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RESUMEN

Antecedentes: Hoy en dia las infecciones nosocomiales son un gran desafio debido a la
resistencia desarrollada por los agentes patdgenos hacia un numero de farmacos
ampliamente utilizados y actualmente la industria farmacéutica no tener nuevas drogas en
el mercado, se han realizado numerosas investigaciones encaminadas a la busqueda de

nuevos principios activos en productos naturales este es el caso de Laurus nobilis (laurel).

Objetivo: Demostrar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Laurus nobilis

“laurel” sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Material y metodo: investigacion tipo experimental in vitro, para lo cual se empled cepa
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 mantenida en el cepario de la seccion de

Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Trujillo.

Resultados: se demostrd el efecto antibacteriano del aceite esencial de Laurus nobilis
(laurel) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, para lo cual se realiz6 el estudio con
tres concentraciones 25%, 50%, 100%.

El aceite esencial de Laurus nobilis (laurel) posee efecto antibacteriano in vitro frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923. En base a los resultados obtenidos durante la
investigacion, los halos de inhibicién obtenidos con la concentracién de 100% tuvieron una
media de 15.1 mm comparado con la escala de Duraffourd Staphylococcus aureus ATCC
25923 es muy sensible para esta concentracion, asi como los halos de inhibicion obtenidos
a la concentracion de 50% tuvieron una media de 10.1 mm comparado con la escala de
Duraffourd Staphylococcus aureus ATCC 25923 es sensible para esta concentracion
mientras que los halos de inhibicion obtenidos con la concentracion de 25% tuvieron una

media de 5.1 mm comparado con la escala de Duraffourd esta es nula.

En conclusion si existe efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Lurus nobilis

(laurel) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.



ABSTRACT

Background: Nowadays pharmaceutical industry doesn’t have new drugs on the market.
Considerable research work has been undertaken to the search of new active substances in
natural products this is the case of Laurus nobilis (laurel).

Objective: To demonstrate the in vitro antibacterial effect of Laurus nobilis “laurel”

essential oil on Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Materials and method: In vitro experimental investigation, for which strain of
Staphylococcus aureus ATCC 25923 was used, this infections have become a big challenge
due to the resistance developed by the pathogens to a big number of widely used drugs ,

unfortunately at this time the

strain was in the stump’s cultivation of the National University of Trujillo’s Medical

School at the Microbiological department.

Results: The antibacterial effect of Laurus nobilis “laurel” essential oil on Staphylococcus
aureus ATCC 25923 was demonstrated, for which the research was made with three
concentrations 25%, 50%, and 100%.

The Laurus nobilis (laurel) essential oil has in vitro antibacterial effect on Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Based on the results obtained in the investigation, aura inhibitors
obtained with the concentration of 100% had a media of 15.1 mm compared to the
Duraffourd scale Staphylococcus aureus ATCC 25923 is too sensitive for this
concentration, as well as aura inhibitors obtained with the concentration of 50% had a
media of 10.1 mm compared to the Duraffourd scale Staphylococcus aureus ATCC 25923
Is sensitive to this concentration, while aura inhibitors obtained with the concentration of
25% had a media of 5.1 mm compared to the Duraffourd scale this is null.

In conclusion, it does exist in vitro antibacterial effect of the Laurus nobilis “laurel”

essential oil on Staphylococcus aureus ATCC 25923.



. INTRODUCCION

Las infecciones causadas por Staphylococcus aureus son un problema de salud publica
de variable magnitud en diferentes &reas geogréaficas del mundo, lo que representa una
importante carga para los sistemas de salud y en la Gltima década, la prevalencia de este
organismo ha aumentado considerablemente en la poblacion general®.

Staphylococcus aureus son microorganismos Gram positivos y son de los patdgenos
mas importante que afectan al ser humano. Produce un amplio espectro de infecciones,
desde leves, que involucran la piel, hasta graves, como bacteriemia y sepsis que pueden
llevar a la muerte, forma parte de la flora residente de manos, periné y nariz,
convirtiendo a la persona en portadora?.

La prevalencia de este patégeno ha sido estudiada en diferentes medios y en
Latinoamérica® la tasa de portadores nasales alcanza los 28,6%, asi mismo otros
trabajos han reportado la prevalencia de portadores de este microorganismo en los
estudiantes de medicina. Rodriguez C, et al* (2013) quien recolecté muestras nasales de
estudiantes medicina de la Universidad Complutense de Madrid, que se encontraban en
la facultad antes de iniciar sus practicas en Hospitales, luego de 3 afios se volvio a
tomar muestras nasales a la misma promocién, encontrando una tasa del 27% en
alumnos de preclinicas.

Lopez S, et al® (2013), realiz6 un estudio transversal de colonizacion nasal por S.
aureus en estudiantes de medicina de tercero y sexto curso adscritos a un Hospital
espafiol, en total tomo muestras en 140 estudiantes de medicina, encontrando un 39,3%
de estudiantes colonizados por S. aureus y de ellos, el 2,1% fueron meticilino
resistentes®.

Weidenmaier C, et al®, realizd una revision bibliografica de articulos epidemiolégicos
alemanes respecto a la colonizacion nasal por S. aureus, concluye que
aproximadamente el 20% de la poblacion humana sana estd colonizada
persistentemente en la cavidad nasal con Staphylococcus aureus, y un 30% presenta
colonizacion intermitentemente.

Este problema se transporta hacia el ambiente de labores, es asi que las infecciones

intrahospitalarias por S. aureus han sobrepasado el 50% de prevalencia en la mayoria de



los paises de Latinoamérica y, el numero de infecciones adquiridas en la comunidad
esta en aumento’.

Montalvo R’, et al (2009), realizaron un estudio descriptivo transversal sobre
trabajadores de salud asistenciales de la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital
Nacional Dos de Mayo, Lima-Peru, reportando un 17.1% de aislamientos positivos para
S. aureus siendo mas frecuente en médicos y la prevalencia de SARM fue de 7.3%,
pero fue superior en enfermeras.

Arteaga, L, et al® (2016), realizaron un estudio descriptivo, con muestras nasales y frotis
de piel a 30 trabajadores de salud de un hospital colombiano, ellos descubrieron que el
26,7 % de trabajadores estuvieron colonizados por S. aureus.

