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RESUMEN
Thymus sp L. “Tomillo”, en la medicina tradicional se han utilizado las hojas
y flores, en caso de inflamaciones cronicas de los bronquios, el asma, tos ferina,
el dolor de estémago, los trastornos digestivos y la diarrea. Se ha liegado a
utilizar como repelente de mosquitos. En uso externo, se recomiendan en caso

dermatitis, forinculos, , dermatomicosis, vaginitis, etc.

El objetivo de la investigacion es determinar la actividad antibacteriana de los

extractos acuoso y etandlico de Thymus sp L.(Tomillo).

Se realiz6 un Screening fitoquimico de los extractos en mencién, para poder
determinar la presencia de los metabolitos secundarios presentes identificandose
a: taninos, compuestos fenodlicos libres, ftriterpenos y esteroides, antraquinonas,

alcaloides, flavonoides y saponinas.

La actividad antibacteriana de los extractos acuoso y etanélico de Thymus sp L.,
a una concentracion de 250 mg/mL, contra Staphylococcus aureus, mostrd
halos de inhibicion de 14.1 mm y 6.1 mm respectivamente.

La Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) a una concentracién de 250
mg/mL..para el extracto acuoso por reflujo fue de 15.6 mg/mL. y para el extracto

etandlico por percolacion se observé a una concentracion de 31.25 mg/mi.

Palabras claves: Thymus sp L. antibacteriana, Staphylococcus aureus , Escherichia

coli.



ABSTRACT

Thymus sp L. * "Thyme", in the traditional medicine have been used the
leaves and flowers, in the case of the chronic inflammation of the bronchi,
asthma, whooping cough, stomach pain, digestive disorders and diarrhea. It has
been used as mosquito repellent. In external use, it is recommended in case

dermatitis, furuncles, , ringworm, vaginitis, etc.

The objective of the research is to determine the antibacterial aétivity of aqueous
and ethanol extracts of Thymus sp antibacterial L. (Thyme).
Screening phytochemical extracts mention was made in order to determine the
presence of secondary metabolites ldentificAndose to: tannins, free phenolic
compounds, triterpenes and steroids, anthraquinones, alkaloids, flavonoids and

saponins.

The antibacterial activity of the aqueous and ethanol extracts of Thymus sp L. at
a concentration of 250 mg / mL against Staphylococcus aureus, showed zones of

inhibition of 6.1 mm and 14.1 mm respectively.

The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) at a concentration of 250 mg /
mL. to reflow the aqueous extract was 15.6 mg / mL. and ethanol extract by

percolation was observed at a concentration of 31.25 mg / mL.

Keywords: Thymus sp L. antibacterial, Staphylococcus aureus, Escherichia coli.
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I. INTRODUCCION

La utilizacién de plantas medicinales en el tratamiento de diferentes
enfermedades, incluidas las infecciones bacterianas, constituyen en la
actualidad un desafio para la medicina, y se ofrece como una alternativa.

La especie Thymus sp L. (Tomillo), es oriundo de la regién mediterranea
occidental, en especial del sur de ltalia, siendo posteriormente distribuido en
todas las regiones. Crece en forma silvestre en matorrales secos, suelos rocosos
pero bien drenados y soleados, hasta una altura cercana a los 2.500 m. Se
cultiva extensamente en casi todos los paises como planta aromatica culinaria
(en especial en el sur de Francia, Espafia, Marruecos y Norteamérica). En el
Perd se cultivan en las provincias de Sihuas y Corongo, ubicadas al nororiente
de la Regién de Ancash.

Entre sus principales componentes quimicos tenemos. Aceite esencial,

flavonoides, acidos fénolicos, taninos y saponosidos ",

En medicina tradicional el tomillo se ha empleado las hojas y flores,
contra la tos ferina, las inflamaciones crénicas de los bronquios, el asma, el dolor
de estdbmago, los trastornos digestivos y la diarrea. Se ha llegado a utilizar como
repelente de mosquitos. En inhalaciones tiene efecto expectorante que lo hace
ideal en los catarros secos de los bronquios. Energiza, estimula, tonifica, da

fuerzas, limpia y purifica.

En uso externo, se recomiendan topicaciones lavativas frente a distintos tipos de
infecciones o heridas cutaneas. La experiencia indica que su efecto antiséptico

es superior al agua oxigenada o al fenol. La maceracién en aceite aplicada en

11



forma de cataplasma, genera un efecto analgésico en casos de reumatismos,

esguinces o torticolis. @

Cabe resaltar que también tiene otros usos de interés , el tomillo es una de las
plantas mas importantes como aromatizante de sopas, marinadas, rellenos,
guisos, verduras y platos de coccion lenta, donde suele conservar su sabor

inalterable.

