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RESUMEN

En la presente investigacion se evalu6 el efecto bactericida del extracto oleoso de
Artemisia absinthium a concentraciones de 100%, 75 %, 50%, 25%, y un control
neutro contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 comparado con Oxacilina 1jg.
Se realizaron 11 repeticiones por grupo estudiado, aplicando el método de Kirby
Bauer. Se obtuvo que las concentraciones al 25% y 50% no tuvieron efecto
inhibitorio. Al 75% la media de inhibicién fue 13,18 mm (DS: 0,98165, IC95%
12,5223 - 13,8413), y al 100% fue 21,36 mm (DS 1,12006, IC95% 20,6112 -
22,1161), evidenciando efecto bactericida pero no superan a Oxacilina (media:
42,45 mm DS 1,0353 IC 95% 41,7587 — 43,1504). La prueba de Levene evidencio
la homogeneidad de varianzas (p>0.05), permitiendo realizar el ANOVA de las
medias de los halos de inhibicion, obteniéndose p=0.000, que indica diferencia
altamente significativa entre las medias de los halos de inhibicion. El andlisis Post
ANOVA de Tukey, demostré que la oxacilina tiene mejor efecto bactericida que las
concentraciones de Artemisia absinthium contra Staphylococcus aureus ATCC
25923. Se concluye que el extracto oleoso de Artemisia absinthium tuvo efecto

bactericida contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 a mayor concentracion.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, Artemisia absinthium, bactericida
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ABSTRACT

In this study, the bactericidal effect of extract of Artemisia absinthium oil was
evaluated at concentrations of 100%, 75%, 50%, 25%, plus a neutral control, against
Staphylococcus aureus ATCC 25923 compared to Oxacillin 1pg. There were 11
repetitions per group studied, applying Kirby Bauer's method. It was observed that
the concentrations at 25% and 50% had no inhibitory effect. At 75% the mean
inhibition was 13.18 mm (SD: 0.98165, IC95% 12.5223 - 13.8413), and at 100% it
was 21.36 mm (SD 1.12006, IC95% 20.6112 - 22.1161), evidencing bactericidal
effect but not greater than Oxacillin (mean: 42.45 mm SD 1.0353 IC 95% 41.7587 -
43.1504). Levene test showed the homogeneity of variances (p>0.05), allowing
ANOVA of mean inhibition zones, obtaining p=0.000, indicating highly significant
difference between mean inhibition zones. Tukey Post-ANOVA analysis showed
that oxacillin has a better bactericidal effect than Artemisia absinthium
concentrations against Staphylococcus aureus ATCC 25923. It is concluded that
extract of Artemisia absinthium oil had bactericidal effect against Staphylococcus

aureus ATCC 25923 at higher concentration.

Keywords: Staphylococcus aureus, Artemisia absinthium, bactericidal.
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INTRODUCCION
En la actualidad, existe un creciente interés en cuanto a la medicina tradicional que
tiene fines terapéuticos para la prevencion o tratamiento de patologias. La OMS en
el 2002 publicé un documento para lograr la integracion y mayor reconocimiento de
esta practica por eso los sistemas nacionales de salud estan utilizandolo de manera
segura.l En el esfuerzo por solucionar los problemas de salud, aumenté el uso de
fitoterapia en especial de los compuestos como los aceites esenciales, que son

considerados cientificamente Gtiles como terapias coadyuvantes. 2

Staphylococcus aureus (SA), es una bacteria gram positiva, que es considerada
como agente oportunista debido a que coloniza con facilidad en las personas con
disminucion en el sistema inmunoldgico, ademas es causante de intoxicaciones
alimentarias, infecciones en piel e infecciones respiratorias.® Puede ingresar por
diferentes vias por lo que causa diferentes infecciones de acuerdo al sistemadonde
se ubique, ésta capacidad lo tiene gracias a su capsula mucoide externa que ayuda
a la adherencia al organismo humano. # Staphylococcus aureus en 50% coloniza
la piel y mucosas en adultos y nifios sanos, 80% de forma intermitente y el 20 % de

forma permanente. °

Un problema preocupante a nivel mundial es la resistencia bacteriana que aumenta
cada afio, entre ellas se encuentra las bacterias gram positivas. Una de las
bacterias causales de infecciones intrahospitalarias en el mundo es Staphylococcus
aureus, entre las cepas con mayor incidencia tenemos SA-MRSA que genera

complicaciones letales en los hospitales. °

En el Perd ha aumentado el indice de resistencia antimicrobiana por el uso
irracional y constante de medicamentos para diferentes patologias. Se realizd un
estudio que demostré que el 60% de Staphylococcus aureus aislados a partir de
hemocultivos de varios hospitales de Lima fueron resistentes a meticilina, y solo

40% eran no resistentes. ’

Como una alternativa de tratamiento natural se esta evaluando el uso de plantas



medicinales entre ellas la Artemisia absinthium “ajenjo”, que es cultivada en la
selva, sierra y costa siendo utilizada como planta medicinal, ademas de ser
aromatica. Entre sus componentes, se encuentra un aceite esencial que posee
acciones como antiparasitario, antimicrobiano ademas de ayudar a las funciones

digestivas.®

La fitoterapia es una medicina alternativa o complementaria que actualmente se
usa de forma terapéutica como sustituta de la medicina convencional. La fitoterapia
se utilizaba desde la antigiedad para poder aliviar la sintomatologia de diferentes
enfermedades; esta forma de tratamiento ha sobrevivido afio tras afio a través de

las culturas por falta de acceso a la medicina convencional. °

En el presente estudio se plantea como problema de investigacion: ¢ EIl extracto
oleoso de Artemisia absinthium “ajenjo” tiene efecto bactericida contra

Staphylococcus aureus ATCC 25923 en comparacion con oxacilina, in vitro?

