UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE MEDICINA

Eficacia antibacteriana de Origanum vulgare, Thymus vulgaris y
Caesalpinia spinosa sobre Escherichia coli BLEE comparado con
meropenem.

TESIS PARA OBTENER EL TiTULO PROFESIONAL DE:

Médico Cirujano

AUTOR:

Jara Rubio, Kevin Arnold (ORCID: 0000-0002-9232-6088)

ASESORES:

Dra. Goicochea Rios, Evelyn Del Socorro (ORCID: 0000-0001-9994-9184)

Dra. Otiniano Garcia, Nelida Milly (ORCID: 0000-0001-9838-4847)
Mg. Polo Gamboa Jaime Abelardo (ORCID: 0000-0002-3768-8051)

LINEA DE INVESTIGACION:

ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y TRANSMISIBLES

TRUJILLO - PERU
2020


https://orcid.org/0000-0002-9232-6088
https://orcid.org/0000-0001-9994-9184
https://orcid.org/0000-0002-3768-8051
armas
Texto tecleado
Médico Cirujano

armas
Texto tecleado
TESIS PARA OBTENER EL TÍTULO PROFESIONAL DE:


DEDICATORIA

A mis padres, por haber depositado su confianza, esfuerzo y sacrificio en mi y
brindarme el apoyo incondicional para mi formacion como persona y de manera
profesional.

A mi hermano, por ser el complice perfecto de muchas aventuras y el mejor amigo
gue puedo tener, ademas de ser mi soporte emocional y académico durante toda

mi vida.

A mi hija, por ser el motivo mas grande de las cosas que haré de ahora en
adelante.



AGRADECIMIENTO

A Dios, por darme la vida, una familia unida y maravillosa y por darme la
oportunidad de ser padre. El es quien conoce mi manera de ser y sabe por lo que
pasé para llegar hasta este momento.

A mi familia por haberme apoyado en el proceso de mi formacion personal y
académica.

A mis asesores, ya que fueron la guia para poder realizar este trabajo y de esa
manera ayudarme a subir un escalén mas en mi formacién profesional.

A los amigos de universidad, quienes de alguna manera brindan su apoyo dia a
dia para que de esa manera juntos lleguemos a la etapa final de nuestra
formacion académica.

A todos los docentes que estuvieron en cada ciclo de mi formacién profesional, ya
gue gracias a sus exigencias y consejos pude llenar vacios y dudas tanto en lo
personal como académico.



INDICE DE CONTENIDOS

. INTRODUCCION ... ettt 1
. MARCO TEORICO ...ttt ettt e e e e e e et e e e e 4
I, METODOLOGIA .. ettt ettt e et e e e aaas 9
31 TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION .. ..uuieie et 9
32 VARIABLES Y OPERACIONALIZACION: ...ttt et e e eeaeaens 9
33, P OBLACION, MUESTRA .ttt ettt et ettt e et e et e et e et e et e e e ee e ee e reeeneaaenees 10

34. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS, VALIDACION Y

(@30 ]\ L= 1Y = 1Y o P 11
L = =To Te! =l 1| Y 11 = N o TR 11
36. METODOS DE ANALISIS DE DATOS: euettuteaeee e e e e e e et e et e e e e e e e e aeeeaenes 13
B, AP ECTOS ETICOS e tutttnteten ettt et e et et et e ettt e et et e e e e e e e e e e eaenees 13
V. RE SULT AD S ... e e e e 14
V. DISCUSION ..ottt e e e e e e e 17
VI, CONCLUSIONES . ... oo 20
VII. RECOMENDACIONES ... 20
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 21

ANE XS e



Indice de tablas

Tabla 1: Promedios de halos de inhibicibn de aceites esenciales de Thymus
vulgaris, Origanum vulgare y extracto acuoso de Caesalpinia spinosa comparado

(oTo ] 0 aTCT 0] 01T TS o o T PPN 14

Tabla 2: Comparacion de los halos de inhibicion de aceites esenciales de Thymus
vulgaris, Origanum vulgare, extracto acuoso de Caesalpinia spinosa y meropenem

mediante la prueba de anOVa............ccoovviiiii i 15

Tabla 3: Subconjuntos homogéneos de los halos de inhibicion de aceites

esenciales de Thymus vulgaris, Origanum vulgare, extracto acuoso de

Caesalpinia spinosa y meropenem mediante la prueba de tukey......................... 15
Pruebas de normalidad ............cooouuuiiiiiiiii e 28
Prueba de homogeneidad de VarianZas ..............ueieeeiieiiiiieeeeeeiiee e e eeeeennns 28

Comparaciones MUIIPIES ........oooi i 28



indice de gréficos y figuras

FIGURA 1: Comparacion de medias de Thymus vulgaris, Origanum vulgare,

extracto acuoso de Caesalpinia sSpinoSa y MerOPeNeM..........uuuuueeeeeeeeeeeereeeeennnnns 16



RESUMEN

La finalidad de este estudio fue evaluar la eficacia antibacteriana de los aceites
esenciales de Origanum vulgare, Thymus vulgaris y extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa, sobre Eschierichia coli BLEE comparado con meropenem en
estudio in vitro. Material y Métodos: Se hizo mediante un disefio experimental con
repeticiones multiples post Tukey, se utilizd la técnica de observacion directa para
determinar la proliferacion del microorganismo en las placas Petri. Los aceites
esenciales fueron comprados, por la coyuntura actual, de manera segura ademas
de contar con la certificaciébn respectiva y el extracto se obtuvo a través del
machacado de la planta. Respecto a la determinacion de la sensibilidad
antimicrobiana se utilizé6 el método de difusion con discos o método de Kirby -
Bauer. La concentracion de todos los agentes antibacterianos fue al 100%;
meropenem, se utilizé a concentracion de 10 ug el cual fue el control positivo y el
agua destilada de control negativo. El proceso de incubacion se realizé a
temperatura de 37° C y las lecturas se realizaron en las préximas 24 horas.
Resultados: De acuerdo a la prueba Post hoc de Tukey, el aceite esencial de
Origanum vulgare (25.70mm) fue el tratamiento con mayor eficacia, seguido de
meropenem (23.90) y Thymus vulgaris (22.60mm) con eficacia similar. Por ultimo,
el extracto de Caesalpinia spinosa (20.50mm) fue el de menor eficacia (ANOVA, p
= 0,000). Conclusiones: El tratamiento con Origanum vulgare demostro ser mas
eficaz, Thymus vulgaris posee efecto similar al de meropenem y Caesalpinia

spinosa posee la menor eficacia respecto a los anteriores.

Palabras clave: Resistencia bacteriana, meropenem, Thymus vulgaris, Caesalpinia
spinosa, Origanum vulgare, Eschierichia coli BLEE.



ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the antibacterial efficacy of the essential
oils of Origanum vulgare, Thymus vulgaris and aqueous extract of Caesalpinia
spinosa, on Eschierichia coli BLEE compared to meropenem in in vitro study.
Material and Methods: It was made by an experimental design with multiple post
Tukey repetitions, the direct observation technique was used to determine the
proliferation of the microorganism in Petri plates. The essential oils were
purchased, by the current juncture, safely in addition to having the respective
certification and the extract was obtained through the crushing of the plant.
Regarding the determination of antimicrobial sensitivity the method of diffusion
with discs or method of Kirby - Bauer was used. The concentration of all
antibacterial agents was 100%; meropenem, was used at a concentration of 10 ug
which was positive control and negative control distilled water. The incubation
process was carried out at a temperature of 370C and the readings were carried
out in the next 24 hours. Results: According to Tukey's Post Hoc Test, Origanum
vulgare essential oil (25.70mm) was the most effective treatment, followed by
meropenem (23.90) and Thymus vulgaris (22.60mm) with similar efficacy. Finally,
the extract of Caesalpinia spinosa (20.50mm) was the least effective (ANOVA, p X
0.000). Conclusions: Treatment with Origanum vulgare proved to be more
effective, Thymus vulgaris has effect similar to that of meropenem and Caesalpinia

spinosa has the least efficacy compared to the previous ones.

Keywords: Bacterial resistance, meropenem, Thymus vulgaris, Caesalpinia spinosa,
Origanum vulgare, Eschierichia coli BLEE



INTRODUCCION

Con el descubrimiento de los antibiéticos para ser aplicados como terapia
médica, se hizo presente el inconveniente de la resistencia bacteriana, un
proceso escondido, hasta ese momento, para la humanidad, pero viviente a
nivel microbiolégico. Los antibioticos utilizados para el tratamiento en
pacientes que padecen de infecciones, normalmente son réplica o
transformacion de sustancias hechas por los propios microorganismos. Para
subsistir durante millones de afos, estos, tuvieron que desarrollar, en
paralelo, mecanismos que los protejan de otras especies (antibioticos) y
antitoxicos contra los mecanismos de proteccion (resistencia a los

antibiéticos) de esas otras.!

El aumento de casos de bacterias resistentes a tratamiento convencional
genera en un problema en la actualidad, pues la existencia de
microorganismos multidrogo resistentes ha ido incrementando su incidencia.
E. coli BLEE, es el patdégeno resistente aislado con mas frecuencia en
bacteriemias hospitalarias y comunitarias. Las infecciones causadas por este
agente han vivido cambios en su epidemiologia que han demostrado ser de

gran importancia, esto es palpable en el aumento de casos de infecciones.?

A nivel mundial, se ha observado que el 30% de las bacteriemias han sido
ocasionadas por distintos linajes de E coli. BLEE. Respecto a Latinoamérica,
se han documentado con mayor continuidad, se evidencidé que E. Coli BLEE
fue responsable del 47% de las infecciones, cantidades las cuales rebasan los
datos registrados en otras regiones, aquello podria estar relacionado a la
inadecuada administracion de farmacos pertenecientes a la familia de las

cefalosporinas y al tratamiento empirico inapropiado.®

A nivel nacional se evidencio, en un Hospital de nivel 3 en Lima, que el 45,9%
de infecciones fueron causadas por E coli BLEE. EI nimero de casos
registrados en el grupo pediatrico fue 16,3%, versus 31,1% en el grupo de
adultos. Ademas, el 63,6% se registrd en pacientes ambulatorios. Esto

evidencia un problema latente en la realidad nacional.*



Por lo antes mencionado, es importante reconocer otros componentes activos
y sobre todo eficaces contra esta bacteria como por ejemplo el aceite esencial
de Origanum vulgare, “orégano”, cuyos principales metabolitos activos son el
carvacrol y timol. Es una planta muy util y ha sido reconocido por mucho
tiempo como una medicina popular, solo que recientemente se ha empezado
a reportar su intervencion terapéutica potencial como propiedades
antiespasmadicas, antisépticas y tdnicas. Aunque el espectro antimicrobiano
es amplio, por lo que fue motivo de estudio in vitro e in vivo, aun hay falta de
conocimiento respecto a su efectividad en contra de las bacterias multidrogo

resistentes (MDR) obtenidas en pacientes nosocomiales.®

Por otro lado, el aceite esencial de Thymus vulgaris, “tomillo” cuyo metabolito
principal es el timol, ha demostrado tener gran actividad antibacteriana. De
hecho, en muchos estudios realizados con esta planta, se demostré que tuvo
la mejor actividad antibacteriana contra algunas especies de enterobacterias,
especialmente E. coli Sin embargo, hay poca informacién disponible sobre la

actividad antibacteriana contra las cepas BLEE.®

En lo correspondiente al extracto acuoso de Caesalpinia spinosa, “tara”, cuyos
principios activos son la manosa y el galactomanano, ha demostrado tener
una gran actividad antibacteriana sobre Eschierichia coli, pero por el momento

faltan estudios que respalden su actividad contra las cepas BLEE.’

Se propuso como problema de investigacion: ¢Posee efecto antibacterial
Origanum vulgare, Thymus vulgaris como aceites esenciales y Caesalpinia
spinosa como extracto acuoso frente a Escherichia coli BLEE, contrastado

con meropenem, in vitro?

La ejecucion del presente estudio se justifica por el hecho de reflexionar
acerca de la problematica que genera la creciente resistencia que ofrecen los
patdgenos del humano a los antimicrobianos, incluso cuando existan nuevos

tratamientos en reserva. A pesar de ser un problema antiguo, la existencia de



microbios resistentes a tratamientos convencionales y especificos es cada vez
mas frecuente; por ello, en este proyecto de investigacion se busca demostrar
la conducta de Origanum Vulgare, Thymus vulgaris en forma de aceites
esenciales y de Caesalpinia spinosa en forma de extracto como agentes

antibacterianos.

La importancia de este proyecto consiste en instaurar parametros
antibacterianos sobre la eficacia de Origanum Vulgare, Thymus vulgaris como
aceites esenciales y de Caesalpinia spinosa como extracto, respecto a
meropenem, que es el tratamiento gold standard utilizado en el manejo de
afecciones en el tracto urinario, meningitis neonatal, infecciones a nivel del
tracto gastro intestinal, neumonias intrahospitalarias, infecciones o&seas,
colecistitis, afectacion articular, peritonitis, etc., causadas por E. coli BLEE,
convirtiéndose en una de las fuentes principales de bacteriemias. Los aceites
esenciales se obtendran de fuente primaria para la realizacion de este
estudio, con ello, se demostraran las propiedades antibacterianas tanto de los
aceites como del extracto de estas tres plantas medicinales presentes en

nuestra region.®

La hipétesis de investigacion fue: Origanum vulgare y Thymus vulgaris en
forma de aceites esenciales y Caesalpinia spinosa en forma de extracto
acuoso, tienen actividad antimicrobiana sobre Echerichia coli BLEE, frente a

meropenem, en estudio in vitro.

Siendo el objetivo general: Evaluar la actividad antimicrobiana del Origanum
vulgare y Thymus vulgaris como aceites esenciales y Caesalpinia spinosa
como extracto acuoso, frente a Eschierichia coli BLEE contrastado con

meropenem, en estudio in vitro.

Los objetivos especificos: Identificar la actividad antibacterial de Origanum
vulgare en forma de aceite esencial al 100% sobre Escherichia coli BLEE;

Identificar la actividad antibacterial de Thymus vulgaris en forma de



aceite esencial al 100% sobre Escherichia coli BLEE; Identificar la actividad
antibacterial del Caesalpinia spinosa en forma de extracto acuoso preparado
al 100% sobre Escherichia coli BLEE; e Identificar la actividad antibacterial de

meropenem sobre Escherichia coli BLEE.