El timol es muy utilizado por la industria cosmética en la elaboracién de

enjuagues bucales y dentifricos.

Existen estudios de la actividad antimicrobiana del aceite esencial, frente a S.
aureus, E. coliy C. albicans, al mismo tiempo que ejercieron actividad inhibitoria
frente Salmonella typhi, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus  pneumoniae, S. pyogens, Enterococcus faecalis vy

Corynebacterium diphteriae.

Ante ello, se creyé conveniente realizarle un Screening fitoquimico a los
extractos acuoso y etandlico, y con ayuda de sus reactivos de precipitacion y/o
coloraciéﬁ, se detectaron la presencia de metabolitos secundarios a los cuales
se les atribuye propiedades antimicrobianas. Para ello se escogieron bacterias
Gram (+) y Gram (-), como Staphylococcus aureus y Escherichia coli y se
enfrentaron con los extractbs en mencion y se utilizé como control positivo a la

Amoxicilina.

Los objetivos del presente trabajo son:

12



Determinar la actividad antibacteriana de los extractos acuoso y etanélico de
Thymus sp L.(Tomillo) contra Staphylococcus aureus y Escherichia colli.
Identificar los metabolitos secundarios en ambos extractos

» Determinar la actividad inhibitoria de los extractos.

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos

comparandolos con el control positivo.

13



CAPITULO II: GENERALIDADES

21 THYMUS SP L.

2.1.1 Clasificacién Taxonoémica :

2.1.2

2.1.3

= Reino : Plantae.

s Division : Magnoliophytas

» Clase : Magnoliopsidas

. Orden : Lamiales

* Familia : Lamiaceae

= Geénero : Thymus

» Especie: ThymusspL.

Sinonimia comun: Tomillo, tomillo de jardin, tremoncillo,
timo, senserina, carrasquilia.

Descripcién Botanica: ¢'+?

Se trata de un subarbusto aromatico y perenne,
perteneciente a la familia de las Labiadas, caracterizado por

presentar una altura variable entre 10 y 40 cm; tallos lefiosos

tortuosos y grisaceos; hojas opuestas, verde-grisaceas,

enteras, lineares o elipticas, de hasta 15 mm de largo, con
envés tomentoso; flores pequenias bilabiadas de color lila o
blanco, dispuestas en inflorescencias terminales densas o
laxas, que hacen su aparicion desde principios de verano

hasta finales de otorio. El fruto es un aquenio ovoide liso.

14



Figura N°1. Subarbusto de Thymus sp L.

2.1.4. Habitat:
El tomillo es oriundo de la region mediterranea occidental, en-
especial del sur de ltalia, siendo posteriormente distribuido
en practicamente todas las regiones. Crece silvestre en
matorrales secos, suelos rocosos pero bien drenados y
soleados, hasta una altura cercana a los 2.500 m. Se cultiva
extensamente en casi todos los paises como planta
aromatica -culinaria (en especial en el sur de Francia,
Espana, Marruecos y Norteamérica).
En el Perd se cultivan en las provincias de Sihuas y
Corongo, ubicadas al nororiente de la Regién de Ancash.
215 Parte Utilizada:
Hojas y flores.

2.1.6 Historia: @

15



El uso del fomillo data de tiempos muy antiguos. Los
egipcios lo empleaban como una de las sustancias aplicadas
en los procesos de momiﬂcaéién. El nombre Thymus
proviene del griego thumus que significa fuerza o coraje, ya
gque se-empieaba principalmente como infusién ene.rgizante y
como antiséptiéo de heridas de los guerreros. Esta
nomenclatura fue empleada por Teofrasto para designar
tanto al fomillo como a la ajedrea. Se cree que la planta que
empleaban los griegos muy probablemente era una variedad
conocida como Thymus capitatus L. Plinio la recomendaba
como antidoto para las mordeduras de serpientes. El propio
Carlomagno (742-814) ordendé su cultivo en todos los
jardines para aprovechar tanto sus propiedades medicinales
como culinarias.

Al parecer fueron los monjes benedictinos quienes lo
introdujeron en Centroeuropa, siendo muy popular entre los
afos 850 y 1250, sobretodo en el norte de los Alpes. Para
entonces eran muy comunes los barfios tonificantes con
esencias de fomillo asi como su empleo antiparasitario. En el
siglo XVI fue cultivado extensamente en toda Europa y
regiones aledafias al Mediterraneo, formando parte de
numerosas recetas y preparados correspondientes a las
primeras farmacopeas europeas. En 1725 un boticario

aleman llamado Neumann aisla el aceite esencial,

16



2.1.7

2.1.8.

comenzando a partir de entonces su estudio con fines

terapéuticos.

