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El presente trabajo cuyo objetivo fue evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etanélico de hojas
de Origanum vulgare frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y
Escherichia coli ATCC 25922. El estudio fue experimental, se emplearon 72 unidades experimentales, constitui-
das por un tipo de extracto etanolico tres concentraciones, tres especies bacterianas y 8 repeticiones por grupo
experimental. A través del método de dilucion doble seriada se determinaron las diferentes concentraciones, para
la actividad antibacteriana se empled el método de difusion en pozo. Se emplearon concentraciones de 80, 40 y
20 mg/mL. El extracto etanélico present6 actividad antibacteriana in vitro, con un promedio del tamafio los halos
de inhibicién para S. aureus de 21.64, 15.24 y 11.45 mm, P. aeruginosa 13.31, 12.27 y 7.35 mm, E. coli de 12.5,
11.40 y 10.6 mm para las diferentes concentraciones. Se concluye que el extracto etandlico de O. vulgare tienen
capacidad antibacteriana sobre S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853y E. coli ATCC 25922.
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The present work whose objective was to evaluate the in vitro antibacterial activity of the ethanolic extract of
Origanum vulgare leaves against Staphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
and Escherichia coli ATCC 25922. The study was experimental, 72 experimental units were used, consisting of
a type of ethanolic extract three concentrations, three bacterial species and eight repetitions per experimental
group. Through the serial double dilution method, the different concentrations were determined, for the antibac-
terial activity, the well diffusion method was used. Concentrations of 80 mg/mL, 40 mg/mL and 20 mg/mL were
used. The ethanolic extract showed antibacterial activity in vitro, with an average size of the inhibition halos for
S. aureus of 21.64, 15.24 and 11.45 mm, P. aeruginosa 13.31, 12.27 and 7.35 mm, E. coli 12.5, 11.40 and 10.6
mm for the different concentrations. It is concluded that the ethanolic extract of O. vulgare has antibacterial
capacity on S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853 and E. coli ATCC 25922.
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Introduccion

La aparicion de microorganismos resistentes (MR),
ya sea por mutaciones o la adquisicion de elementos
geneticos moviles que portan genes de resistencia,
puede tener lugar independientemente de la presen-
cia de agentes antibacterianos siendo una amenaza
para la salud mundial®.

En las ultimas décadas, debido a la evolucion de las
bacterias y al abuso de antibi6ticos, la resistencia de
Staphylococcus aureus ha aumentado gradualmente
la tasa de infeccion por S. aureus multidrogo-
resistente (MRSA) y el tratamiento clinico antiin-
feccioso se ha vuelto més dificil®. Inclusive existen
estudios que sefialan que el 63% de los aislados de
MRSA producen biopeliculas y con respuesta de
resistencia a dos antibiéticos como la eritromicina y
clindamicina siendo cepas con genes formadores de
biopeliculas®.

Los hallazgos han demostrado la existencia de mi-
crobios resistentes a los antibidticos que en gran
parte estan presentes en la Unidad de Cuidados In-
tensivos (UCI), siendo Pseudomonas aeruginosa
responsable de una amplia gama de infecciones
adquiridas en la UCI en pacientes criticamente en-
fermos®, siendo reportada la resistencia intrinseca o
mutaciones cromosémica a través de adquisicion de
genes de resistencia frente a penicilinas, cefalospo-
rinas, monobactams, carbapenémicos incluyendo a
los aminoglucésidos y fluoroquinolonas®.

