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RESUMEN

En la investigacion se determind el efecto antibacteriano del extracto oleoso del
Rosmarinus officinalis "Romero”, sobre Escherichia coli ATCC 25922, comparado con
Nitrofurantoina 300 pg, mediante un estudio experimental in vitro, usando el método
de Kirby-Bauer. Cada dilucion (100%, 75%, 50% y 25%), corresponde respectivamente
a 750 uL de Aceite esencial (AE), 500 pL y 250 pL, ademas de un control neutro con
Dimetil Sulfoxido (DMSO). Se realizaron 11 mediciones acorde a cada dilucion, en
donde se demostrd que el extracto oleoso logra halos de inhibicidn bacteriana sobre
los cultivos de Escherichia coli desde una concentracion minima de 250 pL (9.90 mm,
DS: 1.22 + 3.68, IC 95%: 9.08 — 10.72) resultados que demuestran la no eficacia del
extracto oleoso a bajas concentraciones. Mientras que en concentraciones de 100%,
se obtuvo una media de halo de inhibiciéon de 19.63 mm (DS:9.24 + 2.78, IC 95%: 19.01
a 20.25) entre los intervalos de 18 a 21mm y al 75%, la media del halo de inhibicidn es
15.90 mm (DS: 1.22 + 3.68, IC 95%: 15.08 a 16.72) con intervalo de 14 a 18 mm
demostrando la eficacia antibacteriana del extracto oleoso, pero menor a comparacion
de Nitrofurantoina. El andlisis estadistico ANOVA fue altamente significativo (0.000),
usando el analisis Post Hoc de Tukey se demostré que a medida que aumentan las
concentraciones de dilucién el efecto antibacteriano aumenta. Se concluye que el
extracto oleoso del Rosmarinus officinalis tiene efecto antibacteriano sobre

Escherichia coli, pero menor al del efecto producido por la Nitrofurantoina.

PALABRAS CLAVES: Rosmarinus Officinalis, Kirby-Bauer, Escherichia coli, extracto

oleoso, cultivo.
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ABSTRACT

In the research the antibacterial effect of the oil extract of Rosmarinus officinalis
“"Romero” was determined, on Escherichia coli ATCC 25922, compared with
Nitrofurantoina 300 pg, by means of an experimental study in vitro, using the Kirby-
Bauer method. Each dilution (100%, 75%, 50% and 25%) corresponds, respectively, to
750 uL of essential oil (AE), 500 pL and 250 pL, in addition to a neutral control with
Dimethyl Sulfoxide (DMSO). 11 measurements were made according to each dilution,
where it was demonstrated that the oily extract achieved halos of bacterial inhibition on
Escherichia coli cultures from a minimum concentration of 250 pL (9.90 mm, DS: 1.22 +
3.68, 95% Cl: 9.08 - 10.72) results that demonstrate the non-efficacy of the oily extract
at low concentrations. While in concentrations of 100%, a mean inhibition halo of 19.63
mm was obtained (DS: 9.24 + 2.78, 95% Cl: 19.01 to 20.25) between the intervals of 18
to 21mm and 75%, the average of the halo of inhibition is 15.90 mm (DS: 1.22 + 3.68,
95% Cl: 15.08 to 16.72) with a range of 14 to 18 mm demonstrating the antibacterial
efficacy of the oil extract, but lower compared to Nitrofurantoin. The ANOVA statistical
analysis was highly significant (0.000), using the Tukey Post Hoc analysis it was shown
that as the dilution concentrations increase the antibacterial effect increases. It is
concluded that the oily extract of Rosmarinus officinalis has an antibacterial effect on

Escherichia coli, but less than the effect produced by Nitrofurantoin.

KEY WORDS: Rosmarinus Officinalis, Kirby-Bauer, Escherichia coli, oily extract, cultive.
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INTRODUCCION

1.1 REALIDAD PROBLEMATICA

En la actualidad el uso de la medicina tradicional se ha vuelto muy comun en varias
partes del mundo, segun la Organizacion mundial de la salud (OMS), un 80% de la
poblacion de paises que se encuentran en vias de desarrollo usan algun tipo de esta,
tanto por cultura o por costumbre, ademas de que formaron parte desde hace muchos
afos de nuestra variedad culinaria y que con el paso de los aios se ha ido investigando

diversas formas de utilizar dichos elementos en el campo de la medicina.!

A nivel mundial la incidencia de infecciones causadas por Escherichia coli es de 150
millones de casos por afio, siendo las vias urinarias femeninas las zonas mas afectadas.
En Estados Unidos se realizan al menos 7 millones de consultas por infeccion del tracto
urinario (ITU) mientras que en el Peru la cifra es desconocida, pero es presumible que
sean equiparables a las cifras de EEUU. Dentro de la poblacion femenina, las jovenes
son las mas afectadas en donde se calcula una incidencia de 0.5 a 0.7 infecciones cada
afo. Teniendo en cuenta lo antes mencionado se calcula que de todas las mujeres que
cursan con esta patologia, el 25% al 30% seran candidatas a desarrollar ITUs

recurrentes que no tengan origen anatomo-estructural.?

Las ITU son de las patologias infecciosas mas comunes y que conlleva una gran
responsabilidad econdmica por parte del sistema de Salud. En los EEUU, las ITUs
representan mas de 7 millones de consultas anuales, en donde 2 millones son por
cistitis. Asi mismo el porcentaje de antibidticos destinados a tratar las ITUs representan
un 15% de todos los antibidticos distribuidos a nivel mundial, con costos que

sobrepasan los 1000 millones de dolares.? 3

Teniendo en cuenta que en la mayor parte de casos no es necesario estudios
adicionales para su diagndstico, se establece mayor importancia a la clinica basica que
este cuadro presenta, en donde tendremos un paciente con sintomas tales como

disuria, polaquiuria, tenesmo o dolor supraplbico.> # Una vez establecido el



diagnéstico clinico de esta patologia se procede a plantear la mejor alternativa
terapéutica, la cual consta de seleccionar el farmaco antimicrobiano apropiado, el cual
representard una mejor tasa de curacidon, menor riesgo a reinfecciones futuras,
resistencias microbianas y efectos secundarios no deseados, puesto que varios

antimicrobianos también actian sobre la flora vaginal e intestinal normal.>

1.2 TRABAIJOS PREVIOS

Castro N (Peru, 2016), en este estudio se compard el efecto del Rosmarinus officinalis
sobre Staphylococcus aureus obteniendo una media de halo inhibitorio de 7,4 mm de
didmetro con una concentracién al 100% con 30 repeticiones por dicha concentracién,

con un nivel de significancia de 0,0001.°

Sanches G, et al (USA, 2014), en un total de 29198 y 32742 resultados con cepas de E.
Coli entre el 2001 y 2010 obtuvieron una prevalencia de que la nitrofurantoina ha
demostrado una buena actividad antimicrobiana frente a Cepas de E. Coli que
adquirieron resistencia al largo de los tratamientos previos, teniendo resultados de
resistencia entre 2.1y 7.5% en cepas de E. Coli. El nivel para la significacion estadistica
se fijé en 0,05 y entre los afios 2001 y 2010 se fijé una una asociacion estadistica de (P,

0.0001).”

