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RESUMEN
Se evaluo la sinergia antibacteriana del aceite esencial de Matricaria chamomilla con
ciprofloxacino sobre Escherichia coli ATCC 25922. Se obtuvo por el método de
arrastre con vapor de agua. Se evalu¢ el efecto antibacteriano utilizando el método de
disco-difusion en agar; para ello, E. coli se expuso a 4 grupos de agentes: aceite esencial
de manzanilla + ciprofloxacino; aceite esencial de manzanilla; ciprofloxacino y Dimetil
Sulféxido, realizdndose 10 repeticiones por cada grupo. Se observé que la sinergia del
aceite esencial de M. chamomilla con Ciprofloxacino, tuvo mas efecto antibacteriano
(28,2 mm) que el aceite esencial de M. chamomilla solo (20,2) mm), sin embargo
Ciprofloxacino (33,50) fue mas eficaz. ANOVA (p<0,05). Se concluye que la
combinacion del aceite esencial de Matricaria chamomilla con Ciprofloxacino tiene
efecto sinérgico antibacteriano contra Escherichia coli ATCC 25922, sin embargo no

supera a Ciprofloxacino.

Palabras clave: Agentes antibacterianos, aceites esenciales, Matricaria chamomilla,

Escherichia coli.
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ABSTRACT

The antibacterial synergy of Matricaria chamimilla essential oil with ciprofloxacin on
Escherichia Coli ATCC 25922 was evaluated. The steam distillation method was used.
The antibacterial effect was evaluated using the agar diffusion test. E. coli was exposed
to 4 groups of agentes: Chamomile essential oil + ciprofloxacin; chamomile essential
oil; ciprofloxacin and dimethyl sulfoxide, with 10 repetitions performed for each group.
It was found that the synergy of M. Chamomilla essential oil with Ciprofloxacin had
more antibacterial effect (28.2 mm) than M. Chamomilla essential oil alone (20.2 mm),
however Ciprofloxacin (33.50) was more effective. ANOVA (p<0.05). It is concluded
that the combination of Matricaria chamomilla essential oil with Ciprofloxacin has a
synergic antibacterial effect on Escherichia coli ATCC 25922, however Ciprofloxacin is
more effective.

Key words: Antibacterial agents, essential oils, Matricaria chamomilla, Escherichia

coli.



INTRODUCCION

En una reciente investigacion, la Organizacion mundial de la Salud (con su
sistema de vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos), revela que el
indice de resistencia a los antibidticos ha aumentado tanto en los paises
subdesarrollados como en los paises en vias de desarrollo. Entre los agentes que
han generado esta resistencia figuran:Escherichia coli (8% a 65%, causante de
infecciones del tracto urinario, resistente a ciprofloxacino), Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae, seguidas de
Salmonella spp. Segun célculos se le atribuye a E. coli como responsable de la
muerte de 380.000 menores de cinco afios en el mundo cada afio, asi mismo de
210 millones de casos de diarrea. Globalmente, una enfermedad diarreica genera
la perdida de unos tres millones de menores en todo el mundo, presentandose
maés, en América Latina, Africa y Asia. 1

Tipicamente Escherichia coli coloniza en la primeras horas de vida el tracto
gastrointestinal de los recién nacidos y habita de por vida con su huésped
humado en asociacion intima®. En este género también se han encontrado
distintos serotipos que tienen una manera particular de provocar una serie de
patologias en el huésped causando septicemia, heumonia, meningitis, infeccion
del tracto urinario y enfermedades diarreicas. Y en la poblacion hospitalizada

causa aproximadamente 30% de los casos de bacteriemia. *

Se tiene evidencia actual que se han identificado aproximadamente seis tipos de
E. coli causantes de diarrea en una persona, E. coli enterotoxigénica (ETEC),
enteroinvasiva (EIEC), enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EAEC),
adherentedifusa (DAEC) y enteropatogena (EPEC). Se caracterizan porque
individualmente a nivel cromosomal y plasmidico tienen codificado diferentes

genes que interactGan directamente en la virulencia. *°

Escherichia coli, presenta varios mecanismos de resistencia a diversos
antibioticos, siendo el productor de Betalactamasa de Espectro Extendido
(BLEE) uno de los mas importantes, cuya codificacion se da principalmente por
los genes CTX-M, TEM, OXA y SHV, que son los mas comunes en la familia

de Enterobacteriaceae, sabiendo que tienen un alto fracaso en su tratamiento,
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debido a la capacidad que presentan de inactivar antibidticos B- lactamicos,

incluyendo las generaciones de oximino-cefalosporinas.