Por otro lado, se tiene a Escherichia coli uropatdge-
na (UPEC) como responsable de infecciones del
tracto urinario, que posee un arsenal de genes de
virulencia, el més frecuente el gen fimH, seguido de
los genes: aer, hly, pap, cnf, sfa y afa que contribu-
yen a su capacidad para superar diferentes meca-
nismos de defensa y causar enfermedades®, ademés

de aislados de E. coli existe variacion con respecto a
la susceptibilidad de antibidticos como la cefotaxi-
ma, nitrofurantoina, cefuroxima, ceftazidima, acido
nalidixico, ciprofloxacina e incluso la prevalencia
de E. coli productora de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) se ha visto aumentado significa-
tivamente’?,

Las propiedades antibacterianas y antioxidantes del
orégano se han atribuido principalmente al carvacrol
y al timol, componentes principales de su aceite
esencial que provocan alteraciones estructurales y
funcionales en la membrana celular £, También en
un estudio, los extractos de hojas de O. vulgare se
ha probado su actividad bactericida contra diferen-
tes patdgenos importantes en la acuicultura de pe-

ces?™ con hallazgos de actividad frente bacterias

18 “inclu-

causantes de enfermedades periodontales
sive es empleado en la estabilidad de almacena-
miento de carnes para evitar su descomposiciont2,
La actividad antimicrobiana de los extractos de O.
vulgare, tiene una predileccion por bacterias gram
positivas como S. aureus, pero varia frente a bacte-
rias gram negativas como E. coli, Kebsiella pneu-
moniae, P. aeruginosa’*2 e inclusive dependiendo
del solvente como etanol y metanol permite el ais-
lamiento de compuestos bioactivos de mucho inte-
rés en su accion antioxidante, antibacteriana y anti-
fingica?***, como también su hallazgo con activi-
dad antiviral®.

Siendo posible el efecto antibacteriano del extracto
etandlico, pueda presentar variaciones segin sus
concentraciones, se elabor6 para la presente investi-
gacion cuyo objetivo fue, evaluar el efecto antibac-
teriano in vitro del extracto etanolico de las hojas de
O. vulgare frente a S. aureus ATCC 29213, P. ae-
ruginosa ATCC 27853y E. coli ATCC 25922.
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Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio in vitro con disefio experimen-
tal de estimulo creciente®, con extracto etandlico
(EE) de O. vulgare, 3 concentraciones de cada ex-
tracto y con 8 repeticiones, como control positivo
(CP) se empled etanol y control negativo (CN) agua
destilada estéril.

Del material vegetal. Se colectaron ejemplares de
O. vulgare con ramas, hojas y flores?’, de cultivos
aledafios en el distrito de Chiclayo, Region Lamba-
yeque, Pert, de los cuales dos ejemplares fueron
transportados al herbario de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional Pedro Ruiz
Gallo para su identificacién, luego se inici6 el pro-
ceso de desinfeccion de las hojas con alcohol de 95°
GL. Posteriormente las hojas fueron secadas em-
pleando una estufa a temperatura de 50 °C durante
ocho horas. Después, 500 g de hojas pasaron a la
etapa de molienda hasta obtener material en polvo.
Preparacion del extracto etanélico de O. vulgare.
Para la preparacion del EEZ, se maceraron 40 g de
polvo O. vulgare y se agregaron 200 mL de etanol
absoluto, en una botella de vidrio &mbar hermética,
se agito la botella diariamente durante una semana a
temperatura ambiente, el producto fue filtrado con
papel filtro Whatmann N° 40, se obtuvo un extracto
libre de residuos, el filtrado se concentrd en Sohxlet
hasta sequedad, 2 g de residuo seco fue guardado en
refrigeracion a 2 °C en frasco de vidrio color &mbar.
Para las concentraciones, 2 g de residuo seco se
disolvié en 25 mL de etanol absoluto, obteniendo
una soluciéon madre de 80 mg/mL, se realizé dilu-
ciones dobles seriadas, obteniendo concentraciones
de 40 mg/mL y 20 mg/mL.

