la muestra. Posteriormente, se acoplaron las
partes del destilador industrial (Tanque generador de vapor, contenedor de la muestra vegetal,
refrigerante y pera de decantacion) para iniciar con la extraccion por un tiempo de 2 horas.
Durante todo este tiempo fue necesario ir eliminando el hidrolato de la pera de decantacion
del equipo para quedarnos solamente con el aceite esencial. Finalmente, el aceite esencial de
S. lanicaulis extraido fue guardado en un frasco de vidrio, color ambar, y fue conservado a

4° C en una refrigeradora.

3.6.3 Obtencion del aceite esencial de P. cajamarcanum

Para la obtencion del aceite esencial de P. cajamarcanum se realizd el mismo procedimiento
de extraccion (método de arrastre con vapor en el destilador industrial). Al igual que el aceite
de S. lanicaulis; el aceite esencial de P. cajamarcanum extraido también fue guardado en un

frasco de vidrio, color ambar, y fue conservado a 4° C en una refrigeradora.

19



3.6.4 Preparacion de las concentraciones de los aceites esenciales de S. lanicaulis y P.

cajamarcanum

Para obtener diferentes concentraciones (100 %, 80 %, 60 %, 40 % y 20 %) de los aceites
esenciales de S. lanicaulis y de P. cajamarcanum se utilizd dimetilsulfoxido al 10 %

(DMSO). Para el calculo fue aplicada la siguiente formula:

Ci1Vi=C2V,

En donde:

C1: Concentracion inicial (%)

Vi: Volumen inicial (mL)

Cz: Concentracion final (%)

V2: Volumen final (mL)

3.7 Reconocimiento e identificacion de aislamientos de S. aureus resistentes a

antimicrobianos

Todos los aislamientos de S. aureus obtenidos del HRDC por el personal de microbiologia,
pasaron por un proceso de corroboracion mediante la prueba de la coagulasa; cada
aislamiento fue sembrado en placas con agar base sangre una noche anterior para obtener
colonias aisladas; con la ayuda de una jeringa estéril se puso 0,5 mL de plasma sanguineo en
cada tubo y usando un asa estéril se emulsificaron 3 a 5 colonias de cada aislamiento en el

plasma. Finalmente, todos los tubos fueron incubados a 37° C en bafio maria durante 4 horas;
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observandose cada 30 minutos la presencia o ausencia de coagulos. Una vez que los
aislamientos de S. aureus fueron corroborados; se guardaron por duplicado en viales de
conservacion conteniendo 10 mL de agar base sangre en la refrigeradora para los siguientes

procedimientos (ver Apéndice N° 3).

Para determinar si los aislamientos de S. aureus son resistentes a antimicrobianos se realizo
un antibiograma con el método de Kirby Bauer utilizando discos con antibidticos de
gentamicina, ceftriaxona, tetraciclina, cefoxitina, eritromicina, ciprofloxacino, amoxicilina,
penicilina y trimetoprim-sulfametoxazol. Después de un periodo de incubacion por 24 horas
a 37° C, se midieron los halos y se determin¢ si los aislamientos de S. aureus presentaban

resistencia a los antibidticos mencionados (Ver Apéndice N° 4).

3.8 Evaluacion del efecto antibacteriano: Método de Difusion en agar con disco o

Kirby Bauer.

Para determinar el efecto antibacteriano de los aceites esenciales sobre los aislamientos de S.
aureus se empled el método de Kirby Bauer; para ello, se preparé agar Mueller Hinton
siguiendo las instrucciones del fabricante, se autoclavd y se sirvid en placas Petri hasta
alcanzar aproximadamente 4 mm de grosor. Por otro lado, se prepar6 el indculo bacteriano
de un cultivo de 24 horas, teniendo en cuenta el estandar de 0,5 de la escala de Mc Farland.
Pasados 15 minutos de la preparacion del indculo bacteriano, se sumergio un hisopo estéril
y se inoculd en la superficie seca de las placas con agar Mueller Hinton, se estridé con el
hisopo en tres direcciones asegurando una distribucidon uniforme del indculo. Luego, se dejo

a temperatura ambiente por 5 minutos para eliminar exceso de humedad; posteriormente y
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con la ayuda de una pinza estéril se coloco sobre la superficie del agar discos embebidos con
15 uL de las concentraciones (100 %, 80 %, 60 %, 40 % y 20 %) de los aceites esenciales de
S. lanicaulis y de P. cajamarcanum. Se utilizé como control positivo a discos de vancomicina
(30 ug) y como control negativo discos embebidos con DMSO al 10 %; cada disco se coloco
a una distancia no menor de 25 mm. Finalmente, después de una incubacién por 24 horas a
37° C se midieron los halos de inhibicidon con la ayuda de una regla y se determind el efecto
antibacteriano frente a los aislamientos de S. aureus teniendo en cuenta la escala de
Duraffourd para los aceites esenciales (Resistente < 8 m, Sensibilidad baja 9-14 mm,
Sensibilidad media 15-19 mm y Sumamente sensible > 20 mm)(29). Todos estos

procedimientos se realizaron por triplicado.

3.9 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI): Método de

Macrodilucion en medio liquido.

Para determinar la concentraciéon minima inhibitoria de cada aceite esencial se empled el
método de macro dilucién en medio liquido; para ello se prepard en un matraz una solucion
madre de 10 mL que contenia: 1 mL del aceite esencial, 1 mL de dimetil sulfoxido al 10 % y
8 mL de caldo Mueller Hinton. La concentracion del aceite esencial (mg/mL) en la solucion
madre, se calcul6 teniendo en cuenta la densidad del aceite esencial segun lo descrito por

Arias Choque en el afio 2013 (30) .

