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RESUMEN

La presente investigacion se ejecutd con la finalidad de determinar la sensibilidad del
cultivo de cepas de Escherichia coli frente a la acciéon antibacteriana de los extractos
etanolicos de las hojas Rosmarinus officinalis y Mentha spicata. Para lo cual se obtuvieron
muestras de la ciudad de Ferrefiafe que sufrieron un proceso de extraccion con el método
de la percolacion con etanol al 96% durante 48 horas. Posteriormente, con el extracto
obtenido de cada muestra se procedieron a la evaluacion mediante el método de Kirby
Bauer donde se midieron las diferentes sensibilidades de los extractos tanto a la
concentracion del 50% como del 100%. Los resultados que se encontraron son alentadores,
pues sefiala que al 100% del extracto de Rosmarinus officinalis posee alta sensibilidad
contra las cepas de E. coli. Mientras que los extractos de Mentha spicata al 100% posee
sensibilidad media. La conclusion de la investigacion fue que existe una sensibilidad alta
del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis y una sensibilidad media del extracto de
Mentha spicata sobre cepas de Escherichia coli.

Palabras claves: Rosmarinus officinalis, Mentha espicata, antibacteriana, Escherichia coli.



ABSTRACT

The present investigation was carried out in order to determine the sensitivity of the culture
of Escherichia coli strains against the antibacterial action of the ethanolic extracts of the
leaves Rosmarinus officinalis and Mentha spicata. For which samples were obtained from
the city of Ferrefiafe that underwent an extraction process with the percolation method with
96% ethanol for 48 hours. Subsequently, the extract obtained from each sample was
evaluated using the Kirby Bauer method, where the different sensitivities of the extracts
were measured at both the 50% and 100% concentration. The results found are
encouraging, as it indicates that 100% of the Rosmarinus officinalis extract has high
sensitivity against E. coli strains. While the 100% Mentha spicata extracts have medium
sensitivity.

The conclusion of the investigation was that there is a high sensitivity of the ethanolic
extract of Rosmarinus officinalis and a medium sensitivity of the extract of Mentha spicata
on Escherichia coli strains.

Keywords: Rosmarinus officinalis, Mentha spicata, antibacterial, Escherichia coli.



I. INTRODUCCION

El uso y la busqueda de medicamentos derivados de plantas se han acelerado en los
ultimos afios. Etnofarmaco6logos, boténicos, microbidlogos y quimicos de productos
naturales estdn peinando la Tierra en busca de fitoquimicos y "pistas" que podrian
desarrollarse para el tratamiento de enfermedades infecciosas. Si bien el 50% de los
productos farmacéuticos actuales se derivan de plantas, ninguno se utiliza como
antimicrobianos. Los curanderos tradicionales han utilizado plantas durante mucho tiempo

para prevenir o curar enfermedades infecciosas.*

La medicina occidental esta tratando de duplicar sus éxitos. Las plantas son ricas en una
amplia variedad de metabolitos secundarios, como taninos, terpenoides, alcaloides y

flavonoides, que se ha encontrado in vitro que tienen propiedades antimicrobianas.*?

Escherichia coli es un microorganismo comun y diverso que vive como un organismo
comensal del tracto gastrointestinal de humanos y muchos animales. Esta relacion entre la
bacteria y su huésped es simbidtica, lo que proporciona a ambos una serie de ventajas. Sin
embargo, E. coli se ha convertido en un patégeno bien adaptado a su huésped a través de la
pérdida y ganancia de genes. Algunas cepas de E. coli patdgenas causan enfermedades
diarreicas (E. coli patdgena intraintestinal), mientras que otras causan infecciones

extraintestinales (E. coli patgena extraintestinal .?

El uso de las especies vegetales forma parte de la medicina tradicional complementaria y
esta arraigada en la comunidad formando parte de la cultura y tradicion de los pueblos del
mundo, especialmente en donde la influencia de la modernidad se haya mantenido alejada.
Miles de afios de uso de esta practica ofrecen una gran contribucion como alternativa o

complemento en la nueva concepcion integral de la salud.

Existe una gran problematica en torno a las infecciones ocasionadas por bacterias,
existiendo una lista que la Organizacion Mundial de la Salud puablica para informar al
mundo que se necesita de la invencion de nuevos antibidticos que combatan estos
microrganismos que por haber creado resistencia se han vuelto peligrosos para el ser

humano.!
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E. coli son la principal causa de infecciones del tracto urinario y gastrointestinales, ya sean
nosocomiales o adquiridas en la comunidad. También suele causar infecciones de tejidos
blandos (p. Ej., Peritonitis) y del sistema nervioso central (p. Ej., Meningitis neonatal). La
carga mundial de estas infecciones extraintestinales es asombrosa, con cientos de millones
de personas afectadas anualmente y una morbilidad y mortalidad considerables en casos de

complicacion con bacteriemia o sindrome de sepsis.'?

En los Gltimos afios este microorganismo que se encuentra diseminado por todo el medio
ambiente es causante de muchas enfermedades en especial intra 0 extra hospitalarias es
causante de muchas muertes alrededor del mundo en especial paises subdesarrollados
donde no existe un lineamiento o una politica de salud publica que nos pueda ayudar a
revertir estos datos. Su gran capacidad para adaptarse en sistemas u 6rganos hacen que este
microorganismo pueda ser muy mortal tanto la OMS como otras organizaciones tratan de
proporcionar esquemas Yy tratamientos para poder dar frente a estas enfermedades. Otro
problema para estas organizaciones es la resistencia del microorganismo hacia ciertos

antibidticos esto se debe al uso irracional de los antibiéticos.>%2

Ademas, los patdgenos de E. coli en particular los que causan infecciones extraintestinales,
han desarrollado resistencia a todas las clases de antibioticos introducidos para tratar
infecciones humanas y animales. La prevalencia de resistencia a los antibidticos orales de
primera linea, como trimetoprim-sulfametoxazol, amoxicilina y amoxicilina més &cido
clavulanico, que se utilizan ampliamente para tratar las infecciones por E. coli adquiridas

en la comunidad, ha aumentado de manera constante con el tiempo.*®

En América sucede un caso similar, con mayor implicancia en cuanto a la resistencia de las
cepas de E. coli en infecciones, llegando a presentarse hasta un 90% de resistencia a
maultiples antibacterianos, lo que indica que el tratamiento habitual esta relacionado con

una mezcla de antibi6ticos.?”’

En el Per(, Lopez presentd un articulo donde encontro una gran cantidad de bacterias por

encima de los valores normales en la playa Agua Dulce en la capital. Aislados, se encontrd

11



que eran resistentes a diferentes antibioticos por lo que refiere que muchas playas en el

territorio nacional estan contaminadas con este patdgeno.®

En nuestro pais, algunos estudios muestran realizadas han encontrado cepas resistentes
también en infecciones comunitarias en un 30% Yy en hospitales en un 40%
aproximadamente, por lo tanto, estos microorganismos estan produciendo resistencia tanto
en ambientes hospitalarios como en la comunidad, estos datos se correlacionas con las

estadisticas mundiales.®

En el departamento de Lambayeque un estudio realizado por Aguilar et al. Mostrd la
prevalencia de varias cepas de Escherichia coli en las verduras y otros productos

alimenticios encontrados en diferentes mercados como Moshoqueque. %11

El presente proyecto pretende colaborar en la busqueda de tratamientos no farmacol6gicos
que eviten la proliferacion de cepas resistentes, utilizando como alternativas al tratamiento

antibacteriano plantas medicinales.

Formulamos el problema general, ¢Cual es el efecto antibacteriano in-vitro de los extractos
etanolicos de Rosmarinus officinalis (romero) y Mentha spicata (hierba buena) sobre
Escherichia coli? Seguido de los problemas especificos que son los siguientes, ¢Cual es el
efecto antibacteriano in-vitro del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero) al
100% sobre Escherichia coli?, ;{Cual es el efecto antibacteriano in-vitro del extracto
etanolico de Rosmarinus officinalis (romero) al 50% sobre Escherichia coli?, ¢ Cudl es el
efecto antibacteriano in-vitro del extracto etandlico de Mentha spicata (hierba buena) al
100% sobre Escherichia coli? y ¢Cual es el efecto antibacteriano in-vitro del extracto

etanolico de Mentha spicata (hierba buena) al 50% sobre Escherichia coli?

Esta investigacion tiene como objetivo general, determinar el efecto antibacteriano in-vitro
de los extractos de Rosmarinus officinalis (romero) y Mentha spicata (hierba buena) sobre
Escherichia coli, y como objetivos especificos, valorar el efecto antibacteriano in-vitro del
extracto de Rosmarinus officinalis (romero) al 100% sobre Escherichia coli, valorar el
efecto antibacteriano in vitro del extracto de Rosmarinus officinalis (romero) al 50% sobre

Escherichia coli, valorar el efecto antibacteriano in vitro del extracto de Mentha spicata
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(hierba buena) al 100% sobre Escherichia coli y valorar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto de Mentha spicata (hierba buena) al 50% sobre Escherichia coli.