A pesar del avance de la Ciencia y Tecnologia, todavia existe una practica
extendida del uso de la medicina complementaria en paises tercermundistas, el
Peri no es la excepcion y su uso se remonta desde tiempos Incaicos
aprovechando la gran variedad de plantas que ofrecen los Andes y la Amazonia

Peruana. "8

La planta medicinal Matricaria chamomilla “manzanilla” ha sido estudiada
como antibacteriano en diversos paises, se han realizado muchos estudios sobre
su actividad antimicrobiana, entre los cuales se encuentra el estudio realizado en
Etiopia por Mekonnen A et al ° quienes valoraron la actividad antimicrobiana in
vitro de cuatro aceites esenciales (T. schimperi, E. globulus, R. officinalis, and
M. chamomilla). Este trabajo se realizé mediante difusion en Agar, dando como
resultados que el aceite mas activo fue T. schimperi obteniendo CMI 12-33mm
para el grupo de bacterias probadas, el resto de aceites se encontraron en el
rango 15.75 — 36.33mm, excepto Matricaria chamonilla que no logré inhibir el

crecimiento de la prueba. °

Otro estudio en India realizado por Kazemi M et al (India -2014) investigaron
la estructura fitoquimica y actividad antimicrobiana del aceite esencial de M.
chamomilla. La muestra se obtuvo mediante hidrodestilacion y se analizo
mediante GC-MS, identifiacando 55 compuestos en total. Se evaluo su actividad
antimicrobiana contra tres bacterias patdgenas grampositivas y cuatro
gramnegativas utilizando técnica de difusién encontrando que S. aureus fue la
cepa mas sensible probada para el aceite de M. chamomilla con la zona de
inhibicién mas fuerte 35mm, para el resto de bacterias las zonas de inhibicion
fueron de 10 — 25mm, segun los resultados respecto a la actividad
antimicrobiana los gérmenes gram positivos fueron mas suceptibles que los
gram negativos. Se concluye que el aceite de M. chamomilla tiene efecto

antimicrobiano que se correlaciona con su composicion quimica. 1°



De forma similar Mohamed, H. et al. (Francia — 2012) realizaron una
investigacion sobre la actividad antioxidante y antimicrobiana de Matricaria
chamomilla. Los resultados demostraron significativas variaciones respecto a la
actividad antioxidante y antimicrobiana (P<0.05). Los resultados de la difusion
de disco, seguido de la medicion de CMI indicaron que B. cereus y A. flavus
fueron los microorganismos mas sensibles probados mostrando las zonas de
inhibicidbn mas grandes. La menor actividad se exhibi6é contra E. coli, con las
zonas de inhibicion mas pequefias y el valor MIC mas alto. Se encontrd en una
concentracion de 20ug de extracto metandlico de Matricaria chamomilla un
halo inhibitorio igual a 18mm para E. coli y en una concentracion de 20 ug de
extracto etandlico de Matricaria chamomilla un halo inhibitorio igual a 19 para

E. coli. 1!

En otra investigacion, Abdoul-Latif F et al (Yibuti, Africa 2011) sometieron a
prueba al aceite esencial de Matricaria Chamomilla y el metanol para su
deteccidn de actividad antioxidante y antimicrobiana. La oxidacion fue inhibida
por M. chamomilla, el valor RAA del extracto de aceite esencial y metanol fue
12.69 y 11.37% respectivamente. Se probd el aceite esencial y el extracto
metanol contra cepas bacterianas y fangicas utilizando un caldo con el sistema
de microdiluciéon, Se concluye que la mejor zona de inhibicién para P.
Aeruginosa 30mm, S. dysenteriae 25mm, S. pyogenes 24mm y S. camorum
22mm; las otras cepas tuvieron sensibilidad entre 14 — 21 mm. El diametro del
extracto de metanol vario para bacterias 12-22mm. Concluyen que el aceite
esencial de M. chamomilla y el extracto de metanol tienen actividad

antimicrobiana significativa. 2

Sokovi¢ M et al. (Serbia -2010) hicieron un estudio en el cual se investigd la
estructura quimica y el efecto antibacteriano de los aceites esenciales de 10
plantas consumidas comunmente, entre ellas Matricaria Chamonilla. Los aceites
probados mostraron actividad bacteriostatica en una concentracion de 1lug /
disco. Los aceites esenciales Matricaria Chamonilla y S. Officinalis exihibieron
la actividad antibacteriana mas baja en el sistema de difusién de disco

encontrando que no afectaron a P. Aeruginosa y P. Mirabilis, mientras que las



zonas de inhibicion para otras bacterianas fueron 8.0-13.0 mm y 9.0-15.0 mm

respectivamente.

Asimismo, Valderrama Y et al. (Trujillo — Pert 2016) evaluaron el efecto
antibacteriano de Matricaria chamonilla sobre Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, encontrando que tanto Staphyloccoccus aureus como
Escherichia coli son sensibles al aceite de Matricaria chamonilla, conformando
zonas de inhibicion méxima de 10mm y 28mm respectivamente, a una
concentracion de 100%; ANOVA, Dunnet y Duncan al 95% con (p<0.05). Se
concluyo que S. aureus es mas sensible frente a la actividad antibacteriana que

