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El trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar in vitro la eficacia antimicrobiana del extracto oleoso crudo de
romero (Rosmarinus officinalis L.) sobre Escherichia coli. Se evaluaron concentraciones a 20%, 40%, 60 y 80% en
dilucién en etanol a 70%.

Se determiné la CIM mediante el método de microdilucion en caldo, e inéculo bacteriano de la cepa ATCC 25922 se
activé en e agar diferencial para Enterobacterias MacConkey y se la estandariz6 a 0.5 de la escala de MacFarland en
espectrofotémetro, teniendo como resultado que € tubo a 60% y 80% de extracto oleoso de romero no presentaron
turbidez, los cuales a ser sembrados en agar Mueller-Hinton determiné la CMB en la que no se observé crecimiento de
colonias.

Se realiz6 la medicion de los halos de inhibicion formados a partir de los discos OXOID impregnados con las concentra-
ciones del extracto oleoso de romero més etanol y se concluye que el extracto oleoso al 60% y 80% presentaron €l mayor
efecto antibacteriano al formar halos de 9.10 mm y 10.90 mm respectivamente
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The objective of the research work was to evaluate in vitro the antimicrobial efficacy of the crude oil extract of rosemary
(Rosmarinus officinalis) on Escherichia coli. Concentrations were evaluated at 20%, 40%, 60 and 80% in dilution in
96.8% ethanol.

The MIC was determined by the broth microdilution method, the bacterial inoculum of the strain ATCC 25922 was
activated in the differential agar for MacConkey Enterobacteria and it was standardized to 0.5 of the MacFarland scalein
spectrophotometer, having as a result that the 60% tube and 80% oil extract of rosemary did not present turbidity, which
when planted on Mueller-Hinton agar determined the MBC in which no colony growth was observed.

The measurement of the inhibition rings formed from the OXOID disks impregnated with the concentrations of the
rosemary oil extract plus the 70% ethanol solvent was carried out and it was concluded that the 60% and 80% oil extract
had the highest antibacterial effect when forming halos of 9.10 mm and 10.90 mm respectively.

© 2017. Journal of the Selva Andina Biosph. Balivia. All rights reserved.

168



Montero-Recalde et al.

J. Selva Andina Biosph.

Introduccion

El Estado prevendra y controlara la introduccién y
ocurrencia de enfermedades de animales y vegeta-
les, asimismo promovera practicas y tecnologias de
produccion, industrializacion, conservacion y co-
mercializacion que permitan alcanzar y afianzar la
inocuidad de los productos. Para ta efecto, el Esta-
do mantendra campafias de erradicacion de plagas y
enfermedades en animalesy cultivos, fomentando el
uso de productos veterinarios y fitosanitarios ami-
gables con e medio ambiente. Los animales que se
destinen a la aimentacion humana serén reproduci-
dos, aimentados, criados, transportados y faenados
en condiciones que preserven su bienestar y la sani-
dad del dimento (Asamblea Nacional, 2010).

Por esta razén, € uso de fitobiéticos, ha despertado
el interés para evaluar las propiedades de los extrac-
tos de plantas y remplazar el uso de antibiéticos, ya
gue estos crean resistencia bacteriana (lyobe 1997).
Dados los innumerables usos en el &mbito fitotera-
péutico, e romero (Rosmarinus officinalis L.) perte-
neciente a la familia Lamiaceae, es una especie
originaria de la regién mediterranea, rica fuente de
metabolitos activos, muy usada en la medicina tra-
dicional por sus efectos digestivos, antiespasmaodi-
cos y carminativos (Castafio et al., 2010). La pro-
piedades antimicrobianas del romero (R. officinalis
L.) han presentado interés en el campo alimentario y
farmaceéutico (Po-Jung et al. 2007), utilizado por sus
propiedades como un antimicrobiano natural, a par-
tir de la extraccion de sus hojas Mounchid et al.
2005, no obstante € mayor espectro de accion lo
presenta el aceite esencial, evidenciandose por los
valores bagjos de Concentracién minima inhibitoria
(CIM) que presenta sobre Escherichia coli y otras
de interés alimentario (Castafio et al. 2010).
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Su actividad biocida se define como la capacidad
gue posee un compuesto natural para inhibir €l cre-
cimiento de microorganismos, asi se encuentran
plantas como el romero (R. officinalis L:) con dife-
rentes bondades y varios efectos como antiinflama-
torios, astringentes, antiespasmédicos ademas del
efecto bactericida. El romero contiene més de 40
principios antibacterianos y mas de 20 antiviricos,
en su composicion se encuentran, terpenoides,
flavonoides, &cidos fendlicos, pequefias cantidades
de alcaloide rosmaricinay un 2% de aceite esencia
(Estrada-Orozco, 2010).