Componentes quimicos:

> Aceite esencial (Thymus vulgaris 1,5-2,5%, Thymus
zygis 0,3%) de composicion variable segin el tipo de
planta, el de mayor cantidad es el timol y/o carvacrol, y
otras cantidades de geraniol, terpineol, linalol, trans-

tuyanol-terpineol.

> Flavonoides: derivados del apigenol y luteolol;
» Acidos fenélicos: caféico, rosmarinico.

» Taninos : (10%).

> Saponésidos.

Usos etnomedicinales : %,

La esencia le confiere al Tomillo propiedades tonificantes,
estimulantes del apetito, eupépticas, coleréticas,
espasmoliticas, expectorantes, antisépticas, antihelminticas y
antifungicas. Los acidos fendlicos y flavonoides reforzarian la
accion antiséptica, y estos ultimos le confieren ademas una

accion diurética.

El tomillo se ha empleado contra la tos ferina, las

inflamaciones cronicas de los bronquios, el asma, el dolor de

17



21.9

estdbmago, los trastornos digestivos y la diarrea. Se ha
llegado a utilizar como repelente de mosquitos. En
inhalaciones tiene efecto expectorante que lo hace ideal en
los -catarros secos de los bronquios. Energiza, -estimula,

tonifica, da fuerzas, limpia y purifica.

Por sus propiedades el Tomillo se indica en afecciones
respiratorias: catarro, gripe, faringitis, tos irritativa,
amigdalitis, bronquitis, asma, -enfisema..En afecciones
digestivas: disquinesia biliar, digestiones lentas, gastritis
cronicas, meteorismo, espasmos  gastrointestinales,
parasitosis, colitis, inapetencia; astenia, convalecencia;

cistitis, uretritis, pielonefritis.

En uso externo: dermatitis, forinculos, infecciones cutaneas,
dermatomicosis, vaginitis, conjuntivitis, otitis, rinitis, sinusitis,

dolores reumaticos, estomatitis, dolores dentales, alopecia,

-Olceras, -contusiones, -esguinces, -hematomas, -quemaduras.

29)

Efectos adversos y/o téxicos:

Como siempre que aparece una esencia, conviene recordar
que puede dar lugar a reacciones alérgicas, sobre todo en
nifios, y en dosis excesivas puede llegar a provocar
convulsiones. En general, no se recomienda el uso de esta

esencia durante periodos prolongados de tiempo.

18



| EI.'timoI, a dosis elevadas, puede causar toxicidad hepatica,
~albuminuria y hematuria. La utilizacién prolongada de

, colutorjos a base de timol, puede provocar tireotoxicosis.

2.2 ' Estudios referentes a la especie:
2.2.1. Actividad antimicrobiana:

Dentro de la actividad antimicrobiana, el timol y el carvacrol
han demostrado exhibir el mayor espectro terapéutico
comparativamente con el resto de los componentes del

aceite esencial 4.

Investigadores de la Universidad de Montpellier (Francia)
han identificado entre seis y siete quimiotipos diferentes en
ejemplares de tomillo europeos ®. En estudios de actividad
antibacteriana se ha visto, por ejemplo, que el quimiotipo 5
es el menos activo en funcién de la CIM (concentracion
inhibitoria minima) de las cepas bacterianas, mientras que el

quimiotipo 1 presenta la mayor actividad antifangica.

Frente a Staphylococcus aureus también resulté activo in
vitro el extracto acuoso de las hojas de fomillo ®. En
cambio, frente a Micrococcus luteus y Bacillus subtilis la
actividad de los extractos acuosos y etandlicos ha resultado
débil @ .Otros ensayos in vitro realizados con el aceite
esencial corroboraron su actividad frente a S. aureus, E. coli

y C. albicans, al mismo tiempo que ejercieron actividad

19



inhibitoﬁa frente Salmonella typhi, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, S.
pyogens, Enterococcus faecalis 'y Corynebacterium
diphteriae ®. Asimismo, el aceite esencial demostré inhibir
el desarrollo de Lisferia monocytogens in vitro, al bloquear la
actividad de la enzima Iisteﬂolisina O. En ese sentido redujo
a 52.1 HU/ml las unidades hemoliticas, respecto al control de

99.8 HU/mi ©

A nivel micético el aceite esencial ha demostrado efecto
fungistatico frente a Microsporum canis y Microsporum
gypseum con una CIM de 25 ppm Y% En tanto el extracto
acuoso como el acetonico de tomillo han desarrollado
actividad inhibitoria in vitro frente a Mycobacterium
tuberculosis V. Otros hongos que han demostrado
sensibilidad frente al aceite esencial de tomillo son:
Cryptococcus neoformans, Saprolegnia sp. y Zygorhynchus
sp. Frente a hongos fitopatégenos han resultado sensibles
al aceite esencial de tomillo Alternaria tenuis, Aspergillus
flav_us, A. ochraceus, A. parasiticus, Botrytis allii, Ceratocystic
ulmi, Cladosporium fulvum, Claviceps purpurea, Diplodia
' maydis, Fusarium spp., Fusicladium effusum, Giobberella

fujikuroi, Lentinus lapideus y Lenzites trabea ('?.