E. coli. ¥

También, Linares, J (Trujillo — Perd 2014) realizd un estudio con el fin de
averiguar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Matricaria chamomilla
en Enterococcus faecalis. Los resultados indicaron que el aceite esencial de
manzanilla presentdé efecto antibacteriano in vitro. ANOVA altamente
significativa (p = 0.0000). A la concentracion de 50%, se obtuvo un halo de
inhibicion de 21.08 mm. Concluyendose que el aceite esencial de manzanilla
(Matricaria chamomilla presentaba efecto antibacteriano in vitro sobre el

crecimiento de Enterococcus faecalis.) en sus diferentes concentraciones. *°

Escherichia coli es una bacteria habitante normal del intestino grueso humano.
Gran parte de las cepas son inofensivas, pero ciertas cepas adquieren
enterotoxinas o factores de invasion que codifican ADN, bacteriéfago o
plasmido y se vuelven patdgenas. Estas cepas virulentas son responsables de las
infecciones diarreicas en todo el mundo®® E. coli es un bacilo gramnegativo,
anaerobio facultativo, fermenta la glucosa con fabricacion de gas, es muy movil
debido a que presenta muchos flagelos, tiene pilis que le permiten adherirse a la
mucosa intestinal, tipicamente produce resultados positivos para indol, lisina

descarboxilasa y fermentacion del manitol. 178

Puede establecerse y causar enfermedades en otros tejidos ademas del tracto

intestinal. Estas llamadas E. coli patdgenas extraintestinales (EXPEC) son causas
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importantes de infeccion de heridas, infeccion del tracto urinario, peritonitis,
neumonia, meningitis y septicemia. ElI grupo EXPEC incluye subtipos
nombrados, como E. coli uropatdégena (UPEC), E. coli asociada a meningitis
neonatal (NMEC) y E. coli asociada a sepsis (SEPEC) %20

Los patotipos de E. coli que estan asociados con la enfermedad intestinal se
conocen colectivamente como E. coli patdgena intestinal (IPEC) o E. coli
diarreagenica (DEC), aunque no todos los subtipos en este grupo necesariamente
causan diarrea. Los patotipos individuales de DEC incluyen E. coli
enteropatogena (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E.
coli difusamente adherente (DAEC) y E. coli invasiva adherente (AIEC). %%

Los factores de virulencia relacionados con la patogenicidad de EXPEC son
numerosos y tienen una amplia gama de actividades, desde las relacionadas con
la colonizacién de bacterias hasta las relacionadas con la virulencia, que
incluyen adhesinas, toxinas, factores de adquisicion de hierro, lipopolisacaridos,
capsulas de polisacéridos e invasinas, que generalmente se codifican en islas de
patogenicidad, plasmidos y otros elementos genéticos moviles. Los mecanismos
subyacentes a la dindmica de la transmision de EXPEC y la seleccion de clones

virulentos atin no se conocen bien y requieren mas investigacion. 22

Se han descrito los medios a través de los cuales los factores de virulencia
favorecen que se presente una ITU, y puede ser proporcional el nimero de genes
al patdgeno condicional; en ello, estan involucrados los genes fimH, IutA y sat.
FimH reconoce los receptores en la superficie de las células de la vejiga, lo que
facilita la invasion de las bacterias, mientras que IutA es el receptor de

hidroxamato principal que participa en la colonizacion en la infeccion. 22

El tratamiento para las infecciones por E. coli esta orientado de acuerdo al tipo
de patologia. Las fluoroquinolonas se han utilizado como medicamentos
primarios contra la cistitis no complicada en regiones con alta resistencia a otros
antibidticos. En una comparacién entre fluoroquinolonas y TMP/SMX, ambos

antibioticos mejoraron los sintomas a corto y largo plazo en un grado similar, y
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en una comparacion entre fluoroquinolonas y B-lactdmicos. No hay diferencia en
los efectos clinicos o microbiologicos entre las fluoroquinolonas en el
tratamiento de la cistitis aguda no complicada, y se puede usar una terapia de 3

dias con ciprofloxacina, levofloxacina y ofloxacina. 2*

En los ultimos afos, la literatura cientifica se ha centrado mucho en el uso
inapropiado de agentes antimicrobianos y la propagacion de la resistencia
bacteriana. El uso generalizado e inapropiado de antibidticos se reconoce como
un factor importante que contribuye a la propagacion de la resistencia bacteriana
y al desarrollo de resistencia a los agentes antimicrobianos. La aparicion de
resistencia antibacteriana en el manejo médico de las patologias causadas por
Escherichia coli es un dilema importante de salud pablica ?° .Una amplia gama
de agentes antimicrobianos inhibe eficazmente el crecimiento de E. coli. Los -
lactamicos, las fluoroquinolonas, los aminoglucésidos y el trimetoprim-
sulfametoxazol se usan a menudo para tratar infecciones comunitarias y

hospitalarias asociadas con E. coli. 26?7

Durante un periodo prolongado, las plantas han sido fuentes importantes y
vitales de productos naturales para la salud de las personas, y tienen un potencial
extraordinario para suministrar nuevos medicamentos. Las plantas son una
fuente de compuestos que pueden combatir enfermedades no infecciosas,
asimismo, son antibacterianos, antivirales y antimicéticos. Son utilizadas las