Una vez que se determino la concentracion del aceite esencial en la solucion madre, se sirvid
la solucion madre en tubos de ensayo aumentando 100 uL en cada tubo, asi mismo, la bateria
de tubos de ensayo se completd con 500 uL de indculo bacteriano de la cepa de referencia

(ATCC 29213) y con caldo Mueller Hinton hasta completar un volumen total de 2500 uL.
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Asi mismo, se calculd la concentracion del aceite esencial en cada tubo de ensayo (ver

Apéndice N°8).

Finalmente, se incubaron todos los tubos durante 24 horas a 37° C; cumplido el tiempo de
incubacion se determind la CMI del aceite esencial que fue la concentracion en mg/mL del
aceite esencial que inhibi6 el crecimiento del indculo bacteriano, esto se evidencio por la

ausencia de turbidez en el tubo después del periodo de incubacion.

3.10 Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB).

Para determinar la Concentracion Minima Bactericida (CMB), se tomaron 100 uL. de los
tubos que no presentaron turbidez en la CMI y se sembr6 con la ayuda de un asa de Drigalsky
en placas con agar Mueller Hinton, después de un periodo de incubacion a 37° C por 24 horas
se procedio a contar las UFC. La CMB fue aquella que evidencio un crecimiento < 1

UFC/placa.

3.11 Técnicas de Procesamiento y Analisis de Datos

Todos los datos obtenidos fueron procesados y analizados en el programa estadistico IBM
SPSS, version 27. Se calculd las medidas de tendencia central y de dispersion del didmetro
de los halos de inhibicion; ademas, se aplico la prueba de normalidad usando Shapiro Wilk
a todos los halos de inhibicion obtenidos. Para realizar las comparaciones de las medianas de
los efectos antibacterianos entre las muestras problemas y controles se aplico la prueba de
Kruskal Wallis, para determinar en que grupos se encontraban las diferencias significativas
se utilizaron las pruebas POST HOC, la cual se trabajé con un nivel de significancia

estadistica p < 0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados

4.1.1 Caracteristicas Fisicoquimicas de los aceites esenciales de P. cajamarcanum 'y S.

lanicaulis.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de P. cajamarcanum y del aceite
esencial de S. lanicaulis.

Caracteristicas Aceite esencial de P. Aceite esencial de S.
Fisicoquimicas cajamarcanum lanicaulis
Volumen obtenido 5,4 mL 2,9 mL
Rendimiento 0,07 % 0,04 %
Densidad 0,9321 g/mL. 1,0542 g/mL.
Olor Caracteristico al de la planta  Caracteristico al de la planta
Aspecto Translucido Translucido
Color Amarillo Intenso Amarillo palido

4.1.2 Evaluacion del efecto antibacteriano del aceite esencial de P. cajamarcanum

El aceite esencial de P. cajamarcanum a diferentes concentraciones (100 %, 80 %, 60 %, 40
% y 20 %) fue probado sobre 10 aislamientos de S. aureus resistentes a antimicrobianos
procedentes de los pacientes tratados en el HRDC y sobre la cepa de referencia de S. aureus

(ATCC 29213); utilizando como control positivo discos de vancomicina (30 ug) y como
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control negativo discos con DMSO al 10 %, obteniéndose halos de inhibicion de distintos

diametros (ver Tabla 2 y Apéndice N° 5).

Tabla 2. Diametros promedio de los halos de inhibicion producido por diferentes
concentraciones del aceite esencial de P. cajamarcanum sobre los aislamientos de S. aureus.

Diametro de los halos (mm)

Codigo de la
A.E.
cepa VAN (30 ug) DMSO 10%
20% 40% 60% 80% 100%
SA1518 6.67 6.67 7.67 10.00 11.67 17.00 6.00
SA1280 6.00 7.67 733 9.33 10.33 17.00 6.00
SA1383 6.00 6.33 7.33 10.30 12.67 19.00 6.00
SA9283 7.00 7.33 933 11.00 13.67 21.00 6.00
SA1301 6.00 6.00 6.67 10.00 11.67 18.00 6.00
SA10392 633 633 633 9.67 11.00 20.00 6.00
SA1495 6.00 6.00 7.33 7.33 11.00 19.00 6.00
SA1510 6.67 6.67 7.67 9.67 1233 20.00 6.00
SA1277 633 6.67 833 10.30 11.67 19.00 6.00
SA1308 6.00 733 733 933 1233 19.00 6.00
ATCC29213 833 11.00 11.70 12.70 15.00 17.00 6.00

A.E: Aceite esencial VAN: Vancomicina DMSO: Dimetilsulfoxido
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Aislamientos de S. aureus

20% 40% 60% 80% 100%
Concentracion del aceite esencial de P. cajamarcanum

M Resistente (Halos < 8 mm) M Sensible (Halos > 8 mm)

Figura 1. Efecto antibacteriano de los aislamientos de S. aureus producido por las
concentraciones del aceite esencial de P. cajamarcanum teniendo en cuenta la escala de
Duraffourd para los aceites esenciales.

De acuerdo con la escala de Duraffourd para los aceites esenciales, las concentraciones al 80
% y 100 % del aceite esencial de P. cajamarcanum presentaron sensibilidad baja sobre la
mayoria de los aislamientos de S. aureus resistentes a antimicrobianos, con diametro de halos
de inhibicion mayor a 8 mm (ver Figura 1). Es importante resaltar que la cepa ATCC 29213
de S. aureus empleada como control positivo mostr6 sensibilidad baja a las concentraciones
del 20 %, 40 %, 60 %, 80 % del aceite esencial de P. cajamarcanum y sensibilidad media a
la concentracion del 100 %. La prueba de Kruskal Wallis detect6 diferencias estadisticamente
significativas entre los halos de inhibicién de la vancomicina con los halos de inhibicion de

los grupos estudiados (p = 0.00) (Ver Apéndice N°10).