Esta investigacion se justifica debido a que las infecciones por S. aureus son
frecuentes por su alta colonizacion en las personas y es un riesgo para el ser
humano, ademas la resistencia a los antibidticos motiva a estudiar nuevas
alternativas para combatir esta bacteria. La medicina alternativa es importante
porque posee efectos adversos menores que los medicamentos y, ademas, las
plantas medicinales son fuente de diferentes farmacos. En esta investigacion, se
analizara la magnitud antimicrobiana de Artemisia absinthium “ajenjo” contra una

de las bacterias mas resistente a antibiéticos como es el S. aureus.

En la sociedad se usa multiples plantas medicinales para curar enfermedades, ya
gue por diferentes razones, en muchos casos la poblacién no tiene acceso a
medicamentos del sistema de salud, por eso actualmente a nivel mundial se esta
optando por la medicina alternativa, como la fitoterapia que promueve la utilizacion
de plantas debido a sus principios activos que contribuyen a combatir diferentes
enfermedades, por eso es usada como una iniciativa para el tratamiento de

infecciones evitando el aumento de resistencia a antibioticos.



El objetivo general: Valorar el efecto bactericida del extracto oleoso de Artemisia
absinthium “ajenjo” contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 en sus diferentes

diluciones comparado con oxacilina 1 pug.

Los objetivos especificos: Establecer el efecto bactericida del extracto oleoso de
Artemisia absinthium “ajenjo” al 25%, 50%, 75%,100% contra Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Ademas, establecer el efecto bactericida por oxacilina 1 pg

contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Hipotesis de investigacion: El extracto oleoso Artemisia absinthium “ajenjo” posee
efecto bactericida contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 en comparacién con
oxacilina 1 pug. Y como hipotesis nula: El extracto oleoso Artemisia absinthium
“ajenjo” no posee efecto bactericida contra Staphylococcus aureus ATCC 25923

en comparacion con oxacilina 1 pug

Il. MARCO TEORICO

Se han realizado muchas investigaciones sobre el uso de plantas para combatir las
infecciones por S. aureus, entre las que se encuentra la de Maslova et al 1° (Rusia,
2019), quienes determinaron la sensibilidad de S. aureus, frente a extractos de A.
absinthium, observando que es mas sensible con el extracto de etanol. También
observaron que mediante el extracto etanol de las hojas la inhibicién del crecimiento
es de 17.6 mm con el 100% del extracto y mediante el extracto de las flores su

inhibiciéon de crecimiento es de 16 mm con el 100%.

Satorov!! (USA, 2019) en su estudio del extracto de etanol de Artemisia absinthium
demostré un alto grado de actividad antimicrobiana contra S. aureus, entre otras

bacterias, mostrando una inhibicion de 15 mm, con el extracto concentrado.

Cerén'? (Ecuador, 2018) determiné el efecto antimicrobiano contra Streptococcus
mutans del extracto hidroalcohdlico y acuoso a 15% y 30% de la Artemisia
absinthium. Las diluciones de los extractos acuosos, mostraron halos de inhibicion

de 6 mm; mientras que las del extracto hidroalcohdlico fueron: al 15% (7,9 mm *



0,788 mm) y al 30% (12,3 mm = 0,923 mm). Concluyendo que los extractos

evaluados no poseen efecto antibacteriano frente al Streptococcus mutans.

Stankovi¢ * (Serbia, 2016) estudi6 la actividad antimicrobiana y antioxidantes de
los aceites esenciales de las plantas aromaticas, realizando un analisis comparativo
de varias especies vegetales entre ellas Artemisia absinthium, contra bacterias
entre ellas, S. aureus. Los valores de la CMI variaron entre 4.72 a 93.2 mg/mL.
Concluyen que los aceites esenciales de la planta pueden contribuir como agentes

efectivos contra la resistencia bacteriana.

Ez zoubi et al** (Marruecos, 2016) demostraron la eficacia antimicrobiana y ademas
el andlisis quimico del aceite esencial mostroé que es rico en tuyona. Por otro lado,

tiene actividad frente a S. aureus con diametro de inhibicién igual a 25+ 1,4 mm.

Msaada et al'® (Tunez, 2015) investigaron la composicion quimica y el efecto
antioxidante y antimicrobiano de Artemisia absinthium L., determinando que la
variabilidad quimica de los extractos de ajenjo, es dependiente de la zona y ello
afectaba la respuesta ante los microorganismos. Demostraron que el ajenjo estaba
dotado de actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus con un diametro

de inhibicién igual a 25 + 1,13 mm.

Valverde'® (Ecuador, 2015) analiz6 la actividad biolégica de varios aceites
esenciales entre ellos el Artemisia absinthium. La actividad antibacteriana fue
estimada con cepas de S. aureus, entre otras bacterias, obtuvo halos inhibitorios

para cada especie, para A. absinthium fue de 31,57 ug/ml.

Reza et al " (Irdn, 2015) demostraron la eficacia antimicrobiana de Artemisia
absinthium contra bacterias entre ellas S. aureus comparado con ofloxacino con un
didmetro de crecimiento bacteriano de 14,4 mm por otro lado el extracto de
Artemisia absinthium en concentracion minima inhibitoria (CMI) de 666 mg / ml
(249 £ 1,91 mm)y 750 mg / ml (17,4 £ 1,15 mm) demostrando halos inhibitorios
mas altos que ofloxacino. Ademas, nos indican que la falta de la membrana
citoplasmatica en las bacterias positivas facilita la entrada del aceite esencial
causando un aumento en la permeabilidad iénica y componentes celulares internos

gue resultan dafiando el sistema enzimatico.



Taherkhani et al '8 (Iréan, 2013) analizaron el aceite esencial de las hojas de
Artemisia absinthium mediante cromatografia encontrando en su mayoria: 1,8-
cineol (36,46%), borneol (25,99%) y alcanfor (10,20%). Ademas, analizaron la
actividad antimicrobiana de 5 bacterias entre ellos contra Staphylococcus aureus
gue se obtuvo una zona de inhibicién de 32 mm, con una concentracion minima
inhibitoria de 1mg/ml y una concentracion bactericida minima 2.5 mg/ml y tiempo
de reduccién de valor D-decimal que es de 8.21 minutos, por otro lado, se observo

gue el tiempo de exposicion al aceite influye para completar el efecto bactericida.