La resistencia antimicrobiana genera mayor morbimortalidad asi como una elevacion en
los costos de salud. Los paises en vias de desarrollo en general muestran niveles de
resistencia mayores que en paises industrializados y a su vez cuentan con menos
recursos para el desarrollo de estrategias para su contencion. Si bien el reporte de

resistencia a meticilina en Per(, ocurre principalmente en el ambiente intrahospitalario®.

Ante ello, la busqueda de nuevas sustancias antimicrobianas procedentes de fuentes
naturales, incluyendo las plantas, se ha vuelto cada vez mas importante, ya que el uso
de plantas medicinales en muchos paises, ha sido parte de la cultura popular como un
tratamiento de diferentes problemas relacionados con la salud.

Diversos ensayos han mostrado que los extractos y aceites obtenidos de plantas tienen
propiedades antibacterianas, antifingicas, antivirales, insecticidas, entre otros®.
Ejemplos como Tropaeolum majus (Mastuerzo), que mostré actividad antiviral,
antimicrobiana y actividad antitumoral®!. De forma similar, los extractos de salvia a las
concentraciones de 27; 13,5; 6,8 y 3,4 mg/ml causaron inhibicion del crecimiento
de Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes'?, otros trabajos se centraron en
otras especies botanicas, hallando diferentes efectos como el de M. charantia
(achochilla) que ejercio actividad antibacteriana contra E. coli y S. aureus??, el extracto
etandlico de A. absinthium®* demostro ser antibacteriano frente a E. coli, Pseudomonas
aeruginosa y S. aureus. Incluso agentes pro-bioticos como el Lactobacillus spp, han

mostrado efecto bactericida frente a cepas Staphylococcus aureus ATCC 2592315 16,



Dentro de esta gran lista, se encuentra Laurus nobilis o Laurel, que es un arbol de hoja
perenne cultivado en muchas regiones calidas del mundo, particularmente en los paises
mediterraneos. Las hojas secas y su aceite destilado con vapor poseen un sabor picante
y se usan ampliamente para condimentar muchos productos alimenticios, tales como
carnes, sopas, embutidos y confesionarios*” 8. Laurus nobilis es un arbusto grande o
pequefio arbol de hasta 5-10 mts de alt.; copa densa; con varios troncos lisos; ramillas
glabras y lustrosas. Hojas aromaéticas; peciolos de 5-13 mm long, usualmente
purpdreos; lamina 4-13 x 1,5-4,5 cm, lanceolada o elipticolanceolada, entera, verde
oscuro en el haz, algo méas palida en el envés; base cuneada; apice agudo, cuspidado o

acuminado?’.

Se han dedicado muchos estudios a la composicién quimica del aceite de hoja de laurel
y en algunos de ellos se ha afirmado que existe una cierta cantidad de varianza natural
en su composicion quimica dependiendo del origen geografico de la especie'®. El
“laurel”, es una especie muy cultivada desde la mas remota antigiiedad, como
ornamental, planta culinaria y perfumifera; ademas presenta un valor mitolégico en los

pueblos del Mediterraneo?.

La utilidad botanica de esta especie es muy variable, depende de la parte de la planta
utilizada, de la concentracién y del método de extraccién de sus componentes. Su
actividad de cicatrizacion de la herida, fue ensayado por Nayak S, et al?! (2006),
mediante extractos acuosos en ratas, creacion de modelos de herida, encontrando gque en
los animales tratados con Laurus nobilis, la tasa de contraccion de la herida y el peso
del tejido de granulacién fueron moderadamente altos, ademas en la histologia se

observaron mayor nimero de células inflamatorias?®.

También se ha observado que posee actividad neuroprotectora, Ham A, et al?? (2011),
investigaron los efectos de la fraccion de n-hexano de las hojas de Laurus nobilis sobre
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) inducida por dopamina y la
apoptosis en células en lineas celulares humanas, demostrando que la fraccion de
hexano y sus compuestos principales inhibieron significativamente la generacion de

ROS y mostrd ser neuroprotectora, mediante un mecanismo antioxidativo??.
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Su actividad antioxidante fue evaluada por un equipo de investigadores dirigidos por
Simic M, quienes en el 2003 estudiaron la capacidad antioxidante de los extractos
metandlicos de frutos, corteza y hojas de Laurus nobilis encontrando que este efecto es

posiblemente al componente terpénico y al n-hexano de la planta?®

Elmastas M, en el 2006 utilizo el extracto acuoso y etandlico del laurel reportando que
ambos extractos mostraron una fuerte actividad antioxidante mediante la inhibicion de
la peroxidacion de lipidos, ademéas demostraron que posee efecto reductor, captador de

radicales libres y una moderada actividad de eliminacion de quelantes?.

Estos trabajos son la secuela de lo aportado en la utilizacion del laurel como
antiulceroso, para ello Afifi F, et al, utilizd extracto acuoso de las semillas de Laurus
nobilis en un modelo experimental de Ulcera gastrica inducida por etanol en ratas,

demostrando efecto protector con extractos acuosos al 20 y 40 por ciento®.

El aceite esencial de hoja de Laurus nobilis ha mostrado un efecto analgésico y un
efecto antiinflamatorio dependiente de la dosis en el edema inducido por formalina en
las dosis antiinflamatorias?®. El extracto etandlico y acuoso obtenido de hojas y semillas
de Laurus nobilis, también se estudiaron utilizando un modelo de edema en ratones, y
sin inducir ningun dafio gastrico para actividad antiinflamatoria, el extracto de etanol
mostré actividad antiinflamatoria prominente?’, asi mismo también ha demostrado su

efecto inmunoestimulante en ratas, mediante el aumento de la actividad fagocitica®.

Los ensayos antimicrobianos de esta planta, son escasos, sin embargo se le ha probado
desde hace varias décadas. Loizzo M, et al?® (2008), determin6 la actividad antiviral del
aceite esenciale de Laurus nobilis in vitro frente a Virus Herpes simple, el aceite mostrd
actividad viricida a una concentracion de 120 pg/ml, encontrandose principalmente

beta-0-cimeno, cineol, alfa-pineno y beta-pineno como los principales constituyentes?®.

La hoja de laurel se ha utilizado como medicina herbaria y tiene actividad

farmacolégica®.