26



Tabla 3. Medidas descriptivas de los halos de inhibicion producidos por las diferentes
concentraciones del aceite esencial de P. cajamarcanum, la vancomicina y el DMSO sobre
aislamientos de S. aureus.

Grupo Media Mediana Desviacion  Minimo  Maiximo
Estandar

AEPC 20%! 6.48 6.33 0.70 6.00 8.33
AEPC 40%? 7.06 6.67 1.32 6.00 10.36
AEPC 60%3 7.91 7.33 1.47 6.33 11.67
AEPC 80%* 9.96 10.00 1.28 7.33 12.67
AEPC 100%° 12.21 12.33 0.99 10.67 14.33

VANS 18.73 19.00 1.34 17.00 21.00
DMSO 10%’ 6.00 6.00 0.00 6.00 6.00

AEPC: Aceite esencial de P. cajamarcanum; VAN: Vancomicina;
DMSO: Dimetilsulfoxido;
Valores con numeros distintos demuestran diferencias significativas entre los

grupos, prueba de Kruskal Wallis (p = 0.000)

4.1.3 Evaluacion del efecto antibacteriano del aceite esencial de S. lanicaulis

Al igual que el aceite esencial de P. cajamarcanum, el aceite esencial de S. lanicaulis a
diferentes concentraciones (100 %, 80 %, 60 %, 40 % y 20 %) también fue probado sobre 10
aislamientos de S. aureus resistentes a antimicrobianos procedentes de los pacientes tratados
en el HRDC y sobre la cepa de referencia de S. aureus (ATCC 29213); utilizando como

control positivo discos de vancomicina (30ug) y como control negativo discos con DMSO al
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10 %, obteniéndose halos de inhibicion de distintos didmetros (ver Tabla 3 y Apéndice N°

6).

Tabla 4. Diametros promedio de los halos de inhibicion producido por diferentes
concentraciones del aceite esencial de S. lanicaulis sobre los aislamientos de S. aureus.

Diametro de los halos (mm)

Codigo de la
A.E.
cepa VAN 30ug DMSO 10%
20% 40% 60% 80% 100%

SA1518 6.00 6.00 7.00 933 12.67 18.00 6.00
SA1280 6.00 6.00 7.33 7.67 10.67 17.00 6.00
SA1383 6.00 6.00 7.33 833 11.33 18.00 6.00
SA9283 6.00 6.00 7.33 9.67 14.33 20.00 6.00
SA1301 6.00 6.00 7.67 9.00 13.00 17.00 6.00
SA10392  6.00 6.00 7.67 8.00 1233 20.00 6.00
SA1495 6.00 6.00 7.33 867 11.33 19.00 6.00
SA1510 6.00 6.00 7.33 9.00 11.67 19.00 6.00
SA1277 6.00 6.00 833 833 12.67 20.00 6.00
SA1308 6.00 6.00 7.67 8.67 12.00 19.00 6.00
ATCC29213 6.00 6.00 8.33 10.00 12.33 17.00 6.00

A.E: Aceite esencial VAN: Vancomicina DMSO: Dimetilsulfoxido
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Aislamientos de S. aureus

20% 40% 60% 80% 100%
Concentracién del aceite esencial de S. lanicaulis

H Resistente (Halos < 8 mm) B Sensible (Halos > 8 mm)

Figura 2. Efecto antibacteriano de los aislamientos de S. aureus producido por las
concentraciones del aceite esencial de S. lanicaulis teniendo en cuenta la escala de
Duraffourd.

En cuanto al aceite esencial de S. lanicaulis se puede afirmar teniendo en cuenta la escala de
Duraffourd para los aceites esenciales, que la concentracion al 100 % present6 sensibilidad
baja sobre todos los aislamientos de S. aureus resistentes a antimicrobianos, con halos de
inhibicion con didmetro mayor o igual a 8 mm. A diferencia del aceite esencial de P.
cajamarcanum, la cepa ATCC 29213 de S. aureus utilizada present6 sensibilidad baja a las
concentraciones del 60 %, 80 % y 100 % del aceite esencial de S. lanicaulis. La prueba de
Kruskal Wallis detectd diferencias estadisticamente significativas entre los halos de
inhibicion de la vancomicina con los halos de inhibicion de los grupos estudiados (p = 0.00)

(Ver Apéndice N°10).
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Tabla 5. Medidas descriptivas de los halos de inhibicion producidos por las diferentes
concentraciones del aceite esencial de S. lanicaulis, 1a vancomicina y el DMSO sobre los
aislamientos de S. aureus.