raices, tallos, flores, frutos, hojas y resinas. 22°

Cuando se buscan sustancias activas de plantas, uno de los aspectos principales a
tener en cuenta es la informacion obtenida de la medicina popular. Matricaria
chamomilla L., conocida popularmente como manzanilla, es una de las plantas
mas antiguas utilizadas por la medicina tradicional europea, y ahora esté incluida
como oficial en farmacopeas en casi todos los paises. Tiene ingredientes activos
como el aceite esencial de alfa-bisabolol, que contiene camazuleno y
camaviolin, asi como flavonoides, apigenina, taninos, matricina, cumarinas,

polisacéridos y éteres biciclicos. 203



La mayoria de los componentes quimicos responsables de la actividad
farmacoldgica no se conocen, pero se cree que implica la interaccién de
numerosas moléculas presentes en el extracto. Los datos acerca de la actividad
antibacteriana de los extractos de hierbas contra diversos microorganismos
muestran que las plantas tienen potencial para el tratamiento terapéutico, aunque

muchos de estos extractos no se han investigado cientificamente por completo. 32

Teniendo en cuenta la realidad, se planted el problema: ¢Tiene el efecto
sinérgico antibacteriano del aceite esencial de Matricaria chamomilla con
Ciprofloxacino sobre Escherichia coli ATCC 25922, en estudio in vitro?

Se ha observado en los ultimos afios que el uso indiscriminado de antibioticos
para tratar enfermedades infecciosas causadas por E. coli y diversos factores han
causado la resistencia bacteriana. Este problema de salud lleva a plantear
alternativas de solucion diferentes, una de ellas es el uso de medicina
complementaria, buscando investigar nuevas sustancias antimicrobianas de facil

acceso Yy bajo costo, que esté al alcance de la poblacién en general.

Es por ello que se consideré importante esta investigacion porque busco
comprobar si existe efecto inhibitorio de Matricaria chamomilla sobre el
crecimiento de E. coli, asi como la sinergia que pueda presentar con el

Ciprofloxacino.

Como respuesta a priori al problema se plante6é las hipotesis; H1: El aceite
esencial de Matricaria chamomilla con Ciprofloxacino tiene sinergia
antibacteriana sobre Escherichia coli ATCC 25922, en estudio in vitro, y HO: El
aceite esencial de Matricaria chamomilla con Ciprofloxacino no tiene sinergia

antibacteriana sobre Escherichia coli ATCC 25922, en estudio in vitro.

Para resolver el problema planteado se propuso como objetivo general evaluar la
sinergia antibacteriana del aceite esencial de Matricaria chamomilla con
Ciprofloxacino sobre Escherichia coli ATCC 25922, en estudio in vitro, y como
objetivos especificos a) determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de

Matricaria chamomilla sobre Escherichia coli ATCC 25922; b) determinar el
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efecto del Ciprofloxacino sobre Escherichia coli ATCC 25922; v, c¢) ldentificar
si la combinacion de aceite esencial de Matricaria chamomilla con
ciprofloxacino es eficaz como antibacteriano sobre Escherichia coli ATCC
25922.

MARCO METODOLOGICO

2.1. DISENO INVESTIGACION, TIPO DE INVESTIGACION
TIPO DE ESTUDIO: Bésico®
DISENO: El disefio de investigacion fue Experimental con repeticiones
multiples post prueba, donde se considerd seis grupos experimentacion (RG1-
RG6), considerando el tipo de estimulo (X1) a (X6) relacionada a las diluciones
del extracto esencial de Matricaria chamomilla (100%, 75%,50%, 25%), un
grupo control con ciprofloxacino 5ug y un grupo neutro con agua destilada.®®
(Anexo 1)
Variables:
Variable Independiente: Agente antibacteriano
- No farmacoldégico: Aceite esencial de Matricaria chamomilla.
- Farmacoldgico: Ciprofloxacino a 5 pug.
Variable Dependiente: Efecto antibacteriano
- Eficaz: Zona de inhibicion, > 21 mm.
- No Eficaz: Zona de inhibicion < 21 mm.
2.2. Operacionalizacién de variables.
. ESCALA
VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADO DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL RES MEDICION




* Sustancia que altera las
estructuras de una
célula bacteriana
inhibiendo su
desarrollo, alterando su
viabilidad o capacidad

de supervivencia, bien

Se hara la division en
los siguientes grupos:

e Aceite esencial de

. . RG1
directa o manzanilla 'y o
Agente o y . ] RG2 Cualitativa
) ) indirectamente. ciprofloxacino _
antibacteriano ) ) RG3 nominal
* Tratamiento no e Aceite esencial de
) RG4
farmacoldgico con manzanilla
aceite esencial de e Ciprofloxacino 5 ug
Matricaria chamomilla | ¢ DMSO
“manzanilla”.
* Tratamiento
farmacoldgico con
Ciprofloxacino.
Se mediréa la zona de
Accidn que ejerce un inhibicion de
agente antibacteriano, crecimiento, Eficaz:
para inhibir o eliminar a considerando los >21mm o
Efecto ) o ’ Cualitativa
) _ las bacterias en un criterios del Estandar _
antibacteriano . nominal
determinado momentoy | M100 (33) del CLSI: No eficaz:
con dosis ya establecida. | Sensible >21 mm <21mm

25

Intermedio 16-20 mm

Resistente <15 mm

2.3.

Poblacion, muestra y muestreo.