Warren J, et al (Canadd, 2013), en este estudio de 752 mujeres entre los afios 2009 y
2011 demostraron que la nitrofurantoina frente a cepas de E. Coli demuestra baja
resistencia, reportandose solo 0.5% de casos de resistencia (p=0.01) con un intervalo

de confianza de (IC: 95).8

Trujillo A (Colombia, 2012), si bien es cierto que el tratamiento para la cistitis no
complicada puede ser empirico, se aconseja el no emplear Amoxicilina, TMP/SMX,

Acido pipemidico y cefalosporinas de primera generacion debido a que tienen niveles
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elevados de resistencia, en especial Amoxicilina (10-15%) lo cual modificara la eficacia
de dicho farmaco contra cepas de E. Coli causantes de Cistitis aguda, se debe resaltar
gue el tratamiento aconsejado por esta guia es de 5 dias, a diferencia de los 7 dias

empleados por otros estudios del mismo Pais.®

Faine B (USA, 2011), el tratamiento en pacientes con cistitis aguda no complicada con
Nitrofurantoina 100 mg, 2 veces al dia, durante 3 dias ha demostrado igual o superior
eficacia, frente al tratamiento con ciprofloxacino 250 mg, en donde se puede
evidenciar una respuesta positiva frente a la resolucidn del cuadro infeccioso, y que
durante los controles post tratamiento realizados a los 28 dias después de terminado

el tratamiento, se vio una menor cantidad de reinfecciones.°

Ibrahim K (USA, 2010), el efecto antibacterial fue investigado en dos cepas de bacterias
gram negativas (E. coli y P. aureginosa) con aceite esencial de Rosmarinus officinalis,
con un halo inhibitorio de 18 mm para E. coli con una concentracion de 64 ul/ml con
una desviacion estandar de 2.7, mientras que con una concentracién menor (32 ul/ml)

se obtuvo 17 mm de halo inhibitorio.1!

Yomayusa N, et al (Colombia, 2003), refiere que el tratamiento no esta especificado y
gue solo es dirigido en funcion a los patrones de susceptibilidad del agente microbiano
que puede tener mayor prevalencia tanto por grupo etario como en la regién o
localidad. Pero algunos estudios indican que la resistencia hacia farmacos de primera
linea como son Amoxicilina y Trimetoprim son bastantes altas (33%) versus 1 a 2% de
resistencia hacia Nitrofurantoina y a Quinolonas, colocando a la Nitrofurantoina como

un farmaco seguro para el tratamiento de primera linea en las ITU no complicadas.!?

1.3 TEORIAS RELACIONADAS AL TEMA

Las infecciones agudas de las vias urinarias se clasifican en infeccidon de vias urinarias

inferiores, las cuales comprometen uretra y vejiga, e infecciéon de las vias urinarias
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superiores las cuales comprometen al rifidn. La infeccidn de uretra y vejiga son
patologias en su mayoria no complicadas y que se limitan a la afectacién de la mucosa
que conforma el tracto urinario, la cistitis por lo general es una patologia muy
frecuente que se caracteriza por la infeccién superficial del epitelio de revestimiento

de la vejiga y de los canales conductores de orina.?

Epidemiolégicamente, este grupo de infecciones se pueden clasificar en hospitalarias
y extrahospitalarias, las cuales pueden presentarse de manera sintomatica, pero
también como asintomaticas. Las infecciones extrahospitalarias son de las mas
frecuentes y causan mas de siete millones de consultas médicas al afio en pais como
Estados Unidos. La poblacién mas afectada es la femenina la cual se ven afectada entre
1 a 3% del total de escolares, posteriormente la presencia de esta patologia aumenta
de manera considerable con el inicio de las relaciones sexuales. La mayor parte de

aquellas infecciones sintomaticas agudas estan presentes en las jévenes.?

La Escherichia coli es una enterobacteria gramnegativa de tipo anaerobia facultativa,
se encuentra en humanos y animales, sobre todo en la mayor parte del tracto
digestivo, es causante de la mayor parte de infecciones de vias urinarias por mucho.
Esta bacteria tiene factores que contribuyen a la infeccién del epitelio urinario, los
cuales se conforman por proteinas ubicadas en sus fimbrias o pilis, las principales
proteinas implicadas sonlas P, | y S, que tienen funciones desde fijacién y movilidad en
todo el tracto urinario, lo que permite en todos los casos el ascenso de esta bacteria
hasta la ultima porcidon del tracto urinario, en cuyos casos se puede lograr una infeccion

de uretra, vejiga y rifiones (uretritis, cistitis y pielonefritis).% 13

La nitrofurantoina es un farmaco antibacteriano, generalmente bacteriostatico, que
tiene utilidad comprobada frente a infecciones del tracto urinario, las cuales son
producidas por gram negativos, aunque en algunos resultados se logré demostrar su
eficacia frente a bacterias gram positivas, este farmaco se encarga de inhibir la
formacion de la pared celular por medio de su accion sobre el metabolismo de los
carbohidratos, todo mediado por la inhibicidon de la acetil-coenzima A de la bacteria. **

1> Tras la administracién oral de Nitrofurantoina, su absorcién es rapida, y la
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biodisponibilidad de este farmaco aumenta cuando es consumido con alimentos o

alglin otro medicamento que disminuya la rapidez del vaciado gastrico.> 16

Sus concentraciones maximas en orina son evidentes a los 30 minutos después de la
dosis, mientras que en concentraciones plasmaticas se pueden evidenciar
concentraciones sumamente bajas las cuales no tienen importancia como tratamiento
antibacterial de origen sistémico, un 30 a 50% se une a proteinas plasmaticas,
ayudando a su distribucién, puede atravesar la barrera placentaria y se pueden
encontrar leche materna. Cualquier afeccién de la funcién renal puede aumentar el
tiempo de semivida plasmatica de 20 minutos (normalmente) a 45 o mas. Es
metabolizado parcialmente en el higado, pero gran parte se excreta por la orina por
medio de filtracidon glomerular sin sufrir cambio alguno. El tratamiento con
nitrofurantoina se basa en dosis de 100 mg, cada 6 horas durante 7a 10 diaso 5—-7

mg por kilo de peso, repartidos en 4 dosis.*’