Grupo Media Mediana Desviacion Minimo Maximo
Estandar

AESL 20%! 6.00 6.00 0.00 6.00 6.00
AESL 40%? 6.00 6.00 0.00 6.00 6.00
AESL 60%?3 7.57 7.33 0.42 7.00 8.33
AESL 80%* 8.78 8.67 0.70 7.67 10.00
AESL 100%° 12.21 12.33 0.99 10.67 14.33

VAN 30ug® 18.55 19.00 1.21 17.00 20.00
DMSO 10%’ 6.00 6.00 0.00 6.00 6.00

AESL: Aceite esencial de S. lanicaulis; VAN: Vancomicina; DMSO: Dimetilsulfoxido
Valores con numeros distintos demuestran diferencias significativas entre los grupos,

prueba de Kruskal Wallis (p = 0.000)

4.1.4 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Tabla 6. Prueba para determinar la concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite

esencial de P. cajamarcanum frente a S. aureus ATCC 29213.
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N° Concentracion

Tubo (mg/mL) Turbidez
1 3.7284 (+)
2 7.4568 (+)
3 11.1852 (+)
4 14.9136 (+)
5 18.6420 +)
6 22.3704 (+)
7 26.0988 +)
8 29.8272 (+)
9 33.5556 (+)

10 37.2840 (-)
11 41.0124 (-)
12 44.7408 (-)
Cp - (+)
CN - )

CP: Control Positivo CN:
Control Negativo

Tabla 7. Prueba para determinar la concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de S. lanicaulis frente a S. aureus ATCC 29213.

Ne° Concentracion .
Tubo (mg/mL) Turbidez
1 4.2168 (+)

2 8.4336 (+)

3 12.6504 (+)

4 16.8672 (+)

5 21.084 +)

6 25.3008 +)

7 29.5176 +)

8 33.7344 +)

9 37.9512 (+)

10 42.168 ()

11 46.3848 ()

12 50.6016 ()
CP - )
CN - )

CP: Control Positivo CN: Control
Negativo
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Las tablas 6 y 7 muestran la concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales de P.
cajamarcanum y S. lanicaulis frente a la cepa ATCC 29213 de S. aureus; se pudo observar
que a partir del tubo ntimero 10 se inhibe el crecimiento bacteriano porque no se evidencid
turbidez después del periodo de incubacion correspondiente. Por lo tanto, la CMI del aceite
esencial de P. cajamarcanum para la ATCC 29213 fue de 37.284 mg/mL y la CMI del aceite

esencial de S. lanicaulis parala ATCC 29213 fue de 42.168 mg/mL.

4.1.5 Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Tabla 8. Concentraciéon Minima Bactericida (CMB) del aceite esencial de P. cajamarcanum
frente a S. aureus ATCC 29213.

Placa  Concentracion UFC/Placa

N° Tubo (mg/mL) Observaciones
10 2 37.284 6 -
11 3 41.0124 0 CMB
12 4 44.7408 0 -
Cp 5 - >100 -
CN 6 - 0 -

CP: Control Positivo CN: Control Negativo

Teniendo como base los resultados de la Tabla 6, se tomaron los 3 ultimos tubos en donde
no se evidencio turbidez. Después de la siembra y del periodo de incubacion correspondiente
se determind que en el tubo 11 a una concentracion de 41.01 mg/mL se encuentra la
concentracion minima bactericida (CMB); ya que se registra un crecimiento menor a una

UFC/placa.
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Tabla 9. Concentracion Minima Bactericida (CMB) del aceite esencial de S. lanicaulis frente
a S. aureus ATCC 29213.

Placa Concentracion UFC/Placa

N° Tubo (mg/mL) Observaciones
10 1 42.168 19 -
11 2 46.3848 3 -
12 3 50.6016 0 CMB
CP 4 - >100 -
CN 5 - 0 -

CP: Control Positivo CN: Control Negativo

En cuanto al aceite esencial de S. lanicaulis, se tomaron los 3 ultimos tubos en donde no se
evidencio turbidez. Después de la siembra y del periodo de incubacion correspondiente se
determindé que en el tubo 12 a una concentraciéon de 50.60 mg/mL se encuentra la
concentracion minima bactericida (CMB); ya que se registrd un crecimiento menor a una

UFC/placa.
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4.2 Discusion

El rendimiento de extraccion del aceite de P. cajamarcanum 'y S. lanicaulis fue de 0.07% y
0.04% respectivamente, este rendimiento es muy bajo considerando el rendimiento obtenido
por otros investigadores en plantas que también pertenecen al mismo género (5,11); sin
embargo, esto se puede deber a factores exodgenos como la época del afio en que se realiz6 la
recoleccion de las hojas de las plantas (época seca en Cajamarca). En la investigacion de
Perigo, que recolectd 11 especies del género Piper en las cuatro estaciones del afio se pudo
observar que el rendimiento del aceite esencial de las especies vegetales estudiadas disminuia
en verano y aumentaba en invierno y primavera; los rendimientos de los aceites esenciales
de las especies oscilaron entre 1.84 y 0.18% (5). Ademas de la época del afio, el rendimiento
de los aceites esenciales también esta relacionada con la parte de la planta que se utiliza para
la extraccion, esto dependerd de cada especie vegetal (27). Por lo tanto, al ser el primer
estudio que se realiza en P. cajamarcanum y S. lanicaulis, considero importante extraer su
aceite esencial en otras épocas del aio y de otras partes de la planta (tallos, flores, raices) con
la finalidad de encontrar un rendimiento mucho mas alto al obtenido y en un futuro realizar

formulaciones farmacéuticas.

Los aceites esenciales de P. cajamarcanum 'y S. lanicaulis mostraron en el presente estudio
un efecto antimicrobiano a las concentraciones del 80 % y 100 % frente a los aislamientos
de S. aureus resistentes a antibacterianos; este resultado era de esperarse puesto que los
aceites esenciales de otras especies vegetales que pertenecen a los géneros Piper y Salvia
también han demostrado “in vitro” tener una buena actividad antimicrobiana frente a S.
aureus y otros microorganismos (5,9-11,32). La actividad antimicrobiana de los aceites

esenciales estd intimamente relacionada por su composicion quimica a base de
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monoterpenos, sesquiterpenos y sus derivados oxigenados, estos compuestos alteran la
organizacion de los lipidos en las membranas celulares bacterianas y de las mitocondrias, lo
que provoca la fuga del contenido celular y pérdida de iones segin Bandawy y sus
colaboradores y Tariq y sus colaboradores (3,33). Estudios anteriores muestran que en los
aceites esenciales de especies del género Piper resaltan compuestos quimicos como: el
germacreno, el limoneno y el cis -B-ocimeno (5,32,34). Estos monoterpenos fueron los
compuestos con mayor correlacion con la inhibicion del crecimiento bacteriano,
especialmente contra especies del género Staphylococcus en el estudio de Perigo y sus

colaboradores (5).