Esta investigacion se justifica por la medicina tradicional o etnomedicina que proviene de
una serie de practicas empiricas ancestrales cuya transmision de conocimientos se ha dado
mediante la comunicacion oral de generacion en generacion, principalmente por medios
orales, con el intento de solucionar los diferentes problemas de salud. La medicina
tradicional es la base primaria para el cuidado de la salud en sectores desprotegidos de la
sociedad con escasos recursos econdmicos, esto debido a su fécil disponibilidad y su

relativo bajo costo.

Las enfermedades diarreicas son la principal causa de morbilidad y mortalidad en los
paises de ingresos bajos a medianos y se estima que son la segunda causa principal de
mortalidad entre los nifios menores de 5 afios, lo que resulta en 0,5 millones de muertes en
todo el mundo. Las regiones subsaharianas y del sudeste asiatico representan la mayor

carga de la enfermedad (> 72%)

La fitoterapia forma parte de la medicina tradicional de muchos paises y es la forma de
tratamiento de primera mano por personas que no tienen acceso ni recursos a la medicina
convencional o que por razones médicas requieren de tratamiento complementario
especialmente cuando las reacciones adversas son mayores que los beneficios mostrados

principalmente en pacientes polimedicados y crdnicos.

El proyecto de investigacion muestra viabilidad analitica en su ejecucion puesto que no
demandd el empleo de equipos sofisticados de alto costo, se cuenta con ambientes
adecuados y suficientes para la realizacion de la mayor parte de la ejecucion,
metodolégicamente y bibliograficamente se cuenta con la informacién y apoyo técnico
cientifico para su ejecucion; cuenta asi mismo, con el recurso humano para la ejecucion,

apoyo Y asesoria.

Las fuentes bibliograficas que se cuentan el desarrollo y ejecucion del presente son los
encontrados principalmente en internet como tesis, publicaciones en revistas relacionadas
considerandose una antigiiedad menor a 5 afios.
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Este estudio presenta limitaciones en cuanto a disponibilidad de equipos y reactivos ya que
no se cuenta con los necesarios en la universidad, asi mismo, la disponibilidad de la
muestra presenta limitaciones en cuanto accesibilidad inmediata, del mismo modo, algunas

pruebas y analisis que sean necesarios fueron contratados como servicios por terceros.

Se presenta los siguientes antecedentes nacionales los que avalan dicha investigacion,
Hernandez, R.!? presentd un trabajo de investigacion titulado “EFECTO DE LA
CONCENTRACION DEL ACEITE ESENCIAL DE Rosmarinus officinalis SOBRE EL
CRECIMIENTO DE Microsporus canis in-vitro”, para obtener el titulo profesional de
Bidlogo-Microbidlogo en la Universidad Nacional de Trujillo, Trujillo — Peru, 2019. El
estudio tuvo como objetivo principal determinar el efecto del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis sobre el crecimiento de Microsporus canis in-vitro. La metodologia
empleada fue del tipo experimental, cuyo procedimiento consistio en obtener el aceite
esencial mediante el método de arrastre por vapor de las hojas de Rossmarinus officinalis.
Esta planta fue recolectada y desecada, teniendo en consideracién de la limpieza y proceso
adecuados, para luego someterlo al equipo de arrastre a vapor. Se prepararon diferentes
concentraciones y se realizaron el sembrado correspondiente por puntura y a una
temperatura de 252C. Los resultados que se obtuvieron demostraron el efecto inhibidor del
crecimiento micelial con las diferentes concentraciones del aceite esencial. La conclusion
del trabajo informa que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis inhibie el crecimineot
de Microsporus canis in-vitro. Sanchez E.*® Efecto antibacteriano del aceite esencial de
las hojas de Rosmarinus officinalis (Romero) sobre Pseudomonas aeruginosa comparado
con Cefepime. Estudio in vitro. Para obtener el titulo profesional de Médico cirujano por la
Universidad César Vallejo Lima-Pert en el 2018. El objetivo del presente trabajo fue
determinar el efecto antimicrobiano aceite esencial de las hojas de Rosmarinus officinalis
(Romero) sobre Pseudomonas aeruginosa comparado con Cefepime. Se us6 el método de
extraccion por percolacion e hidrodestilacion y de evaluacion fisicoquimica con prueba
estandar de identificacion fisicoquimica y microbioldgica. Para lo cual, previamente la
muestra vegetal sufrié un proceso de desecado a fin de inmovilizar la actividad enzimatica
para posteriormente someter al proceso de obtencidon. Mediante el sembrado por el método
de Kirby Bauer y realizando 10 repeticiones en las Pseudomonas aerugonosa, Los
resultados que encontraron fue una incapacidad de inhibicion del aceite esencial en las
diferentes concentraciones que se evaluaron por lo que el estudio concluye que el aceite
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esencial de Rosmarinus officinalis no posee capacidad para inhibir el crecimiento de
Pseudomas aeuroginosa in-vitro. Zelada J.}* EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO
DEL ACEITE ESENCIAL DE HOJAS DE Mentha spicata (MENTA) FRENTE A
Staphylococcus aureus. Tesis para obtener el titulo profesional de Quimico Farmacéutico
por la Universidad Los Angeles de Chimbote. 2019. El objetivo del trabajo fue determinar
la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de las hojas de Mentha spicata frente
a Staphylococcus aureus. La metodologia que usaron fue la obtencion del aceite esencial
mediante arrastre de vapor de la muestra vegetal. Estos se diluyeron en diferentes
concetraciones. El cultivo de las cepas bacterianas y el sembrado se logrd siguiendo la
metodologia de Kirby Bauer en donde colocando discos en diferentes placas contaminadas
con la bacteria se pudo medir el halo de inhibicion. Los resultados que encontraron que a
la concentracién de 75% no hubo diferencia significativa con el ciprofloxacino por lo que
el estudio concluye que el aceite esencial de Mentha spicata si posee efecto antibacteriano
in vitro con cepas de Staphylococcus aureus, y Figuerola M. Efecto antibacteriano del
aceite esencial de Mentha spicata sobre Escherichia coli cepa 25922 comparado con
norfloxacino, in vitro. Tesis para obtener el titulo de Médico Cirujano. Universidad César
Vallejo. 2018. El objetivo del trabajo fue determinar el efecto antibacteriano de Mentha
spicata sobre Escherichia coli comparado con norfloxacino in vitro. La metodologia que
siguio el estudio fue obtener el aceite esencial del Mentha spicata a través de arrastre de
vapor, luego esta sustancia se almaceno en refrigeracion para que por el método de Kirbi
Bauer modificado pueda administrarse en discos empapados sobre cada cepa de
Escherichia coli. Los resultados que se encontraron fue que a la concentracion de 75% el
halo de inhibicion fue mayor por lo que el estudio concluyd que el aceite esencial de

Mentha spicata si posee efecto antibacteriano in-vitro.

En los antecedentes a nivel internacionales presentamos los siguientes: Rafael J. et al'®
“"Rosmarinus officinalis L. (romero) como agente terapéutico y profilactico™. 2019. El
objetivo fue mostrar que los productos vegetales podrian ser equivalentes a los
medicamentos disponibles. La metodologia empleada en el trabajo de investigacion es en
la recopilacion de informacién en fuentes indexadas de diferentes partes del mundo
relacionados con la actividad antibacteriana de Rosmarinus officinalis, comparar estos con
medicamentos relacionados y determinar su efectividad comparativa. Se determiné que el