POBLACION: Se consider6 como poblacion a todos los cultivos de

Escherichia coli ATCC 25922, cultivados en el laboratorio de Microbiologia de

la Universidad César Vallejo de Trujillo.

MUESTRA:




2.4.

Tamafio muestra: Debido a que es un trabajo experimental se emple6 férmula
estadistica para diferencia de dos promedios, mediante la cual se obtuvo el
nimero de 10 repeticiones requeridas en el estudio por cada grupo en
experimentacion.® (Anexo 2)

Unidad de analisis: Cada cultivo de cepas de cepas de Escherichia coli ATCC
25922.

Unidad de muestra: Estuvo constituida por cada placa Petri con cultivo de
Escherichia coli ATCC 25922

Muestreo: Se consideré un muestreo aleatorio simple de cada grupo de
bacterias.

CRITERIOS DE SELECCION:
Criterios de inclusion:
e Todas las cepas de Escherichia coli ATCC 25922, cultivadas en un
tiempo no mayor a 24 horas.
Criterios de exclusion:

e Cultivos de cepas de Escherichia coli ATCC 25922, contaminadas.

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS,
VALIDEZ Y CONFIABILIDAD.

Técnica: Se utilizo la observacion directa del experimento y la medicion de los

halos de inhibicion.

Procedimiento: Se realizaron los siguientes procedimientos. (Anexo 3)

a. Se inicio con la tipificacion de la planta en la Universidad Privada Antenor
Orrego, Herbario Antenor Orrego (HAO).

b. El aceite esencial de Matricaria chamomilla se obtuvo mediante el método
de arrastre con vapor de agua.®

c. La cepa de Escherichia coli ATCC 25922 fue cultivada mediante la técnica

por agotamiento en superficie, en medio de cultivo agar Mueller Hinton. ¥’

d. El efecto sinérgico antibacteriano fue evaluado mediante el método de

difusion con discos en agar. 3/
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2.5.

2.6.

INSTRUMENTO: Se consider6 a una ficha de recoleccion de datos en la cual
se recolectd los datos del nimero de placas, los halos que formo las
concentraciones del aceite esencial de Matricaria chamomilla, el ciprofloxacino

(control positivo) y el DMSO (control negativo). (Anexo 4)

VALIDACION Y CONFIABILIDAD DEL INSTRUMENTO: La ficha de
recoleccion de datos fue validada por tres profesionales conocedores del tema,
quienes evaluaron la utilidad de la informacién contenida en la ficha para este

estudio. (Anexo 5)

METODO DE ANALISIS DE DATOS.

La informacién fue tabulada virtualmente en una ficha de Excel, y luego, se
exportd al Software estadistico SPSS v.25, y se realizé las pruebas estadisticas
de andlisis de varianza (ANOVA) y Post Hoc HSD Tukey. Se interpretd la
significancia asintética de la comparacion de las medias del efecto producido por

los grupos de agentes antibacterianos estudiados.®®

ASPECTOS ETICOS.

Este trabajo de investigacion se desarroll6 respetando los criterios de
bioseguridad en el laboratorio, tomando medidas para la proteccién de las
personas y el medio ambiente. Se tomd en cuenta los protocolos para el
tratamiento de material considerado potencialmente infeccioso, asi como la no
exposicion al peligro de las personas involucradas en este estudio, considerando

el “Manual de Bioseguridad en el Laboratorio” de la OMS.*
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I11.  RESULTADOS

Tabla 1. Valores estadisticos descriptivos del efecto antibacteriano del aceite esencial
de Matricaria chamomilla, el ciprofloxacino y la sinergia de ambos, sobre Escherichia
coli ATCC 25922,

95% del intervalo de

confianza para la media

Agente Desv. Error Limite Limite

Antibacteriano N  Media estandar estdndar  inferior superior  Min  Max

AEMC+CIP 10 28,20 2,098 ,663 26,70 29,70 25 31
AEMC 10 20,20 1,229 ,389 19,32 21,08 18 22
CIP 10 33,50 1,434 453 32,47 3453 32 36
DMSO 10 ,00 ,000 ,000 ,00 ,00 0 0
Total 40 20,48 12,967 2,050 16,33 24,62 0 36

Fuente: Bases de datos recolectados por la autora de este estudio.
AEMC: Aceite Esencial de Matricaria chamomilla

CIP: Ciprofloxacino

DMSO: Dimetil Sulféxido
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Tabla 2. Andlisis de Varianza de las medias del efecto antibacteriano del aceite esencial
de Matricaria chamomilla, el ciprofloxacino y la sinergia de ambos, sobre Escherichia
coli ATCC 25922.

ANOVA

Suma de Media

cuadrados gl cuadrética F Sig.*
Entre grupos 6486,275 3 2162,092 1085,569 ,000
Dentro de grupos 71,700 36 1,992
Total 6557,975 39

Fuente: Bases de datos recolectados por la autora de este estudio.

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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Tabla 3. Comparacion de medias de los halos de inhibicion entre el aceite esencial de
Matricaria chamomilla, el ciprofloxacino y la sinergia de ambos, sobre Escherichia coli
ATCC 25922.