Como ya se mencion6 anteriormente, el aceite esencial de S. lanicaulis a las concentraciones
al 80y 100 % muestran un buen efecto antibacteriano (CMI: 42.16 mg/mL); esto se corrobora
con otros estudios previos en donde también utilizaron aceites esenciales de plantas del
género Salvia; asi encontramos a Fahed y sus colaboradores que demostraron que el aceite
esencial de Salvia multicaulis, una especie de Salvia endémica del Medio Oriente; tenia un
buen efecto antibacteriano sobre las cepas de S. aureus ATCC 29213 (CMI: 128 mg/mL), S.
aureus resistente a la meticilina (MRSA) ATCC 33591 (CMI: 128 mg/mL) y todas las
especies de Trichophyton analizadas (CMI: 64 mg/mL). En su estudio, ellos atribuyeron al
nerolidol (principal compuesto quimico en el aceite esencial de S. multicaulis (12%)) como
el responsable de su efecto antibacteriano (35). Por otra parte, Cutillas y sus colaboradores
también encontraron un buen efecto antibacteriano en el aceite esencial de Salvia officinalis

sobre el crecimiento de E. coli, S. aureus y C. albicans (36).
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El anélisis estadistico muestra diferencias significativas entre los grupos probados (100, 80,
60, 40, 20 %) con el control positivo (vancomicina) en el aceite esencial de P. cajamarcanum
y en el aceite esencial de S. lanicaulis (Valor de p <0.05) (Ver apéndice N°10 Y N°11), esto
se debe a que en la actualidad la vancomicina es uno de los tratamientos eficaces y es un
farmaco de primera linea o de primera opcidn para el tratamiento de infecciones causadas
por S. aureus; a pesar de que han empezado a aparecer aislamientos de S. aureus resistentes
a la vancomicina, su porcentaje es bajo aun y su eficacia sigue siendo excelente segin Zhang
y colaboradores después de haber realizado un metaanalisis de la eficacia de la vancomicina

sobre S. aureus el presente afio (37).

Los aceites esenciales probados han demostrado tener un buen efecto antibacteriano y pueden
ser un complemento a los antibioticos como lo sugiere Majeed y sus colaboradores, en donde
la utilizacion del aceite esencial de Nardostachys jatamansi “Nardo” potenci6 la respuesta
de antibioticos como la amoxicilina, la eritromicina, el cloranfenicol y la ampicilina contra
microorganismos resistentes a los antibidticos (Klebsiella pneumoniae, E. coli, Bacillus
subtilis, Micrococcus luteus y S. aureus); ademas, el aceite esencial redujo las CMI de los
antibioticos entre 4 y 10,5 veces frente a los patogenos analizados (38). Teniendo como base
estos hallazgos, es posible que la combinacion de antibioticos con aceites esenciales de
plantas como las empleadas en este trabajo de investigacion pueden constituir una estrategia
muy importante para abordar el problema de los microorganismos resistentes a
antimicrobianos y dar como resultado el desarrollo de nuevos regimenes de tratamiento

antibacteriano.
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Finalmente, es importante considerar que en el presente estudio se utilizaron aislamientos
clinicos de S. aureus, los cuales fueron sometidos a una prueba de susceptibilidad
antimicrobiana utilizando 10 antibitticos diferentes, mostrando resistencia a por lo menos
uno de los antibiodticos probados (ver apéndice N°4). Por lo tanto, se puede reforzar las
conclusiones de Iseppi y sus colaboradores que consideran a los aceites esenciales como un
arma natural contra las bacterias resistentes a los antibioticos responsables de las infecciones
nosocomiales como los enterococos resistentes a la vancomicina, S. aureus resistente a la

meticilina (MRSA) y E. coli productora de B - lactamasas de espectro extendido (39).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

e El aceite esencial de Piper cajamarcanum a la concentracion del 100 % presentd
sensibilidad baja sobre todos los aislamientos de S. aureus resistentes a
antimicrobianos; la concentracion al 80% present6 sensibilidad baja en 9 de los 10
aislamientos de S. aureus y la concentracion al 60 % presentd sensibilidad baja
unicamente en dos aislamientos y en la cepa control ATCC 29213; en cambio, las
concentraciones al 40 y 20 % no presentaron ningtn efecto antibacteriano.

e El aceite esencial de Salvia lanicaulis a la concentracion del 100 % presentd
sensibilidad baja sobre todos los aislamientos de S. aureus resistentes a
antimicrobianos; la concentracion al 80% presentd sensibilidad baja en 9 de los 10
aislamientos de S. aureus y la concentracion al 60 % presentd sensibilidad baja
unicamente en un aislamiento y en la cepa control ATCC 29213; en cambio, las
concentraciones al 40 y 20 % no presentaron ningun efecto antibacteriano.

e [a CMI y la CMB para el aceite esencial de Piper cajamarcanum tue de 37,284
mg/mL y 41,01 mg/mL respectivamente; asimismo, la CMI y la CMB para el aceite

esencial de Salvia lanicaulis fue de 42.168 mg/mL y 50.60 mg/mL.
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5.2. Recomendaciones

Realizar un estudio cromatografico para determinar la composicién quimica de los
aceites esenciales de Piper cajamarcanum 'y Salvia lanicaulis.