extracto de la planta se puede obtener de raices, tallos, hojas, flores, frutos, semillas y
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corteza y todos contienen principios activos con actividad terapéutica. Ademas, de
encontrarse fuerte evidencia con diferentes actividades medicinales por lo que el estudio
concluye que Rosmarinus officinalis puede actuar en diferentes patologias y serviria como
complemento en diferentes tratamientos, Park Y, et al” Composicion de compuestos
volatiles y actividad antimicrobiana in vitro de nueve Mentha spp”. Publicacion indexada
en Springer Plus. 2015. El objetivo del trabajo fue determinar la composicion de los
compuestos volatiles y antibacteriana de 9 compuestos de Mentha sp. La metodologia que
se uso fue la de identificacion de la composicion de los volatiles a partir de las partes
aéreas de nueve especies diferentes de Mentha usando cromatografia de gases-
espectrometria de masas (GC / MS). Ademaés, se seleccionaron las actividades
antimicrobianas contra seis bacterias patdgenas transmitidas por alimentos utilizando
extractos que obtuvieron estas plantas. Los resultados que mostraron la investigacion fue
que el extracto de etanol de nueve especies de Mentha mostré una mayor actividad en
comparacion con otros extractos solventes (metanol, hexano, di etil éter). De la
investigacion se concluye que los monoterpenoides son principalmente ricos en plantas
Mentha . Ademas, la mayoria de los extractos obtenidos de Mentha mostraron una fuerte
actividad antimicrobiana contra las bacterias, y Jafari-Sales A.*® Antimicrobial effects of
Rosmarinus officinalis methanolic extract on Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa in laboratory conditions. Publicacion
indexada en la revista Medicinal and Chemical Sciences. 2020. El objetivo fue determinar
los efectos antimicrobianos del extracto metandlico de Rosmarinus officinalis sobre
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en
condiciones de laboratorio. La metodologia que usd fue el de la extraccion de los
principios activos usando el método de Soxhlet con etanol. En primer lugar se limpiaron y
se secaron a la sombra las hojas de Rosmarinus officinalis posteriormente, estos se
ubicaron en el en equipo Soxhlet y se extrajo con metanol hasta agotamiento. Dicho
extracto obtenido se concentr6 en un equipo rotavapor para que finalmente se puedan
realizar diferentes diluciones experimentales de 20-400 mg / mL. La difusién por pozos
sirvid para evaluar la actividad antibacteriana contra las cepas de Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Los resultados que se
encontraron muestra que el extracto metanolico de R. officinalis planta tiene un efecto
inhibidor sobre P. aeruginosa, E. coli y S. aureus de modo que tenga la mas alta

sensibilidad a los extractos metandlicos de R. officinalis en P. aeruginosa con una zona de
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inhibicion del crecimiento de 19,8 mm y la menor sensibilidad a S. aureuscon la zona de
inhibicion del crecimiento 14,4 mm. Las conclusiones de la investigacion indica que los
extractos metandlicos de Rosmarinus officinalis si posee actividad antibacteriana contra
cepas de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli y Pseudomonas

aeruginosa.

Dentro de las bases teoricas tenemos a Rosmarinus officinalis L. es una planta medicinal
que pertenece a la familia Lamiaceae y se conoce comunmente como romero. Las hojas
frescas y secas de romero se han utilizado por su aroma caracteristico en la coccion de
alimentos o se consumen en pequefias cantidades como té de hierbas, mientras que los
extractos de romero se emplean habitualmente como antioxidantes naturales para mejorar
la vida util de los alimentos perecederos. En este Gltimo caso, la Unién Europea aprobo el
extracto de romero (E392) como un antioxidante natural seguro y efectivo para la
conservacion de alimentos.*®?° Se le conoce también como romero, romero blanco, romero
comun, planta del cielo, romiru, rosa del mar.*®

En su clasificacion taxondmica®® tenemos: (Reino : Plantae), (Clase : Dicotiledoneas),
(Orden : Lamiales), (Familia : Lamiaceae), (Género : Rosmarinus), (Especie : Rosmarinus
officinalis).

La descripcion botanica de Rosmarinus officinalis %%, es un arbusto de hoja perenne,
generalmente erecto, espeso, de hasta 2 m de alto y ancho. Tallo indistintamente
cuadrangular, finamente gris pubescente. Hojas opuestas, copetudas en las ramas, sésiles a
pecioladas cortas; hoja lineal, 1-5 cm x 1-2 mm, aromaticamente fragante cuando se
aplasta. Inflorescencia racemosa, axilar, de 5 a 10 flores, 0.5-2.5 cm de largo, terminando
en ramas laterales cortas. Fruto compuesto de 4 nueces subglobosas a obovoides, de
aproximadamente 2 mm de largo, largas y lisas.

Su composicion quimica??223 se caracteriza por la presencia de acido carnésico, carnosol,
acido rosmarinico, acido oleandlico, acido ursolico y hesperidina, como componentes
principales. El aceite esencial de romero contiene principalmente 1,8-cineol (46,4%),
alcanfor (11,4%) y a-pineno (11,0%). Esta compuesto principalmente por 1,8-cineol
(26,54%) y a-pineno (20,14%), alcanfor (37,6%), 1,8-cineol (10,0%), p-cimeno-7-ol
(7,8%) y borneol (5,4%).
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Las propiedades farmacoldgicas?®?® de Rosmarinus officinalis demostrados incluyen
capacidad para atenuar asma, aterosclerosis, cataratas, célico renal, hepatotoxicidad, Ulcera
péptica, enfermedades inflamatorias, cardiopatia isquémica; acciones antioxidantes y
antiinflamatorias del &cido rosmarinico; control de la hipercolesterolemia y el estrés
oxidativo y alivio de la fatiga fisica y mental; reduccion de la presion arterial miocardica
con &cido rosmarinico; accion antiulcerosa; reduccion de la peroxidacion lipidica en
corazén y cerebro; efectos antiangiogénicos y neuroprotectores del acido carndésico vy el
carnosol; prevencién de problemas relacionados con la aterosclerosis ;  efectos
anticancerigenos y antiproliferativos; antiviral; y acciones antimicrobianas; capacidades
hepatoprotectora, nefroprotectora y radioprotectora-antimutagénica; reduccion de la
glucemia; relajante muscular y tratamiento para la alergia cutanea; capacidad para tratar
el comportamiento depresivo. Las hojas y las raices de la planta se utilizan para tratar la
indigestion y como febrifugo, mientras que las raices actian ademéas como vermifugo. Los
tallos tienen actividad tdénica y sedante. La planta posee propiedades antioxidantes y

captadoras de radicales libres, diurética, depurativa, digestiva y laxante.

La planta Mentha spicata (hierba buena),?>?® es una planta aromatica que se encuentra
principalmente en Eurasia, Australia, Sudafrica y China. Aunque en la actualidad es
conocida en todo el mundo. Comunmente, las hojas frescas se usan como vegetales crudos
0 hierbas aromatizantes, mientras que las hojas secas se usan tradicionalmente para
infusiones o medicinas. Se ha informado que las hierbas de menta poseen varios efectos
bioldgicos, que incluyen actividades antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas y

antimicrobianas.

Esta planta es conocida como Hierba buena, hojas de santa maria, mastranza, menta verde,

yerba buena, yerba olorosa, yerba santa, hierba del tifioso.?*2°

Actualmente su distribucién es mundial. Se introdujo en América del Norte desde Europa
como una hierba medicinal y culinaria, pero se ha escapado del cultivo y se ha naturalizado
en habitats principalmente perturbados. Estos habitats incluyen areas bajas a lo largo de los
rios, prados himedos, zanjas en las carreteras, areas a lo largo de los cimientos de
edificios, bordes de patios y terrenos baldios. Esta planta a menudo se cultiva en

jardines.?>26
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La hierba buena puede extenderse agresivamente en areas abiertas donde hay una
competencia limitada de las plantas més altas. A veces se ve afectado negativamente por la
enfermedad foliar relacionada con el éxido. Es una planta muy facil de cultivar, tiene éxito
en la mayoria de los suelos y situaciones siempre que el suelo no esté demasiado seco.
Crece bien en suelos arcillosos pesados. Una posicion soleada es la mejor para la
produccion de aceites esenciales, pero también tiene éxito en la sombra parcial. Prefiere
sombra parcial y un suelo ligeramente acido. A menudo cultivada como hierba culinaria en
el jardin de hierbas, la menta verde también se cultiva comercialmente por su aceite
esencial, los rendimientos son de aproximadamente 3.5 a 4.5 kilos por tonelada de hojas.
La Mentha spicata tiene raices de propagacion bastante agresivas y, a menos que tenga el
espacio para dejarlas vagar, necesitan ser retenidas por algin medio, como plantarlas en
contenedores que estan enterrados en el suelo.?%2527

Su clasificacion taxondmica?’? es: (Reino : Plantae), (Clase : Magnoliopsida), (Orden :
Lamiales), (Familia : Lamiaceae), (Género : Mentha), (Especie : Mentha spicata)

La descripcion botanica?®2"282° es una planta herbacea perenne de aproximadamente 30
cm de altura. El tallo central y cualquier tallo lateral son de color verde claro a verde
rojizo, de 4 angulos y glabros. Pares de hojas opuestas sésiles ocurren a lo largo de estos
tallos. Las hojas individuales son lanceoladas a ovados y dentados a lo largo de sus
margenes. Los dientes alargados de los margenes tienen puntas estrechas que se doblan
hacia la punta de cada lamina de la hoja. La superficie superior de cada hoja es de color
verde medio y glabro. La superficie inferior de cada hoja es de color verde palido a medio.
El follaje de la menta verde tiene una fragancia a menta moderadamente fuerte. El tallo
central y cualquier tallo lateral superior terminan en espigas densas de flores en espiral de
aproximadamente 3 cm de largo. En el &pice del tallo central, la inflorescencia
generalmente consiste en una espiga central y 2 espigas laterales mas pequefas. Las flores
individuales son aproximadamente 3 mm. de largo, que consiste en un caliz tubular corto
con 5 dientes estrechos, una corola tubular corta con 5 l6bulos, 4 estambres fuertemente
ejercidos y un pistilo con un solo estilo que se divide en su punta. El caliz es de color verde
claro a verde rojizo y glabro, mientras que la corola es de color blanco a rosa claro. El
periodo de floracion ocurre desde mediados del verano hasta el otofio, dura

aproximadamente 1-2 meses. Luego, cada flor se reemplaza por 4 pequefias nueces que se
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encuentran dentro del caliz persistente. El sistema de raices poco profundas es fibroso y

rizomatoso. Las colonias clonales de plantas a menudo se producen a partir de los rizomas.