HSD Tukey?

Agente Subconjunto para alfa = 0.05
Antibacteriano N 1 2 3 4
DMSO 10 ,00

AE Manzanilla 10 20,20

AE Manzanilla+CIP 10 28,20

CIP 10 33,50
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: Bases de datos recolectados por la autora de este estudio.
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamario de la muestra de la media arménica = 10,000.
AEMC: Aceite Esencial de Matricaria chamomilla

CIP: Ciprofloxacino
DMSO: Dimetil Sulféxido
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Grafico 1. Valoracion del efecto antibacteriano del aceite esencial de Matricaria

chamomilla, el ciprofloxacino y la sinergia de ambos, sobre Escherichia coli ATCC

25922.
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DISCUSION

Al evaluar la sinergia antibacteriana del aceite esencial de Matricaria
chamomilla con ciprofloxacino sobre Escherichia coli ATCC 25922 in vitro, se

observo los siguientes resultados.

En la Tabla 1, se muestra que el efecto antibacteriano del aceite esencial de
manzanilla en combinacion con el Ciprofloxacino fue mayor que el aceite solo;
sim embargo, esta combinacion de agentes fue menor que el Ciprofloxacino a
5ug. Esto posiblemente sea por los componentes quimicos del vegetal que
podrian estar interfiriendo con la actividad antibacteriana del ciprofloxacino. No
se han reportado fitoquimicos de la manzanilla que interfieren con la
potencialidad de antibioticos. Por el contrario, los aceites esenciales presentan
hidrofobicidad que les permite dividirse en los lipidos de la membrana celular
bacteriana y las mitocondrias, perturbando las estructuras y haciéndolas mas
permeables. Se pueden producir fugas de iones y otros contenidos celulares,

ocasionando dafio irreparable en el microorganismo.*°

Los resultados que se observan en la Tabla 1, muestran la actividad
antibacteriana de los cuatro tipos de productos utilizados, el halo de inhibicion
que alcanz6 el mayor diametro fue el Ciprofloxacino (33,50 mm) y la accion
sinérgica de este antibidtico con el aceite esencial de M. chamomilla alcanzé
28,20 mm, lo cual indica que el aceite le resta potencia antibacteriana al
ciprofloxacino debido que, en combinacién, disminuye el diametro en
comparacion con el antibiético solo. Sin embargo, esta asociacion adn se

consideraria eficaz porque supera lo establecido por el CLSI (> 21mm).

El efecto antibacteriano del aceite esencial de manzanilla encontrado (20,22mm)
fue menor al de Valderrama Y (14) quien encontr6 halos 28mm, pero mayor a lo
que obtuvieron Kazemi M (10) con 15 mm y Mohamed H (11) con 19mm.
Asimismo, existen trabajos de investigacion que indican que no tiene ninguna

actividad antibacteriana, tal es el caso del estudio realizado por Mekonnen A (9).
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La variabilidad de resultados se deberia a algunos factores que estarian
influenciando en la actividad antibacteriana. Tal como los tipos de componentes
fitoquimicos del aceite esencial de M. chamomilla, y el porcentaje de cada uno
de ellos. Por ejemplo, en Nepal, Satyal P (41) identificO 37 componentes
quimicos en el aceite esencial de M. chamomilla, entre los cuales el (E) -B-
farneseno el que estuvo en mayor cantidad (42,21%), seguido del 6xido de a-
bisabolol A (22,27%). Asimismo, estdn en pequefias cantidades otros
componentes que la mayoria no pasa del 1%. También encontré 6xido de a-
bisabolol B, cis-bicicloéter (espiroéter Z), a-bisabolol, 6xido de bisabolona A,
chamazuleno, espatulenol, &cido decanoico, artemisia cetona, guaiazuleno,
germacreno D, (E, E) -a-farneseno, Bbisaboleno, B-bisabolol, trans-bicicloéter
(espiroéter E), (E) -nerolidol, biciclogermacreno, p-cimeno, y-eudesmol , alcohol
de artemisia, 1,8-cineol, B-cariofileno, a-muuroleno, limoneno, yterpinene, y-

muurolene, a-terpineol, 3-cadinene y a-pineno).

En otra zona geografica (Espafia), Lopez et al (42) identificd un total de 70
compuestos en el aceite esencial esencial de flores de manzanilla. El 6xido de a-
Bisabolol A fue el componente méas abundante (58,18%), seguido de Z-
Espiroéter (9,73%), 0xido de a-Bisabolona A (7,88%) y Oxido de a-Bisabolol B
(6,57%). De forma similar en Turquia, Firat Z et al (43), encontrd que el 6xido
de a-Bisabolol A como el componente fitoquimico més abundante (47,7%) y
(E)-B-farneseno con 21,5%. Por ello, debido a la variabilidad de sus
componentes que le confieren la propiedad antibacteriana al aceite esencial de
M. chamomilla, son diversos los efectos que se observan en los estudios

realizados.