Probar los aceites esenciales de Piper cajamarcanum y Salvia lanicaulis en otros
microorganismos de importancia en salud publica, que presenten resistencia a
antimicrobianos.

Realizar estudios de la combinacion de los aceites esenciales de Piper cajamarcanum

y Salvia lanicaulis con antibidticos.
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APENDICES

Apéndice N°1. Recoleccion de especies vegetales

Recoleccion de Piper cajamarcanum en el distrito de Colasay, provincia de Jaén,

departamento de Cajamarca.

Recoleccion de Salvia lanicaulis en el Centro Poblado Progreso La Toma, distrito de La

Encafiada, provincia de Cajamarca.
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Apéndice N°2. Obtencion de los aceites esenciales

A: Piezas del destilador industrial; By C: Armado del destilador industrial para la obtencion
de aceite esencial por el método de arrastre con vapor; D: llenado del tanque superior con el
material vegetal para la obtencion del aceite esencial; E: llenado del tanque inferior del

destilador industrial con agua.
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Obtencion de los aceites esenciales de P. cajamarcanum y S. lanicaulis.

Pesado de un mL de cada aceite esencial para calcular su densidad.
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Apéndice N°3. Obtencion e identificacion de los aislamientos de S. aureus.

Ay B: Aislamientos de S. aureus en viales con agar sangre para su conservacion; C:
Aislamiento de S. aureus (SA1383) en placa con agar Base sangre; D: Reactivacion de la
cepa de referencia ATCC 29213 de S. aureus en agar sangre.

A: Prueba de la coagulasa de los aislamientos de S. aureus; B: Tincion Gram de los
aislamientos de S. aureus.
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Apéndice N°4. Determinacion de la resistencia a diferentes antimicrobianos.

SA1510.

50

Cédigo Halos de Inhibicién de los Antibioticos Probados (mm)
Cepa | Gentamicina | Ceftriaxona | Tetraciclina | Cefoxitina | Eritromicina Trimetoprim- Ciprofloxacino | Penicilina | Amoxicilina | Vancomicina
Sulfametoxazol
SA1518 24 11 34 12 23 31 24 10 12 17
SA1280 6 6 29 7 7 23 7 6 10 17
SA1383 17 7 31 7 7 31 7 7 26 19
SA9283 15 21 29 22 7 16 7 18 23 21
SA1301 7 7 31 7 7 22 9 7 13 18
SA10392 30 16 31 20 7 32 28 27 31 20
SA1495 20 6 6 15 6 27 24 8 12 19
SA1510 6 7 32 7 7 29 7 6 10 20
SAL1277 19 18 31 24 10 31 29 16 19 19
SA1308 26 21 32 22 27 30 35 15 17 19
Valores segun la Clinical and
o Laboratory Standards Institute
Antibiotico (CLSI)
Resistente | Intermedio | Sensible
Gentamicina <12 13al 14 >15
Ceftriaxona <13 14 al 20 >21
Tetraciclina <14 15al 18 >19
Cefoxitina <14 15al 17 >18
Eritromicina <13 14 al 22 >23
Trimetoprim-
Sulfametoxazol <10 11al 15 >16
ciprofloxacino <15 16 al 20 >21
Penicilina <28 - >29
Amoxicilina <13 14 al 17 >18
Vancomicina <15 - 215 Antibiograma del aislamiento de S. aureus SA9283 y




Apéndice N°S5. Evaluacion de efecto antibacteriano del aceite esencial de P. cajamarcanum

Cédigo AE P. cajamarcanum Vancomicina DMSO 10%
Cepa 20% 40% 60% 80% 100%

I 1 1 O = O O O I = L) P I P I P I I 1 I O
SA1518 |7|7|6 |67|7 |7 |6 (678 |7 |8|767|9|11|10| 10 |11 |13|11| 11.67 17 17 6|16| 6 |6
SA1280 |(6|6|6 | 6 |7 (8|8 |77|7 |7 |8 |733|9|11|8 [9.33|10|10|11| 10.33 17 17 6|16| 6 |6
SA1383 |6|/6|6 | 6 |6 |6 |7 (638 |7 |7 |733[10(10|11|10.3|12|12|14| 12.67 19 19 6|16| 6 |6
SA9283 |8|6| 7 | 7 |8 |7 |7 |73]10]9]9]933 (10|11 |12| 11 |13 |14 |14 | 13.67 21 21 6 |6| 6 |6
SA1301 |(6|6|6 | 6 |6 |6 |6 |6 |7 |7]|6/|667|9|10|11| 10 |11 |11|13| 11.67 18 18 6|16| 6 |6
SA10392 |6|7| 6 |63|6 |7 |6 |63|6|7|6]|633|10|9 |10|967 |11|10(12| 11 20 20 6|16| 6 |6
SA1495 |6|6|6 | 6 |6 |6 |6 |6 |7 |7|8|733|8]|7 733 |10(12|11| 11 19 19 6|16| 6 |6
SA1510 |6|7 |7 |67|7 |6 |7 |67|9|7]|7]767 10|10 9.67 | 11|12 |14 | 12.33 20 20 6|16| 6 |6
SA1277 |6|7|6 |63|7 |7 |6 679 |7|9|833|11|9 |11]103|13|10|12| 11.67 19 19 6|16| 6 |6
SA1308 |(6|6|6 | 6 |7 |7 |8 (738 |7 |7 |733[10(10| 8 [9.33|12|13|12| 12.33 19 19 6|16| 6 |6
';‘gz(ig 9/8|8(83|12|10|10| 11 (12|11 (12| 117 |14|12|12| 127 |16|15|14| 15 17 17 6|16| 6 |6
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Efecto antibacteriano del
aceite esencial de Piper
cajamarcanum sobre los
aislamientos SA1277 y SA
1283; en la tercera imagen se
puede observar a todos los
aislamientos estudiados.