Composicion quimica del aceite esencial de esta planta estd compuesta por: a-pineno,
Sabinene, Limoneno, 1,8-cineol, Menthone, Isomenthone, a-terpineol, Carveol, Pulegone,
Piperitona, Timol, Carvacrol, Longifolene. Ademas, contiene acido cafeico, acido

cinamico, y oleandlico. En general muchos compuestos flavonoides.?

Las propiedades farmacoldgicas?®3%3! de las plantas de Mentha spicata fresca y seca se
usan ampliamente en una variedad de aplicaciones. Desde la antigiuedad, las culturas
occidentales y orientales se han practicado con la menta verde como plantas medicinales y
aromaticas. En términos de usos bioldgicos, la hierba buena actia como insecticida,
antiespasmadicos y antiplaquetarios. Ademas, la menta verde se utiliza como agentes
antimicrobianos y antioxidantes. En términos de usos médicos, la hierbabuena se considera
una medicina a base de hierbas en remedios populares para el tratamiento de resfriados y
gripe, problemas del tracto respiratorio, gastralgia, hemorroides y dolor de estbmago. La
menta verde se extrae en forma de aceite y se usa regularmente en medicina. Las hojas de
hierbabuena generalmente se toman como un té en el que sus propiedades carminativas
pueden ayudar a tratar los trastornos digestivos, la fiebre y las dolencias menores. Ademas,
la menta verde se ha aplicado ampliamente para tratar diversas enfermedades. Por ejemplo,

nauseas, vomitos y trastornos gastrointestinales.

Siguiendo con las bases teoricas el género Escherichia esta formado por bacilos
gramnegativos anaerobios facultativos que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. La
especie tipo género Escherichia coli esta ampliamente distribuida, donde es el principal
anaerobio facultativo que habita el intestino grueso de humanos y animales de sangre
caliente. Aunque la mayoria de las cepas de E. coli viven de forma inofensiva en el colon y
rara vez causan enfermedades en individuos sanos, una serie de cepas patégenas pueden
causar enfermedades intestinales y extraintestinales tanto en individuos sanos como

inmunodeprimidos.3>%

E. coli bacterias pueden dar lugar a infecciones en las heridas, el urinario tracto, biliar
tracto, y abdominal cavidad (peritonitis). Este organismo puede causar septicemia,
meningitis neonatal, gastroenteritis infantil, diarrea turistica y diarrea hemorragica. Una E.

coli infeccion puede también surgir debido a la exposicion ambiental. Las infecciones con
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este tipo de bacterias representan una seria amenaza para la salud publica con brotes que
surgen de alimentos y agua que han sido contaminados con heces o aguas residuales de
humanos o animales. Este tipo de bacterias ha sido utilizado como un indicador bioldgico
para seguridad del agua potable desde la década de 1890. La exposicion también puede
ocurrir durante la hospitalizacion, lo que resulta en neumonia en pacientes
inmunodeprimidos o aquellos en un ventilador.3334

Las caracteristicas generales y bioquimicas de Escherichia coli un miembro de la familia
Enterobacteriaceae son: bacterias gramnegativas, facultativamente anaerdbicas en forma de
bastoncillo (que poseen un metabolismo fermentativo y respiratorio) y que no producen la
enzima oxidasa. Las células de Escherichia coli suelen tener 1,1 a 1,5 um de ancho, 2 a 6
um de largo y se presentan como bastoncillos rectos Unicos. Pueden ser moviles o
inmoviles, y cuando son moviles producen flagelos laterales, en lugar de polares. Ademas
de los flagelos, muchas cepas producen otros apéndices como las fimbrias. o pili, que son
estructuras proteinicas (o apéndices o fibras) que se extienden hacia afuera desde la
superficie bacteriana y juegan un papel en la union a superficies que incluyen otras células
o tejidos del huésped.3+3

Escherichia coli tiene antigenos de lipopolisacarido O especificos de la cepa en su pared
celular (actualmente se reconocen al menos 188 antigenos O) y flagelos o antigenos H si
estan presentes (se reconocen al menos 53 tipos H). También existen numerosos antigenos
de polisacaridos (K) capsulares diferentes. Escherichia coli se serotipifica en base a la
combinacidn de antigenos O, H y K, aunque generalmente solo se enumeran los tipos O y
H, por ejemplo, E. coli O157: H7. La serotipificacion de E. coli, junto con la tipificacion
del genoma, la virulencia y los fagos, es una herramienta epidemiolégica atil. La
secuenciacion del genoma completo es un método que se estd volviendo cominmente
utilizado para la tipificacion de E. coli identificaciébn de genes de virulencia. Las
secuencias del genoma de E. coli no patdgenas constan de 4.6 millones de bases, mientras
que los aislados patdgenos tienen genomas mas grandes de alrededor de 5.4 millones de
bases. Dicha informacion gendmica proporciona una base para comprender las relaciones
entre los diferentes grupos patogenos de E. coli, el potencial de las cepas aisladas para
causar enfermedades y la capacidad de transferir material genetico que puede conducir a la

aparicion de tipos nuevos o mas virulentos de E. coli.®3
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La E. coli patégena opcional se diagnostica mediante cultivo de muestras apropiadas e
identificacion bioquimica. En el diagndstico de infeccidn del tracto urinario por orina a
mitad del flujo, se debe determinar el nimero de bacterias. Un recuento bacteriano> 105 /
ml habla de infeccidn. La deteccion de E. coli patdgena intestinal es comparativamente
dificil. Aqui vienen los ensayos de cultivo celular, el ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas y / o se utilizan métodos bioldgicos moleculares. La serotipificacion sigue siendo
un laboratorio especializado.3
La prevalencia de resistencia en E. coli se ha deteriorado significativamente en los ultimos
afios en algunos casos. Segun el estudio de resistencia de la Sociedad Paul Ehrlich de
Quimioterapia, la proporcion de cepas con resistencia a la ampicilina particip6 en todos los
aislamientos de E. coli examinados del 30,7% en 1990 a> 50% en 2004. La causa mas
comun de resistencia a la ampicilina son las betalactamasas, que son inhibidas en gran
medida por los inhibidores de betalactamasas. Simultdneamente, la frecuencia de
resistencia aumento en comparacion con otros antibidticos. EI aumento de la resistencia a
las fluoroquinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino, etc.) se considera
particularmente critico. Ademas, se observa un aumento de cepas productoras de BLEE
(5,1% en 2004). Las BLEE (beta-lactamasas de espectro extendido) son beta-
lactamasas,>>*°
Un mecanismo importante de resistencia que se puede encontrar en E. coli es la produccion
de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), cefalosporinasas AmpC (AmpC), o ambas,
lo que resulta en la inactivacién enzimatica de los B-lactdmicos. La prevalencia global de
genes de fB-lactamasa (p. Ej., Bla) ha aumentado considerablemente durante los ultimos 30
afios en todo el mundo, tanto en humanos como en animales. Este aumento podria deberse
a la dispersién espacial de elementos genéticos moviles o clones de alto riesgo o podria
deberse a la presion antimicrobiana. En caballos, se ha documentado resistencia fenotipica
al ceftiofur (XNL) en potros y en adultos. La variante del gen BLEE bla CTX - M - 1 se
identifica con mayor frecuencia. Sin embargo, también se han detectado bla CTX - M - 2,
blaCTX -M -9 ,blaCTX - M - 15, y varias variantes de bla CMY . Todas estas variantes
también se han encontrado en otros animales de 10 especies y en los seres humanos. El gen
bla CTX - M - 15 es la variante mas prevalente en humanos porque se disemina a través de
plasmidos epidemicos y clones de E. coli de alto riesgo, como el ST131 de tipo secuencial.
Los genes de la B-lactamasa son transportados principalmente por plasmidos, que también
pueden transmitir resistencia a otras clases de antimicrobianos, lo que confiere resistencia a
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maltiples farmacos (MDR). Ademaés, tener un caballo es un factor de riesgo para el
transporte de BLEE en humanos, lo que pone de relieve la posible preocupacion por la
salud publica. El uso de cefalosporinas de tercera y cuarta generacion comercializadas para
medicina veterinaria esta autorizado en caballos en Francia, posiblemente mejorando la
diseminacion de genes BLEE / AmpC.