Otros factores ambientales que estaria influenciando sobre los resultados es el
lugar de cultivo de la planta de manzanilla, debido a la distinta composicion de
la tierra de cultivo, lo cual conllevaria a una distinta composicién de los
fitoquimicos de la planta de M. chamomilla. Asimismo, el clima (temperatura,
humedad, vientos, radiacion solar, lluvias, altitud, etc). Asi lo demuestran dos
estudios; uno en Brasil realizado por Sampaio B (44) y otro desarrollado en
Marruecos por Aboukhalid K (45). Ambos estudios encontraron diferencias en

los componentes de los aceites esenciales de plantas cultivadas, debido a los
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diferentes factores ambientales en los cuales fueron cultivadas las plantas de una

misma especie.

En la Tabla 2, el ANOVA indica que el estudio es altamente significativo (p =
0,000. Indicando que existe variabilidad en el efecto antibacteriano en los cuatro
grupos de estudio. Esto se refrenda con la Tabla 3 que evidencia la diferencia de
los promedios de los halos de inhibicion y cuél de ellos tenia mayor eficacia, en
este caso el ciprofloxacino y la combinacion de ciprofloxacino mas aceite
esencial de matricaria chamomilla. También, se confirma que no existe efecto
sinérgico al disminuir el efecto de ciprofloxacino indicando que ciprofloxacino

sigue siendo el tratamiento de eleccion.
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V. CONCLUSIONES

La combinacion del aceite esencial de Matricaria chamomilla con
Ciprofloxacino demostro tener efecto antibacteriano contra Escherichia coli
ATCC 25922, en estudio in vitro. Sin embargo no supera la eficacia dado por
ciprofloxacino.

La Asociacion de Ciprofloxacino con el aceite disminuyd el efecto

antimicrobiano de Ciprofloxacino.

El aceite esencial de Matricaria Chamomilla no evidencio efecto antimicrobiano

sobre la cepa en estudio.

El Ciprofloxacino continta siendo el tratamiento de eleccion sobre el agente en
estudio por demostrar mayor susceptibilidad segin el M100 del CLSI.

19



VI.

RECOMENDACIONES

Se recomienda complementar este estudio, evaluando los constituyentes
fitoquimicos del aceite esencial de Matricaria chamomilla, de nuestra region La
Libertad para establecer los compuestos que ejercen la actividad antibacteriana,

debido que no existen investigaciones reportadas sobre ello.

Se recomienda realizar estudios para ver la sensibilidad de otros patdgenos
frente al aceite esencial de Matricaria chamomilla, considerando como control a

otros antibioticos.
Se recomienda investigar el efecto antibacteriano del aceite esencial de

manzanilla de otras regiones del Perd, considerando los factores ambientales en

los cuales crecen las plantas.
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ANEXOS

ANEXO 1

Disefio de investigacion: Experimental, con post prueba v repeticiones multiples.

RG, X1 o}
RG: X 0,
RG: Xz (O ]!
RG, X4 Oy

En donde:

BG;y a5 Cepa de Escherichia coli ATCC 25922

X1: Aceite esencial de Matricaria chamomilla v Ciprofloxacino 5 pg
X1 Aceite esencial de Matricaria chamomilla

X;: Ciprofloxacino 5 pg (control positivo)

X4 DMSO (control negativo)

01 a1 4: Efecto antibacteriano (halo de inhibicion).

27



ANEXO 2

(Zan + Zp)? 267
n=

(X1—X2)?
Donde:
Z 0/2 = 1,96 Para un nivel de confianza del 95%

Z B = 0,84 para una potencia de prueba del 80%
X1=21(33)

X2=19 (11)

e =158

La muestra que se tomd en cuenta en este estudio, fue de 10 repeticiones por

cada grupo de estudio (40 Observaciones).
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ANEXO 3
Identificacién taxondmica de Matricaria chamomilla por el Herbario de la

Universidad Antenor Orrego de Trujillo.
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ANEXO 4
Obtencion del aceite esencial de Matricaria chamomilla por el método de arrastre

con vapor de agua

Las plantas frescas de Matricaria chamomilla “manzanilla”, se obtuvieron en el
mercado La Zonal Palermo de Trujillo, procedentes de la localidad de Otuzco, La
Libertad-Peru, en una cantidad de 10 Kg aproximadamente y se llevaron al laboratorio
“San Jos¢” de Trujillo, donde se seleccionaron las inflorescencias con buenas
condiciones y se lavaron con agua destilada clorada. Despues, se pusieron en bandejas
de cartulina y se llevaron al horno a 40°C por 3-4 dias para deshidratarlas. Pasado ese
tiempo, las inflorescencias secas se estrujaron manualmente hasta la obtencion de
fragmentos menores a 1 cm. Este material vegetal se reservo herméticamente en envases

negros.

El aceite esencial de Matricaria chamomilla se obtuvo por el método de arrastre con
vapor de agua. Para este método se utilizd un sistema en el cual, se calentdé agua
destilada contenida en un balon de vidrio hasta la evaporacion. El vapor de agua se
condujo a través de un ducto hasta otro balén de vidrio que contuvo la muestra vegetal
seca. Este vapor de agua lleno el balén y el vapor sali6 a través de otro ducto hacia un
condensador recto, arrastrando los componentes fitoquimicos, entre ellos los aceites
esenciales. El liquido se recept6 en un embudo decantador tipo pera. Este liquido se
disocié en dos fases, quedando el aceite esencial en la superficie por diferencia de
densidades. Este proceso se realiz6 en 3 horas aproximadamente. ElI Aceite Esencial
(AE) obtenido se consider6 al 100%, el cual se colocé en un frasco de vidrio ambar

estéril y se reservo a temperatura de refrigeracion hasta su utilizacion.