Baykan et al ! (Turquia, 2012) determinaron las propiedades antimicrobianas y
antioxidantes de Artemisia absinthium mediante difusién en disco. S. aureus la
bacteria con mas sensibilidad al ajenjo, el equivalente de a-tocoferol del extracto de
Artemisia absinthium tuvo un resultado 5.87 £ 0.17 mm. Los efectos de los aceites
esenciales se deben al alto contenido de a-tuyona, siendo el compuesto con mayor

porcentaje en la planta.

Alvarado et al 2° (Ecuador, 2009) evaluaron el efecto antibacteriano en un método
de dilucién seriada con tubos frente a Staphylococcus aureus con los extractos
oleosos y acuosos del ajenjo; consideraron la altitud en la que se desarrollo la planta
para ver si alteraba el resultado. Mostraron una concentracion minima inhibitoria de

8mg/ml, con concentraciones al 100 %. La altitud no afecté la actividad bacteriana.

Barrios et al % (Pert, 2017) determinaron efecto antibacteriano del aceite etéreo de
Artemisia absinthium analizando diversas concentraciones 0.16% a 100% del
aceite, sobre S. aureus ATCC 25923. Encontraron eficacia antibacteriana, con
halos de inhibicion de 12.3 a 19.5 mm, pero a la concentracién de 0.16% no hubo

inhibicion, compararon con eritromicina 29.1 mm £ 0,58 mm.

Aquino??(Peru, 2017) analizo la actividad antimicrobiana de aceites esenciales de



Artemisia absinthium en S. aureus. Las concentraciones fueron: 5ul, 10ul, 20ul y 1
ul. Se evidencié sensibilidad a la concentracion de 1pl con 81.25 % de inhibicion

(p= 0.0001) siendo altamente significativo.

La planta medicinal Artemisia absinthium pertenece: clase de Magnoliopsida,
division de Magnoliophyta, perteneciente al reino plantae, dentro de la familia de
asteraceae, con orden asterales, una subclase asteridae, con género de artemisia,

en la especie Artemisia absinthium L.?3

Artemisia absinthium también tiene otros nombres comunes de acuerdo al lugar
donde se consume como: Artemisa amarga, ajenjo, asenjo, absenta, asienjo,

artemisa, ausenta, hierba santa, ajenjo mayor, incienso. 2*

Tiene caracteristicas particulares: Planta herbacea de apariencia blanquecina de
un aproximadamente de 1 metro de alto, tallo ramificado con ramas delgadas y
flexibles que posee un olor muy caracteristico. Posee hojas blancas a gris — verde
pinnadas con subdivisiones lobuladas y angostas ademas flores distribuidas en
todo el tallo, color amarillento, agrupadas de forma de racimo. Florecen justo en

épocas de verano y otofio; en un clima célido y templado.?

En la comunidad, es usado para tratar enfermedades hepaticas y nerviosas, actia
a nivel de la matriz del utero ayudando asi a los trastornos menstruales ademas
relaja el musculo liso disminuyendo los colicos, patologias gastrointestinales (como
la diarrea, gases, gastritis, parasitos, indigestion, célicos); estimula la secrecion
biliar permitiendo una accion descongestiva, estimula todas las funciones del
higado y secrecion gastrica. Ademas, es utilizada para desinfectar heridas, tratar
inflamaciones en diferentes sistemas. Por otro lado, en la parte doméstica es usado

como insecticida contra la polilla. 28

En la planta Artemisia absinthium se han identificado compuestos quimicos entre

ellos: lignanos, poliacetilenos y flavonoides entre otros. En infusiones de las hojas

de Artemisia absinthium se han encontrado ademas dos cumarinas con accién

alelopatica y aminoéacidos. 2



Artemisia absinthium tiene una composicion quimica variada, entre ellos los
compuestos responsables del sabor amargo como las lactonas sesquiterpénicas.
Por otro lado, cuando la planta se encuentra en floracién brinda la maxima
concentracion del aceite esencial. El aceite esencial estd compuesto principalmente
de (a + B) tuyona (70%) ademas de absintol (1.3%), se encontraron en minimas
cantidades: anabsintina, absintina, artamaridina matricina, fitosterol, artamarina
taninos acidos, artamarinina, artemetina, acidos nicotinico carotenoides, y
palmitico, quebrachitol y pequefias cantidades de vitamina C. Las partes verdes
(hojas y tallo) contienen glucosido que es la lactosa y la semilla seca que contiene:
grasa (33.4%), ceniza (6.6 %) y proteina (25.8%).%’

El aceite esencial de las plantas es producto del metabolismo secundario ademas
€S una combinacion sustancias aromaticas y componentes volatiles que se

encuentran en las diferentes partes como flores, hojas, tallo, raices. 28

En cuanto al mecanismo de accién como antimicrobiano que ejercen los
compuestos aromaticos, éste ocurre sobre la membrana citoplasmatica, alterando
la estructura y su funcion, esto se debe a la accion sobre el peptidoglicano,
ocasionando la separacion de la membrana celular mediante la separacion de los
lipidos; lo que hace la membrana méas permeable, permitiendo la filtracion de iones

y otros contenidos celulares. 2°

Las bacterias del género Staphylococcus son cocos gram positivos inmaviles,
productores de coagulasa y que llega a medir entre 2 a 0.5 um, es anaerobio
facultativo y aerobio, su nombre viene porque se presentan en grupos de racimos
irregulares (racimos de uva). El S. aureus posee la capacidad de convertir el

fibrindgeno a fibrina mediante una enzima de superficie llamada coagulasa. °

En muchos microorganismos la composicion de la pared celular es: peptidoglicano
y los acidos teicoicos. Los acidos representan el 40% de la pared y el 60% lo
compone el peptidoglicano, este es el encargado de dar la estabilidad y forma a la
bacteria. El S. aureus crece en medio selectivo que es el agar sal manitol, pero

también puede ser cultivado en agar chocolate y agar sangre. *°



Staphylococcus aureus causa diversas enfermedades como endocarditis, infeccion
del sistema nervioso central, infecciones tejido blando y piel. La Oxacilina (beta-
lactamicos) es el gold estandar para las infecciones por Staphylococcus aureus, en
cambio cuando se observa sensibilidad a meticilina, se pueden utilizar otros
farmacos como: Cotrimoxazol, Daptomicina, Linezolid, Vancomicina, los cuales son

utilizados de acuerdo a la gravedad de la invasion estafilococica. 3!