Los genes de resistencia a los antimicrobianos pueden coexistir con los genes de virulencia
en los mismos plasmidos en bacterias patdgenas. Aunque E. coli no se considera un
patdgeno entérico en caballos adultos, se ha reconocido esporadicamente a E. coli patdgena
extra-intestinal (EXPEC) como agentes patdgenos potenciales en caballos, y se ha
informado la presencia de factores de virulencia en E. coli aislado de caballos. Las EXPEC
son motivo de preocupacion para la salud publica porque algunas cepas pueden ser
zoonoticas. La presencia de cepas altamente virulentas y resistentes a los antimicrobianos
en la microbiota intestinal de los caballos podria representar un riesgo para los
manejadores de caballos debido a la posibilidad de transmision por contacto cercano.¢3’

Las caracteristicas que producen infecciones y virulencia son las siguientes: Pili, ayuda a la
adherencia de los organismos a las células del yeyuno e ileon en caso de infeccién del
tracto intestinal; epitelio del tracto urinario en caso de infecciones del tracto urinario.
Cépsula, interfiere con la fagocitosis, juega el papel principal en infecciones sistémicas.
Endotoxina (lipopolisacarido),responsable de varias caracteristicas de la sepsis por
gramnegativos, como fiebre, hipotensién y coagulacién intravascular diseminada (CID).
Exotoxinas, por ejemplo, enterotoxina que actdan sobre las células del yeyuno y el ileon

para provocar diarrea. Otras exotoxinas son la verotoxina, la toxina similar a Shiga,
etc 37,38,39

Esta investigacién tiene como hipotesis general, los extractos de Rosmarinus officinalis
(romero) y Metha spicata (hierba buena) poseen efecto antibacteriano in vitro contra
Escherichia coli, y como hipdtesis especificas las siguientes, el extracto de Rosmarinus
officinalis (romero) al 100% posee efecto antibacteriano in vitro contra Escherichia coli, el
extracto de Rosmarinus officinalis (romero) al 50% posee efecto antibacteriano in vitro
contra Escherichia coli, el extracto de Mentha spicata (hierba buena) al 100% posee efecto
antibacteriano in vitro contra Escherichia coli y el extracto de Mentha spicata (hierba

buena) al 50% posee efecto antibacteriano in vitro contra Escherichia coli.
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Il. METODO

2.1. Tipo y disefio de la investigacion

Tipo de investigacion.

e En cuanto a su finalidad: aplicada, experimental y prospectivo.

Disefio de la investigacion

e Experimental
Debido a que se manipulard las variables independientes y luego se
analizara el efecto producido sobre la variable dependiente.

Gl X1 0o1
G2 X2 02
G3 -- 03

G1, G2y G3: Grupos de cepas de Escherichia coli

X1: Tratamiento con extracto etandlico de Rosmarinus officinalis
“romero”

X2: Tratamiento con extracto etandlico de Mentha spicata “hierba
buena”
01, 02y 03: Efecto observado.

-- Control negativo, sin tratamiento.

2.2.  Operacionalizacion de variables
e Variable independiente:
Extractos de Rosmarinus officinalis y Extractos de Mentha spicata

e Variable dependiente:
Efecto antibacteriano contra las cepas de Escherichia coli
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. UNIDAD DE
VARIABLE DEFINICION
DIMENSIONES INDICADORES MEDIDA/PUNTO
INDEPENDIENTE CONCEPTUAL
DE CORTE
Solucién
obtenida 100%
mediante
El extracto etanolico | oytraccién  con
de Rosmarinus | atanol  de  los Concentracion Porcentaje
officinalis (romero) | \atabolitos
. 50%
secundarios de la
planta.
Solucion oleosa
extraida de la 100%
El extracto etanélico | Matriz  vegetal
de Mentha spicata con alcohol Concentracion Porcentaje
(hierba buena) etanol los
fitoconstituyentes 50%

VARIABLE
DEPENDIENTE

Efecto
antibacteriano sobre
Escherichia coli

DEFINICION
CONCEPTUAL

Actividad

muestra

que
una
sustancia sobre el
crecimiento

bacteriano.

DIMENSIONES

Halo de

inhibicion

INDICADORES

Diametro

UNIDAD DE
MEDIDA/PUNTO
DE CORTE

milimetros
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2.3.

2.4.

Poblacion, muestra y muestreo ((incluir criterios de seleccién)

Poblacion

e Poblacion vegetal:
Muestras de Rosmarinus officinalis (romero) y Mentha spicata

(hierba buena) extraidas de Ferrefiafe.

e Poblaciones bioldgicas

Escherichia coli

Muestra.

e Muestra vegetal:

Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero)

Extracto etandlico de Mentha spicata (hierba buena)

e Muestra bioldgica:
Cepas de Escherichia coli

Técnicas, instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad

Técnicas.

Percolacion con alcohol. Se utiliz6 el método de la percolaciéon para la
extraccion de los principios activos de las especies vegetales. Dicho método
se sustenta en la maceracion en donde por contacto permanente de la
muestra vegetal con el alcohol permitira obtener un extracto al que se le

conoce con el nombre de extracto alcoh6lico.*°

Meétodo bioldgico de Kirby Bauer. Este proceso consiste en comprobar la
actividad antibacteriana de varios compuestos para lo cual, se usan discos de
papel embebidos en la sustancia antibacteriana. Dichos discos se ponen en
contacto con las cepas bacterianas previamente reactivadas y sembradas en
placas Petri en un medio de cultivo adecuado. Se basa en la formacion de

halos de inhibicion después de 48 o 72 horas de incubacion.*
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Instrumentos de recoleccion de datos

Los instrumentos que se usaradn en la ejecucion del presente trabajo de

investigacion son:

Cuaderno de registros: Elaborado por el investigador, donde se
recopilaron los datos de medidas de los halos de inhibicion del

control y de los extractos etandlicos. (Ver anexo 2)

Bases de datos en Excel: Los datos obtenidos en el cuadro de
registro se ingresaron a una base de datos en Excel para poder

obtener medidas de tendencia central y dispersion.

2.5. Procedimientos

e Recoleccion y preparacion del extracto alcohdlico*243

Se recolectaron aproximadamente 500 gr. muestras de Rosmarinus
officinalis y 500 gr. de Mentha spicata en las cercanias al pueblo de
Ferrefiafe. Estos se secaron debidamente al medioambiente sin

presencia del sol directo.

Se pesaron 500 gr. de hojas secas de cada muestra biol6gica, se
trituraron y agregaron 500 ml de etanol de 96°, luego se dejé en el
equipo de percolacién por separado durante 48 horas. El resultado
de este proceso se evaporO el solvente en un rotavapor con la

finalidad de obtener un extracto fluido de concentracion 1:1.
Este extracto fluido sirvid para realizar las diluciones respectivas y

aplicar en las placas que se prepararan posteriormente. El extracto

debe de mantenerse en refrigeracion hasta su uso.
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2.6.

Reactivacion de la cepa de Escherichia coli:#243

La reactivacion de la cepa de Escherichia coli se realizo en caldo de
Muiiller Hinton en incubadas a 37°C por 24 horas. Luego se comparé
la turbidez con tabla de Mac Farland N 0.5 (1.5 x 108 UFC ml)

Sembrado en placa de cepa de Escherichia coli:#?

Se realiz6 un sembrado en estrias en agar Muller Hinton, se llevé a
incubacion por 24 horas a 37°C para posteriormente realizar el

efecto antibacteriano en placa.

Evaluacion del extracto alcohélico de Rosmarinus officinalis y
Mentha spicata*?43

a) Con pinzas estériles se colocaron en cada placa ocho® discos

de papel de filtro de la manera siguiente:
* 1 disco con 10 ul de alcohol etilico 96% (control negativo).
« 1 disco con 10 ul de agua destilada (control negativo).
e 3 disco con 10 ul de extracto etanolico de Rosmarinus
officinalis al 50% y 100% Yy extracto etandlico de Mentha
spicata al 50% y 100%.

b) Las muestras se incubaron por 24 horas a 37°C

C) Luego de esto se procedieron a tomar las medidas directas de

los halos de inhibicion formados.

Meétodos de andlisis de datos.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante estadistica descriptiva de tendencia
central y dispersion para cada variable, asi mismo, se emplearon estadistica
inferencial mediante las pruebas Tukey, Dunnett y ANOVA. El nivel de
significancia sera del 0.05.
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2.7.