30






Cultivo de Escherichia coli y preparacion del agar sangre

Se reactiv0 la cepa de Escherichia coli ATCC 25922, sembrandolo en agar MacConkey,

y se incubd a 37°C por 20 horas.

Para la prueba de susceptibilidad, se utiliz6 medio de cultivo agar Mueller Hinton. Se
prepar6 suficiente medio para 10 placas Petri. EI Agar Mueller Hinton se esterilizé en
autoclave a 121°C por 15 minutos. Después, se sirvid en placas Petri estériles de
plastico desechables, 18-20 ml por cada placa, y se dejé reposar hasta que solidifico

completamente. Se conservd en refrigeracion hasta su uso.
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Evaluacion del efecto sinérgico antibacteriana por el método de disco-difusion
Se evalud utilizando el método de Kirby-Bauer de disco difusion en agar. Para ello, se
considero los criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI de Estados

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

Preparacion del indculo

El in6culo se prepard colocando 3 ml de suero fisioldgico en un tubo de ensayo estéril,
al cual se le adicion6 una alicuota del microorganismo Escherichia coli, cultivado hace
18-20 horas, de tal modo que se observd una turbidez equivalente al tubo 0,5 de la
escala de McFarland (1,5 x10® UFC/mI aprox.)
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Siembra del microorganismo

Se sembrd el microorganismo Escherichia coli, embebiendo un hisopo estéril en el
inéculo 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.
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Preparacion de los discos de sensibilidad con AE

En una placa Petri estéril, se colocd 10 discos de papel filtro Whatman N° 1 de 6mm de
diametro, previamente esterilizados. Se repitié esta accion 3 veces mas para formar 4
grupos de discos. Al primer grupo de discos, a cada uno, se agregé 5 pL de aceite
esencial de M. chamomilla + 5 pg de Ciprofloxacino; al segundo grupo se agregd 5 pL
de aceite esencial de M. chamomilla; al tercer grupo se agregé 5 pg de Ciprofloxacino;

y al cuarto grupo se le agregd 5 uL. de DMSO.
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Confrontacion del microorganismo con el agente antimicrobiano

Con la ayuda de una pinza metalica esteril, se tomaron los discos de sensibilidad
preparados, uno de cada grupo, y se colocaron en la superficie del agar sembrado con el
microorganismo Escherichia coli, de tal modo que quedaron los discos (uno de cada
grupo) a un cm del borde de la Placa Petri y de forma equidistante. Se dejaron en reposo
por 15 min y después las placas se incubaron de forma invertida en la estufa a 35-37°C
por 20-24 horas.
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Lectura e interpretacion

La lectura se realizd observando y midiendo con una regla Vernier, el diametro de la

zona de inhibicién de crecimiento microbiano. Esta medicidn se realizé para cada una

de los grupos con agentes antibacterianos. Se interpretd como sensible o resistente,
segun lo establecido en el Estandar M100 del CLSI.

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Efecto_Antibacteriano

HSD Tukey
95% de intervalo de
confianza
Diferencia de Error Limite Limite
(1) Agente ATB (J) Agente_ATB medias (I-J) | estandar| Sig. inferior superior
AE Manzanilla+CIP AE Manzanilla 8,000 ,631| ,000 6,30 9,70
CIP -5,300" ,631| ,000 -7,00 -3,60
DMSO 28,200" ,631| ,000 26,50 29,90
AE Manzanilla AE Manzanilla+CIP -8,000" ,631( ,000 -9,70 -6,30
CIP -13,300" ,631] ,000 -15,00 -11,60
DMSO 20,200° ,631| ,000 18,50 21,90
CIP AE Manzanilla+CIP 5,300" ,631| ,000 3,60 7,00
AE Manzanilla 13,300 ,631( ,000 11,60 15,00
DMSO 33,500 ,631| ,000 31,80 35,20
DMSO AE Manzanilla+CIP -28,200" ,631( ,000 -29,90 -26,50
AE Manzanilla -20,200" ,631( ,000 -21,90 -18,50
CIP -33,500" ,631| ,000 -35,20 -31,80

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Anexo 4

Ficha de recoleccion de datos

N° Didmetro de la Zona de Inhibicion (mm)
Repet. | AEMC+CIP| AEMC CIP DMSO

1 31 20 36 0
2 30 18 32 0
3 28 22 35 0

4 25 919 32 0
5 26 20 33 0
6 26 20 33 0
7 27 20 34 0
8 30 22 33 0
9 29 21 32 0
10 30 20 35 0

AEMC: Aceite Esencial de Matricaria chamomilla
CIP: Ciprofloxacino
DMSO: Dimetil Sulféxido




Anexo 5

Validacioén y confiabilidad del instrumento
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