Con estos antecedentes, este trabgjo consiguié de-
terminar la actividad antibacteriana del extracto
oleoso de R. officinalis L. sobre Escherichia coli,
mediante el uso del extracto crudo oleoso de romero
ecuatoriano, aplicando la técnica microbiol 6gica de
difusion en disco, para su posible aplicacion en
animales, ya sea para uso como féarmaco o para for-
mulacién de dietas balanceadas segun los resultados
de este estudio.

Materialesy métodos

Los parametros de evaluacion considerados fueron:
CIM, CMB y sensibilidad antimicrobiana mediante
la medicién de los halos de sensibilidad formados
por las concentraciones al 20%, 40%, 60% y 80%
del aceite crudo oleoso de romero.

Obtencién de material biologico. La cepa utilizada
para el ensayo fue: Escherichia coli ATCC 25922.
(Figural)

Obtencién del extracto de romero. Parala obtencién
del extracto de romero, se tomo 2 kg de ramas del
arbusto de romero antes de la floracién utilizando
las hojas més jovenes, a las cuales se las lavo con
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agua bidestilada y se las degj6 secar por 24 h bgjo
sombra, se procesd con € equipo tipo Clevenger,
obteniéndose el extracto mediante € proceso de
destilacion por arrastre de vapor, esta técnica separa
sustancias ligeramente voldtiles e insolubles en
agua, de otros productos no vol étiles mezclados con
ellos (Dominguez 2009, Figura 2), posteriormente
se someti6 a un proceso de decantacion para separar
el extracto acuoso del oleoso del romero, con €
extracto oleoso a 100%, a partir de este se preparé
las 4 concentraciones porcentuales, asi: a 20% 4
mL de etanol + 1 mL del extracto oleoso de romero,
40% 3 mL de etanol + 2mL del extracto oleoso de
romero, 60% 2 mL de etanol + 3 mL del extracto
oleoso de romero y finalmente 80% 1 mL de etanol
+ 4 mL del extracto oleoso de romero.

Figura 1 Escherichia coli ATCC 25922

Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) del ex-
tracto crudo oleoso de Rosmarinus officinalis. Para
la determinacién de la CIM, se realizo la prepara-
cion del inéculo como lo recomienda e National
Committee for Clinica Laboratory Standards
(NCCLS 2012) para lo cual se tomé con un asa
bacteriol6gica 5 UFC bien aisladas y del mismo tipo
morfolégico del medio cultivado y se inocul6 en 5
mL de caldo cerebro-corazdn, [levando aincubacion
a 37 °C por 2 h, hasta obtener una turbidez estanda-
rizada a tubo 0.5 de escala de McFarland para lo
cual se observé en un fondo blanco con lineas ne-
gras como contraste, teniendo el estandar una con-
centracion establecidade 1.5 x 10 8 de UFC.

Figura 2 Equipo tipo Clevenger

Tabla 1 Concentracién minima inhibitoria

Tubo In6culo més extracto de romero
Ndmero 1 1 mL del inéculo més 1 mL del extracto de romero a 20%
Namero 2 1 mL del inéculo més 1 mL del extracto de romero a 40%
Ndmero 3 1 mL del inéculo més 1 mL del extracto de romero a 60%

Numero 4 1 mL del inéculo més 1 mL del extracto de romero a 80%
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La técnica se aplico en base a el National Commit-
tee for Clinica Laboratory Standards, tomando a
partir del inéculo estandarizado 4 mL para la deter-
minacioén dela CIM especificado en latabla 1.