Aspectos éticos

El presente proyecto de investigacion no presenta ningln riesgo en personas o
animales ya que no son objeto de la investigacion, en el mismo sentido cumple con
los principios de ética y deontologia en todo su desarrollo. Durante la ejecucion del
proyecto se mantuvo un alto nivel de bioseguridad especialmente por la

manipulacion de microorganismos pat6genos.
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TABLA N° 1.

de confianza del 95%

I11.RESULTADOS

Prueba de Tukey en comparaciones multiples para un intervalo

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Diadmetros
HSD Tukey

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

Limite

() Grupos  (J) Grupos medias (1-J) Desv. Error  Sig. Limite inferior superior
RO100 RO50 2,200" ;333 ,000 1,25 3,15
ME100 3,311" ;333 ,000 2,36 4,26
MES0 7,533" ;333 ,000 6,58 8,48
CpP -9,000" 324 ,000 -9,92 -8,08
ROS50 RO100 -2,200" ;333 ,000 -3,15 -1,25
ME100 1,111 ,342 ,018 ,14 2,09
MES0 5,333" ,342 ,000 4,36 6,31
CP -11,200" ;333 ,000 -12,15 -10,25
ME100 RO100 -3,311° ;333 ,000 -4,26 -2,36
ROS50 -1,1117 342 ,018 -2,09 -,14
ME50 4,222" ,342 ,000 3,25 5,20
CP -12,311° ;333 ,000 -13,26 -11,36
MES0 RO100 -7,533" ;333 ,000 -8,48 -6,58
ROS50 -5,333" ;342 ,000 -6,31 -4,36
ME100 -4,222" ,342 ,000 -5,20 -3,25
CP -16,533" ,333 ,000 -17,48 -15,58
CP RO100 9,000" 324 ,000 8,08 9,92
RO50 11,200" ,333 ,000 10,25 12,15
ME100 12,311° ;333 ,000 11,36 13,26
MES50 16,533" ,333 ,000 15,58 17,48

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Fuente: Elaboracion propia

La prueba de Tukey en comparaciones multiples para cada uno de los grupos de trabajo
arroja resultados de diferencia significativas entre ellos. Su comportamiento es dosis
dependiente y muestra resultados més efectivos para el grupo patrén seguido del grupo RO

(Rosmarinus officinalis) a la maxima concentracion.

TABLA N° 2. Evaluacion de subconjuntos homogéneos

Didmetros
HSD Tukey?®
Subconjunto para alfa = 0.05

Grupos N 1 2 3 4 5
ME50 9 7,67

ME100 9 11,89

ROS50 9 13,00

RO100 10 15,20

CP 10 24,20
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 9,375.
b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media arménica de los

tamafios de grupo. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

Fuente: Elaboracion propia

La evaluacion de subconjuntos homogéneos para cada uno de los grupos experimentales

muestra la diferenciacion estadistica en las muestras experimentales ME50, ME100, RO50,

RO100 y CP.
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FIGURA N°1. Medias de halos a diferentes concentraciones de extractos de
Rosmarinus officinalis y Mentha spicata

25

20

Media de Diametros

RO100 ROS0 ME100 MESQ cpP

Grupos

Fuente: Elaboracion propia

La figura muestra los diametros de los halos bajo la accion experimental en las

concentraciones altas y bajas de los extractos de Rosmarinus officinalis y Mentha spicata.
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TABLAN° 3.  Test de Dunnet en la comparacion de multiples concentraciones

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Diametros

T de Dunnett (bilateral)?

Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Desv. Limite Limite
() Grupos (J) Grupos medias (I-J)  Error Sig. inferior superior
RO50 RO100 -2,200° 333 ,000 -3,05 -1,35
ME100 RO100 -3,311° ;333 ,000 -4,16 -2,46
ME50 RO100 -7,533" 333 ,000 -8,38 -6,69
CP RO100 9,000 324 ,000 8,18 9,82

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas

grupos con este.

Fuente: Elaboracion propia

La evaluacién de Dunnet muestra resultados comparados de las medias de Rosmarinus

officinalis con los demas grupos experimentales a un intervalo de confianza del 95%
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IV.DISCUSION

Popularmente conocida como romero, la planta Rosmarinus officinalis se ha
utilizado con mayor frecuencia debido a razones religiosas y se emplea
comdnmente como adorno ritual para deidades y seres humanos. Sus virtudes
fueron descubiertas en la Edad Media, y desde entonces ha sido ampliamente
utilizado con fines culinarios y medicinales en todo el mundo. Sus principales
componentes son &cido rosmarinico, acido carndsico, carnosol, acido ursolico,
acido oleandlico, genkwanina, apigenina y luteolina. En muchas investigaciones,
atribuyen a dichos fitoconstituyentes actividades antibacterianas cuando han sido
sometidos experimentalmente en placas petris.** Por otro lado, las especies de
mentha son ricas en polifenoles y, ademas, contienen acido cafeico y sus derivados
acidos caftarico, acido cindmico, acido ferulico y 4&cido oleandlico. Estos
compuestos son conocidos por poseer actividad antibacteriana cuando han sido

aisladas in vitro.*>46

Varios estudios se han realizado analizando &cido carnosico, carnosol, &cido
rosmarinico, acido oleandlico, acido ursolico y aceite esencial del género
Rosmarinus y se han enfrentado a varias cepas de bacterias Gram positivas
(Staphylococcus epidermidis , Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis ), tres
bacterias Gram negativas (Proteus vulgaris , Pseudomonas aeruginosa Yy
Escherichia coli ) y han mostrado resultados con actividades antibacterianas in

vitro.#748

Las investigaciones nacionales e internacionales como Jafari-sales,'® entre otros
también han mostrado actividad antibacteriana in vitro de las hojas de Rosmarinus
officinalis sobre las cepas de Escherichia coli a diferentes concentraciones.*® Los
resultados en las Tablas N°1, Tablas N°2 también muestran valores significativos
de la accién antibacteriana del extracto de Rosmarinus officinalis al 100% que

segun la escala de Duraffourd entra en la clasificacion de muy sensible (++).%°

El &cido rosmarinico a quien se le atribuye principalmente el efecto es un

compuesto fitoquimico, tiene un perfil farmacéutico diverso. Esta compuesto por
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dos componentes basicos: acido cafeico y una unidad de acido salvanico.*® La
actividad antimicrobiana del &cido rosmarinico ya ha sido probada en bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, asi como en levaduras. Segun las ultimas
investigaciones, este compuesto podria ser candidata a un agente antimicrobiano
topico con actividad destructora en formas plancténicas de algunas cepas

bacterianas.>1>?

La Mentha spicata también posee varias actividades biologicas y se utiliza en la
medicina folclérica como agente carminativo, antiespasmodico, diurético,
antibacteriano, antifingico y antioxidante, y para el tratamiento de resfriados, tos y

gripe, problemas del tracto respiratorio y el dolor de estomago.>®*

Los aceites esenciales de mentha fueron reconocidos como ricos en monoterpenos
oxigenados. Carvona, limoneno y cineol son algunos de los mas representativos
componentes de los aceites esenciales a quienes se les atribuye actividades

antibacterianas entre otros.®®

Los estudios nacionales realizados por Zelada,** Figuerola,® asi como los
internacionales ejecutados por Park,!” han comprobado la actividad antibacteriana
de la Mentha spicata, especialmente de sus aceites esenciales, pero también del
extracto en diferentes actividades.®

Los resultados de la experimentacion (Tabla N°2; Figura N°1) muestra cierta
accion antibacteriana contra las cepas de Escherichia coli, con un halo de
inhibicidén de 12 mm que representa una sensibilidad media (+) segun la escala de