Preparacion del indculo de S aureus ATCC 29213,
P. aeruginosa ATCC 27853 y E. coli ATCC 25922.
Fueron adquiridas de la coleccién de cultivo tipo
Americano ATCC (American Type Culture Collec-
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tion) Culti-Loops™ Thermo Scientific™. Segun
las orientaciones de la Clinical and Laboratory
Standars Institute2, de 3 a 5 colonias de fueron
seleccionadas de un cultivo en placa de agar Mue-
ller-Hinton después de 24 h. La parte superior de
cada colonia se toc6 con un asa y se transfirié a un
tubo con 4-5 mL de caldo Miiller-Hinton y con ayu-
da del densitometro (DEN-1B) se midi6 turbidez
con absorbancias de 0.08-0.1 para bacterias equiva-
lente a 0.5 del estandar de McFarland®® obteniendo
una suspension bacteriana resultante del a 2 x 10°
(UFC/mL). En un lapso de tiempo 6ptimo de 15 min
después de ajustar la turbidez de la suspension del
indculo, con una torunda de algodén se inocul6
sobre toda la superficie de una placa de agar Mue-
ller-Hinton.

Actividad antibacteriana de los extractos de O.
vulgare. A través del método de difusion en pozo®,
sobre las placas sembradas, se realizaron 4 perfora-
ciones de 6 mm de diametro, con un sacabocado y
se colocaron 50 uL en cada pozo los extractos de
orégano, como CP se empled etanol y CN agua
destilada estéril, posteriormente fueron selladas con
parafilm, se incubd a 37 °C, por un periodo de 24 h,
luego se procedio a medir el diametro de inhibicion.
Analisis estadistico. Para determinar la relacion del
efecto antibacteriano del EE de O. vulgare en el
crecimiento bacteriano, se realiz6 un analisis de
varianza (ANOVA) con un nivel de significacion de
0.05 y una Prueba de Tukey para la comparacion de
los extractos con el control positivo.

Resultados

En la figura 1, se presenta los resultados de la acti-
vidad antibacteriana del EE de O. vulgare en las
concentraciones de 80, 40 y 20 mg/mL, frente una
especie bacteriana gran positiva S. aureus ATCC
29213, dos especies de bacterias gran negativas
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como P. aeruginosa ATCC 27853 y E. coli ATCC
25922, ademas se observa que las cepas gran nega-
tivas ofrecen menor susceptibilidad en comparacion
a S. aureus, ademas, siendo posible observar que el

etanol activa los principios bioactivos presentes en
el residuo seco de O. vulgare, siendo caracteristica
visible entre las concentraciones del extracto y el
CP (etanol).

Figura 1 Actividad antibacteriana del extracto etandlico crudo de O. vulgare frente a (A) S. aureus ATCC 29213
(B) P. aeruginosa ATCC 27853y (C) E. coli ATCC 25922

80 mg/mL

SE e

En la figura 2, se presenta el promedio de los tama-
fios de los halos inhibicion del EE de O. vulgare en
las concentraciones de 80, 40 y 20 mg/mL, se ob-
serva halos promedios de 21.64, 15.24 y 11.45 mm
para S. aureus, para P. aeruginosa de 13.31, 12.27 y
7.35 mm, para E. coli 12.5, 11.4 y 10.6 mm, inclu-
sive la actividad antibacteriana del etanol es menor
en comparacion al extracto.

40 mg/mL

B

20 mg/mL

Discusion

El presente trabajo de investigacion tuvo como ob-
jetivo evaluar la actividad antibacteriana in vitro del
EE de O. vulgare (Orégano).

Los resultados obtenidos en este estudio indican que
el EE de O. vulgare posee propiedades antibacteria-
nas inclusive, mayor actividad contra S. aureus
ATCC 29213, en relacion a E. coli ATCC 25922 y
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P. aeruginosa ATCC 27853, en las concentraciones
de 80, 40 y 20 mg/mL, respectivamente. De acuerdo
a estudios realizados, han evidenciado una abun-
dancia de hidrocarburos monoterpénicos y com-
puestos fendlicos, siendo los principales componen-
tes el carvacrol, seguido de timol, p-cimeno y 1-
octacosanol, compuestos que tienen una importante
actividad antimicrobiana amplia frente a bacterias,

hongos y levaduras®2,

Figura 2 Tamafio de los halos de inhibicién (mm) de
la actividad antibacteriana del extracto etanélico
frente a S. aureus ATCC 29213 P. aeruginosa ATCC
27853y E. coli ATCC 25922