Los tubos inoculados se [levaron aincubacién a una
temperatura de 37 °C por 24 h y posterior a este
tiempo, se observé la turbidez a las concentraciones
analizadas y el tubo con menor turbidez se lo de-
terminé como la CIM, siendo €l tubo nimero 4 con
extracto al 80% como la concentracion minima que
impide el crecimiento de microorganismos. NCCLS
2011, NCCLS 2012.

Determinacion de la Concentracion Minima Bacte-
ricida (CMB). Para establecer la CMB, se €ligi6 los
tubos que presentaron menor turbidez en la deter-
minacién de la CIM y se sembr6 en agar MacCon-
key incubandose a 37 °C por 24 h. NCCLS 2012,
NCCLS 2011 comprobando €l cero crecimiento de
UFC en placa tanto al 60% y 80% del extracto cru-
do oleoso de romero. Figura 3.

Figura 3 Concentracion minima inhibitoria

Sensibilidad antibacteriana. Se tomé con un hisopo
estéril el in6culo preparado y estandarizado con
tubo nimero 5 de la escala McFarland, y a retirarlo
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se tuvo precaucion de escurrir € hisopo sobre las
paredes del tubo retirando el exceso de liquido.

Figura 4 Escherichia coli cultivada en agar
MacConkey

Figura 5 Discosimpregnados con las concentraciones
del aceite deromero

Figura 6 Placas e incubando a 37 °C
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Se prepar6 € inoculo de la siguiente manera: se
tomo6 con aza bacteriologica cinco colonias de la
cepa de Escherichia coli cultivada previamente por
24 h en agar MacConkey Figura 4, se inocularon en
5 mL de caldo Cerebro-Corazon he incubaron a 37
°C durante 3 h hasta que se desarroll6 turbidez se-
mejante al tubo N° 0.5 de la escala de MacFarland a
una concentracion de 1x 10® UFC. Posteriormente
se procedi6 a cultivar con ayuda de un hisopo estéil
por estriado mdltiple en agar Mueller Hinton, de-
jando reposar por 10 min antes de colocar |os discos
de sensibilidad OXOID impregnados con las dosis
del extracto crudo oleoso de romero y etanol a 70%
como testigo y se los dgjé secar 5 min antes de co-
locar los discos. Se ubicaron |os discos impregnados
con las concentraciones del aceite de romero y se
las ubicd con una pinza anatdmica estéril sobre e
Agar Mueller Hinton y se los presiond suavemente
para permitir su adherencia a agar de manera apro-
piada en la placaa 15 mm del borde de lamisma, se
utilizaron cgjas Petri de 90 mm y se ubicaron 4 dis-
cos impregnados del extracto crudo oleoso de rome-

ro en cada placa, con 4 repeticiones por placa por
cada una de las concentraciones a 20%, 40%, 60%
y 80% Figura 5, distribuidos de forma que no se
produjo superposicion de los halos de inhibicion
ubicando los discos en las placas e incubando a 37
°C en grupos no mayores a diez placas durante 24 h
completas y de manera invertida Figura 6. Poste-
riormente se procedié a realizar la lectura de los
discos y se lo hizo a través de la medicion de los
halos de inhibicion con una regleta de medicion en
milimetros. NCCLS 2011, NCCL S 2012.

Resultados

El comportamiento de la cepa Escherichia cali
ATCC 25922 ™* frente al incremento en las con-
centraciones de extracto crudo oleosos de romero,
presenta actividad en la turbidez de cada una de las
muestras redizadas (Tabla 2), exponiendo asi, que
desde el 1% en adelante no presenta turbidez y por
tanto no existe crecimiento bacteriano.

Tabla 2 Deter minacién de la concentracién minimainhibitoria (CIM) del extracto crudo oleoso de
Romer o (Rosmarinus officinalis)

Concentraciones de aceite de romero

Cepa 20% 40%

60% 80% Control negativo Etanol al 96.8°

Crecimiento

Escherichia coli ATCC 25922 ™= + +

Positivo (+), Negativo (-)

Tabla 3 Deter minacién de la concentracién bactericida minima (CM B) del aceite esencial de
Romer o (Rosmarinus officinalis)

Tubos de ensayo con cepa bacteriana y concentracién de

aceite deromero .
Cepa Control negativo Etanol al 96.8°
20% 40% 60% 80%
Crecimiento
Escherichia coli ATCC 25922 ™* + + - - +