Duraffourd.®°

Algunos estudios como el realizado por Ismaili®” cuando enfrentaron el aceite
esencial de Mentha spicata sobre las cepas de Escherichia coli mostraron halos de
inhibicién de hasta 22.5 mm. Probablemente se debe a que en la composicion del
extracto las concentraciones de los componentes del aceite esencial se encuentra en
menor proporcion, asi como tambien el efecto de variedad de especie, zonas
geograficas, clima, tipo de suelo y otras condiciones que generan variabilidad en
las concentraciones de metabolitos secundarios.®®
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La bacteria de Escherichia coli se considera una enterobacteria que vive en el tracto
digestivo y responde efectivamente a algunos antimicrobianos como
ciprofloxacino, cefuroxima, amoxicilina-acido clavuldmico, norfloxacino, entre
otros. Algunas investigaciones preclinicas realizadas usan como medicamento
patron de comparacion de respuesta antibacteriana al norfloxacino pues, es un

bactericida que actlia inhibiendo la produccion de ADN en la bacteria.>®>°

Figerola, ™ comprob6 que el halo de inhibicion bacteriana del norfloxacino en las
cepas sensibles de E coli es de 24.5 mm en promedio. Los resultados presentados
en la Tabla N°2 y Figura N°1 presentan un didmetro de inhibicion de 24.2 mm

cuando fueron expuestos a los discos de norfloxacino en las placas Petri.
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V. CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero) al 100% si posee

actividad antibacteriana muy sensible sobre cepas de Escherichia coli

El extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero) al 50% si posee
actividad antibacteriana medianamente sensible sobre cepas de Escherichia

coli
El extracto etandlico de Mentha spicata (hierva buena) al 100% si posee
actividad antibacteriana medianamente sensible sobre cepas de Escherichia

coli

El extracto etandlico de Mentha spicata (hierva buena) al 50% no posee

actividad antibacteriana sobre cepas de Escherichia coli
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VI. RECOMENDACIONES

v Los resultados encontrados en esta investigacion al ser in vitro requieren
tomarlo con criterio cientifico antes de poder usarse abiertamente como una
forma de tratamiento que reemplace a los medicamentos antibacterianos
conocidos.

v Se requiere mayor investigacion que amplie, corrobore o modifique lo aqui
encontrado. Esto antes de poder identificar o aislar los principios activos y
poder sintetizarlos.

v" Se requiere estudios complementarios respecto de los niveles de toxicidad,
mecanismos de accion y otros que puedan aportar al conocimiento del uso de
las plantas medicinales como alternativa viable dentro de la medicina

integrativa.
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ANEXOS

ANEXO N° 01

MATRIZ DE CONSISTENCIA

Efecto antibacteriano in-vitro de los extractos de Rosmarinus officinalis (romero) y Mentha spicata (hierba buena) sobre Escherichia coli

PROBLEMAS DE

INVESTIGACION

OBJETIVOS DE
INVESTIGACION

HIPOTESIS DE
INVESTIGACION

TIPO Y NIVEL DE
INVESTIGACION

METODO Y DISENO
DE INVESTIGACION

VARIABLES

POBLACION Y
MUESTRA

Problema General ¢ Cual
es el efecto
antibacteriano in-vitro de
los extractos de
Rosmarinus officinalis
(romero) y Mentha
spicata (hierba buena)
sobre Escherichia coli?

Problemas Especificos

- ¢ Cudl es el efecto
antibacteriano in-vitro
del extracto de
Rosmarinus officinalis
(romero) al 100% sobre
Escherichia coli?

- ¢ Cudl es el efecto
antibacteriano in-vitro
del extracto de
Rosmarinus officinalis
(romero) al 50% sobre
Escherichia coli?

- ¢ Cudl es el efecto

Objetivo General

Determinar el efecto
antibacteriano in-vitro
de los extractos de
Rosmarinus officinalis
(romero) y Mentha
spicata (hierba buena)
sobre Escherichia coli

Objetivos Especificos

- Valorar el es el
efecto antibacteriano
in-vitro del extracto
de Rosmarinus
officinalis (romero) al
100% sobre
Escherichia coli

- Valorar el efecto
antibacteriano in vitro
del extracto de
Rosmarinus
officinalis (romero) al

Hipdtesis General

Los extractos de
Rosmarinus officinalis
(romero) y Metha
spicata (hierba buena)
poseen efecto
antibacteriano in vitro
contra Escherichia coli

Hipotesis Especificas

1. El extracto de
Rosmarinus officinalis
(romero) al 100%
posee efecto
antibacteriano in vitro
contra Escherichia coli

2. El extracto de
Rosmarinus officinalis
(romero) al 50%
posee efecto
antibacteriano in vitro
contra Escherichia coli

Tipo de
Investigacion:

Aplicada,
experimental y
prospectiva

Nivel de
Investigacion:

Es descriptivo,
explicativo y
correlacional.

Método de
Investigacion:

Inductivo

Disefio de
Investigacion:

Experimental

Variable
Independiente (x)

X1 : Extracto de
Rosmarinus
officinalis (romero)

X2 : Extracto de
Mentha spicata
(hierba buena)

Indicadores:
x1:
Concentracion
50%, 100%

X2:
Concentracion
50%, 100%

Variable
Dependiente (y)

Efecto
antibacteriano

Poblacién :

Rosmarinus
officinalis
(romero)

Mentha spicata
(hierba buena)

Muestra:

Extracto de
Rosmarinus
officinalis
(romero)

Extracto de
Mentha spicata
(hierba buena)
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antibacteriano in-vitro
del extracto de Mentha
spicata (hierba buena)
al 100% sobre
Escherichia coli?

¢ Cudl es el efecto
antibacteriano in-vitro
del extracto de Mentha
spicata (hierba buena)
al 50% sobre
Escherichia coli?

50% sobre
Escherichia coli

- Valorar el efecto
antibacteriano in vitro
del extracto de
Mentha spicata
(hierba buena) al
100% sobre
Escherichia coli

- Valorar el efecto
antibacteriano in vitro
del extracto de
Mentha spicata
(hierba buena) al
50% sobre
Escherichia coli

3. El extracto de
Mentha spicata
(hierba buena) al
100% posee efecto
antibacteriano in vitro
contra Escherichia coli

4, El extracto de
Mentha spicata
(hierba buena) al 50%
posee efecto
antibacteriano in vitro
contra Escherichia coli

Indicadores:

y1: didmetro del
halo de
inhibicion
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ANEXO N°2

CUADRO DE REGISTRO DE DATOS DE TAMANOS DE HALO DE
INHIBICION PRODUCIDOS EN CEPAS DE Escherichia coli ATCC 25923

Extracto Etandlico

Control 50% 100%
Placa
(mm) (mm) (mm)

10




TABLA N° 1.Estadisticos descriptivos para un intervalo de confianza del

95%
Descriptivos
Diametros
95% del intervalo de confianza
Desv. para la media
N Media Desviacion Desv. Error Limite inferior  Limite superior Minimo Méaximo

RO100 10 15,20 ,789 ,249 14,64 15,76 14 16
RO50 9 13,00 ,866 ,289 12,33 13,67 12 14
ME100 9 11,89 ,601 ,200 11,43 12,35 11 13
MES50 9 7,67 ,707 ,236 7,12 8,21 7 9
CP 10 24,20 ,632 ,200 23,75 24,65 23 25
Total 47 14,62 5,651 ,824 12,96 16,28 7 25

Fuente: Elaboracion propia

GRAFICO. N°1. Anélisis varianza (ANOVA) de resultados de diametros

entre los grupos de trabajo.

ANOVA
Diametros
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1447,017 4 361,754 687,843 ,000
Dentro de grupos 22,089 42 ,526
Total 1469,106 46




ANEXO N° 3 JUCIO DE EXPERTOS

UNIVERSIDAD PRIVADA DE HUANCAYO

UNIVERSIDAD

& ROOSEVELT “FRANKLIN ROOSEVELT"

ESCUELA PROFESIONAL DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Y BIOQUIMICA

Huancayo 19 de Noviembre del 2021

CARTA Nro.01-2021-YSG/MOMM/UPER

Sefiores (as): Dr. QF José Edwin Rodriguez Lichtenheldt
Mg. Diaz Uribe, Julio Luis.
Mg. Miranda Paredes Jean Paul.

PRESENTE

ASUNTO :  VALIDEZ DE INSTRUMENTOS DE INVESTIGACION

Por medio del presente me dirijo a Ud. Para saludarle cordialmente y
solicitarle su participacién en la validez de instrumentos de investigacion a través de
“juicio de expertos” del proyecto de investigacidon que estoy realizando, para obtener
el titulo profesional; teniendo como tesis titulado, “EFECTO ANTIBACTERIANO in-vitro DE
LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE Rosmarinus officinalis (ROMERO) Y Mentha spicata (HIERBA
BUENA) SOBRE Escherichia coli”

. Para lo cual adjunto:
- Formato de apreciacion al instrumento: formato Ay B.
- Matriz de consistencia.
- Operacionalizacién de variables.
- Instrumento de recoleccién de datos.