Por otro lado, la actividad antifingica de Laurus nobilis fue evaluada por Corato D, et

al®®, mediante la realizacion de un modelo in vitro con cepas de hongos patdgenos,
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ensayando aceite esencial a concentraciones diferentes (50, 125 y 250 pg/ml),
observandose que la mayor actividad antifingica para el extracto obtenido de L. nobilis
contra el hongo Botrytis cinerea Persse fue a una concentracion de 250 pug/mi®.

Su actividad antibacteriana se ha ensayado con aceite esencial de sus hojas, aceite de
semilla®? y extracto etanélico de sus semillas®® 34, Ozcan B, et al (2010), compraro el
aceite esencial y el extracto etandlico de semillas de Laurus nobilis, obteniendo como
resultado que el extracto etandlico de semilla fue la que demostré una actividad

antibacteriana mas eficaz comparado con el resto®.

Ensayos mas recientes, presentan a las hojas como el principal agente antimicrobiano,
Dias M, et al*® (2014), utilizé extracto etandlico y acuoso de hojas de laurel procedentes
de Portugal, mostrando actividad bactericida a 4mg/mL frente a Staphylococcus aureus,
y 12 mg/mL frente a E. coli, siendo el extracto etanodlico frente al acuoso el que

presenté mayor actividad bactericida frente a ambas bacterias®.

Fukuyama N, et al®” (2011), aisl0 sesquiterpenos de extractos acuosos de hojas
deLaurus nobilis L, quienes mostraron actividad antimicrobiana contra bacterias
oportunistas Gram-positivas (Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes) y
hongos (Candida albicans, Cryptococcus neoformans y Aspergillus fumigatus).

Obteniendo concentraciones minimas inhibitorias a 31 ng/ml.

Julianti E, et al*® (2012), aislaron diez sesquiterpenoides de hojas de Laurus nobilis L.,
mediante analisis espectroscopico, en este trabajo se reporta que 8 de los 10
sesqueterpenoides de Laurus nobilismuestran actividad antimicrobiana mediante el
aumento en la actividad fagocitica y antioxidante, asi mismo in vitro, las
concentraciones minimas inhibitorias frente a S. aureus variaron entre 40 a 1000

ng/mL. , utilizando concentraciones inhibitorias minimas de 31 hasta 1000 g/ml.

Finalmente, otros autores han centrado su estudio en la comprensién de los metabolitos
encargados de las diversas acciones del laurel. Kovacevic N*°, et al, evaluaron el aceite
esencial de plantas de Suecia y esta presento linalol como su principal constituyente,

seguido de cineol, alpha acetato y terpenos®°.
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Por su parte, Lira D, et al*® (2009) encontraron cineol como el componente principal del
aceite esencial de hojas de laurel, procedente de Argentina, obtenidos en diferentes
meses del afio, también encontraron linalol, sabineno y alpha de etilo.

Dias M, et al, (2014) sostienen que en el andlisis de aceite volatil de hojas frescas
de nobilis L. presentan cineol (40,91%) ademas de otros monoterpenos como a -pineno
(5,82%), B -pineno (4,55%), sabineno (6,92%), limoneno (2,10%), linalol (1,29%),

entre otros*!.

En nuestro pais, Staphylococcus aureus representa un grupo de patdégenos con alto
potencial dafiino para la salud, sobretodo porque se encuentra colonizando al personal
de salud de los hospitales, estudiantes de medicina y otros profesionales de la salud,
Ante esto, tener nuevas alternativas naturales es tarea de los profesionales de la salud,
para ello resulta importante realizar estudios basicos y preliminares que puedan

determinar la existencia de posibles efectos antimicrobianos de cierta especie botanica.

1. JUSTIFICACION

Staphylococcus aureus causa infecciones importantes en el ser humano y estas
conllevan riesgos potencialmente peligrosos para la vida humana. Ademaés este agente
presenta una alta prevalencia como colonizador en personas comunes y quienes estan en
contacto con hospitales, como enfermeras, trabajadores de salud, médicos y estudiantes.
En los ultimos afios, esta cifra es cada vez mayor, lo que puede significar un aumento
en las enfermedades por este agente.

Hoy en dia existe un creciente campo en cuanto a la investigacion de productos
naturales y la actividad que estos presenten frente a distintos microorganismos.

Siendo necesario el continuar la busqueda de diferentes formas de prevencion y
tratamiento de las enfermedades, para lo cual se propone este estudio experimental que
analizara el efecto antimicrobiano del aceite esencial Laurus nobilis frente a cepas de
Staphylococcus aureus con el fin de brindar informacidn a posteriores trabajos y asi se
puedan desarrollar mejores alternativas en cuanto al tratamiento de las enfermedades
que este agente pueda causar, para lo cual se realiza la siguiente pregunta ¢ Existe efecto
antibacteriano in vitro del aceite esencial de Laurus nobilis “laurel” sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923?
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2. PROBLEMA

Existe efecto antibacteriano in vitro el aceite esencial de Laurus nobilis “laurel” sobre

Staphylococcus aureus ATCC 25923 comparado con oxacilina y vancomicina?
3. HIPOTESIS

Ho. El aceite esencial de Laurus nobilis “laurel” no tiene efecto antibacteriano in vitro

sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 comparado con oxacilina y vancomicina.

Hi. El aceite esencial de Laurus nobilis “laurel” tiene efecto antibacteriano in vitro

sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 comparado con oxacilina y vancomicina.
4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL

e Demostrar el efecto antibacteriano in vitro de las concentraciones del aceite esencial

de Laurus nobilis “laurel” sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer la susceptibilidad in vitro por halos de inhibicion de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de Laurus nobilis “laurel” sobre Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

e Identificar la concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de Laurus nobilis

“laurel” sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

e Comparar el efecto antibacterino in vitro del aceite esencial de Laurus nobilis
“laurel” frente a oxacilina y vancomicina sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923.
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1. MATERIAL Y METODO
2.1 POBLACION
e POBLACION OBJETIVO: cepa de Staphylococcus aureus.
e POBLACION ACCESIBLE: cepa de Staphylococcus aureus.
2.2 CRITERIOS DE INCLUSION
Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 viable conservada entre 0 a5 °C
2.3 CRITERIOS DE EXCLUSION
Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 no viable.
2.4 MUESTRA
2.4.1 UNIDAD DE ANALISIS
Halo de inhibicién con cepa de Staphylococcus aureus y Laurus nobilis.
2.4.2 UNIDAD DE MUESTREO

Cepa de Staphylococcus aureus, obtenida del laboratorio de microbiologia de la
universidad nacional de Trujillo.