Oxacilina pertenece a los antibidticos beta-lactdmicos, pertenece al grupo las
isoxazolil penicilina, es un bactericida que inhibe la sintesis de la pared bacteriana.
Su actividad es de amplio espectro por lo que también actla sobre las bacterias

gram positivas tales como: S. pyogenes y S. pneumoniae. 32

[l. METODOLOGIA

3.1. Tipoy Disefio De investigacion:

Tipo de estudio: Basico 33
Disefio de investigacion: Experimental de estimulo creciente con repeticiones

multiples, post prueba. 3 (Anexo N°01)

3.2 Variables y Operacionalizacion de variables (Anexo N°02)

Variable Independiente: Agente bactericida.
e No farmacoldégico: El aceite oleoso de Artemisia absinthium, con
concentraciones 100%, 75 %,50%,25%.
e Farmacoldgico: Oxacilina sodica a 1ug.

Variable Dependiente: Efecto bactericida. Segun criterios de CLSI 2°

e Con efecto: 213 mm del halo de inhibicion.

e Sin efecto: <13 mm del halo de inhibicién.

3.3. Poblacion, muestray muestreo

Poblacion: Las cepas estandar de Staphylococcus aureus ATCC 25923.



e Criterios de inclusion: Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 con
evidencia de crecimiento bacteriano de 24 horas de cultivo.

e Criterios de exclusion: Cultivos inertes y cultivos contaminados, que no
evidencia desarrollo microbiano. Planta no expuesta a herbicidas o
fungicidas.

Muestra: La muestra se calculd6 mediante la formula para comparacion en dos
promedios.3® Obteniéndose una muestra de 10.78 pero se consideré aproximar a
11 repeticiones por cada grupo a analizar. (Anexo N°03)

Muestreo: Probabilistico, aleatorio simple.3®

Unidad de analisis: Cada colonia de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Unidad de muestreo: Cada placa petri con los cultivos de las cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos:

La técnica: La observacion de campo del crecimiento bacteriano de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 en las placas petri, ademas de la medicion de

los halos inhibitorios.3?

Instrumento de recoleccion de datos: Se elabor6 una ficha de campo para
recoleccion de datos por el investigador, en dicha ficha se registr6 la medida de
halos inhibitorios por cada dilucibn mencionada anteriormente en la cantidad de

placas petri seleccionadas. (Anexo N°04)

Validez y confiabilidad del instrumento: El instrumento ha sido revisado
mediante la técnica de juicio de especialistas.*® El equipo fue conformado por 1
bidlogo y 2 médicos (Anexo N°05) quienes garantizaron la utilidad del instrumento

para poder registrar la informacion obtenida.



3.5. Procedimientos: Se considero los siguientes pasos: (Anexo N°06)

a. La identificacién taxondmica de la planta se realizdé en el Herbario de la

Universidad Nacional de Trujillo.

b. El aceite esencial de Artemisia absinthium, se obtuvo mediante el método de

destilacion por arrastre con vapor que dura aproximadamente una hora.3"3
39

c. Se utiliz6 el medio de cultivo Muller- Hinton para cultivar las cepas de S.
aureus ATCC 25923 de acuerdo a las normas Center for the Study of

Language and Information (CLSI). 4941

d. Seinvestigo la susceptibilidad antibacteriana midiendo los halos inhibitorios
basandonos en CLSI lo cual establece sus propias normas Yy

procedimientos.®

3.6. Método de analisis de datos

La informacion se transcribié en la ficha de recoleccion de datos en Excel para luego
ser procesada mediante programa SPSS version 26 para Windows. Luego, para el
andlisis estadistico se aplico andlisis de varianza ANOVA y para la diferencia
significativa entre los halos de inhibicion se usoé la prueba de homogeneidad post

ANOVA de Tukey para determinar la eficacia antibacteriana.®® (Anexo 07)

3.7. Aspectos éticos

Esta investigacion se realizo teniendo en cuenta las pautas para evitar el dafio al
ambiente. También se tuvieron en cuenta las normas de bioseguridad de la OMS #
relacionadas a la disposicion de residuos en los laboratorios de microbiologia.
(Anexo N°08)

Se cumplié con los criterios para la proteccién de la biodiversidad establecidos en

la Ley forestal y de fauna silvestre, Ley N° 29763, en su articulo 24.*3 (Anexo N°09)
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V. RESULTADOS

Tabla 1: Datos descriptivos de las medias de los halos de inhibicion del extracto

oleoso de Artemisia absinthium contra Staphylococcus aureus ATCC 25923,

confrontado con oxacilina in vitro

95% del intervalo de

confianza para la Minimo Méximo
Medi Desviaci media
. edia esviacion
Tratamiento N (mm) estandar
Limite Limite
inferior superior
Oxacilina 1 pg 11 42,4545 1,03573 41,758 43,1504 41,00 44,00
DEOA 25% 11 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DEOA 50% 11 2,0000 3,43511 0,307 4,3077 0,000 8,000
DEOA 75% 11 13,1818 0,98165 12,522 13,8413 11,00 14,00
DEOA 100% 11 21,3636 1,12006 20,611 22,1161 19,00 23,00

Fuente: Reporte SPSS Vs 25
(*) Diluciones de extracto oleoso de Artemisia absinthium (DEOA)
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Tabla 2: Andlisis de varianza (ANOVA) de las medias de los halos de inhibicién del
extracto oleoso de Artemisia absinthium contra Staphylococcus aureus ATCC