El Rosmarinus officinalis “romero”, es una planta aromatica del género Rosmarinus
propia del mediterrdneo y que pertenece a la familia Lamiaceae, con forma de arbusto
y que tiene tallos cortos, crece en zonas rocosas cercanas a regiones maritimas,
pertenece a la familia Lamiaceae, en los extremos de sus ramas tiene hojas estrechaz
y pequeiias, con flores de color azul claro con manchas violaceas, llega a florecer dos
veces al afilo y su tamano varia hasta un metro de altura, su composicidn quimica
principalmente se basa en Acidos fendlicos, Flavonoides, Esteres terpénicos como;
Alcanfor, 1,8-Cineol, B-Cariofeleno y Verbenol. El principal compuesto quimico

encontrado en las hojas son el Acido rosmarinico, Rosmaricina y el Acido carnésico.!8

El Romero es una plata con grandes concentraciones de principios activos con
diferentes acciones; desde antiinflamatorias, antibacterianas y antitumorales, entre
otras mas, teniendo accién en los diferentes 6rganos del cuerpo humano. Gracias a sus
diferentes compuestos que contiene; de Acido Rosmarinico, Acido Carnésico,
Carnosol, alcanfor (13.4%), 1,8-Cineo (10.1%), B-Cariofeleno (6.1%) y Verbenona
(5.3%), se han podido demostrar mediante estudios in vitro el efecto antibacterial de

su extracto oleoso y metandlico, los cuales principalmente actian sobre bacterias

13



Gram-negativas y Gram-positivas como Escherichia coli, Enterobacterias fecalis,
Pseudomona aeruginosa entre otras que generan inestabilidad en la pared bacteriana

y su posterior permeabilidad.*?

Existe un alto contenido de acido rosmarinico y de su derivado rosmaricina, asi como
acido carnosico, terpenoides, diterpenos y triterpenos que son los que confieren a esta
planta su efecto antibacteriano.?% 2! El extracto oleoso de Rosmarinus officinalis tiene
efecto sobre la membrana bacteriana, teniendo efecto citotdxico sobre esta,
afectando directamente la fase mitdtica de las bacterias Gram negativas y positivas
entre las que destacan Escherichia coli, Salmonella spp, S. aureus y Listeria

monocytogenes.??

Fue usado desde tiempos antiguos por ser del conocimiento de los pobladores sobre
sus efectos medicinales, cuenta con cuarenta principios activos y mdas de veinte
principios antiviricos por lo que puede ayudar a enfrentar infecciones respiratorias o
intestinales, crece en la costa, sierra y selva peruana hasta 3,500 m.s.n.m. Ha mostrado
evidencia de su efecto inhibitorio en cepas cultivadas de Escherichia coli, mediante
estudios de laboratorio controlados, pero que mayormente provienen de la
experiencia y cultura. Su aceite esencial se obtuvo por primera vez mediante

destilacién en el afio 1330 por investigacion de Ramén Llull. 2324

1.4 PROBLEMA

1.5

éCual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto oleoso de la hoja del Rosmarinus
officinalis "Romero” sobre cepas de Escherichia coli comparado con el efecto de la

Nitrofurantoina?

JUSTIFICACION

Las infecciones causadas por las distintas cepas de Escherichia coli forman parte de una

gran demanda en el medio de salud y generan mayor repercusién en la salud de

14



1.6

1.7

mujeres que, las cuales son un grupo etario que padece frecuentemente de infeccion

del tracto urinario con tendencia a exacerbarse debido a factores del huésped.

En la actualidad se realizan diferentes estudios para encontrar mejores alternativas
gue sean rentables y eficaces contra bacterias como Escherichia coli, teniendo en
cuenta el nuevo impacto que se le esta dando a la medicina alternativa en base a
productos herbales, siendo su aplicacién una ventaja positiva que gracias los diferentes
estudios que se realizan en nuestros tiempos, y que, gracias a la aceptacién por parte
del personal médico, ayuda a reducir los grandes gastos por parte de las entidades
sanitarias, dando una alternativa natural para el manejo de este agente bacteriano,
siendo de menor costo y demostrando mayor eficacia en estudios previos, comparado
a diferentes antibidticos sintéticos ya estudiados a fondo. Si el estudio demostrara la
utilidad del extracto oleoso del Rosmarinus officinalis frente a una bacteria que se
diferencia en mas de 20 géneros y hasta en 120 especies, que tienen principal impacto
en enfermedades digestivas y urinarias, abriria una nueva oportunidad en la
terapéutica para el manejo de enfermedades producidas por bacterias como

Escherichia Coli, con bajos costos y menor repercusidn en la salud de los pacientes.

HIPOTESIS:

Hi: El extracto oleoso de la hoja del Rosmarinus officinalis "Romero™ tiene efecto

antibacteriano in vitro sobre cepas de Escherichia coli comparado con Nitrofurantoina.

Ho: El extracto oleoso de la hoja del Rosmarinus officinalis "Romero™ no tiene efecto

antibacteriano in vitro sobre cepas de Escherichia coli comparado con Nitrofurantoina.

OBJETIVOS

1.7.1 OBIJETIVO GENERAL:

Identificar el efecto antibacteriano in vitro del extracto oleoso de la hoja del
Rosmarinus officinalis "Romero”™ que tiene sobre cepas de Escherichia coli

comparado con Nitrofurantoina.

15



1.7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e |dentificar el efecto antibacteriano in vitro del extracto oleoso de la hoja del

Rosmarinus officinalis "Romero™ al 100%.

e Identificar el efecto antibacteriano in vitro del extracto oleoso de la hoja del

Rosmarinus officinalis "Romero™ al 75%.

e Identificar el efecto antibacteriano in vitro del extracto oleoso de la hoja del

Rosmarinus officinalis "Romero™ al 50%.

e Identificar el efecto antibacteriano in vitro del extracto oleoso de la hoja del

Rosmarinus officinalis "Romero” al 25%.

e Identificar el efecto antibacteriano in vitro de la Nitrofurantoina a 300 pg sobre

cepas de Escherichia coli.