2.43 TAMANO MUESTRAL

El nmero de muestra se calcula con la siguiente férmula estadistica:

(Z o+ ZaPS?

(X = Xp)?

Siendo n= el nimero de repeticiones a efectuar en cada investigacion

Z o =1.96 paraa=0.05
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Zg = 0.84 parap=0.20
S =0.8 (X1 -X2), valor asumido por haber escasos estudios previos

Siendo “n” el nimero de repeticiones a efectuar en cada investigacion, por lo tanto se
requieren 10 repeticiones para cada concentracion del aceite esencial de hojas de

Laurus nobilis; Igual nimero de repeticiones para cada grupo control.
10 Repeticiones a una concentracion de 25%.
10 Repeticiones a una concentracion de 50%.

10 Repeticiones a una concentracion de 100%.

2.6 DISENO DEL ESTUDIO
El estudio sera de tipo experimental.
2.6.1 DEFINICION DE VARIABLES
Independiente: Concentracion de aceite esencial de laurus nobilis:

Sera el aceite esencial de Laurus nobilis, expresado en mg/mL y colocado en placas

mediante la forma de discos de inhibicion a concentraciones de 25, 50 y 100%.
Dependiente: Efecto inhibitorio sobre cepas de Staphylococcus aureus:

Capacidad para evitar la reproduccion o producir la muerte del organismo en
condiciones experimentales, determinado mediante la medicién del crecimiento del

microorganismo en placas Petri y comparado por halos de inhibicion.
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2.7 DEFINICIONES OPERACIONALES DE LAS VARIABLES

DEFINICION Tipoy
VARIABLE INDICADOR
OPERACIONAL Escala
INDEPENDIENTE
Concentracion del aceite | Aceite  esencial de Laurus | Concentracion al 25,
esencial de Laurus nobilis | nobilis al 25, 50 y 100%, | 50y 100%. Cualitativa
obtenido en el laboratorio. Nominal
Sl: logra efecto. .
dicotébmica
No: Sin efecto
DEPENDIENTE
Diametros de Halo
Efecto inhibitorio sobre | Efecto evidenciado mediante | . . . .
inhibitorio.
Staphylococcus aureus halo de inhibicién en los cultivos ) itati
pny 3 Sensible Cualitativa
de cepas de Staphylococcus Ordinal.

aureus.

4  Intermedio

5 Resistente
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2.8 PROCEDIMIENTO

Se solicité la autorizacion de la Facultad de Medicina de la Universidad Privada
Antenor Orrego para ejecutar el proyecto y utilizar el Laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia (ANEXO 01).

El aceite esencial de Laurus nobilis fue comprado de la empresa FITO PERU ®
(ANEXO 9) a concentracion de 100% obtenido por destilacion por arrastre de vapor de
agua. almacenado en frasco &mbar y refrigerado a 4°C hasta su uso. La preparacion de
las concentraciones se realizo en el laboratorio de farmacia de la Universidad Nacional

de Trujillo para estas se utilizd aceite Tween estandarizado.

Preparacion de las diferentes concentraciones del aceite esencial de las hojas de

Laurus nobilis “Laurel”

Las concentraciones se prepararon segun el siguiente cuadro:

Volumen Volumen de Volumen Concentracion Concentracion
) T )
de aceite ween 80 final (%) (mg/mL)
0.75mL 2.25mL 3.0 mL 25 230 mg/mL
1.50 mL 1.50mL 3.0mL 50 460 mg/mL
3.0mL - 3.0mL 100 920 mg/mL

Luego, se colocaron cada una de las concentraciones en frascos de vidrio cubiertos con
papel de aluminio para protegerlos de la luz. Posteriormente fueron colocados a

refrigeracion a4 °C, hasta la realizacion del analisis microbiologico.

La cepa de Staphylococcus aureus se obtuvo del cepario de la Seccidn de Microbiologia
de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Trujillo (cepa aparentemente
procedente y estandarizada como Staphylococcus aureus ATCC 25923). Una vez
obtenida la cepa, se la reactivo utilizando caldo nutritivo y luego se conservé en agar

soya tripticasa, hasta la realizacion del trabajo experimental.
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Se preparé el inéculo en solucion salina (NaCl 0.9%) de las colonias aisladas
seleccionadas de una placa de agar después de 24 horas de incubacion (en un medio
enriquecido, el agar soya tripticasa). Se ajustdé la turbidez de la suspension al

equivalente 1.5 x 108 UFC/ml al tubo estandar 0,5 de la escala de McFarland.

Para la preparacion de los discos de inhibicion se utiliz6 papel whatman, el que fue
cortado con perforador, todos los discos fueron esterilizados en una placa Petri, luego
fueron embebidos en las distintas concentraciones por un tiempo de 2 horas tras el cual

se los seco en el horno a 37°C por 8 horas.

En la determinacién del antibiograma se prepard el medio Mueller Hinton que se
distribuyd en placas petri con una altura de 4 mm. Y fueron dejadas por 24 h en
refrigeracion, tras este tiempo se las seco en el horno a 37°C por 10 minutos, luego en
cada placa se realizé el sembrado con un hisopo estéril, el cual fue embebido en el tubo
del inoculo y a una distancia de 10cm de la llama del mechero, hisopando
uniformemente sobre toda la superficie del agar y girando cada placa 30° se sembraron
15 placas petri, Luego se colocaron los discos de Vancomicina 30ug, oxacilina 10ug y
con una pinza estéril los discos embebidos en aceite esencial de laurus nobilis a
distintas concentraciones, cada uno colocado a distancia de 25mm entre discos y de los
bordes de las placas, sobre la superficie de las placas sembradas con S. aureus en un

tiempo menor de 15 minutos.

Estas placas fueron incubadas a 37°C por 24 horas, para luego realizar la lectura de las
mismas y la medicion del didmetro de cada uno de los halos en (mm) colocando una
regla sobre el reverso de la placa, cada diametro de los controles fue comparando con

las tablas estandarizadas (Anexo 02).