25923, confrontado con oxacilina in vitro

Suma de Media .
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
0,000
Entre grupos 5018,424 2 2509,212 2287,403
Dentro de grupos 32,909 30 1,097
Total 5051,333 32
Fuente: Tabla 1 y reporte SPSS Vs 25 p= 0,000
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Tabla 3: Analisis post ANOVA de Tukey, de las medias de los halos de inhibicién

del extracto oleoso de Artemisia absinthium contra Staphylococcus aureus ATCC

25923, confrontado con Oxacilina in vitro

Subconjunto para alfa = 0.05

_Agent(_a Concentracion N
antibacteriano
1 2 3

Artemisia 750 11 13,1818
absinthium 0 ’

Artemisia 100% 11 21,3636
absinthium

Oxacilina 1 pg 11 42,4545

Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Fuente: Tabla 1 y reporte SPSS Vs 25
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50,00
40,00

30,00

20,00 é

Halos de inhibicion (mm)

10,00

=

100% 5% 50% Cxacilina

Concentracioén

Fuente: Tabla 1 y reporte SPSS Vs 25

Figura 1: Distribucién de las medias de los halos de inhibicion del extracto oleoso
de Artemisia absinthium a diferentes concentraciones contra Staphylococcus

aureus ATCC 25923, confrontado con oxacilina in vitro.
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V. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion experimental, se evaluo el efecto bactericida
del extracto oleoso de Artemisia absinthium a concentraciones de 100%, 75 %,
50%, 25% contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 comparado con oxacilina
1ug, realizando 11 repeticiones por grupo estudiado, los resultados observados

fueron:

En la tabla 1 se muestran las medias de los halos de inhibicién de las diferentes
concentraciones de Artemisia absinthium, donde se observa que las
concentraciones al 25% y 50% no evidencian efecto inhibitorio; las concentraciones
al 75 y 100% tuvieron mejor efecto. Al 75% la media de inhibicion fue de 13,18 mm
(DS: 0,98165, 1IC95% 12,5223 - 13,8413, rango: 11.00 a 14.00 mm), al 100% fue de
21,36 mm (DS 1,12006, 1C95% 20,6112 - 22,1161, rango 19,00 a 23,00 mm),

evidenciando accién bactericida segun los criterios del CLSI (213 mm). Oxacilina

mostré mejor efecto inhibitorio con 42,45 mm DS 1,0353 IC 95% 41,7587 — 43,1504,
rango: 41,00 — 44,00 mm.

Tabla 2, para el analisis estadistico, se considero solo las diluciones del extracto
oleoso de Artemisia absinthium al 75 y 100% separando las concentraciones del 25
y 50% que no evidenciaron efecto antibacteriano. Después de realizar las pruebas
de homocedasticidad (p>0.05, Anexo N°10) se realiz6 el analisis de varianza
(ANOVA) de las medias de los halos de inhibicion en el estudio, obteniéndose la
p=0.000, evidenciado que existe diferencia altamente significativa entre las medias

de los halos de inhibicién.

Tabla 03, representa el andlisis post ANOVA de Tukey, de las medias de los halos
de inhibicion en donde se observa que la oxacilina tiene mejor efecto inhibitorio,
seguida por Artemisia absinthium contra Staphylococcus al 100%, estos resultados

se evidencian mejor en la Figura 01.
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Los estudios de otros autores, analizan los extractos etanolicos u oleosos de la
plantas, evidenciando que sus resultados son semejantes alos del presente estudio
asi tenemos: Maslova et al °con el extracto etandlico de las hojas al 100% (17.6
mm) y el extracto de las flores (16 mm), Satorov!! extracto de etanol (15 mm), Reza
et al 1’ (14,4 mm), con CMI de 666 mg / ml (14,9 + 1,91 mm) y 750 mg / ml (17,4 +
1,15 mm), Barrios et al. 2! con aceite etéreo al 100% (12.3 a 19.5 mm), Baykan et
al*® el equivalente de a-tocoferol del extracto (5.87 = 0.17 mm) y Aquino 22 aceites
esenciales, a la concentracion: 1ul, con 81.25 % de inhibicién (p= 0.0001) y
Stankovi¢ * CMI entre 4.72 a 93.2 mg/mL.

Otros autores evidencian mayor efecto inhibitorio de Artemisia absinthium:
Taherkhani et al 8 32 mm, CMI 1mg/ml y una concentracion bactericida minima 2.5
mg/ml y tiempo de reduccion de valor D-decimal de 8.21 minutos, Valverdel® con
aceites esenciales (31,57 pug/ml). Ez zoubi et al 1#(25 + 1,4 mm), Msaada et al*® (25
+ 1,13 mm). Cerén'? también demuestra el efecto antimicrobiano contra
Streptococcus mutans de los extractos hidroalcoholicos 15% (7,9 mm = 0,788 mm)
y 30% (12,3 mm £ 0,923 mm).

Ez zoubi et al * manifiestan que al tener la planta entre sus compuestos “tuyona”
esta seria un elemento importante en su eficacia antibacteriana. De igual forma
Baykan et al*® manifiestan que los efectos de los aceites esenciales se deben al alto
contenido de a-tuyona. Y Taherkhani et al '® encontraron mediante cromatografia
gue en el aceite esencial de las hojas de Artemisia absinthium, en su mayoria
contienen: 1,8-cineol (36,46%), borneol (25,99%) y alcanfor (10,20%), observé que

el tiempo de exposicion al aceite influye para completar el efecto bactericida.

Reza et al 1’ consideran que la falta de membrana citoplasmética en las bacterias
positivas facilita el ingreso de aceite esencial produciendo aumento de la
permeabilidad i6nica y componentes celulares internos, dafiando asi el sistema

enzimatico.