Esperando la atencion del presente le reitero las muestras de mi especial
consideracién y estima personal

Atentamente,

(2L

L Core
Bach. BUSTAMANTE Bach. CABRERA
MANAYAY, MARIA ELENA VASQUEZ. EVELYN

DEL PILAR JOHANA



"UNIVERSIDAD

" ROOSEVELT

VALIDEZ DEL
JUICIO DE EXPERTO

FORMATO: A

INSTRUMENTO DE

INVESTIGACION POR

TESIS: “EFECTO ANTIBACTERIANO in-vitro DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE Rosmarinus

1
1
' officinalis ROMERO) Y Mentha spicata (HIERBA BUENA) SOBRE Escherichia coli”
1

Investigadores:

Bach. Bustamante Manayay, Maria Elena Del Pilar

Bach. Cabrera Vasquez, Evelyn Johana

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

La concentracion del extracto etanélico de Rosmarinus officinalis (romero) y
Mentha spicata (hierba buena)

ESPECIES
CEPAS 10ul 10 ul Norfloxacino Alcohol 960
(50%) (100%)
RlL | R2| R3| R4| R1| R2 R}y R4l R R2| R3| R4| R1| R2| R3|R4
L. A IATCC
Escherichia coli  [p5922

Indicacién: Sefior calificador se le pide su colaboracién para que luego de un riguroso
analisis de los items de la ficha de recoleccion de datos que le mostramos, marque con
un aspa el casillero que crea conveniente de acuerdo a Su criterio y experiencia
profesional, denotando si el instrumento cuenta con los requisitos minimos de formacion
para su posterior aplicacion.

NOTA: Para cada item se considera la escala de 1 a 5 donde:

1= Muy Deficiente o 2= Deficiente 3= Regular 4= Bueno 5= Muy Bueno
Dimensidn: Concentracion / 6 1 2 3 4 5
INDICADOR: Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero) al 100%
Diametro (mm) X




INDICADOR: Extracto etanélico de Rosmarinus officinalis (romero) al 50%

Diametro (mm) X
INDICADOR: Extracto etandlico de Mentha spicata (hierba buena) al
100%
Diametro (mm) X
INDICADOR: Extracto etandlico de de Mentha spicata (hierba buena) al
50%
Diametro (mm) X
INDICADOR: Control negativo (etanol)

Diametro (mm) X
INDICADOR: Control positivo (Norfloxacino)

X

Diametro (mm)

RECOMENDACIONES




LR‘ UNIVERSIDAD

" ROOSEVELT

FORMATO: B

FICHAS DE VALIDACION DEL INFORME DE OPINION POR JUICIO DE EXPERTO

l. DATOS GENERALES

1.1. Titulo de la Investigacion : “EFECTO ANTIBACTERIANO in-vitro DE LOS
EXTRACTOS ETANOLICOS DE Rosmarinus officinalis
(ROMERO) Y Mentha spicata (HIERBA BUENA)
SOBRE Escherichia coli”

1.2. Nombre del instrumento : Ficha de recoleccién de datos

Il. ASPECTOS DE VALIDACION

Indicadores Criterios Deficiente Baja Regular Buena Muy Buena

5 10| 15| 20| 25| 30| 35| 40| 45| 50| 55| 60| 65| 70| 75| 80| 85| 90| 95| 100

1. Claridad Estd formulado con X
lenguaje apropiado

2. Objetividad Esta expresado  en X

conductas observables

3. Actualidad Adecuado al avance de la X
ciencia pedagégica

4. Organizacion Existe una organizaciénlégica X

5. Suficiencia Comprende los aspectos en X
cantidad y calidad

Adecuado para valorar los X

. . instrumentos de investigacion
6. Intencionalidad

7. Consistencia Basado en  aspectos X

tedricos cientificos

8. Coherencia Entre los indices e X
Indicadores
9. Metodologia La estrategia responde al X

propdsito del diagnostico

10. Pertinencia Es 0til y adecuado para la X

Investigacion




PROMEDIO DE VALORACION

OPINION DE APLICABILIDAD

1) Muy deficiente 2) Deficiente  3) Regular 4) Buena 5) muybuena
Nombres y Apellidos : Dr. QF José Edwin Rodriguez Lichtenheldt.
DNI N° 10734121

Direccion domiciliaria : Av. Bolivia 1109. Dpto 1512 - Brefia

Titulo Profesional : Quimico Farmacéutico

Grado Académico : Doctor en Farmacia y Bioquimica

Firma
DNI: 10734121

Lugar y fecha: 19 de Noviembre del 2021



PROMEDIO DE VALORACION

80

OPINION DE APLICABILIDAD

1) Muy Deficiente 2) Deficiente 3) Regular 4) Buena 5) muy buena

Nombres y Apellidos : Dr. QF José Edwin Rodriguez Lichtenheldt.
DNI N° 10734121
Direccion : Av. Bolivia 1109. Dpto 1512 - Brefia
domiciliaria
Titulo Profesional : Quimico Farmacéutico

Grado Académico : Doctor en Farmacia y Bioquimica

Firma
DNI: 10734121

Lugar y fecha: 19 de Noviembre del 2021



PROMEDIO DE VALORACION

OPINION DE APLICABILIDAD

1) Muy deficiente 2) Deficiente  3) Regular 4) Buena 5) muy buena
Nombres y Apellidos : Mg. Diaz Uribe, Julio Luis.
DNI N° 07247790
Direccion domiciliaria : Av Canevaro 742-902 Lince
Titulo Profesional : Quimico Farmacéutico
Grado Académico : Magister
Mencién : Ciencia de los alimentos

Firma
DNI: 07247790

Lugar y fecha: 17 de Noviembre del 2021



1) Muy Deficiente

Nombres y Apellidos
DNI N°

Direccion domiciliaria

Titulo Profesional

Grado Académico

Mencidén

PROMEDIO DE VALORACION

80

OPINION DE APLICABILIDAD

2) Deficiente 3) Regular 4) Buena

: Mg. Diaz Uribe, Julio Luis.

07247790

: Av Canevaro 742-902 Lince

: Quimico Farmacéutico

: Magister

: Ciencia de los alimentos

=

Firma
DNI: 07247790

Lugar y fecha: 17 de Noviembre del 2021

5) muy buena



PROMEDIO DE VALORACION

OPINION DE APLICABILIDAD

1) Muy deficiente 2) Deficiente  3) Regular 4) Buena 5) muy buena
Nombres y Apellidos : Mg. Miranda Paredes Jean Paul.
DNI N° 10118769
Direccion domiciliaria : Jr. Emilio de los Rios N° 5450 Los Olivos
Titulo Profesional : Maestro en docencia universitaria y gestion educativa
Grado Académico : Magister

/%’_'\
Firma
DNI: 10118769

Lugar y fecha: 17 de Noviembre del 2021



1) Muy Deficiente

Nombres y Apellidos
DNI N°

Direccion domiciliaria

Titulo Profesional

Grado Académico

PROMEDIO DE VALORACION

80

OPINION DE APLICABILIDAD

2) Deficiente 3) Regular 4) Buena 5) muy buena

: Mg. Miranda Paredes Jean Paul.

10118769

: Jr. Emilio de los Rios N° 5450 Los Olivos

: Maestro en docencia universitaria y gestion educativa

: Magister

—

Firma
DNI: 10118769

Lugar y fecha: 17 de Noviembre del 2021



ANEXO N°4 CERTIFICADO DE CALIDAD CEPA Escherichia coli ATCC 25922

@,
Microbiologics

S g Dot g b beme oy oot g, BB

Monoplc Features:

Mothod:
Gram nogative straight rod Gram Stain (1)
1D System: MALDI-TOF (1) Other Featurew/ Challenges: Results
See attached ID System results document.

(1) Oxiciase (Kovacs) negative

Beta-glucuronicdase (E. col Broth wMUG): positive
(1) Ampicilin (10 mcg - Disk Susceptbiity): 15 - 22 mm
wﬂsummudn(wm-ou&mm 19.26

S"IJ“SXTHM'Ian-MMM) 23.-29

Lnans Mope

Qualty Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE
Disclouner The kal Bgi(e) of e (ul nerter speing On Pe ot e ! w0d Badeg S am veely & Seagng swent narser The i nenter Seplaped o6 S
Cartficate in e actanl Dase It cumber

1 Meter 10 the enciosed Product irser for InsrucBons. rsended use smd hatardalety i formation

w» we e 0 A 7
CC s O RASTGE traved RSt o Sr.S5S LI SItes e Sr ST i

1] Thess wats ae scsimdied tn (BOIEC 17025 2008

TESTING CERT #2655.01
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values
Range Interpretation
200 -3.00
17199
000189
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
W [t consistegpr The, bt P 8 2 e, Sent it M A, TR N 2 e,
SDECISSs OF Qanys -8 danfical 10 the match, or (3) a
(8) M’R‘.ﬂutﬁrmﬂ .?‘.n; mmu-mm(mmu\gmmnm%mm
(C) No consistency: The requiremants for hugh of low consistency arm not met.
Run Creaton Date'Time 2020-03-27T11:51:17 542 KLM
Applied MSP Library| les) BOAL Mycobacteria Library (bead method), Flamentous Fung Litwary Listena
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
C7 (+44) A 335506 Eschericha coll
Comments:

closely relatad to Shigella / Eschenchia fergusonii and not defintely dsiinguishable at the moment




ANEXO N°5 GALERIA DE FOTOGRAFIAS