. METODO

2.1  DISENO DE INVESTIGACION Y TIPO DE INVESTIGACION:

TIPO DE INVESTIGACION: Bésico

DISENO DE INVESTIGACION: Experimental con repeticiones multiples, post prueba

RG: X1 0,
RG; X2 (0}]
RG3 X3 (o F}
RGa Xa O4
RGs Xs Os
RGe Xs Os

Donde:

RGi-6: Grupos de estudio
X1: Dilucidn de la hoja del Rosmarinus officinalis "Romero” al 25% (250mg/ml)
X2: Dilucion de la hoja del Rosmarinus officinalis "Romero™ al 50% (500mg/ml)

Xs: Dilucidén de la hoja del Rosmarinus officinalis "Romero™ al 75% (750mg/ml)

16



Xa: Dilucidn de la hoja del Rosmarinus officinalis "Romero™ al 100%
(1000mg/ml)

Xs: Control positivo: Nitrofurantoina 300 pg
Xe: Control negativo: Dimetil suféxido (DMSO)

O1.6: Las observaciones del didmetro del halo de inhibicion

17



2.2

VARIABLES Y OPERALIZACION

VARIABLE INDEPENDIENTE: Agente antibacteriano.

- Agente antimicrobiano no farmacoldgico: Extracto oleoso de la hoja del

Rosmarinus officinalis "Romero”

- Agente antimicrobiano farmacoloégico: Nitrofurantoina 300 pg

VARIABLE DEPENDIENTE: Efecto antibacteriano.

- Si efecto antimicrobiano: aumento del halo > 17 mm

- No efecto antimicrobiano: disminucion del halo < 17 mm

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES:

DEFINICION < ESCALA DE
VARIABLE CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL INDICADORES MEDICION
Tratamiento no | La Oleorresina de
Variable farmacoldgico: Capsicum pubescens seréa RG1
independiente: | Extracto oleoso de | dividida en las siguientes
Rosmarinus diluciones: RG2
Agente officinalis Cualitativa
antibacteriano | (Romero).*® a. 100 % RG3 Nominal
para cepas de . b. 75 % RG4
Escherichia coli | Tratamiento c. 50%
ATCC 25922 farmacoldgico: d.25% RG5
. , e. Nitrofurantoina pg
Nitrofurantoina.2® ¢ DMSO RG6
Z:::::I?ente: Efecto S - e.fecto
antibacteriano del | Segiin Kirby Bauer, se antimicrobiano:
Efes:to ) extracto oleoso de | consider6:% 217 mm
erlbaaig;r;ito Rosmarinus a) Sensible: > .17 mm No efecto | Cualitativa
oleoso de I hoja officinalis b) Intt?rmedlo. 15-16 mm | antimicrobiano: Nominal
determinado por el c) Resistente: <14mm <17 mm

del Rosmarinus
officinalis.

método de Kirby

Bauere.?®
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2.3 POBLACION Y MUESTRA

POBLACION: Estuvo constituido por el grupo de placas petri con el cultivo de cepas de
Escherichia coli ATCC 25922, en el Laboratorio de La Universidad Cesar Vallejo de

Trujillo.

MUESTRA:

Tamano muestra: La muestra estuvo conformada por 66 unidades muestréales que
corresponde: 1 planta de Rosmarinus officinalis "Romero”; 2 extracto oleoso de la hoja;
en concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%) + Nitrofurantoina (control positivo) + agua
destilada (control negativo); 3 cepas del Escherichia coli y 11 repeticiones por cada cepa

de Escherichia coli.?” (Ver Anexo 01).

Unidad de analisis: Cada uno de los cultivos de cepas de Escherichia coli ATCC 25922
Unidad de muestra: Cada placa Petri con cepas de Escherichia coli ATCC 25922.
Muestreo: Fue aleatorio simple en cada grupo de observacion.

CRITERIOS DE SELECCION:

Criterios de inclusion:

e Placas petri con cepas de Escherichia coli ATCC 25922 viables.
e Placas petro con cepas de Escherichia coli ATCC 25922 cultivadas de 18 — 24

horas.
Criterios de exclusidon:

e Placas contaminadas con otros microorganismos (distintas bacterias a la utilizada
u hongos).

e Placas con cepas de Escherichia coli de baja actividad para formar unidades
formadoras de colonias.

e Placas con cepas de Escherichia coli, cultivadas en mayor tiempo a 24 horas.
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2.4 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS, VALIDEZ Y CONFIABILIDAD

LA TECNICA: La técnica usada para la recolecciéon de datos fue mediante observacion

directa de los halos de inhibicidn en los cultivos de las placas Petri.?® 2

PROCEDIMIENTO: En el estudio se siguieron los siguientes pasos: (Ver Anexo 02)

a)

b)

d)

La planta fue identificada taxondmicamente por el Herbario Antenor Orrego (HAO).
Se obtuvo el aceite esencial de Rosmarinus officinalis “romero” mediante la técnica
de arrastre de vapor de agua.>®

Se utilizé6 el medio de cultivo agar Muller-Hinton, para el cultivo de la cepa de
Escherichia coli ATCC 25922, en la prueba de susceptibilidad, de acuerdo con el
Manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el

método de disco difusion.??

Se evalud la susceptibilidad antibacteriana siguiendo las normas y procedimientos

establecidos en los estdndares M100-S25, M02 A12 y M100S del CLSI.31, 32 33

INSTRUMENTO: El instrumento que se utilizé fue una guia de observacién, que tuvo
como finalidad recopilar los resultados que se obtuvieron en el laboratorio; la
misma que por sus caracteristicas no requiere ser validado. El instrumento para la
recoleccidon de datos de los halos de inhibicién estuvo conformado por una regla
milimetrada o calibrador vernier; obteniéndose unas medidas que se registraron en

un cuadro de base de datos. (Ver Anexo 03).

VALIDACION Y CONFIABILIDAD DEL INSTRUMENTO

El instrumento fue validado por opinidon de tres profesionales médico y bidlogo,

guienes analizaron que los items considerados en la ficha de recoleccion de datos

permiten el adecuado registro de los datos obtenidos durante el estudio. (Ver Anexo

04).

METODOS DE ANALISIS DE DATOS

La informacién de la recoleccién de datos, serd ingresada en la base de datos en el

programa estadistico SPSS-25.0 con tabulacién automatizada, la informacion sera

presentada en las tablas y graficos de cajas y bigote.
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Para el andlisis de los datos obtenidos se aplicaran las estadisticas descriptivas: como
promedios, media, desviacién estandar en los casos que corresponda. Desarrollaran el
ANOVA por bloques luego se realizara pruebas de comparacion multiple con pruebas

Post Hoc de Tukey. Para determinar la dilucidon que presente mayor efecto.