MARCO TEORICO

Gadisa E et al® (EE. UU. - 2019) estudiaron el efecto microbicida combinado
entre un grupo de 6leos esenciales obtenidos de distintas plantas, entre ellas
Thymus vulgaris contra bacterias resistentes a multiples farmacos (MDR)
como: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y S. aureus resistente a la
metilcilina. El método utilizado fue la microdilucion en caldo. El resultado fue
que al combinar B.cuspidata y T.schimperi como aceites esenciales,
consiguieron un halo inhibitorio entre 20 mm, el estimado de MIC es de 4 + 3
M/ mly MBC (7 £ 6 pl / ml) sobre E. Coli, aunque la susceptibilidad de las
bacterias gram negativas eran un poco menos que las bacterias gran

positivas.

Benameur Q et al® (Espafia - 2018) en su investigacion evidenciaron la
susceptibilidad de BLEE Enterobacteriaceae frente Thymus vulgaris como
aceite esencial (TVEO) y luego cefotaxima en combinacién con TVEO. Dicha
actividad antibacteriana fue investigada por métodos estandar. La interaccion
sinérgica fue determinada por la prueba de tablero de ajedrez. Timol (34.5%),
p-cimeno (22.27%) y linalol (5,35%) fueron los componentes principales
presentes en TVEO. Las cepas identificadas fueron resistentes a mdltiples
farmacos (MDR). TVEO mostro alta actividad contra todas las cepas de MDR
con zonas de inhibicion y valores MIC de 22 mm / 10uL Bey 7 £ 3 pg/ mL,
respectivamente. TVEO en combinacion con CTX mostré una accion sinérgica
contra E. Coli BLEE.

Sakkas et al'® (EE. UU. - 2016) en su estudio investig6 el efecto antibacterial
propio de diferentes plantas frente a bacterias Gram negativas MDR,
resaltando Origanum vulgare. El cual demostr6 su fuerte actividad

antibacteriana, sin embargo. Se hallé que su efecto antibidtico varia segun el



origen de la cepa (silvestre, de preferencia, sensible a medicamentos o
resistente) midiéndose un halo de inhibicion de 30mm. Se debe tener en
cuenta siempre el potencial de los metabolitos activos de los vegetales para el

desarrollo nuevos antimicrobianos.

Hongbin S (EE. UU. - 2008) estudiaron la actividad antibacterial del
Origanum vulgare como aceite esencial, s6lo y sumado a otro farmaco,
obteniendo como resultado que el 6leo posee actividad antibacterial respecto
a E. coli BLEE con una MIC de 2 y asociado a kanamicina su indice de
concentracion inhibitoria fue de 1.5. Se encontré ademas que posee actividad
antibacterial contra E. Coli BLEE mostrando un halo de inhibicion de 17mm,
sin embargo, su asociacion con otros antibiéticos permite mayor sinergia y
reduce en gran medida la dosis efectiva de los antibi6ticos, minimizando los

efectos secundarios.

Cholan K7 (Peru - 2018) investig6 el poder antimicrobial de Caesalpinia
spinosa “taya” en forma de extracto etandlico al inhibir proliferacion de
Salmonella typhi y Escherichia coli en condiciones de laboratorio usando un
disefio en bloques al azar. Para la evaluacion de dicho efecto, se hizo uso del
método de Kirby Bauer modificado,inoculando 50 uL de extracto con
diferentes concentraciones. Se realiz6 el trabajo con apoyo de un control
positivo. Como resultado se logré determinar que mientras mayor sea la
concentracion del extracto etandlico, hay eficiente inhibicion de crecimiento. E.
coli presentd un diametro de inhibiciébn 19.77mm, lo que evidencia que taya,
como extracto, posee actividad antibacterial respecto a E. coli.

Zarate M*? (Per( - 2014) evalu6 la capacidad antimicrobiana de C. spinosa a
través de su extracto etandlico frente a Streptococcus pyogenes y Escherichia
coli, cuyas cepas fueron obtenidas de un hospital nivel 3 en Trujillo. En este
trabajo experimental, analizaron los urocultivos de ochenta pacientes
diagnosticados con infeccion urinaria cuyo agente aislado fue Escherichia coli,
teniendo como resultado que el extracto, en comparacion con amoxicilina,

resultd tener sensibilidad mayor y en comparacion con cotrimoxazol, no se



observaron diferencias. Cuando se comparé con gentamicina, se obtuvo
efecto similar, sin embargo, menor actividad respecto a ciprofloxacino,
concluyendo que el extracto posee actividad antibacterial frente a E. coli con

un halo de inhibicién de 18.95mm, en estudio in vitro.

Shenoy S (Peru - 2014) evalué la actividad antimicrobiana de diferentes
aceites entre los que se encuentra el aceite de Origanum vulgare extraido
comercialmente y los patdgenos nosocomiales resistentes a multiples
farmacos dentro de los cuales se encuentra E. Coli. Entre los resultados se
demostré que dicho 6leo llegéb a mostrar accion antibacterial importante e
incluso mayor que las otras plantas con un MIC de 0.048 y halo de inhibicién
de 22.17+0.75mm, concluyendo asi que posee efecto antibacteriano, ademas,
con los estudios adecuados, estos pueden suponer una disminucién del uso

de los antibi6ticos actuales.

La automedicacion ha ayudado en gran proporcién a que las bacterias tengan
la capacidad de desarrollar resistencia para poder contrarrestar los
mecanismos por los cuales los antibiéticos son efectivos. Por ello, es un
problema latente y que aumenta exponencialmente a nivel mundial,

provocando que los tratamientos convencionales fallen.'#

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), recalca que los microorganismos
han aumentado su capacidad para resistir al tratamiento convencional, lo que
ha resultado en un problema grave de salud publica mundialmente. Si se
quiere preservar la vida humana y animal, las intervenciones politicas y la
colaboracién global son vitales para corregir nuestro entendimiento acerca de
la dindmica de la resistencia bacteriana e informar estrategias de contencién y

mitigacion.*®

Se menciona especialmente que el mecanismo por el cual los aceites
esenciales y sus compuestos volatiles son efectivos, es gracias a que inhiben
las bombas de flujo de salida, con esto, se invierte la resistencia a los

medicamentos en bacterias gram negativas.*®



Los aceites esenciales y extractos tanto acuosos como etanélicos han ido
ganando terreno y siendo tema de interés por sus propiedades
antibacterianas, antivirales e incluso antitumorales, refieren que han
demostrado tener mejor efecto y especificidad como antibacteriano,

superando incluso a las terapias gold standard.’

Origanum vulgare L., conocida como orégano, esta compuesto por carvacrol,
borneol, terpineol, timol y cimeno, también se pueden encontrar acidos
fendlicos, flavonoides, taninos y minerales que se obtienen al utilizar las

partes floridas del Origanum Vulgare. 1819

La fuerte actividad antibacteriana y el amplio espectro de accién que poseen
es lo que se le reconoce como caracteristicas propias del Origanum vulgare,
ademas de sus efectos antiinflamatorios y antioxidantes. Se ha conseguido
evidenciar que el 6leo de Origanum vulgare, posee efecto antibacteriano in
vitro. La forma de administracion de este compuesto es via oral y esta
contraindicado en gestantes e hipersensibilidad cualquiera de sus
componentes, la que se puede manifestar como prurito, edema facial,

disfagia, dificultad respiratoria y disfonia.?%?1

Thymus vulgaris, conocida como tomillo posee partes especificas donde se
encuentran sus propiedades antibacterianas, son la flor y las hojas, las cuales

serviran para obtener el aceite esencial.??