Positivo (+), Negativo (-)
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Tabla 4 Halos de sensibilidad (mm) del extracto crudo oleoso de Romer o (Rosmarinus officinalis)

Concentraciénéon Testigo 20%

60% 80% CV E.E P. Valor

Escherichia coli ATCC 25922 ™*  0.0d 5.55¢

9.10ab 10.902 10.11 0.12 <0.0001

ab= Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p=<0.05). E.E= Error Estandar. CV= coeficiente de variacion

Con respecto a la CBM no se aprecié crecimiento
de colonias en agar Mueller Hinton (tabla 3), por lo
tanto las concentraciones de aceite de romero a
60% y 80% no permitieron € desarrollo bacteriano
delacepade Escherichia coli ATCC 25922 ™*

Con respecto a la CBM no se aprecié crecimiento
de colonias en agar Mueller Hinton (tabla 4), por lo
tanto las concentraciones de aceite de romero &
60% y 80% no permitieron el desarrollo bacteriano
delacepade Escherichia coli ATCC 25922 ™*

Discusion

El extracto de romero cuenta de manera clara con
compuestos activos de efectos antimicrobianos so-
bre bacterias de contaminacion alimentaria, ademas
se los puede utilizar como alternativa natural de tipo
conservante evitando asi e riesgo toxicoldgico por
el uso de conservantes sintéticos (Castafio et al.
2010).

El extracto de romero utilizado para el desarrollo de
esta investigacion, fue de tipo oleoso y mostré re-
sultados positivos al inhibir € crecimiento de Es-
cherichia coli ATCC 25922 in vitro, a una concen-
tracion del 80%, formando halos de inhibicion bac-
teriano de 10.90 mm, al igual que (Solano-Solano et
al. 2016) concluye en su tesis de pregrado que €
extracto oleoso determiné halos de inhibicion de
11.93 mm sobre la cepa certificada de Streptococcus
mutans. Lanas-Terdn & Marin-Vega 2016 en su
investigacion manifiesta que e extracto acuoso de
romero aplicado a 100% en una cepa de S. mutans
no mostré un halo mayor a 6.15mm, a contrario €
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autor refiere que el extracto de romero més extracto
de salviamostro un halo deinhibicion de 12.60 mm;
mientras que €l resultado de ésta investigacion que
se desarrollé a partir del extracto de romero sin
combinacion con otra materia vegetal, aplicado en
la cepa de Escherichia coli ATCC 25922, s mostré
actividad antimicrobiana a 80% de concentracion,
determinéndose halos de inhibicién de 10.90 mm a
las 24 h de incubacion a 37 °C.

La dimension de los halos de inhibicidn con la con-
centracién a 80% de extracto de romero fue de
(210.90 mm), resultados similares los evidencia So-
lano-Solano et a. (2016) indicando que € extracto
oleoso de romero produjo una media de 11.93 mm
de hao de inhibicién (p< 0.001), diferencia signifi-
cativa a grupo control, ademas mostrando similitud
con € efecto de la clorhexidina.

Los extractos acuosos de Salvia con Romero a
100% de concentracion sobre e S mutans, mostra-
ron un halo de inhibicion de 12.60 mm alas24 hy
de 15.40 mm alas 48 h, mientras que la accion bac-
tericida del extracto acuoso de Salvia (Salvia Offici-
nalis) a 100%, sobre el S. mutans, mostré un halo
de inhibicion de 12.45mm alas 24 hy de 15.35 mm
a las 48 h Lanas-Teran & Marin-Vega 2016. El
extracto de romero (R. officinalis) utilizado en la
presente investigacion a la concentracion de 60%
mostro resultados similares con haos de inhibicion
de 9.10 mm alas 24 h de incubacion, mientras que a
la concentracion de 80% los halos de inhibicion
fueron de 10.90 mm a las 24 h de incubacion, sien-
do esta la concentracion del extracto que no permi-
tié que la bacteria se desarrolle.
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El extracto oleoso de Rosmarinus officinalis man-
tiene una relacion directa entre la concentracion de
extracto y su efecto antibacteriano.
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