Mientras que cada diametro obtenido de los halos de inhibicion de laurus nobilis fue
clasificado segin la escala de Duraffourd: escala utilizada para determinar
cualitativamente el efecto inhibitorio, segin el tamafio del didmetro de cada halo.
(ANEXO 03)
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Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) se prepararon 3 tubos por
cada dilucion del aceite esencial de Laurus nobilis a las concentraciones de 25
(230mg/ml), 50 (460mg/ml) y 100% (920mg/ml). A su vez, se utiliz6 un grupo control;
el grupo control con 0.2 ml de inoculo y 0.8 ml de caldo peptonado, al 100% 0.2 ml de
inoculo y 0.8 ml de aceite esencial al 100%, al 50% 0.2 ml de inoculo méas 0.4 ml de
caldo peptonado y 0.4 ml de aceite al 50%, al 25% 0.2 ml de inoculo més 0.6 ml de
caldo peptonado y 0.2 ml de aceite al 25%. Luego los tubos fueron incubados a 37°C

por 24 horas. Tomandose lectura visual segin ausencia o presencia de la turbidez.

Para determinar la concentraciéon minima bactericida (CMB) se tomé 0.1 ml de un
tubo por cada concentracion y se sembroé en agar Mueller Hinton y dejo incubar a 37°C
por 24 h posteriormente se hizo la lectura de las placas haciendo conteo de las unidades
formadoras de colonias (UFC). Considerando como CMB a la menor concentracion en
la que no se logre observar UFC. Sin poder determinar la CMB debido al crecimiento
de UFC en las placas Petri con las concentraciones de 25 y 50% de aceite esencial de

laurus nobilis (laurel).

2.9 ANALISIS DE LOS DATOS

Luego la recoleccion de datos (ANEXO 05), estos fueron ordenados en Excel 2013

siendo luego analizados con el programa SPSS version 22.

Estadistica descriptiva: para analizar la informacién se construyé tablas de
distribucién de frecuencias de una entrada con sus valores absolutos. Se calcul6 su

media y su desviacion estandar.

Estadisitca analitica: para determinar el efecto in vitro (Antibiograma) del aceite
esencial de laurus nobilis, se utilizo el analisis de varianza de un disefio completamente
aleatorizado para el efecto antibacteriano analizado por el halo de inhibicion, luego se
hiz6 una prueba de comparaciones mdltiples: prueba de Duncan, ambas con un nivel de
significancion alfa 0.05%. Para evaluar la comparacion del promedio de las UFC, por la
falta de cumplimiento de requisitos para la prueba F del Analisis de varianza, se hizo

uso de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, y como prueba post andlisis de
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comparacion por parejas de grupos a la prueba de Mann-Whitney con ajuste de

Bonferroni, con el mismo criterio de significacion.

Todos estos datos fuerdn procesados de manera automatizada con el soporte del paquete
estadistico SPSS version 22.0.

Estadigrafo propio del estudio:

Concentraciones N
- Oxacilina

Aceite esencial de - Vancomicina
laurus nobilis

Staphylococcus
aureus. ATCC
25923

Sensibilidad

Halos de inhibicion (mm)
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2.10 ASPECTOS ETICOS

Se solicitd aprobacion previa para la ejecucion del proyecto de investigacion por parte
de la autoridad competente de la Universidad Privada Antenor Orrego, asi mismo se
solicitd los permisos para el uso de las instalaciones de dicha institucion en
concordancia con las recomendaciones establecidas en la declaracion de Helsinki,
Finlandia, junio 1964 y modificada por la Asamblea Medica Mundial en tokio, enero
2004.% Para la realizacion de la investigacion se tuvo en cuenta las medidas de
bioseguridad de los investigadores y se mantuvieron los principios éticos Yy

deontoldgicos internacionales y nacionales**.

En el presente trabajo se respetd el principio ético adoptado en el capitulo 6 del cddigo
de ética del Colegio Médico del Pert titulado: “Del trabajo de investigacion”,
especificamente el 6 Art. 48°donde habla de la veracidad en la publicacion de los

resultados obtenidos en el estudio.*
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Tabla 1l

RESULTADOS

Diametro del halo obtenido in vitro del aceite esencial de Laurus nobilis “laurel”
(ANTIBIOGRAMA) a concentraciones del 25%, 50% y 100% sobre Staphylococcus

aureus.
Grupo de estudio: Concentracion
Indicador Laurus nobilis Laurus nobilis Laurus nobilis
25 % 50% 100 %

Media (mm) 5.1 10.1 15.1
Desviacion 0.9 1.4 0.9

estandar (mm)

Prueba para

medias+ F=219.9 p<0.05

Comparacion

entre grupos++ A B C

+ :Prueba F del andlisis de varianza

+ +: Dos grupos con la misma letra no difieren estadisticamente segln prueba de Duncan.
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Tabla 1A

Escala de Duraffourd comparada con el efecto in vitro del aceite esencial de Laurus nobilis

“laurel” a concentraciones del 25%, 50% y 100% sobre Staphylococcus aureus.

Escala Duraffourd

Grupo de estudio: Concentracion

Laurus nobilis

Laurus nobilis

Laurus nobilis

25 % 100 %
Ne° % Ne° % Ne° %
Nula (N) 10 100.0 0 0.0 0 0
Sensible (S) 0 0.0 10 100.0 3 30.0
Muy sensible (MS) 0 0.0 0 0.0 7 70.0
Sumamente sensible (SS) 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Total 10 100.0 10 100.0 10 100.0

% Segun el promedio de los didmetros obtenidos de los halos de inhibicidn,

Staphylococcus aureus.es (MS) a la concentracion de 100%, (S) a la concentracion de

50% vy de respuesta (N) a la concentracion de 25%
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Tabla 2

Didmetro de halo in vitro del aceite esencial de Laurus nobilis “laurel” a concentraciones

del 25%, 50%, 100%, oxacilina, y vancomicina sobre Staphylococcus aureus.