Apéndice N°6. Evaluacion de efecto antibacteriano del aceite esencial de S. lanicaulis.

A.E S. lanicaulis -

C(c;);;go 0% 10% 50% 80% I 100% Vancomicina DMSO 10%

L HEfP I Py P i B Fpnpm P I B P
SA1518 |6|6|6 |6]/6/6]|6 |6|7|7]|7 7 10 8 |10 933 |13 |13 |12 | 12,67 18 18 6|16 6 [6
SA1280 |6|6|6 |6/6/6|6|6|8|7|7 | 733 | 9 |7 |7 | 767 |10|11 |11 | 10.67 17 17 6 |6 6 [6
SA1383 |6|6|6 [6/6|/6|6 |6/8|/6|8| 733 | 9 9 | 833 | 10|12 |12 | 11.33 18 18 6 16| 6 [6
SA9283 |6|6|6 [6/6/6|6|6]|7|7|8| 733 | 8 |11 |10 | 9.67 |14 | 15| 14 | 1433 20 20 6 16| 6 [6
SA1301 |6|6|6 |6/6/6|6|6]|8|7|8 | 767 | 9 |8 |10 S 13113 |13 13 17 17 6 16| 6 [6
SA10392 |6|/6|6|6|6/6|6|6|/8|7|8| 767 | 9 |7 |8 8 10 | 14 | 13 | 1233 20 20 6 16| 6 [6
SA1495 |6|6|6 |6/6/6|6|6]|8|7|7 | 733 | 9 | 9 |8 | 867 |10|12 |12 | 11.33 19 19 6 16| 6 [6
SA1510 |6|6|6 |6/6/6|6|6]|8|7|7 | 733 | 9 |9 |9 g 11112 | 12 | 11.67 19 19 6 16| 6 [6
SA1277 |6|6|6 |6/6/6|6(6|9/7|9] 833 |10| 7 | 8 | 833 |14 |11 |13 | 12,67 20 20 6 16| 6 [6
SA1308 |6|6|6 |6/6/6|6|6]|9|7|7 | 767 |10| 8 | 8 | 867 |14 |11 |11 12 19 19 6 |6 6 [6
égzcig 6|6/ 6|6/6/6|6|(6(8/8|9 |83 |9 1011 10 |12 |12 |13 | 1233 17 17 6|6 6 [6

Efecto antibacteriano del aceite
esencial de Salvia lanicaulis sobre los
aislamientos SA1510, SA1518,
SA1383 y sobre la cepa ATCC 29213.
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Apéndice N°7. Determinacion de la CMI' Y CMB

Determinacion de la CMI del aceite esencial de Salvia lanicaulis, se puede apreciar que a
partir del tubo 10 no se presenta turbidez.

Determinacion de la CMI del aceite esencial de Piper cajamarcanum, se puede apreciar que

a partir del tubo 10 no se presenta turbidez.

rie
------

Determinacion de la CMB del aceite esencial de Salvia lanicaulis.




Determinacion de la CMB del aceite esencial de Piper cajamarcanum.

Apéndice N°8. Bateria de tubos de ensayo para determinar CMI

Ne Volumen Solucién Volumen caldo Volumen Inéculo  Volumen
Tubo Madre (uL) Mueller Hinton (uL)  Bacteriano (uL)  Total (uL)
1 100 uL 1900 uL 500 uL 2500 uL
2 200 uL 1800 uL 500 uL 2500 uL
3 300 uL 1700 uL 500 uL 2500 uL
4 400 uL 1600 uL 500 uL 2500 uL
5 500 uL 1500 uL 500 uL 2500 uL
6 600 uL 1400 uL 500 uL 2500 uL
7 700 uL 1300 uL 500 uL 2500 uL
8 800 uL 1200 uL 500 uL 2500 uL
9 900 uL 1100 uL 500 uL 2500 uL
10 1000 uL 1000 uL 500 uL 2500 uL
11 1100 uL 900 uL 500 uL 2500 uL
12 1200 uLL 800 uL 500 uL 2500 uL
CH - 2000 uL 500 uL 2500 uL

C() - 2500 uL - 2500 uL




Apéndice N°9. Prueba de Normalidad

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Halos de Inhibiciéon PC 171 66 ,000 ,848 66 ,000
Halos de Inhibicion SL , 196 66 ,000 ,802 66 ,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Resumen de prueba de hipotesis

Apéndice N°10. Pruebas de Kruskal Wallis para P. cajamarcanum y S. lanicaulis

Hipétesis nula Prueba Sig. Decision
La distribucion de Halos de Prueba de
1 Inhibicién PC es la misma entre  Kruskal-Wallis 000 glg:gtaezs?; la
las categorias de Concentracién  para muestras ! nula.
Aceite esencial P. cajamarcanum. independientes

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacion es de ,05.

Resumen de prueba de hipotesis

Hipétesis nula Prueba Sig. Decision
La distribucion de Halos de Prueba de
Inhibicién SL es la misma entre  Kruskal-Wallis 000 m&zs?: la
las categorias de Concentraciéon para muestras ) nula.
Aceite esencial S. lanicaulis. independientes

Se muestran significaciones asintoticas. El nivel de significacion es de ,05.