Estd compuesto quimicamente por monoterpenos, monoterpenoles, esteres
terpénicos; fenoles: timol, carvacrol, componentes que le otorgan propiedades
farmacolégicas como  estimulante de la corteza  suprarrenal:
inmunoestimulante, antiinflamatorio, espasmolitico neuroétropo:
parasimpaticolitico (por el timol y carvacrol del aceite esencial) antiinfeccioso,

antimicrobiano.23:24

Caesalpinia spinosa, conocida como taya o tara. Hasta la actualidad se han

llegado a aceptar 2 subgéneros: el primero es subgrupo Caesalpinia L. el cual



crece en oriente, quienes se han Diferenciado por su fruto no alado y el
segundo viene a ser subgrupo Mezoneuron que se encuentran unicamente
racionadas en Europa occidental y de frutos alados. El género Caesalpinia
comprende especies que vienen a ser arboles, considerados trepadores. La

flor tiene hojas en forma de céliz, montados y caedizos. 2526:27.28

El meropenem, perteneciente a la familia de los carbapenems, tiene un gran
espectro de accion, efecto y capacidad para resistir a las B-lactamasas. Por
todo lo antes mencionado, es indispensable para el manejo empirico de
multiples infecciones graves ya sean nosocomiales o incluso algunas de
origen comunitario que son provocadas por bacterias gram negativas

multirresistentes.?°

Su farmacodinamia le permite interrumpir la formacién e integracion de la
pared celular, asi es como promueve la lisis bacteriana, teniendo efecto
bactericida. Dicha interrupcion se lleva a cabo durante la tercera y la Ultima
fase de la sintesis, al mezclar en parejas a las "proteinas fijadoras especificas
de las penicilinas" (PBPs, Penicillin-Binding-Proteins). El valor de estas
proteinas se debe a que son indispensables para la formacion de la pared

celular.30

Este antibiotico, tiene propiedad anfétera, ya que puede atravesar con mucha
facilidad la membrana celular que es donde se une a varios tipos de proteinas
fijadoras de penicilinas teniendo gran afinidad orientado a las de tipo PBP-2 y
PBP-3. Asimismo, el meropenem también posee gran afinidad por las PBP-1a
y PBP-1b que son proteinas que le brindan sostén a la pared bacteriana y al
unirse a estas, genera rapidamente un proceso conocido como lisis
bacteriana, por activacion de autolisinas, que son enzimas proteoliticas
propias de la bacteria. Se desconoce el mecanismo exacto para que se lleve a
cabo activacion enzimatica, los antibiéticos beta- lactdmicos generan un
obstaculo con un inhibidor de las autolisinas. EI meropenem es capaz de

soportar la accion de las beta-lactamasas.3!



Tiene una gran distribucion tisular, incluso llega hasta el liquido
cefalorraquideo. La dosis en la que se logra su efecto antibiético es de 1g
cada 8 horas. Se reportaron cuadros convulsivos y otras reacciones con
afeccion del sistema nervioso central en personas sometidas a tratamiento

con meropenem.3?

METODOLOGIA

31l Tipoy disefo de investigacion

Aplicada, Experimental puro.33

RG1 X1 o1
RG2 X2 02
RG3 X3 03
RG4 X4 04
RG5 X5 05

Dénde:

G1: Origanum vulgare como aceite esencial preparado al 100%.
G2: Thymus vulgaris como aceite esencial preparado al 100%.
G3: Casalpinia spinosa como extracto acuoso preparado al 100%.

G4: Control positivo con Meropenem 10 pg.

G5: Control negativo con agua destilada.

32 Variables y operacionalizacion:

Variable independiente: Agente antibacteriano

No farmacoldgico: Farmacologico:

— Meropenem 10 ug
A Origanum vulgare

(orégano)

B. Thymus vulgaris
(tomillo)

C. Caesalpinia spinosa
(tara)



33

Variable dependiente: Efecto antibacteriano
v Eficaz

v" No eficaz
Operacionalizacién de variables: (Ver Anexo 1)

Poblacion, muestra.

Poblacion: Estuvo conformada por cepas de E. coli BLEE

Criterios de seleccion: Criterios de inclusion:
1. Placas cuyas cepas de Escherichia coli BLEE sean viables.

2. Cepas cultivadas entre 18 y 24 horas.

Criterios de exclusion:
1. Placas que contengan cepas contaminadas.

2. Placas que no muestren evidencia de crecimiento del cultivo.

Tamafo muestra:
Para calcular la muestra con la que se trabajo, se utilizé la
formula de diferencia de medias concerniente a los halos de
inhibicion para computar la cifra de repeticiones por cada
conjunto de experimentacions6.

_(Z x/2+Zp)? 257
(X1 —X2)2

Siendo:
n = Total de placas utilizadas

Z a/2 =1.96.
Z B =0.84.

6 2 = 3 (desviacion estandar)
X1 =16 mm. (medida del halo inhibitorio del meropenem)?’.

X2 =25 mm. (medida del halo inhibitorio de Caesalpinia spinosa)’.

n= 10 placas por cada uno de los grupos a trabajar

Muestreo: Se escogio a través de la técnica de muestreo aleatorio

simple para cada grupo de observacion

Unidad de analisis: Representada por cada cultivo de las cepas de
Escherichia coli BLEE
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34. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos, validacion y
confiabilidad.

v' Se utiliz6 la técnica de observacion de manera directa sobre la

inhibicion de la proliferacion de las colonias de E. coli BLEE.

v El instrumento utilizado fue una ficha, que sirvi6é para recoger los datos
necesarios en este proyecto de investigacion, la misma que cont6 con

la informacion de los principios activos evaluados. (Anexo 2)
35 Procedimiento:

Se realiz6 teniendo en cuenta las normas de bioseguridad.3® (Anexo 4)

a. Los aceites esenciales de Origanum vulgare y Thymus vulgaris fueron
obtenidos de manera comercial de la empresa Ekala debido a la
coyuntura actual. Por lo tanto, contaron con la certificacion respectiva
garantizando asi que las plantas utilizadas y el proceso por el cual se
obtuvieron los aceites fueron los adecuados para su utilizacion en el

presente estudio. (Anexo 5y 6)

Respecto al extracto acuoso de Caesalpinia spinosa conocido también
como extracto crudo se obtuvo a través del machacado del vegetal, el
cual se coloc6 en un mortero previamente esterilizado donde se
machacé la muestra vegetal, adicionalmente se afiadié agua destilada
estéril mezclandose todo el contenido. Luego dicha mezcla fue filtrada
a través de papel de celulosa para ser recogido en un vaso de
precipitacion. Este filtrado se esteriliz6 en filtros bacteriolégicos,
recolectado en frascos de vidrio pequeios previamente esterilizados y
sellados con tapa de goma y se mantuvieron conservados a

temperatura ambiente. (Anexo7)

b. El agar para el cultivo de Escherichia coli BLEE fue Mueller-Hinton.
Se incubd a temperatura de 37 grados centigrados por 18 a 20 horas,
en estufa. Se prepararon cultivos para 10 placas petri, los cuales se
esterilizaron en sistema sometido a presion interna, a 121 grados
centigrados durante 15 minutos. Luego, fue colocado en las placas
Petri previamente esterilizadas y se puso en reposo hasta que el
contenido sea completamente sélido.
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El in6culo se hizo vertiendo suero fisiologico dentro del tubo de
ensayo previamente esterilizado, ademas se agreg6é una muestra del
E. coli BLEE previamente cultivado, de manera que el contenido se

torne turbio.