2.5 ASPECTOS ETICOS:

En el presente estudio se tomé en cuenta las normativas aplicadas a nivel nacional e
internacional del codigo de ética profesional para la practica de procedimientos in vitro
dadas en Helsinki®** y en el Colegio Médico del Peri.3> (Ver Anexo 06).

Para el desarrollo de un trabajo de investigacion de caracter médico, se presto
atencién a los factores que son potencial a causar dafio en el medio ambiente y el
personal, los cuales son los materiales inflamables y desechos organicos del producto,
los cuales se tuvo en cuenta la manipulacién y manejo de los desechos de las muestras
con las cepas de Escherichia coli, de acuerdo al manual de seguridad en laboratorios

de microbiologia médica.?® 3’ (Ver Anexo 05).
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Ill.  RESULTADOS

TABLA 01: Eficacia antibacteriana del aceite esencial de la hoja de Rosmarinus officinalis
sobre Escherichia coli ATCC 25922 comparado con Nitrofurantoina, 300 ug en un estudio in
vitro.

Diametro del halo de inhibicidn

95% del intervalo
de confianza para

la media
Desviacion Error Limite Limite

N | Media | estandar | estandar | inferior | superior | Minimo | Maximo
R. officinalis

11 9.909 1.2210 .3682 9.089 10.729 8.0 12.0
25%
R. officinalis

11| 13.364 .6742 2033 12.911 13.817 12.0 14.0
50%
R. officinalis

11| 15.909 1.2210 .3682| 15.089 16.729 14.0 18.0
75%
R. officinalis

11| 19.636 .9244 2787 | 19.015 20.257 18.0 21.0
100%
Nitrofurantoi

11| 25.364 .8090 .2439| 24.820 25.907 24.0 27.0
na 100mg

Fuente: Reporte de resultados SPSS Ver. 25
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TABLA 02: Eficacia antibacteriana del aceite esencial de la hoja de Rosmarinus
officinalis sobre Escherichia coli ATCC 25922 comparado con Nitrofurantoina, 300 ug
en un estudio in vitro.

Andlisis de varianza (ANOVA)
Suma de Media

Gl F Sig.

cuadrados cuadratica
Entre grupos 1556,073 4 389,018 393,309 ,000

Dentro de
49,455 50 ,989
grupos

P: 0.000. Altamente significativo

Fuente: Reporte de resultados SPSS Ver. 25
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TABLA 03: Eficacia antibacteriana del aceite esencial de la hoja de Rosmarinus officinalis

sobre Escherichia coli ATCC 25922 comparado con Nitrofurantoina, 300 pug en un estudio in

vitro.

PRUEBAS POST HOC DE TUKEY

Efectos
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamientos N 1 2 3 4 5
R. officinalis 25% 21 9909
R. officinalis 50% 21 13364
R. officinalis 75% 21 15,909
R. officinalis 100% 21 19 636
Nitrofurantoina 300ug 21 25 364
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 armdnica = 21,000.

Fuente: Reporte de resultados SPSS version 25
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GRAFICO 01: Eficacia antibacteriana del aceite esencial de la hoja de Rosmarinus officinalis
sobre Escherichia coli ATCC 25922 comparado con Nitrofurantoina, 300 pg en un estudio in

vitro.
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IV. DISCUSION

Con el objetivo de evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus officinalis
sobre cepas de Escherichia coli ATCC 25922 comparado con Nitrofurantoina 300ug, se
desarrollé el presente estudio experimental in vitro. Para lo cual se hizo la obtencién del aceite
esencial de la Rosmarinus officinalis, en diluciones del 100%, 75%, 50% y 25%, para luego
realizar una comparacion con Nitrofurantoina 300pug y un control negativo con

Dimetilsulféxido (DMSO).

En la Tabla N° 1 podemos observar la media de los halos de inhibicién segun las diferentes
diluciones del aceite esencial de la planta y el control positivo de la Nitrofurantoina; se observa
inhibicién bacteriana en todas las concentraciones del aceite esencial, con mayor eficacia a
una concentracion de 100%, una media de halo de inhibicion de 19.63 (DS: 9.24 + 2.78), IC
95% (19.01 a 20.25) entre los intervalos de 18 a 21mm. Al 75%, la media del halo de inhibicion
es 15.90 mm (DS: 1.22 + 3.68), IC 95% (15.08 a 16.72) con intervalo de 14 a 18 mm; siendo las

concentraciones de 50 y 25% las que obtuvieron un menor halo de inhibicién.

En el analisis de varianza ANOVA Tabla N° 02 evidencia que los resultados encontrados fueron
altamente significativos para el aceite esencial de Rosmarinus officinalis y en la prueba de
homogeneidad de Tukey, Tabla N°03, se puede observar que los grupos en estudio fueron
homogéneos; que a mayor concentracion del aceite esencial mayor halo de inhibicion, pero

no superan el efecto antibacteriano de la Nitrofurantoina.

En el grafico 1 se visualiza las medias, en donde las concentraciones del aceite esencial al 75y

100%, son eficaces, aunque no tienen mayor halo de inhibicién que la Nitrofurantoina.

Los estudios realizados con el Rosmarinus officinalis son varios y podemos comparar los
resultados de Castro Y.19 estudio el efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus usando

30 repeticiones por cada dilucion %(25, 50, 75 y 100%) respectivamente en donde la
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concentracion al 100% obtuvo una media de halo inhibitorio de 7,4 mm con una desviacién
estandar de 0.6074, en cuya comparacion con el resto de diluciones con al 75% con un halo
de 8,0mm y una desviacion estandar de 0.7397, y de 7,4mm y 6,7mm para diluciones de 50%
y 25% respectivamente, dando una diferencia estadistica significativa con un p<0,0001,
mientras que Ibrahim K.1® quien evalud el efecto del extracto oleoso del Rosmarinus officinalis
sobre bacterias gram negativas como son las cepas de Escherichia coli y Pseudomona
aeruginosa, obtuvo un halo de inhibicion de 19 mm, usando una concentracion de 64 pl/ml
de aceite esencial, mientras que con P. geruginosa se obtuvo un halo de 18 mm con la misma

concentracion.

Finalmente se considera que los resultados de los distintos estudios varian segun el agente
bacteriano, el lugar en donde se cultiva y segun el tipo de sustancia utilizada para realizar cada
experimento, pues el romero presenta diversas formas de uso como en presentacién de
extracto acuoso, etandlico y en aceite esencial utilizado en sus distintas formas con multiples

finalidades en la medicina alternativa
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CONCLUSIONES:

» El aceite esencial de la hoja de Rosmarinus officinalis “romero” a
concentraciones altas, evidencié efecto antibacteriano.