Apéndice N°11. Pruebas Post Hoc para determinar diferencias entre grupos

Comparaciones multiples

Wariable dependisnte:

Halos de Inhibicion

T3 Cunnagt

(1) Tratamientos del Aceite

 esencial P. caamarcamun., |
1

{Jj Tratamientos del Aceite

 esencial P. calamaeann., |
2

Diferencia de

Intervals de
confianza al

medias {I-J) Degn. Ermor Sig. Limite inferior
- A75TETETRTET 440374005381 843 -2,10485796311
577 408 T818
-1,42424242424 403287583321 37 -3 11772856227
2425 202 o104
-3,48484848484 4422581687282 000 -4,98407208263
8488 e [ G164
-5,83636383638 450384427914 .00Q -7,18811830671
3835 082 nz2e2
-12,2424242424 458708263481 000 -13,8040883275
24242 226 23417
ATETOTETETET 440874005381 043 - 853142811602
LT 408 G4
- 8484348484284 BDG130TT4936 308 -2,80705042658
g438 545 663
-2,90800090008 554038521740 00 -4, 72050984045
[ 186 2501
-5,06060806060 561547121082 000 -6,90360813508
058" 048 0168
-11,6666006668 56TIBER13338 000 -12,5308117731
GagE4’ 72 8837a
1,42424242424 403297503321 37 -289243713785
2425 203 255
B484548484584 | 5DG130TT4935 288 -1,11083072059
g43 545 GEET
-2,05060006060 500402824385 032 -4,00246042585
8061 a1 4602
-4,21212121212  5DG9004T 2836 000 817307048763
1210 128 GEE2
-10,8181818181 602370301486 000 -12,7o26488455
21817 T35 AThEA
3,484548484584 442258167252 000 1,88472488101
8485 e} [i] 0E09
2,80000080008 554335521748 0o 1,08887197772
08008’ 186 B313
208060806060 500403824385 032 1187518958357
081 821 521
-2,15151515151 555483720800 013 -2,97467757001
5148 i 3603
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-B,75T5TSTETET
5756
583636303630
3838
5.06060806060
A05E"
421212121212
1210°
215151515151
148
-5,80606080608
0807
12,2424242424
24242
11,6666006668
Gaa84
10,8181818181
31817

B TETETSTETET
5758
§,80506080608
0807

SE187T4077821
3az
450354427914
08z
561547121882
048
50900472336
128
/505452720800
708
EE3096T3837T3
115
ADBTOE2E3481
226
DETE3EE13320
a7z
JB02870301488
735
SE187T4077821
gz
SEB08ET383T3
115

000

.00g

000

.00g

013

.00g

000

000

000

000

00g

-10,8021138203
26048

4, 10360396501
673

3. 21760598615
1043

2, 25027183660
5739
328352724018
G8g
-B.47262828018
3170
10,6708801573
25067
b,80272156018
4053
B,837T14T8082
G077
6,91303738528
4565
473048253103
B045

Comparaciones multiples

Variable dependiente:

Halos de Inhibician

T3 Dunpett

(I} Tratamientos del
Aceite esencial 5.

lagj _

1

Intervalo de

(J)} Tratamientos del confianza al
Aceite esencial 5. Diferenciade 95%
 lanicaulis medias (I-J] Desy Error Sig.  Limite inferior
2 0000000000 0000000000 0000000000
00000 00000 00000

3 -1,57575757 1275486249 000 -2.04582144
5757575 07445 9387559

4 -2, TBTETETE 2121212121 000 -3,56773955
TETETET 21212 1260325

5 -5,21212121 2990649646 000 -7 31159999
2121213 41826 7958044

6 -12,5454545 3659020326 000 -13,8907746
45454547 31784 61145876

1 0000000000 0000000000 0000000000
00000 00000 00000

3 -1,57575757 1275486249 000 -2.04582144
5757575 07445 9387359

4 -2, TBTETETE 2121212121 000 -3,56773955
TE7TAT 21212 1260325




-5,21212121
2121213
-12, 5454545
45454547
1675757575
757575
1575757575
757575
-1,21212121
2121212
-4,63636363
6363638
-10,9696969
69596972

2 7BRTATRTAT
578787

2 78TETATET
878787
1212121212
121212
-3,42424242
4242426

-9, 75757575
T5757E0
6,212121212
121213
6,212121212
121213

4 536353636
363638
3,424242424
242426
-5,33333333
3333334

12 54545454
5454547

12, 54545454
5454547
10,95969695
9596972

9 757575757
STSTED
§,333333333
333334

2990649645
41826
3659020326
31784
1278486249
07449
1273486249
07449
2476705039
50031
3252462312
72697
JET5945925
36230
Z2121212121
21212
Z2121212121
21212
2476705039
60031
6662414435
39485
A229417290
27101
2990649645
41826
2990649645
41526
3252462512
72697
JEG66341445
39485
AT257T18470
21041
3659020326
31784
3659020326
31784
JET75945925
36230
A229417290
27101
AT257T18470
21041

000
000
000
000
002
000
000
000
000
002
000
000
000
000
000
000
000
000
000
000
000

000

-7, 31169999
7955044
-13,8907746
61146876
1,105693702
127292
1,105693702
127292
-2,04542229
6150393

-5, 76340697
4490713
-12,3334545
35281564
2,007953024
497249
2007965024
497249
AT88201280
92030

-4 64267922
9075965
-11,1852533
71562569
3,112542426
284352
3,112542426
284382
3,909320293
236562
2205505619
408587

-7, 89133058
5596199
11,20013442
972217
11,20013442
9782217
9605909381
112081
8,329595143
238950

4, 775336081
070469