La determinacion del efecto antibacterial se realiz6 mediante el

método de Kirby — Bauer:

- Se sembrd Escherichia coli, utilizando un hisopo estéril con el que
se tomoO una parte del in6culo y fue aplicado encima de la
superficie sélida del preparado en las placas petri; de manera que
la bacteria cubrié como una pequefa lamina en la superficie del
cultivo.

- Luego se mojo el papel filtro con los preparados obtenidos de las
plantas

- El papel filtro N° 1, fue humedecido con 5 pl de Origanum

vulgare.como aceite esencial.

- El papel filtro N° 2, fue humedecido con 5 yl de Thymus vulgaris
en forma de aceite esencial.
- El papel filtro N° 3, fue humedecido con 5 pl de Caesalpinia
spinosa en forma de extracto acuoso.
- El papel filtro N° 4, fue humedecido con 5 yl de agua destilada.
- Para el control positivo se utilizaron discos de sensibilidad con 10
ug de meropenem.
Se coloco por un periodo de 15 minutos en reposo, luego, de forma
invertida, las placas se incubaron en la estufa a temperatura de 37

grados centigrados por 24 horas.

Luego se realizo6 la lectura utilizando la observacion y las medidas del
diametro del halo inhibitorio se tomaron con una regla especial
(Vernier). Con las medidas previas, se pudo interpretar si existe
resistencia o sensibilidad, de acuerdo a lo estipulado en el Estandar
M100 del CLSI. (Anexo 8)
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36. Métodos de andlisis de datos:

37.

La estadistica descriptiva fue aplicada en el presente proyecto para
analizar la informacion. Ello implicé utilizar medidas de tendencia central
y de dispersion las cuales son el promedio y desviacion estandar
respectivamente, con la finalidad de describir el halo de inhibicion en
cada uno de los tratamientos; asi mismo se utilizo las tablas estadisticas
para comparar los tratamientos que resulten ser eficaces o no. Del
mismo modo la estadistica inferencial se aplicé para la demostracion de
la hipotesis, para ello, se analizaron la normalidad y homogeneidad de
varianzas, comprobando que la informacibn obtenida posee
comportamiento normal y sus varianzas son uniformes, se realizaron
pruebas estadisticas para analizar la varianza (ANOVA), cuyo fin es
evaluar si existen diferencias reveladoras respecto a las medias y
varianzas de los halos de inhibicién, encontrados en cada tratamiento. El
andlisis post hoc de Tukey permitié identificar el mejor tratamiento
comparando las concentraciones minimas que inhiban el crecimiento
bacteriano tanto Origanum vulgare y Thymus vulgaris en forma de
aceites esenciales y Caesalpinia spinosa en forma de extracto acuoso,
como la de meropenem sobre Eschierichia coli BLEE.*® (Anexo 3)

Aspectos éticos

Para llevar a cabo la realizacién del presente proyecto, se respeto lo
estipulado en el articulo 86 de la sexta seccion del Codigo de Etica Del
Colegio Médico Del Peru: “De la docencia e investigacion” donde se
especifica que alterar los datos que se obtengan en el marco de
investigaciones meédicas, atenta contra la ética. Por ello, se declara que
en el presente proyecto se realizaron procedimientos cuyas variables no
fueron alteradas para obtener resultados deseados por el investigador y
de esa manera garantizar la confiabilidad del estudio.3®

Respecto a la obtencion de las plantas, en la Ley Forestal y de fauna
silvestre, en su titulo preliminar, articulo Il, inciso 10, menciona que la
obtencién de patrimonio forestal debe ser de origen legal. Por ello se
admite que la obtencion de las plantas a utilizadas en el presente trabajo

de investigacion, cumplen con lo estipulado en la ley antes mencionada.
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IV. RESULTADOS

Tabla 1. Promedios de halos de inhibicion de aceites esenciales de
Thymus vulgaris, Origanum vulgare y extracto acuoso de Caesalpinia
spinosa comparado con meropenem

Med 95% del intervalo de

ia Desviaci confianza para la media
Tratamien (mm on Erro Limite Limite Minim Maxim
to N ) Estandar r inferior superior 0 0
Thymus 10 22,6 1,647 52 21,42 23,78 20 25
vulgaris 0 1
Origanu 10 25,7 1,703 53 24,48 26,92 22 28
m 0 9
vulgare
Caesalpi 10 20,5 972,30 19,80 21,20 19 22
nia 0 7
spinosa
Meropen 10 23,9 ,568 ,18 23,49 24,31 23 25
en 0 0

De la tabla 1, se puede apreciar en las mediciones medias de halo inhibitorio
de Eschierichia coli BLEE, obtenido por el aceite de Thymus vulgaris fue de
22.60 mm con una variabilidad de +1.647 mm, siendo el valor minimo de 20
mm y el maximo de 25 mm; En la aplicacion aceite de Origanum vulgare se
obtuvo un halo medio de 25.70 mm con una variabilidad de +#1.703 mm;
siendo el valor minimo obtenido con el aceite de Origanum vulgare de 22 mm
y el maximo de 28 mm, evidenciandose que es el halo medio mas alto
respecto a los demas tratamientos; Para el caso de la Caesalpinia spinosa se
obtuvo un halo medio de 20.50 mm con una variabilidad de +0.972 mm y sus
valores se encuentran entre 19 y 22 mm . Finalmente, para el tratamiento
farmacologico del Meropenem 10 mcg; se obtuvo un halo medio de inhibicién

de 23.90 mm con una variabilidad de +0.568 mm
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TABLA 2: Comparacién de los halos de inhibicion de aceites esenciales de
Thymus vulgaris, Origanum vulgare, extracto acuoso de Caesalpinia spinosa
y meropenem mediante la prueba de ANOVA

Sumade Grado de Media

cuadrados libertad cuadratica F Sig.
Entre grupos 143,875 3 47,958 27,892 ,000
Dentro de 61,900 36 1,719
grupos
Total 205,775 39

De la tabla 2, se puede apreciar en el analisis de varianza obtenido en
los tratamientos que, si existe diferencias significativas (p<0.05), con
un valor de significancia de ,000 en los halos inhibitorios de cada uno
de los tratamientos de aceites esenciales, extracto acuoso y el
meropenem sobre Escherichia coli BLEE

Tabla 3: Subconjuntos homogéneos de los halos de inhibicion de
aceites esenciales de Thymus vulgaris, Origanum vulgare, extracto
acuoso de Caesalpinia spinosa y meropenem mediante la prueba de
Tukey

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamientos N 1 2 3
Caesalpinia spinosa 10 20,50

Thymus vulgaris 10 22,60

Meropenen 10 23,90

Origanum vulgare 10 25,70
Sig. 1,000 ,138 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica =

10,000.