Grupo de estudio: Concentracion

Laurus nobilis

Laurus nobilis

Indicador Laurus nobilis Oxacilina Vancomicina
0, 0 0
25 % 50% 100 % 10 ug 30 ug

Media (mm) 5.1 10.1 15.1 22.8 19.0
Desviacion 0.9 1.4 0.9 1.0 2.4
estandar (mm)
Prueba F para
medias+ F=509.1 p<0.05
Comparacién

++
entre grupos N b c q .

+ :Prueba F del andlisis de varianza

+ +: Dos grupos con la misma letra no difieren estadisticamente segln prueba de Duncan.
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Tabla 2A

Escala de Duraffourd comparada con el efecto in vitro del aceite esencial de Laurus nobilis
“laurel” a concentraciones del 25%, 50% 100%, oxacilina y vancomicina sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Grupo de estudio: Concentracién

Escala Duraffourd Laurus Laurus Laurus Oxacilina | Vancomi
nobilis nobilis nobilis .
cina
25 % 50% 100 %
N° O N° O N°e O Ne % N° %
Nula (N) 10 100.0f O 0.0 0 0 0 0.0 0 0.0
Sensible (S) 0 00 | 10 1000 O 0.0 0 0.0 0 0.0
Muy sensible (MS) 0 0.0 0 00 | 10 1000 O 0.0 5 50.0
Sumamente sensible 0 0.0 0 0.0 0 00 | 10 1000 5 50.0
(SS)
Total 10 100.0y 10 100.0| 10 100.0/ 10 100.0 10 100.0

+ De acuerdo a la sensibilidad obtenida segun la escala de Duraffourd Staphylococcus
aureus es (MS) a concentracion de 100%, a oxacilina es (SS), mientras que a
vancomicina el 50% fue (MS) y 50% (SS).
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Tabla 3

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del Aceite Esencial de

Laurus nobilis sobre Staphylococcus aureus.

Concentracion del Turbidez
aceite
de Laurus nobilis Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
25 % Si Si Si
50 % Si Si Si
100 % No No No
Control Si

¢+ No se pudo determinar la (CMI) debido a la presencia de turbidez en los tubos de
ensayo a las concentraciones de 25 y 50%.
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Grafico 1

UFC
7000 - 6425
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4000 - 3487
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1641
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A
0
Laurus nobilis Laurus nobilis Laurus nobilis Control blanco
25% 50% 100%
Concentracion

Figura 1. Concentracion minima bactericida in vitro del aceite esencial de Laurus nobilis
“laurel” a concentraciones del 25%, 50%, 100% y Grupo control en blanco, sobre
Staphylococcus aureus medido en unidades formadoras de colonias.

s No se puede determinar la (CMB) ya que hay crecimiento de UFC a las
concentraciones de 25 y 50%.
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IV. DISCUSION

Dentro de la practica médica uno de los méas grandes desafios al que no solo se enfrenta
el medico sino también las drogas del mercado es el abordaje terapéutico de las
infecciones nosocomiales debido a la resistencia desarrollada por los agentes patégenos
hacia un namero de farmacos amplia y frecuentemente utilizados. Ante la ausencia de
nuevas drogas en el mercado en los dltimos afios maltiples investigaciones han
apuntado al estudio de productos naturales y su efecto antibacteriano sobre distintos
patdgenos, tal como el uso de aceites esenciales. En el presente trabajo se evalud el
efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Laurus nobilis (laurel) sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

La resistencia antimicrobiana genera mayor morbimortalidad asi como una elevacion en
los costos de salud, por lo cual es considerada un problema serio en todo el mundo. Los
paises en vias de desarrollo en general muestran niveles de resistencia mayores que en
paises industrializados y a su vez cuentan con menos recursos para el desarrollo de

estrategias para su contencion®.

Debido a esta problematica diversas especies de plantas tradicionales empleadas en la
medicina herbal como una posible alternativa para el manejo de problemas

infecciosos!?.

El Per( posee una gran diversidad de plantas con uso medicinal con un escaso
conocimiento cientifico, de ahi que en este estudio se seleccion6 una planta para la
determinacion de su efecto antibacteriano y asi contribuir a su conocimiento y en el

desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos que sean tanto eficaces como seguros.

Sumados en la busqueda de nuevos compuestos de productos naturales y su utilizacion
para combatir procesos infecciosos buscamos demostrar el efecto antibacteriano in vitro
del aceite esencial de Laurus nobilis (laurel) sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923. Siendo este uno de los patdgenos mas frecuente encontrado en infecciones y uno

de los que mas ha desarrollado mecanismos de resistencia.
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Las infecciones causadas por Staphylococcus aureus meticilino-resistente proveniente
de la comunidad (SAMR) son un problema de salud pablica de variable magnitud en
diferentes &reas geograficas del mundo, lo que representa una importante carga para los
sistemas de salud.! EI 50 % de los S. aureus aislados de hemocultivos de varios
hospitales de Lima en el periodo 2008-2009 fueron resistentes a meticilina (Garcia,

datos no publicados)®.

Ademas, son resistentes a multiples antibidticos, lo que deja como alternativas
terapéuticas el empleo de antibioticos de espectro més reducido como la vancomicina,
teicoplanina y el linezolid.2 En la dltima década, la prevalencia de este organismo ha

aumentado considerablemente en la poblacion general®.

De las distintas formas de obtencion de productos naturales una de las que ha ido
ganando popularidad en su estudio es el uso de aceites esenciales, motivo por el que
hemos probado el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Laurus nobilis
(laurel) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Los aceites esenciales son el producto final del metabolismo secundario de las plantas
aromaticas. Estan constituidos por terpenos con actividad y composicion variada;
después de la extraccion generalmente son liquidos. Diversas investigaciones han
permitido establecer su actividad antibacteriana, antimicética, antiparasitaria, antiviral

e insecticidal®.

Los ensayos antimicrobianos de esta planta, son escasos, sin embargo se le ha probado
desde hace varias décadas. Loizzo M, et al?® (2008), determind la actividad antiviral del
aceite esenciale de Laurus nobilis in vitro frente a Virus Herpes simple, el aceite mostro
actividad viricida a una concentracion de 120 pg/ml, encontrdndose principalmente

beta-0-cimeno, cineol, alfa-pineno y beta-pineno como los principales constituyentes?®.