Asi mismo, se observaron la presencia de halos
promedios de: 21.64, 15.24 y 11.45 mm para S.
aureus ATCC 29213, para P. aeruginosa ATCC
27853 de 13.31, 12.27 y 7.35 mm, y para E. coli
ATCC 25922 de 12.5, 11.4 y 10.6. En otros estudios
se han verificado que los EE tuvieron efecto anti-
bacteriano contra cepas clinicas aisladas con resis-
tencia multiple de S. aureus con halos de inhibicién
de 10.44 mm, le sigue E. coli con 9.88 mm vy P.
aeruginosa con 9.77mm a concentracion de 400
mg/mLQ, con nuestros resultados, en comparacion
con los hallazgos mencionados, se obtuvieron halos
mayores, lo cual puede deberse a las cepas estandar
ATCC utilizadas en el mencionado estudio, toda vez
gue se emplearon concentraciones de 80, 40 y 20
mg/mL para S. aureus, E. coli y P. aeruginosa.
Siendo la cepa de S. aureus la que presenté mayor
susceptibilidad con halo de inhibicién de 21.64 mm

25

a la maxima concentracién del extracto, le siguen
las cepas de P. aeruginosa y E. coli (figura 1) en
nuestro estudio como en el mencionado.

Asimismo, en otra investigacion realizada en lrak
reportd que dicho extracto de O. vulgare a una con-
centracion de 50 y 100 mg/mL presentaron activi-
dad antibacteriana frente a S. aureus con zonas de
inhibicién de 27-32 mm, seguido de E. coli de 25-
29 mm y para P. aeruginosa de 19-28 mm*®, en
comparacion con nuestro estudio guarda coherencia
y siendo O. vulgare una planta medicinal con po-
tencial terapéutico y presencia de compuestos bioac-
tivos capaces de inhibir el crecimiento de las bacte-
rias.

Segln Neira-Llerena®, con el EE de O. vulgare se
muestra como el de mayor actividad antimicrobiana
en esta investigacion, tras haber alcanzado los por-
centajes y halos de inhibicion mas altos frente a S.
aureus (16.65 mm) a concentracion de 30 mg/mL,
en nuestro estudio el tamafio del halo de inhibicion
a concentracion de 80 mg/mL, fue de 21.64 mm,
pero si comparamos en nuestro estudio a la concen-
tracion de 40 mg/mL fue de 15.24 mm en relacion
al estudio anterior a concentracién de 30 mg/mL
que es de 16.65 mm, los resultados son muy simila-
res, sefialando que actividad antibacteriana de oré-
gano frente a S. aureus es efectiva para este micro-
organismo®,

En cuanto a su actividad antimicrobiana, el resulta-
do de la investigacion ratifica que el EE del oré-
gano, posee actividad antibacteriana frente a bacte-
rias gram-positivas como S. aureus y sobre bacterias
gram-negativas como E. coli, P. aeruginosa.

No obstante, otros estudios a través del método de
microdilucion reportaron variabilidad de la CMI del
extracto etanolico de O. vulgare frente S. aureus de
500 pg/mL E. coli de 250 pug/mL y frente a P. aeru-
ginosa no presento actividad®, asimismo también
emplearon el aceite esencial de O. vulgare frente a
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otros microorganismos clinicos, teniendo variabili-
dad en su accion antibacteriana siendo las cepas de
E. coli entre las mas resistentes a la accion antibac-
teriana de 24.8 a 28.6 pg/mL®.

Los resultados de este trabajo permiten concluir que
el extracto etandlico de O. vulgare, es capaz de
producir compuestos con potencial antibacteriano
frente a patdgenos nosocomiales, lo que amerita
continuar con la busqueda de los componentes
bioactivos responsables de esta actividad y asi pue-
dan emplearse como alternativa terapéutica para el
tratamiento de infecciones causadas por bacterias de
importancia clinica, como también su aplicacion en
la conservacion de alimentos.
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