En la tabla 3, se puede evidenciar que los valores obtenidos de los
promedios de los halos de inhibicion de Thymus vulgaris y meropenem
son similares por lo que su eficacia seria equivalente a la de Meropenem,
sin embargo, el aceite de Origanun vulgare posee el promedio mas alto
con un promedio de 25.70 mm. Asi mismo la prueba post ANOVA de
Tukey nos evidencia que difiere de los demas tratamientos

significativamente.
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Figura 1: Comparacion de medias de Thymus vulgaris, Origanum vulgare, extracto

acuoso de Caesalpinia spinosa y meropenem

De la Figura 1, se puede apreciar que en las mediciones medias de halo
inhibitorio sobre Eschierichia coli BLEE mas alto se dié en la aplicacion del
aceite de Origanum vulgare con halo medio de 25.70 mm, verificAndose
ademas que para el tratamiento farmacolégico el halo inhibitorio esta por
debajo del valor obtenido en el aceite de Origanum vulgare.
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DISCUSION

Los hallazgos acerca de las propiedades medicinales de las plantas han
dado pie a que actualmente el uso de estas sea mucho mas frecuente. Esto
se respalda en numerosos ensayos farmacoldgicos los cuales sustentan su
empleo en determinadas circunstancias. Origanum vulgare, Thymus vulgaris
y Caesalpinia spinosa, se usan por la poblacién en forma empirica, asi como
en estudios cientificos experimentales que demuestran su eficacia como

agente antibacteriano.

El presente trabajo se evaluo la actividad antimicrobiana que poseen que los
aceites esenciales de Origanum vulgare, Thymus vulgaris y extracto acuoso
de Caesalpinia spinosa (Todos a concentraciones al 100%) frente a
Escherichia coli BLEE, contrastado con meropenem (10ug), en estudio in

vitro.

En la tabla 1 se observa que los valores promedios de los halos de inhibicién
obtenidos para Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Caesalpinia spinosa (al
100%) y meropenem (10ug) son 25.70 mm, 22.60 mm, 20.50 mm y 23.90
mm respectivamente, demostrando que todos los tratamientos aplicados en
el presente trabajo poseen eficacia antibacteriana sobre E. coli BLEE, in
vitro, ya que el didmetro minimo establecido por CLSI para que el
tratamiento sea considerado eficaz respecto a dicha bacteria es de 16 mm.

En la tabla 2 al aplicar la prueba de ANOVA para la comparacion de
promedios de los halos de inhibicidbn obtenidos con los tratamientos de
Thymus vulgaris, Origanum vulgare, Caesalpinia spinosa y meropenem
sobre E. coli. BLEE, se encuentra diferencia altamente significativa con un
valor de significancia de ,000. Esto demuestra que los tratamientos
aplicados tienen alta probabilidad de ser efectivos sobre el crecimiento de

dicha bacteria, in vitro.

En la tabla 3, donde se colocan en subconjuntos las medias de los
tratamientos aplicados, se observa que el mejor tratamiento es Origanum

vulgare ya que cuenta con mayor eficacia antibacteriana con un halo
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promedio de 25.70 mm siendo incluso mayor que el tratamiento gold
standard (meropenem) el cual se encuentra con un halo promedio similar al
de Thymus vulgaris, 23.90mm y 22.60mm respectivamente, lo que
demuestra que poseen similar eficacia antibacteriana. Y el tratamiento con
menor eficacia antibacteriana es Caesalpinia Spinosa, con un halo promedio
de 20.50mm.

En la figura 1 se puede observar con mayor claridad que Origanum vulgare
posee la mayor eficacia antibacteriana de tal manera que el limite inferior de
dicha planta es superior a la media de meropenem, lo que demuestra que
hay diferencia ampliamente significativa respecto a los otros tratamientos

utilizados en este proyecto. (Anexo 9)

Diversas investigaciones demostraron que Origanum vulgare tiene eficacia
antibacteriana. Por ejemplo: Sakkas et al*® encontré un halo de inhibicién de
30mm, Hongbin S'!' encontré un halo inhibitorio de 17mm, y por Gltimo
Shenoy S'2 encontr6 un halo inhibitorio de 22.17mm, resultados que, al
compararlos con el presente proyecto, concuerdan en que la planta antes
mencionada posee eficacia antibacteriana sobre E. coli BLEE segun el valor
dado por CLSI.

La diferencia es que en el primer trabajo se refleja un mayor halo inhibitorio
respecto al encontrado en el presente trabajo porque el estudio se realizd
sobre E. coli y otras bacterias de menor resistencia. El estudio realizado por
Hongbin S revela un halo mucho menor al encontrado en el presente
proyecto, en ambos se utilizé la misma bacteria, pero hay que tener en
cuenta la pureza de la planta y la obtencién y cuidado del aceite esencial. En
el ultimo estudio mencionado, se encuentra un halo inhibitorio que es el mas
cercano de los 3 al encontrado en el presente trabajo, pero sigue siendo
menor, esto se explicaria a la pureza de la planta, ya que la utilizada en el
presente proyecto es una planta 100% pura a diferencia de la utilizada por
Shenoy S.
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La actividad antibacteriana de Origanum vulgare se debe a que posee como
principales metabolitos activos al carvacol y timol los cuales al ser lipofilicos
penetran con facilidad la bicapa fosfolipidica bacteriana alterando la sintesis
de acidos grasos y uniéndose a proteinas de la membrana impidiendo el
funcionamiento normal, lo que permite generar inestabilidad en el interior del
microorganismo al aumentar su permeabilidad. Este mecanismo le permite
tener una gran actividad antibacteriana frente a bacterias resistentes como
E. coli BLEE.'0:1%.13

Respecto a los estudios aplicados para demostrar la eficacia antibacteriana
de Thymus vulgaris tenemos a Gadisa E et al® donde encontré6 un halo
inhibitorio de 20mm y Benameur Q et al® encontrando un halo inhibitorio de
22mm, resultados que al compararlo con el obtenido en el presente trabajo

no existe mucha diferencia, por lo que se respalda el resultado encontrado.

Las minimas diferencias pueden deberse al origen de la planta de la cual se
obtuvo el aceite, puesto que mientras mas pura, mas concentracion de
metabolitos activos, los cuales son el timol y el cimeno que al ser treptenos,
poseen gran actividad antibacteriana por su fécil difusién a través de la pared
de la bacteria y su fuerte actividad inhibitoria sobre enzimas, sintesis de
proteinas y acidos nucléicos, dando como resultado una inhibicion en serie

de una via comun y la muerte de la bacteria.®°

Por otro lado, algunos estudios que demuestran la eficacia antibacteriana de
Caesalpinia spinosa son Cholan K’ quien encontré un halo inhibitorio de
19.77 mm y Zarate M*? quien encontré un halo inhibitorio de 20.95mm, que
al compararlo con el resultado obtenido en el presente trabajo no hay
diferencia significativa y se explica por la procedencia de la planta y los

cuidados del extracto acuoso.

El efecto antibacteriano de Caesalpinia spinosa se debe a que tiene como
metabolito activo al acido galico, el cual es un tanino que tiene la propiedad
de inhibir la actividad enzimatica bacteriana, generando desnaturalizacion de
las proteinas de membrana, ademas puede quelar el hierro y el cobre

disminuyendo la actividad metalo-enzimatica de la bacteria.’*?
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VI.

VII.

CONCLUSIONES

1. Origanum vulgare, a concentracion de 100%, posee eficacia antibacteriana

sobre E. coli BLEE, en estudio in vitro.