» El efecto antibacteriano del aceite esencial de la hoja de Rosmarinus officinalis

“romero” no supera en efecto antibacteriano a la Nitrofurantoina.

A la dilucién del 100% se obtuvo un halo de inhibicién de 19.5 mm.

A la dilucién de 75% se obtuvo un halo de inhibicidn de 15.8 mm.

A la dilucién del 50% se obtuvo un halo de inhibicién de 13.3 mm.

A la dilucidn del 25% se obtuvo un halo de inhibicién de 9.9 mm.

YV V. V VYV V

La Nitrofurantoina tuvo un halo de inhibicién de 25.4 mm, mayor que las

concentraciones del aceite esencial de la hoja de romero al 75% y 100%.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Continuar el estudio con otras bacterias Gram negativas y Gram positivas, hongos y
parasitos.

2. Realizar estudios como tratamiento coadyuvante con otros medicamentos
antibacterianos o antimicéticos para evaluar si potencia sus acciones farmacoldgicas
antibacterianas o antimicéticas.

3. Realizar otro tipo de preparados de Rosmarinus officinalis como extracto acuoso y
metandlico para determinar su efectividad, sobre agentes patdgenos.

4. Realizar estudios experimentales con roedores para evaluar el efecto antibacteriano
en seres vivos, efectos adversos, dosis minima inhibitoria.

5. Estudiar los demds beneficios del Rosmarinus officinalis, como analgésico y

antitumoral.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 01

Formula del tamano de muestra

Formula
B Za/2 + Z,B)ZZ(SZ
B (x1 — x2)2

Siendo:

N =el nimero de Placas

Zq2=1.96

Zg =0.84

X1 =20, Didmetro del halo de inhibicion de la Nitrofurantoina. 2°

X2 - 18, Diametro halo de inhibicion del Aceite Esencial de Rosmarinus

officinalis “romero”.?

0 = Desviacion estandar estimada = 2,7mm

N= (1,96+0,842)22(2,7)

(20 - 18)2
n =10.584 (Numero de Placas minimas)
n=11

Repeticiones (6): 11x6=66
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ANEXO 02

A) IDENTIFICACION TAXONOMICA DEL Rosmarinus officinalis

1P AO T aruroty Cuturat

HERBARIO

- ANTENOR ORREGO
R

v "y ‘ N
| 1; )| HERBARIO ANTENOR ORREGO (HAO) * y
[ 1 a | - UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR ORREGO
\ TRUJILLO - PERU
\ pe/
e/ (-S>

LAMIACEAE
Rosmarinus officinalis L.
*romero”

Arbusto de aprox. 1.10 m de alto, flores azul violeta palido
Ladera de cerro.

Alrededores de la ciudad de distrito Camon, pr
Sanchez Carrion, region La Libertad, Peru.

7°49'185° S 78°02'331° 0 3168 msnm,
16-1-2018
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B) OBTENCION DEL EXTRACTO OLEOSO DEL Rosmarinus officinalis “romero” POR EL
METODO DE ARRASTRE DE VAPOR DE AGUA

Tratamiento de la muestra

Las plantas frescas de Rosmarinus officinalis “romero”, procedente de la provincia de Sanchez
Carrién, Huamachuco, en una cantidad de 6 Kg aproximadamente, se llevaron al laboratorio
de Microbiologia de la Universidad César Vallejo de Trujillo, en donde se procedié a escoger
las hojas con buenas condiciones; para obtener la “muestra éptima” (MO). La MO se lavo con
agua destilada clorada y se llevé a un horno con temperaturas de entre 40-452C durante 3-4
dias para deshidratarla. Después, se trituraron las hojas secas hasta obtener particulas mas
pequeiias para luego ser almacenadas herméticamente en bolsas negras. Considerando a eso

como “muestra seca” (MS).

HOJAS FRESCAS de Rosmarinus officinalis
“romero”
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Colocacién en horno de las hojas de
Rosmarinus officinalis “romero”

Obtencion del Aceite Esencial

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis “cedrén” se obtuvo por el método de arrastre de
vapor de agua; para ello, en un balén de 2 L se colocé 1,5 L de agua destilada y en un baldn de
4 L se coloco la MS hasta que llend las 3/4 partes del balon. Ambos balones se taparon
herméticamente y estuvieron conectados a través de un ducto. Al mismo tiempo el balén con
la muestra estuvo conectado a un condensador recto (refrigerante), el cual desembocé en un
embudo decantador tipo pera. De tal modo que, el Balén con agua se calentd con una cocina
eléctrica y el vapor de agua pasé a través del ducto hacia el Balédn con la MS y arrastrd los
componentes fitoquimicos (incluido los lipidos). Este vapor se condujo hacia el condensador
en donde se convirtié en liquido que fue recepcionado por el decantador tipo pera. Este
liqguido se disocié en dos fases, quedando el aceite en la superficie por diferencia de
densidades. Este proceso se realizd en 2 horas. De este modo, se obtuvo el Extracto oleoso
(EO) considerado al 100%; el cual se colocé en un frasco de vidrio ambar y se reservé a 42C

para su posterior utilizacion.
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DESTILACION DEL ACEITE POR ARRASTRE DE
VAPOR DE AGUA

B) PREPARACION DEL CULTIVO

El agar Mueller-Hinton es un medio de cultivo que se utiliza para el cultivo de varias bacterias.
Se prepard suficiente medio para 10 placas Petri. Para ello, se agregd 200 ml de agua destilada
en un matraz y se le adiciond 13 g de agar Mueller-Hinton (deshidratado granulado) marca
Merck. Este medio de cultivo se esterilizd en autoclave a 1212C por 15 minutos. Después, se
sirvid en Placas Petri estériles de plastico desechables, 18-20 ml por cada placa, y se dejo

reposar hasta que solidifico completamente.
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PLACAS PETRI CON MEDIO DE CULTIVO

C) PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD — DISCO DIFUSION EN AGAR

Se evalud utilizando el método de Kirby-Bauer de disco difusion en agar. Para ello, se
considerd los criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI de Estados Unidos

de América. Se tomé en cuenta los estandares M02-A12 y M100.