En relacion a los efectos antimicrobianos de la planta, Stankovi¢ 12 considera que

16



los aceites esenciales de la planta pueden contribuir como agentes efectivos contra
la resistencia bacteriana. Msaada et al'® indican que la composiciéon quimica y el
efecto antioxidante y antimicrobiano de los extractos de ajenjo, es dependiente de
la zonay ello afectaba la respuesta ante los microorganismos. Asi mismo, Alvarado
et al.?° consideraron evaluar si la altitud en la que se desarroll6 |a planta alteraba el
resultado antibacteriano de la planta, encontrando que esta no afecté su actividad

bacteriana.

La teoria concuerda con Ez Zoubi et al'* Baykan et al'® y Taherkhani et al '8
quienes observaron que en el aceite esencial de las hojas de Artemisia absinthium
se encuentra un compuesto importante que es la alfa- Tuyona encargada del efecto
antimicrobiano sobre la membrana plasmatica que altera el peptidoglicano

ocasionando alteracion.
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VI.

VILI.

CONCLUSIONES

El extracto oleoso de Artemisia absinthium mostré efecto inhibitorio contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Los extractos oleosos de Artemisia absinthium al 25 y 50% no evidencian
efecto inhibitorio contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Los extractos oleosos de Artemisia absinthium al 75 y 100% tienen mejor
efecto inhibitorio contra Staphylococcus aureus ATCC 25923.

La oxacilina tiene mayor efecto inhibitorio sobre la cepa estudiada.

RECOMENDACIONES

Evaluar en diferentes altitudes y suelos a Artemisia absinthium para
determinar si existe variacion en sus componentes bioactivos y si el efecto

bactericida se modifica.

Ampliar la investigacion sobre el efecto antimicrobiano en otras bacterias

gram negativas, gram positivas y hongos.

Promover la investigacion, en la identificacién de los principios activos de
Artemisia absinthium a fin de evaluar otras aplicaciones que pueden ser

utiles en medicina complementaria.
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ANEXOS

ANEXO N°01: DISENO DE INVESTIGACION

RGl1 X1 01

RG2 X2 02

RG3 X3 03
RG4 X4 04
RG5 X5 05

RG6 X6 06
Estableciendo:
RG: Conjunto de investigacion
X1: Dilucién 100% de aceite oleoso de Artemisia absinthium.
X2: Dilucion 75% de aceite oleoso de Artemisia absinthium.
X3: Dilucion 50% de aceite oleoso de Artemisia absinthium.
X4: Dilucion 25% de aceite oleoso de Artemisia absinthium.
X5: Control positivo: Oxacilina sddica 1ug
X6: Dimetil Sulféxido

0: Lecturas de diametro del halo de inhibicion



ANEXO N°02: MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

. . ESCALA
DEFINICION DEFINICION
VARIABLE INDICADORES DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL i
MEDICION
Elemento que altera las | El estudio de
V.I: estructuras de una | Artemisia
Agente bacteria  alterando  su | absinthium “ajenjo” RG1
Bactericida | capacidad de | sera fraccionada RG?
supervivencia, inhibiendo | en 6
el desarrollo, ya sea | concentraciones. RG3 o
. o Cualitativa
directa o indirectamente. ** | 100% _
75 o RG4 nominal
.. | 50%
Agente no farmacoloégico: 2504 RGS
aceite oleoso de Artemisia
absinthium “ajenjo” Oxacilina sédica RG6
Agente farmacoldgico: DMSO
Oxacilina sddica.
Es la accion que ejerce el | Se considera
agente antibacteriano, segun CLSI. * Con efecto: >13
V.D. para eliminar o inhibir las e Sensible’ >13
bacterias en un momento mm.
Efecto determinado, con dosis ya mm o
. . ) ) Cualitativa
bactericida | establecidas. *° e Intermedio: Sin efecto: _
. nominal
Se medira a traves del 11-12mm <13mm.

incremento del halo de
inhibicion mediante la

técnica de Kirby Bauer. %

e Resistente: <

10mm




ANEXO N°03: TAMANO DE MUESTRA

Se realiz6 mediante la férmula para comparaciéon en dos promedios.3®

- (Zx2+2Zp)°2S?
(X1 —X2)2

n

En donde:
Za: 1,96 34

Zp: 0,842 3

X1: 13 mm Diametro del halo de inhibicion de la oxacilina. °

X2: 12,3 mm Diametro del halo de inhibicién del aceite oleoso Artemisia
absinthium.?

o: 0,58 mm.?

n=10.78

Se considerd aproximar a 11 repeticiones por cada grupo a analizar.



ANEXO N°04: INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Los datos obtenidos fueron registrados en la siguiente ficha de recoleccion:

ZONA DE INHIBICION (mm)

EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE PALTA
N° OXACILINA | DMSO
100% 75% 50% 25%

1 22 13 7 0 42 0
2

19 12 0 0 43 0
3

21 14 0 0 43 0
4

22 13 0 0 44 0
5

22 14 0 0 42 0
6

21 14 8 0 41 0
-

20 14 7 0 44 0
8

22 13 0 0 42 0
9

21 13 0 0 42 0
10

23 11 0 0 43 0
11

22 14 0 0 41 0




ANEXO N°05: VALIDACION DE INSTRUMENTO

ucv

r——
UNIVERSIDAD
CESAR VALLEID

FICHA DE EVALUACION INSTRUMENTO POR EXPERTO

ek Df,m:l;mé" i CRITERIOS DE EVALUACION DE LOS ASPECTOS ESPECIFICOS
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
instrumento realmente la importante, es relacion légica | fdcilmente, es | misma dimension
refleja el variable, y con decir, debe ser | con la dimension | decir, sus bastan para
frem | contenidodela | cuanta eficacialo | incluido) o el indicador sintdcticas y obtener la
variable que se | hace) que estd semdnticas dimension de esta)
pretende medir) midiendo ) son
adecuadas)
S NO S NO Si NO Sl NO Sl NO Si NO
1 X X X X X X
2 X X X X X X
3 X X X X X X
CRITERIOS DE EVALUACION DE LOS ASPECTOS GENERALES Sl | NO OBSERVACIONES
El instrumento contiene instrucciones claras y precisas para responder X
la ficha de cotejos
Los items permiten el logro del objetivo de la investigacion X
Los items estan distribuidos en forma légica y secuencial X
El ndmero de items es suficiente para recoger la informacién. En caso X
de ser negativa la respuesta sugiera los items a afiadir

VALIDEZ

APLICABLE l X ' NO APLICABLE l

, APLICABLE TENIENDO EN CUENTA OBSERVACION

Validado por:

Fecha: 05 de mayo 2020




ANEXO N° 06: PROCEDIMIENTO

: o : la
1. La identificacion taxondmica de la planta se realizé en el Herbario de

Universidad Nacional de Trujillo.