. Thymus vulgaris, a concentracion al 100%, posee eficacia antibacteriana

sobre E. coli BLEE, en estudio in vitro.

. Caesalpinia spinosa, a concentracion del 100%, posee eficacia

antibacteriana sobre E. coli BLEE, in vitro.

El tratamiento con mayor eficacia antibacteriana es Origanum vulgare,
seguido por meropenem y Thymus vulgaris, los cuales poseen eficacia
antibacteriana similar y por ultimo Caesalpinia espinosa, la cual demostré

tener la menor eficacia antibacteriana.

RECOMENDACIONES

e Respaldar la ejecucién de estudios en los cuales se determine la eficacia
antibacteriana de las plantas utilizadas en el estudio a diferentes

concentraciones.
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ANEXOS

ANEXQ 1
OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
DEFINICION DEFINICION ESCALA DE
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL | INPICADORES | \1epy 10N
Se denomina asi a la
sustancia con propiedades PLANTA 1. RG1
que tengan la capacidad de | EI Origanum vulgare
eliminar agentes se diluira al: 100%
bacterianos o inhibir su
crecimiento o proliferacion PLANTAZ2; RG2
VI- sin dafiar el objeto, El Thymus vulgaris
' ambiente u organismo que | «a diluira al: 100%

Agente las posee.®* Cualitativa
antibacteriano | Agente antibacteriano no nominal
para cepas de farmacolégicos: PLANTA 3: RG3
E.ColiBLEE | » Origanum vulgare La Caesalpinia

> Thymus vulgaris spinosa se diluira al:
100%
» Caesalpinia spinosa
Meropenem 10 pg RG4
Agente antibacteriano
farmacologico: Agua destilada RG5
» Meropenem 10 g
Se denomina asi a la accion
realizada por los aceites ., )
. . Se medira mediante
esenciales de Origanum
. el halo de
VD: vulgare, Thymus vulgaris y
extracto  acuoso  de . Cualitativa
Efecto Caesalpinia spinosa sobre Tiene Efecto 216mm nominal
antibacteriano . .
las bacterias a través de la No i foct
eliminacién (Bactericida) o 0 tiene etecto <16mm

al inhibir su desarrollo
(Bacteriostatico).®




ANEXO 2

FICHA PARA RECOGER DATOS

Halo Inhibitorio para E. coli BLEE (mm)

N° AEO AET EAT Agua
100% 100% 100% Meropenem | jestilada
1 22 26 20 24 0
2 25 22 20 23 0
3 23 28 20 24 0
4 24 24 21 24 0
5 22 26 19 24 0
6 20 27 20 25 0
7 23 27 22 23 0
8 24 25 21 24 0
9 20 26 20 24 0
10 23 26 22 24 0

AEOQ: Aceite esencial de Origanum vulgare.

AET: Aceite esencial de Thymus vulgaris

EAT: Extracto acuoso de Caesalpinia spinosa




ANEXO 3

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Tratamientos Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Halos Thymus vulgaris ,196 10 ,200" ,919 10 ,351

Origanum vulgare ,270 10 ,037 ,904 10 ,243

Caesalpinia ,297 10 ,013 ,868 10 ,095

spinosa

Meropenen ,370 10 ,000 , 752 10 ,004
*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors

Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.

Halos Se basa en la media 2,864 36 ,050

Se basa en la mediana 1,755 36 ,173

Se basa en la mediana y con gl 1,755 27,215 ,179

ajustado

Se basa en la media recortada 2,628 36 ,065

Variable dependiente:

HSD Tukey

Halos

Comparaciones multiples

Diferencia de medias

Intervalo de confianza al 95%

(I) Tratamientos (J) Tratamientos (I-J) Desv. Error Sig. Limite inferior Limite superior
Thymus vulgaris Origanum vulgare -3,100 ,586 ,000 -4,68 -1,52
Caesalpinia spinosa 2,100 ,586 ,005 ,52 3,68
Meropenen -1,300 ,586 ,138 -2,88 ,28
Origanum vulgare Thymus vulgaris 3,100 ,586 ,000 1,52 4,68
Caesalpinia spinosa 5,200 ,586 ,000 3,62 6,78
Meropenen 1,800 ,586 ,020 ,22 3,38
Caesalpinia spinosa Thymus vulgaris -2,100 ,586 ,005 -3,68 -,52
Origanum vulgare -5,200" ,586 ,000 -6,78 -3,62
Meropenen -3,400" ,586 ,000 -4,98 -1,82
Meropenen Thymus vulgaris 1,300 ,586 ,138 -,28 2,88
Origanum vulgare -1,800 ,586 ,020 -3,38 -,22
Caesalpinia spinosa 3,400 ,586 ,000 1,82 4,98

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



ANEXO 4

(¥5anJose

’ '
VARG €1 SeTvicio o

CONSTANCIA DE EJECUCION DE PROYECTO

£l Laboratorio “San José" deja constancia que ha cedido od honorem sus Instalaciones,
endande KEVIN ARNOLD JARA RUBIO, estudiante de Medicina de la Universidad César
Vallejo de Trujillo, ejecuto la parte experimental de su proyecto de tess titulado
“Eficacia antibacteriana de Origanum viigore, Thymus vulgaris y Coesalpinia spinosa
sobre Escherichia coll BLEE comparado con meropenem”, durante los dias 14 al 18 de
octubre de 2020, bajo |a orlentacion y asesorameento del Microbidlogo Jaime Abelardo
Polo Gamboa.

Seexpide |a presente a solicitud del estudiante, sdlo para fines acadérmicos, a los 27 dias
del mes de octubre de 2020.