1)  Preparacion delinéculo

Elindculo se prepard colocando 3-4 ml de suero fisioldgico en un tubo de ensayo estéril,
al cual se le adicioné una alicuota del microorganismo Escherichia coli, cultivado hace
18-20 horas, de tal modo que se observé una turbidez equivalente al tubo 0,5 de la

escala de Mc Farland (1,5 x108 UFC/ml). Imagenes 1y 2
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2)

3)

4)

5)

Siembra del microorganismo

Se sembrd el microorganismo Escherichia coli, embebiendo un hisopo estéril en el
indculo y deslizandolo sobre toda la superficie del medio de cultivo en las Placas Petri
(siembra por estrias en superficie); de tal modo, que el microorganismo quedé como

una capa en toda la superficie. Imagen 3

Preparacion de las concentraciones del Extracto Oleoso (EQ)

A partir del EO, se prepararon 4 concentraciones (100%, 75%, 50% y 25%) utilizando
como solvente Dimetil Sulfoxido (DMSO); para ello, se rotularon 4 tubos de ensayo de
13x100mm estériles con las 4 concentraciones y se colocé 750 pL de EO y 250 ulL de
DMSO al tubo de 75%, 500 uL de AE y 500 uL de DMSO al tubo de 50%, y 250 uL de AEy
750 uL de DMSO al tubo de 25%. Imagen4vy 5

Preparacion de los discos de sensibilidad con EO

A partir de cada una de las concentraciones, se colocd 10 plL en cada disco de papel filtro
Whatman N2 1 de 6mm de diametro, previamente esterilizados. Se tomé 10 uL de EO al
25% y se colocd en un disco, 10 pL de EO al 50% en otro disco, 10 pL de EO al 75% en

otro disco y 10 uL de EO al 100% en otro disco. Esto se repitié por 10 veces. Imagen 6

Confrontacion del microorganismo con el agente antimicrobiano

Con la ayuda de una pinza metalica estéril, se tomaron los discos de sensibilidad
preparados, uno de cada concentracién con EQ, y se colocaron en la superficie del agar
sembrado con el microorganismo Escherichia coli, de tal modo que quedaron los discos
(uno de cada concentracion) a un cm del borde de la Placa Petriy de forma equidistante.
Adicionalmente, se colocd el disco con Nitrofurantoina (control positivo). Se dejaron en
reposo por 15 min y después las placas se incubaron de forma investida en la estufa a

35-379C por 18-20 horas. Imagen 7
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La lectura se realizé observando y midiendo con una regla Vernier, el didmetro de la
zona de inhibicién de crecimiento microbiano. Esta medicidn se realizd para cada una
de las Concentraciones de EO de Rosmarinus officinalis “romero” y para Nitrofurantoina.
Se interpretd como sensible o resistente, segun lo establecido en el Estandar M100 del

CLSI. Imagen 8

IMAGENES 1 IMAGENES 2
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IMAGENES 3

IMAGENES 5
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IMAGENES 7
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ANEXO 03

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

CONCENTRACION DEL EXTRACTO

CONTROL
OLEOSO DE ROSMARINUS OFFICINALIS | CONTROL POSITIVO
i ) NEGATIVO
romero
Ne DE PLACAS
NITROFURANTOINA
100% 75% 50% 25% DMSO
300ug
Diametro del halo de inhibiciéon (mm)
PLACA 1
20 18 13 8 25 0
PLACA 2
21 15 13 11 26 0
PLACA 3
19 17 13 9 26 0
PLACA 4
20 15 14 10 27 0
PLACA 5
19 15 14 11 25 0
PLACA 6
19 17 12 9 25 0
PLACA 7
18 14 14 9 24 0
PLACA 8
20 15 13 12 25 0
PLACA 9
20 16 13 9 26 0
PLACA 10
19 16 14 11 25 0
PLACA 11
21 17 14 10 25 0
Promedio del
diametro del
20 16 13 10 25 0
halo de
inhibicidn
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ANEXO 4

VALIDACION Y CONFIABILIDAD DEL INSTRUMENTO

CRITERIOS DE EVALUACION DE LA .
CRITERIOS DE EVALUACION DE LOS ASPECTOS ESPECIFICOS
VALIDEZ _
CONTENIDO CONSTRUCTO RELEVANCIA COHERENCIA CLARIDAD SUFICIENCIA
(Se refiere al (Hasta donde el (El item es INTERNA (El item se (Los items que
grado en que el instrumento mide | esencial o (El item tiene comprende pertenecen a una
fTEM instrumento realmente la importante, relacion légica facilmente, es misma dimension
refleja el variable, y con es decir, debe | con la dimensién decir, sus bastan para
contenido de la cuanta eficacia lo | ser incluido) o el indicador que | sintdcticas y obtener la
variable que se hace) estd midiendo ) semdnticas son | dimension de
pretende medir) adecuadas) esta)
S| NO Sl NO Sl NO SI NO Sl NO Sl NO
N .
al =S A T 75 Pt |
2 [0 17 B 1K X A
- S I S I I 4

CRITERIOS DE EVALUACION DE LOS ASPECTOS GENERALES

NO

OBSERVACION

El instrumento contiene instrucciones claras y precisas para responder la ficha de cotejos

Los items permiten el logro del objetivo de la investigacion

Los items estdn distribuidos en forma ldgica y secuencial

El nimero de items es suficiente para recoger la informacién. En caso de ser negativa la
respuesta sugiera los items a afiadir

A

VALIDEZ

APLICABLE M | NO APLICABLE I

I APLICABLE TENIENDO EN CUENTA OBSERVACION

Instrumento validado por:

e

N s NI

S < Firme S c o

';{.gx'szi!yﬁ
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ANEXO 05

MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD
CODIGO DE PRACTICAS

Este codigo es una enumeracién de las practicas y los procedimientos de laboratorio

esenciales que constituyen la base de las técnicas microbioldgicas apropiadas.

Cada laboratorio debe adoptar un manual de seguridad o de trabajo en el que se identifiquen
los riesgos conocidos y potenciales y se especifiquen las practicas y los procedimientos
encaminados a eliminar o reducir al minimo esos riesgos. Las técnicas microbiolégicas
apropiadas son fundamentales para la seguridad en el laboratorio y no pueden sustituirse por
equipo de laboratorio especializado, que no pasa de ser un complemento. A continuacion, se

exponen los conceptos mas importantes.
a) Acceso

1. El simbolo y signo internacional de peligro bioldgico debera colocarse en las puertas de los

locales donde se manipulen microorganismos.
2. Sdlo podra entrar en las zonas de trabajo del laboratorio el personal autorizado.
3. Las puertas del laboratorio se mantendran cerradas.

4. No se autorizara ni permitira la entrada de nifios en las zonas de trabajo del laboratorio.

b) Proteccidon personal

1. Se usardn en todo momento monos, batas o uniformes especiales para el trabajo en el

laboratorio.