Universidad Nacions! 86 lm,u."u '

I’,,gmw. THUNRAIASE (K5} i

"a 50458

l TRUJNLO - PERU

UNIVERSIDAD NACIONAL DE P \
TRUITLLO FHUTE
TUNT Y MERBARIUM TRUXILLENSE grury 5, J
UNT FLORA PERUANA pN

Familla: Asteracene
Nembre Clentifico: Aremisia absimthium L
\

Z N. Valgar:  “aienjo” Det. Por: Herbanc 1T
it Hibbo: Hierba esténil de ca 030 m de alo, bojes y tallos blanquecinos.
l : - Pro de la ciucdad de H;
S Prov.: Husmackuco Reghin/Dpto.: La fibernad
. = Hibitat: Chacras de cultive, sielos negros
S AMitud: 3110 msnm
v

Fecha: 250072020

Colector: Maria Potromila De L Cruz Ortiz N%an

Facultad de Medicinn, Ciencins Medicas, Universidad Privita César Valleyo
Teaks: “Efecto hoctencida del extructo oleoss de Artemivi absinthium comtra
| Staphyiococcus aureus ATCC 25923 confrontado con Oxacilina, 15 vitro”



2. El aceite esencial de Artemisia absinthium, se obtuvo mediante el método de

destilacion por arrastre con vapor que dura aproximadamente una hora.3”
38,39

A. Tratamiento de la muestra: Las plantas de Artemisia absinthium “Ajenjo”
se obtuvieron en la provincia de Huamachuco, en un aproximado de 10 kg y
se llevo al laboratorio, para que se pueda seleccionar las hojas con buenas
condiciones para poder obtener la “muestra fresca” (MF). La MF se lavd
con agua destilada clorada y se llevé a un horno a 30-35°C por 3-4 dias
donde se deshidraté. Después, se sac6 las hojas secas manualmente hasta
obtener  particulas muy
pequefias y reservar
alimentandose
herméticamente en bolsas
negras. A esto se le
consider6 como “muestra
seca” (MS).

B. Obtencidn del Aceite Esencial: El aceite esencial de Artemisia absinthium
“Ajenjo” se obtuvo por el método de arrastre de vapor de agua; para ello, en
un balén de 2 L se coloc6 1,5 L de agua destilada y en un balén de 4 L se
colocé la muestra seca hasta que se llene las 3/4 partes del balén. Ambos
balones se taparon herméticamente y estuvieron conectados a través de un
ducto. Al mismo tiempo el balén con la MS estaba conectado a un
condensador recto (refrigerante), el cual desemboca en un embudo
decantador tipo pera. Asi, el balén con agua se calenté con una cocina
eléctricay el vapor de agua paso a través del ducto hacia el balén con la MS
y arrastré los componentes fitoquimicos (incluido los lipidos). Este vapor se

dirigio hacia el condensador en donde se convirtio en liquido que fue dirigido



por el decantador tipo pera. Este liquido se dividio en dos fases, y quedo el
aceite en la superficie por diferencia de densidades. Este proceso se realizd
en 2 horas. De este modo, se obtuvo el Aceite Esencial (AE) considerado al
100%; el cual, se coloc6 en un frasco de vidrio ambar y se reservé a 4°C

hasta su utilizacion.

DESTILACION POR CORRIENTE DE VAPOR

Vapor esenciales

"

b |||\

Agua y materia
vcm:(il

Vapor de agua y aceites l Agua fria

Agua culicute

—

Accites esenciales

|

Agua y accites

esenciales :
— |
g
Agua




3. Se utilizé el medio de cultivo Muller- Hinton para cultivar las cepas de S.
aureus ATCC 25923 de acuerdo a las normas Center for the Study of
Language and Information (CLSI). 3°4° Se utiliz6 agar Muller-Hinton como
medio de cultivo. Se prepard un medio para 11 placas Petri. Este medio de
cultivo se esterilizé en la autoclave a 121°C por 15 minutos. Después, se
colocé en Placas Petri estériles de plastico desechables, 18-20 ml por cada

placa, y se dejé reposar hasta que se solidifique completamente.

A. Preparacion del in6culo:

El in6culo se preparé colocando 3-4 ml de suero

fisiologico en un tubo de ensayo estéril, al cual se le
adiciona una alicuota Staphylococcus aureus,
cultivado por 24 horas, de tal modo que se observo
una turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala de
McFarland (1,5 x108 UFC/ml).

B. Siembradel microorganismo:

Se sembrdé el microorganismo Staphylococcus

aureus, embebiendo un hisopo estéril en el in6culo y
deslizandose sobre toda la superficie del medio de
cultivo en las Placas Petri (siembra por estrias en
superficie); de tal modo, que el microorganismo

gued6 como una capa en toda la superficie.




C. Preparaciéon de las concentraciones del aceite esencial (AE):

A partir del AE, se prepard 4 concentraciones
(100%, 75%, 50% y 25%) utilizando como

solvente Dimetilsulfoxido (DMSO); para ello, se

roturaron 4 tubos de ensayo estériles con las 4
concentraciones y se coloco 750 pyL de AE y 250
pL de DMSO al tubo de 75%, 500 pL de AE y 500
puL de DMSO al tubo de 50%, y 250 pL de AE y
750 pL de DMSO al tubo de 25%.