Su actividad antibacteriana se ha ensayado con aceite esencial de sus hojas, aceite de
semilla® y extracto metanolico de sus semillas®® 34, Ozcan B, et al (2010), comprar? el
aceite esencial y el extracto etandlico de semillas de Laurus nobilis, obteniendo como
resultado que el extracto etanodlico de semilla fue la que demostr6 una actividad

antibacteriana mas eficaz comparado con el resto®.
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En el estudio realizado hemos demostrado que el aceite esencial de Laurus nobilis
(laurel) posee efecto antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923. En base a nuestros resultados obtenidos durante la investigacion, los halos de
inhibicion obtenidos con la concentracion de 100% tuvieron una media de 15.1 mm
comparado con la escala de Duraffourd Staphylococcus aureus ATCC 25923 es muy
sensible para esta concentracion, asi como los halos de inhibicion obtenidos a la
concentracion de 50% tuvieron una media de 10.1 mm comparado con la escala de
Duraffourd Staphylococcus aureus ATCC 25923 es sensible para esta concentracion
mientras que los halos de inhibicion obtenidos con la concentracion de 25% tuvieron
una media de 5.1 mm comparado con la escala de Duraffourd esta es nula. A través de
las pruebas estadisticas se obtuvo un valor de p<0.05 lo que da validez y significancia
estadistica a los resultados. Al 25% tiene una concentracion de 230 mg/dl,
concentracion sin efecto antibacteriano in vitro. Siendo al 50%, 100% con
concentraciones de 460 mg/dl y 920 mg/dl respectivamente concentraciones a las que se

encontré efecto antibacteriano in vitro.

No se pudo determinar la (CMI) debido a la presencia de turbidez tomado de la lectura

visual de los tubos de ensayo a las concentraciones de 25 y 50%.

La concentracion minima bactericida (CMB) in vitro del aceite esencial de Laurus
nobilis “laurel” a concentraciones del 25%, 50%, 100% y Grupo control en blanco,
sobre Staphylococcus aureus medido en unidades formadoras de colonias. No se puedo

ya que hay crecimiento de UFC a las concentraciones de 25 y 50%.

Ensayos recientes, presentan a las hojas como el principal agente antimicrobiano, Dias
M, et al® (2014), utilizd extracto etandlico y acuoso de hojas de laurel procedentes de
Portugal, mostrando actividad bactericida a 4mg/mL frente a Staphylococcus aureus, y
12 mg/mL frente a E. coli, siendo el extracto etandlico el que presenté mayor actividad

bactericida frente a ambas bacterias®®.

El efecto antibacteriano in vitro demostrado en la presente investigacion se fundamenta
en la presencia de los distintos principios activos que posee Laurus nobilis (laurel)

principios que poseen actividad antimicrobiana, como sesquiterpenoides compuestos no
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saturados formados por carbono, hidrogeno y oxigeno de estructura no aromatica, uno
de los principales encontrados en el aceite esencial Laurus nobilis (laurel) el cineol
cuyo mecanismo de accién aun no estd bien descrito pero estd relacionado por
inhibicidn enzimatica por los compuestos oxidados, posiblemente mediante reaccioes

de grupos sulfidrilo o por interacciones no especificas con proteinas.

Dias M, et al, (2014) sostienen que en el analisis de aceite volatil de hojas frescas
de nobilis L. presentan cineol (40,91%) ademas de otros monoterpenos como a -pineno
(5,82%), B -pineno (4,55%), sabineno (6,92%), limoneno (2,10%), linalol (1,29%),

entre otros*!.

El efecto antibacteriano demostrado en el estudio se compara con los resultados
obtenidos por otros como el realizado por Fukuyama N, et al*’ (2011), aislo
sesquiterpenos de extractos acuosos de hojas de Laurus nobilis, quienes mostraron
actividad antimicrobiana contra bacterias oportunistas Gram-positivas (Staphylococcus
aureus y Streptococcus pyogenes) y hongos (Candida albicans, Cryptococcus
neoformans y Aspergillus fumigatus). Obteniendo concentraciones minimas inhibitorias
a 31 ng/ml¥.

El efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Laurus nobilis, De acuerdo a la
sensibilidad obtenida segun la escala de Duraffourd Staphylococcus aureus es (MS) a
concentracion de 100% comparado con oxacilina es (SS), mientras que a vancomicina
el 50% fue (MS) y 50% (SS).

El presente estudio es de interés y relevancia ya que se ha demostrado in vitro que el
aceite esencial de Laurus nobilis (laurel) tiene efecto antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Siendo las concentraciones de 50% y 100% las
que tuvieron mayor efecto, por lo que el uso de este aceite podria ser una alternativa a
los problemas asociados a la aparicion de resistencia bacteriana a los antibidticos de uso

comun.
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V. CONCLUSIONES

El aceite esencial de Laurus nobilis (laurel) tiene efecto antibacteriano in vitro

frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923.

El aceite esencial de Laurus nobilis (laurel) tuvo efecto antibacteriano frente a

Staphylococcus aureus ATCC 25923 a las concentraciones de 50 % y 100%.

La concentracion minima inhibitoria (MIC) de aceite esencial de Laurus nobilis
(laurel) no se pudo determinar ya que a las concentraciones de 25% y 50% existe

turbidez en los tubos de ensayo.

El aceite esencial de Laurus nobilis (laurel) a concentracion de 100% tuvo efecto
(MS) comparado con oxacilina (SS) este es menor, mientras que a vancomicina el
50% fue (MS) y 50% (SS).
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VI. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto antibacteriano de Laurus nobilis (laurel) frente a otras bacterias asi

como su efecto anti fangico.

Determinar el efecto antibacteriano de Laurus nobilis (laurel) al 75% sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

. Ampliar el estudio para la determinacion de la (CMI) y (CMB) del aceite esencial
de Laurus nobilis (laurel).

Realizar méas proyectos de investigacion que busquen el descubrir nuevas especies

naturales con efecto antibacteriano, antiviral o anti fangico.