2. Se usardn guantes protectores apropiados para todos los procedimientos que puedan
entraiar contacto directo o accidental con sangre, liquidos corporales y otros materiales
potencialmente infecciosos o animales infectados. Una vez utilizados, los guantes se retiraran

de forma aséptica y a continuacién se lavaran las manos.

3. El personal debera lavarse las manos después de manipular materiales y animales

infecciosos, asi como antes de abandonar las zonas de trabajo del laboratorio.
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4. Se usaran gafas de seguridad, viseras u otros dispositivos de proteccién cuando sea
necesario proteger los ojos y el rostro de salpicaduras, impactos y fuentes de radiacion

ultravioleta artificial.

5. Estard prohibido usar las prendas protectoras fuera del laboratorio, por ejemplo, en

cantinas, cafeterias, oficinas, bibliotecas, salas para el personal y bafios.
6. No se usard calzado sin puntera.

7. En las zonas de trabajo estard prohibido comer, beber, fumar, aplicar cosméticos o

manipular lentes de contacto.

8. Estara prohibido almacenar alimentos o bebidas para consumo humano en las zonas de

trabajo del laboratorio.

9. La ropa protectora de laboratorio no se guardara en los mismos armarios o taquillas que la

ropa de calle.

c) Procedimientos

1. Estara estrictamente prohibido pipetear con la boca.

2. No se colocara ningun material en la boca ni se pasara la lengua por las etiquetas.

3. Todos los procedimientos técnicos se practicaran de manera que se reduzca al minimo la

formacidn de aerosoles y goticulas.

4. Se limitard el uso de jeringuillas y agujas hipodérmicas, que no se utilizaran en lugar de
dispositivos de pipeteo ni con ningun fin distinto de las inyecciones por via parenteral o la

aspiracion de liquidos de los animales de laboratorio.

5. Todos los derrames, accidentes y exposiciones reales o potenciales a materiales infecciosos
se comunicardn al supervisor del laboratorio. Se mantendrd un registro escrito de esos

accidentes e incidentes.
6. Se elaborara y seguira un procedimiento escrito para la limpieza de todos los derrames.

7. Los liquidos contaminados deberan descontaminarse (por medios quimicos o fisicos) antes

de eliminarlos por el colector de saneamiento. Puede ser necesario un sistema de tratamiento
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de efluentes, segln lo que indique la evaluacién de riesgos del agente con el que se esté

trabajando.

8. Los documentos escritos que hayan de salir del laboratorio se protegeran de la

contaminacion mientras se encuentren en éste.
d) Gestidn de la bioseguridad

1. Incumbird al director del laboratorio (la persona que tiene responsabilidad inmediata
respecto del laboratorio) garantizar la elaboracion y la adopcion de un plan de gestidon de la

bioseguridad y de un manual de seguridad o de operacién.

2. El supervisor del laboratorio (que dependerd del director) velard por que se proporcione

capacitacién periddica en materia de seguridad en el laboratorio.

3. Se informara al personal de los riesgos especiales y se le exigird que lea el manual de
seguridad o de trabajo y siga las practicas y los procedimientos normalizados. El supervisor del
laboratorio se asegurara de que todo el personal los comprenda debidamente. En el

laboratorio estard disponible una copia del manual de seguridad o de trabajo.
4. Habrd un programa de lucha contra los artrépodos y los roedores.

5. Se ofrecera a todo el personal en caso de necesidad un servicio apropiado de evaluacion,

vigilancia y tratamiento médico, y se mantendran los debidos registros médicos.
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ANEXO 06

CODIGO DE ETICA DEL CMP

En el presente trabajo se respetaron los principios del cddigo de ética adoptados por el Colegio

Médico del Peru Capitulo 6 Art. 48. %7
Art. 48: “El Médico debe presentar la informacion proveniente de una investigacion médica,

para su publicacion independientemente de los resultados sin incurrir en falsificacion ni plagio

y declarando si tiene o no conflictos de interés.”
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ANEXO 07

BASE DE DATOS ESTADISTICOS

Comparaciones multiples

HSD Tukey
95% de intervalo de
confianza
Diferencia
de medias Error Limite Limite
() Diluciones (J) Diluciones ((EN)) estandar Sig. inferior | superior
R. officinalis 25% R. officinalis 50% -3.4545" 4241 ,000 -4.655 -2.255
R. officinalis 75% -6.0000" 4241 ,000 -7.200| -4.800
R. officinalis 100% -9.7273" 4241 ,000 -10.927| -8.527
Nitrofurantoina 100mg -15.4545* 4241 ,000 -16.655 | -14.255
R. officinalis 50% R. officinalis 25% 3.4545" 4241 ,000 2.255 4.655
R. officinalis 75% -2.5455" 4241 ,000 -3.745 -1.345
R. officinalis 100% -6.2727" 4241 ,000 -7.473 -5.073
Nitrofurantoina 100mg -12.0000" 4241 ,000 -13.200 | -10.800
R. officinalis 75% R. officinalis 25% 6.0000" 4241 ,000 4.800 7.200
R. officinalis 50% 2.5455" 4241 ,000 1.345 3.745
R. officinalis 100% -3.7273" 4241 ,000 -4.927 -2.527
Nitrofurantoina 100mg -9.4545" 4241 ,000 -10.655| -8.255
R. officinalis 100% | R. officinalis 25% 9.7273" 4241 ,000 8.527 10.927
R. officinalis 50% 6.2727" 4241 ,000 5.073 7.473
R. officinalis 75% 3.7273" 4241 ,000 2.527 4.927
Nitrofurantoina 100mg -5.7273" 4241 ,000 -6.927 -4.527
Nitrofurantoina R. officinalis 25% 15.4545" 4241 ,000 14.255 16.655
100mg R. officinalis 50% 12.0000" 4241 ,000 10.800| 13.200
R. officinalis 75% 9.4545" 4241 ,000 8.255| 10.655
R. officinalis 100% 5.7273" 4241 ,000 4.527 6.927

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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ANEXO 08

PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZA

Halos

Estadistico de

Levene

dfl

df2

Sig.

1,780

50

,148
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ANEXO 09

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Diluciones Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Halos R. officinalis 25% ,226 11 ,121 ,924 11 ,353
R. officinalis 50% ,282 11 ,015 ,786 11 ,006
R. officinalis 75% ,226 11 ,121 ,924 11 ,353
R. officinalis 100% ,209 11 ,195 ,906 11 ,217
Nitrofurantoina 300ug ,310 11 ,004 ,866 11 ,069

a. Correccion de significacién de Lilliefors
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