D. Preparacion delos discos de sensibilidad con AE:

A partir de cada una de las concentraciones, se
coloc6é 10 pyL en cada disco de papel filtro
Whatman N° 1 de 6 mm de diametro, previamente
esterilizados. Se tomo6 10 yL de AE al 25% y se
coloco en un disco, 10uL de AE al 50% en otro |
disco, 10 pL de AE al 75% en otro discoy 10 pL
de AE al 100% en otro disco. Esto se repitio por

11 veces.




E. Confrontacion del microorganismo con el agente

antimicrobiano:

Con la ayuda de una pinza metdlica estéril, se tomé
los discos de sensibilidad preparados, uno de cada
concentracion con AE, y se coloco en la superficie
del agar sembrado con el microorganismo
Staphylococcus aureus, de tal modo que quedaron
los discos (uno de cada concentracion) a un cm del
borde de la Placa Petri y de forma equidistante.
Adicionalmente, se colocd el disco con Oxacilina 1ug
(control positivo). Se dejé en reposo por 15 min y
después las placas se incubaron de forma invertida
en la estufa a 35-37°C por 18-20 horas.

Se investigo la susceptibilidad antibacteriana midiendo los halos inhibitorios
basandonos en CLSI lo cual establece sus propias normas vy
procedimientos.® La lectura se realiz6 observando y midiendo con una regla
Vernier, el diametro de la zona de inhibicion de crecimiento microbiano. Esta

medicion se realizO para cada una de las

concentraciones de AE de Artemisia absinthium
‘Ajenjo” y para la Oxacilina. Se interpret6 como
sensible o resistente, segun lo
establecido en CLSI.



ANEXO N°07: ANALISIS ESTADISTICO

Resumen de procesamiento de casos

Casos
Valido Perdidos Total
Porcent Porcent Porcent
Concentracién N aje N aje N aje
[ [ [ [ [

1 11 100,0% 0 0,0% 11 100,0%

75 11 100,0% 0 0,0% 11 100,0%

100 11 100,0% 0 0,0% 11 100,0%

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Concentraci Estadisti Estadisti
on co gl Sig. co gl Sig.
I I I I I
Hal 1 0,215 11 0,165 0,904 11 0,205
o]
75 0,252 11 0,049 0,803 11 0,010
100 0,260 11 0,036 0,890 11 0,141

a. Correccion de significacion de Lilliefors



Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de

Levene g1 gl2 Sig.
I
Halo Se basa en la media 0,167 2 30 0,847
Se basa en la mediana 0,047 2 30 0,954
Se basa en la mediana 'y 0,047 2 26,632 0,954
con gl ajustado
Se basa en la media 0,143 2 30 0,868

recortada




Variable dependiente: Halo

Comparaciones multiples

HSD Tukey
Intervalo de confianza al 95%
Diferencia

0} J) de medias Desv. Limite Limite
Concentracion Concentracion (1-J) Error Sig. inferior superior
1 75 29,27273" 0,44660 0,000 28,1717 30,3737

100 21,09091" 0,44660 0,000 19,9899 22,1919
75 1 -29,27273" 0,44660 0,000 -30,3737 -28,1717

100 -8,18182" 0,44660 0,000 -9,2828 -7,0808
100 1 -21,09091" 0,44660 0,000 -22,1919 -19,9899

75 8,18182" 0,44660 0,000 7,0808 9,2828

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



ANEXO N°08: NORMAS DE BIOSEGURIDAD PARA EL TRABAJO EN
LABORATORIO

El personal involucrado en los diferentes procesos aplicé las medidas de

bioseguridad establecidas en las Normas de bioseguridad. 42

1. Se uso en todo momento batas o uniformes especiales para el trabajo en el
laboratorio.

2. Se us6 guantes protectores apropiados para todos los procedimientos que
estuvieron en contacto directo o accidental con sangre, liquidos corporales y
otros materiales potencialmente infecciosos o animales infectados.

3. Una vez utilizados, los guantes se retiraron de forma aséptica y a
continuacion se lavaron las manos.

4. El personal se lavé las manos después de manipular materiales y animales
infecciosos, asi como antes de abandonar las zonas de trabajo del
laboratorio.

5. Se usaron gafas de seguridad, viseras u otros dispositivos de proteccion
cuando sea necesario proteger los 0jos y el rostro de salpicaduras, impactos
y fuentes de radiacion ultravioleta artificial.

6. Prohibido el uso de las prendas protectoras fuera del laboratorio, por
ejemplo, en cantinas, cafeterias, oficinas, bibliotecas, salas para el personal
y bafios.

No se uso calzado sin puntera.

8. En las zonas de trabajo estaba prohibido comer, beber, fumar, aplicarse
cosméticos o manipular lentes de contacto.

9. Estaba prohibido almacenar alimentos o bebidas para consumo humano en
las zonas de trabajo del laboratorio.

10.La ropa protectora de laboratorio no se guardd en los mismos armarios o

taquillas que la ropa de calle.



ANEXO N°09: Ley Forestal y de Fauna Silvestre
LEY N° 29763

Articulo 4. Patrimonio forestal y de fauna silvestre de la Nacion 43

El patrimonio forestal y de fauna silvestre de la Nacién esta constituido por lo

siguiente:

a. Los ecosistemas forestales y otros ecosistemas de vegetacion silvestre.

b. Los recursos forestales y de fauna silvestre mantenidos en su fuente.

c. La diversidad biolégica forestal y de fauna silvestre, incluyendo sus recursos
genéticos asociados.

d. Los bosques plantados en tierras del Estado.

e. Los servicios de los ecosistemas forestales y otros ecosistemas de vegetacion
silvestre.

f. Las tierras de capacidad de uso mayor forestal y tierras de capacidad de uso
mayor para proteccion, con bosques o sin ellos.

g. Los paisajes de los ecosistemas forestales y otros ecosistemas de vegetacion

silvestre en tanto sean objeto de aprovechamiento econémico.

Las plantaciones forestales en predios privados y comunales y sus productos se
consideran recursos forestales, pero no son parte del patrimonio forestal y de fauna

silvestre de la Nacion.
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