Realizar estudios in vivo utilizando el aceite esencial de Lurus nobilis (laurel) frente

a Staphylococcus aureus en infecciones experimentales.
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ANEXO 01

SOLICITUD DE PERMISO DE USO DE LABORATORIO

Trujillo, 09 de Febrero del 2017

Universidad Privada Antenor Orrego
Dr Ramel Ulloa Deza, Decano de la Facultad de Medicina Humana

ASUNTO:

Solicito permiso para utilizar laboratorio de microbiologia y parasitologia

De mi mayor consideracion, me dirijo a usted para saludarle cordialmente y solicitarle la
autorizacion para la ejecucion del Proyecto de Investigacion: “Efecto inhibitorio in vitro
del aceite esencial de Laurus nobilis “laurel” sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923” de mi autoria, dentro del laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la

Facultad de Medicina Humana que usted dignamente dirige.

Agradeciendo su gentil atencién, quedo a espera de su respuesta

Atentamente:

Centurion Paredes, Jhonatan
ID: 000079105 ,DNI: 72478103

Se adjunta: Proyecto de Investigacio
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ANEXO 02

Patrones estandar del halo de inhibicion para Staphylococcus spp, puntos
de corte equivalentes a la CMI y didmetros del halo de inhibicién para la

cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Punto de corte S. aureus
Diametro del halo de inhibicién (mm) Equivalente a la CMI (pg/ml) ~ ATCC 25823

disco (pg) Resistente Intermedia  Sensible  Resistente  Sensible intervalo*

GRUPO  Antimicrobiano Carga del

A PeniciinaG" 10U <28 - 229 B-lactamasa’ 201 26-37

Oxacilina ° (S. aureus) 1 <10 11412 »13 24 <2 18-24
(Estafilococos coagulasa-) 1 :1? - >18 >0.5 <(.25 -

B Vancomicina® 30 - - »15 32 <4 17.21
Teicoplanina 30 <11 11-13 >14 >32 <8 15-21
Eritromicina® 15 <13 14-22 223 >8 <0.5 22-30
Claritromicina® 15 <13 1417 >18 >8 2 26-32
Azitromicina’ 15 <13 1417 >18 >8 < 21-26
Clindamicina® 2 <14 1520 21 >4 <0.5 24-30
Trimetoprim / sulfametoxazol 1,25(2375 *_‘-10 11-15 >16 >8{152 :2!38 24-32

c Gentamicina 10 <12 13-14 »15 > <4 19-27
Ciprofloxacino 5 <15 16-20 221 24 <1 22-30
Ofloxacino 5 <12 1315 >16 >8 2 24-28
Levofloxacino 5 <13 14-16 >17 >8 <2 25-30
Cloranfenicol® 30 <12 1317 >18 >32 <8 19-26
Rifampicina ™ ] <16 17-19 220 24 <1 26-34
Tetraciclina 3 30 <14 1518 >19 >16 <4 24-30

_ el _

D Norfloxacino 10 <12 1316 17 »16 <4 17-28
Lomefloxacino 10 <18 19-21 222 >8 <2 23-29
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 >17 >128 <32 18-22
Sulfisoxazol 2500300 <12 1316 >17 >350 <100 2434
Trimetoprim 5 <10 11-15 >16 >16 <4 19-26

_ el _

Cuadro elaborado con datos del NCCLS.

J Antimicrob Chemother (2010) 65 (9): 1955-1958.
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ANEXO 03

Escala de Duraffourd

Sensibilidad Halo de inhibicion
(mm)
Nula (N) < 8mm
Sensible (S) 8 —14 mm
Muy Sensible (MS) 14 — 20 mm
Sumamente Sensible (SS) <20 mm
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ANEXO 04

Efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial de hojas de Laurus nobilis “laurel” sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

REACTIVACION DE CEPAS DE Staphylococcus aureus.

Siembra en Medio diferencial y selectivo:
Agar sangre: Caracteristicas de las colonias. ___colonia cremosa, amarillenta de

bordes libres.

Colonia Manitol Positiva (x) Colonia Manitol Negativa ()
Prueba de Catalasa:

Positiva (x) Negativa ( )
Prueba de Coagulasa

Positiva (X) Negativa ( )

Prueba de Susceptibilidad antibacteriana: Medio Agar Mueller Hinton

Germen asociado: Staphylococcus aureus

ANTIBIOGRAMA Sensible Intermedio Resistente
Vancomicina 30ug X

Oxacilina 10ug X

Aceite esencial de Laurus nobilis 25% X
Aceite esencial de Laurus nobilis 50% X

Aceite esencial de Laurus nobilis 100% X
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ANEXO 05.

Ficha de recoleccion de datos

Determinacion del efecto antibacteriano

repeticio
nes

Antibiograma
de aceite esencial en (%) y por controles (mm)

Oxacilina Vancomicina 25 % 50%

100 %
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ANEXO 06.

Ficha de recoleccion de datos

Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)

Concentracion del Turbidez
aceite
de Laurus nobilis Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
25 % Si Si Si
50 % Si Si Si
100 % No No No
Control Si
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ANEXO 07.

Ficha de recoleccion de datos

Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

repeticiones

Unidades formadoras de colonias (UFC) por

Concentracion de aceite esencial en (%) y por controles

25 % 50% 100 % Cultivo sin tratar
1 3530 UFC 1540 UFC 0 UFC 6580 UFC
2 3470 UFC 1620 UFC 0 UFC 6070 UFC
3 3650 UFC 1680 UFC 0 UFC 7220 UFC
4 3510 UFC 1710 UFC 0 UFC 6530 UFC
5 3540 UFC 1590 UFC 0 UFC 6120 UFC
6 3440 UFC 1630 UFC 0 UFC 6340 UFC
7 3880 UFC 1700 UFC 0 UFC 7160 UFC
8 3230 UFC 1620 UFC 0 UFC 6010 UFC
9 3240 UFC 1580 UFC 0 UFC 6260 UFC
10 3380 UFC 1740 UFC 0 UFC
5960 UFC
PPROOMEDI 3487 UFC 1641 UFC 0 UFC 6425 UFC
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CEPA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

COLONIAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

PREPARACION DEL INOCULO
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INOCULO COMPARADO CON ESPECTROMETRO DE MCFARLAND

PREPARACION DE AGAR MUELLER HINTON
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SERVIDO DE AGAR MUELLER HINTON EN PLACAS PETRI

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
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LECTURA DE PLACAS DE (CMB)

CONTROL 100%

50% 25%
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DETERMINACION DE EL EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO
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LECTURA DE HALOS E INHIBICION
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