ANEXO 5

Certificacion del aceite esencial Thymus vulgaris

PRUEBA DE METALES | ESPECIFICACIONES ESTANDARES RESULTADOS
PESADOS
CERTIFICADO DE ANALISIS Piome: P (mghy o < 10 ppm ha, Confeeme
| paarm |
Acpite Esencial Tomilo Arsenicp: As (mgkg o = 2 ppm iy Conforme:
MNombre Botanico Thymus vuigans {EI'II — —
Todige de Products PEOTIET Meraurkoc Ho g o < 1ppm onkoms
CAS# BO0T-46-3 ; B4829-51-1 ; BS0&5-T5-2
FEMA # o
EINECS # FR4.B35.T ; ZRE-HET.0 ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO:
Mt NS Ayt Pasnoiil de Thpmi it FRecto) o Manténgalo en un recipiente bien cemado en un gar fresco y seom, protegido de la luz solar.
Lote & 11671811
Focha de Destilacion MNowiembre 2019 Howiembre 2019
Fecha de Yencimiento Crctubre 2021
Parte de |a planta Hojas y flores
Método de Extraccion Aurasire de Vapar
Calidad 100% Pura y Katural
Nota Aromidtica MNota Mediailta
[ PROPIEDADES | EEPECIFICACIONES RESULT ADOS
Apanencia Liquide de color amarila pdida a Conforme
maman rojiza
Chor Amma freseo,, duloe-herbdcen Conforme
Indice de refraccdn 1.480 - 1.510 § 20°C 1.500
Gravedad especifica 0.908& - 0.837 @ 20°C 0.822
Rolacitn dptica 6" 1o +47 Conforme
Salunildad Soluble en alooholes y ac=ies fijos; Confceme e ¥ Pt o, commmsie a1 At ek sl i s pnteck
mnima 38 Wm0 L mioTrecitn coslends en ese e obSene on fusnisn sciosen y febles Chewsl isgredient [(P) Lid
Insoiuble en el agda ProporCions s EsionTecin costenkds an e parn o hece N cemmin & B smplhd 0 eocthe Low
Comentanos Cabdad sromatca = excelentes ndivdon e recihes s EoTTacEn deben SO W jUch rcepesdEnis sans deErmine U dorsidsd pEea un propdain
partcaier. £ ks del pregucic s @l Uscs sepaonaabie del cumpimanic 3 ocdes s by v cepiemenice axicabian ol e del
progucie, imcheicos s derechos de propisded inislechsl de leeoson. (Oedo gua el =m0 o koo o mcoﬂmlpdﬂlll
producic sstin fuss del comiol de Chewsl ingredenta (F] Lid, no o heos ssnguna O purmntin
impicis- an coanio & 2 sfecin ds &l 0 0 e jrchyendo cafion o de I EESe) o lon maulsdoa obiendcs. La
mm MICROBIAL ESPECIFIC ACIONES ESTANDARES RESULTADOS mazorasbilcar de Cfersal Isgrsdanta F) L. o imis sl veior de s Garea 7 o ischuy singuna cnMoAancE parcids.
Cores o Bacienas FETT CFIJn'g =0 21149 Canfonmme Ctwwmal inpgredants (P] L. mo s myossts de singds o @ reines @ ol conienide, o 4 tingune Eocion iomads 8
ruincitys con el mismo. Ebberesl ingrecisnts [P] Lid ac sard msposasbls de ningén desio meulisnis del 1o o b confisoos ss ests
mestfilas asrdhicas iikormarilie:
Levadura y moho = 10 CFUig 120 18212 Canfome
Carda slbcans ALSENTE | 1g S0 18416 Canfomme Coma se trata de un documenio generado elecindnicamente, no s requiere de una firma
Escherichia coli ALISENTE ! 1g 120 21150 Canforme
Pseudomonas ALISENTE ! 1g 180 22717 Canforme
SEnuginosa NOTA: ESTE CERTIFICADD ES UNA TRADUCCION LITERAL DEL CERTIFICADD
Staphylocoonus aureus ALSENTE / 1g 12022718 Canfome ORIGINAL EMITIDO POR EL LABORATORIC

E5 ARDMATERAPIA BIRL = Calle Venecia 147, Dpan. 201, San Boeja
Tekdono: 3372280 Celular:

e eiala ape

577772 444

ES ARDMATERAPIA BIRL - Calle Venecia 147, Dpan. 201, San Borja
Tekdono: 337-2250 Celular: 377 772 444
i D ape



ANEXO 6
Certificado del aceite esencial de Origanum vulgare

CERTIFIC O DE ANALISIS PRUEBA DE METALES | ESPECIFICACIONES ESTANDARES RESULTADOS
Aceite Esencial Drégana Eﬁ:nPﬂ:m &g o =10 NA Confonme
Hombre Botdnico OvigraniyT wigse i C Lil ppm
Codigo de Producto PEO1121 Arsenicp: As (mp'kn o < 2 ppm NA Confonme
AT W 007112 |, B4012-20-8 e - Y ST
L
FEMAN ZR78 i]r:l..ll'lllﬁ:I o Hig (mgikg o pam ol L
EMECS # Z81-8M0-3 | 200-371-7
Nembre INCI Aoeile Esential OB Oganim vUkgare (Ovegand)
o e ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO:
Fecha de Destilacion Diciernbre 2019 Maniéngal en un fecipienle bien cerada enun lsgar fegeo y seco, pralegids de 8 iz sakar.
Fecha de Vencimiento Mowiemibee 2021
Parte de la planta Hegas y flores Mowviembre 2018
Método de Extraceion Asrasine de Vapor
Calidad 100% Puo y Matural
Hota Aromatica Mota Meadaiala
PROMEDADES ESPECIFICACIONES RESULTADDS
Apasiencia Liquits de color amasilo palido a Canlome
ranmdniambas
Oilar Aroma fresco, cabdo, picanie-herbdcen, | Confome
picarle
Indice de relraocidn 1.500 - 1.528 @ 20°C 1.520
Gravedad especifica 0.835 - 0.870 (& 20°C 0948
Rotacitn dplica L RED Confamme
Salubdicad Soldhle &n alcohales y acedes fjos: Canlame
de ¥ Por trecr, cormulin toda & o 5 HCncE Sl proghucin
- Insaluble n &l ﬁguﬂ anles de oy o, L nfomecen onlencds en aile o obfsios de Forvhes eciuakics p feben Cihesssl Ingrecsnts () Lxd
Comentarios Caldad aromalica es excelane peopaecaT L an sale s NS hics epreseniecon on coanlo & S empited o sxeciihed. Lk
deucs e rechen sals nfomecdn detsn SECET SU UCDh RdepEndle D delermings su doredded e un propdein
parbcular. B e s del peoducit aa 6l 0neo eponasbe SEl compim o Se ides e sy seglamerion @ plosbins @l oo del
peodhuctt, inchurk oo dedachos SE peopeded ritelechi | de Secosrt. Deco qus el o o o wos ordineden o 38 ofo Bpo de aile
peohcts walin fard del conbol de Ehenesl irgnedmnts (] Lid, no ae Sl finguns O gareie a
AHMB MICROBIAL ESPECIFICACIONES ESTANDARES RESULTADDS mpicie- an cuanio & e elecios de Nl U o uos (Fchupendo defos © de B EoEdnl © e noalledos oblersdm. Le
Cafles de Bactafias = 100 CFLLg =0 21140 Canfaime reaptrmabided de Eferasl ingrechants (17 Ui s brrds al vl de on Setm ¢ 0O NOU SIGUNE COMMCLNIES (RS
mesdfilas asidbicas Ettwsasl ingeecharts () L2 no sl espomabs de Aangdn enor © sinao e ol cadendo, © S8 nngurd Sccn miekl en
Levada j’ﬂ'ﬂhlﬁl =10 CFU.'Q B0 16212 Conrme In_l:du |.'u|' o mamo. Ettene| ingeedbents |F'] UE mo senk nosponsa ble Se ningdn dano seautanis del ueo © b confienss en cels
Candida albacans ALSENTE / 1g B0 18416 Conforme
Eacherichia coli AUSENTE [ 1g =0 21150 Canforme Cormo 52 Irata de un dotumento generado elscirdnicameants, no e reguiers de wna firma
Paaisdemanas ALISENTE / 1g B0 2217 Confarme
AEnuginosa
Staphyloootius aureus ALSENTE / 1 B0 22718 Conforme NOTA: ESTE CERTIFICADD ES UNA TRADUCCION LITERAL DEL CERTIFICADC
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ANEXO 7
Obtencidén del extracto acuoso de Caesalpinia spinosa

W
Vogmbies w panue g far, Matcs, Malv,
o “B" °  NOTAR: LAVAR DIEN ANTES DE USARLO.

“PRODUCTO PERUANO




ANEXO 8

hlS

ocacién del papel filtro y disco de meropenem

Humidificacidn del papel filtro con los aceites y el extracto



ANEXO 9

Evidencia de los halos de inhibicién obtenidos