20



2.2.2 Actividad Antitusigena- Broncoespamélisis :

El extracto etanélico (30%) de hojas y flores de tomillo
demostrdé en gatos, efectos antitusivos cuando fue
administrado por via oral en dosis de 1 mL/k. En dosis de
0,25 ml/k demostré propiedades expectorantes. La actividad
antitusigena se centraria en una estimulacion de los
receptores B, de la traqu Broucke C. Sobre musculo liso
aislado de traquea de cobayos, el aceite esencial de tomillo
produjo efectos relajantes con una EDs;=56 mgl/l, el extracto
etandlico ha demostrado antagonizar en el mismo ensayo, el
efecto espasmogeno-contractii de carbacol, histamina o
prostaglandina F>-a sobre el mdsculo transverso traqueal, de

forma reversible y concentracion-dependiente ¥,

El aceite esencial ha demostrado experimentalmente un
aumento en la secrecion de la mucosidad bronquial y una
mayor eficacia del trasporte y movimientos ciliares en
bronquios. Esta actividad se debe por un lado a una accion
refleja inducida por una ligera irritacién gastrica; y por otro
lado, a una actividad directa sobre la mucosa bronquial, a
tanto a que el aceite es eliminado también a través de los

puimones.

En un estudio multicéntrico que abarcé 7.783 pacientes con
bronquitis aguda (alrededor de 2000 nifios < 12 afios),
divididos en dos grupos (4.629 con preparado herbal y 3.154

21



con N-acetilcisteina o ambroxol), se pudo constatar que la
administracion a lo largo de 10 dias de un preparado herbal
compuesto por 60 mg de extracto de raiz de Primula veris y
160 mg de extracto de partes aéreas de tomiflo, evidenciaron
una respuesta clinica significativamente superior al grupo
acetilcisteina/ambroxol, con incluso una mejor tolerancia. El
porcentaje dg respuestas favorables al tratamiento herbal fue
similar tanto en el grupo de pacientes adultos como en el de

nifios (14,
2.2.3 Actividad Antiespasmoédica-Digestiva:

El aceite esencial de fomillo demostré6 efectos
espasmoliticos sobre intestino de conejos en una
concentracion de 50 yg/mL y efectos relajantes sobre ileon
aislado de cobayos con una EDsy=6,9 mg/l La actividad
antiespasmodica del aceite esencial fue comparable a
papaverina. Tanto el timol como el carvacrol del aceite
esencial presentan esta propiedad, la cual demostré ser
sinergizada por la presencia de flavonoides. La misma fue
observada a través de varios estudios in vitro demostrando
ambas sustancias inhibir la actividad de la acetilcolina sobre
los efectores autondmicos inervados por fibras colinérgicas
postganglionares, con disminucién de la disponibilidad del
Ca 2* a nivel celular. La presencia de agluconas flavénicas,

de comprobada actividad antioxidante, influiria muy
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probablemente en su accion relajante sobre fa musculatura
lisa. Por su parte, el timol ha demostrado actividad colagoga,
carminativa y eupéptica, en este ultimo caso reforzada por su

principio amargo serpilina.

2.1.4. Actividad Antiinflamatoria-Analgésica :

El extracto etandlico de tomillo ensayado in vivo sobre ratas,
exhibe actividad antiinflamatoria y analgésica. Las mismas
estarian relacionadas con la presencia de carvacrol y el
timol. Dichos compuestos demostraron inhibicion sobre la
enzima ciclooxigenasa en modelos animales como asi
también inhibicién de la via del complemento ¢'®. El extracto
metandlico de fomillo no ha demostrado actividad
antiinflamatoria en el edema auricular de ratébn bajo
induccién con acetato de tetradecanoil-forbol 9,

2.2.5. Otros usos de interés:

El tomillo es una de las plantas mas importantes como
aromatizante de sopas, marinadas, rellenos, guisos,
verduras y platos de coccion lenta, donde suele conservar su
sabor inalterable. Las hojas secas también se afiaden a
popurris. Constituye uno de los principales ingredientes del

bouquet garni y muchos otros platos de la cocina francesa.

E!l timol es muy utilizado por la industria cosmética en la

elaboracion de enjuagues bucales y dentifricos.
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2.3. Actividad antimicrobiana

Los agentes antimicrobianos son aquellos utilizados para destruir o
impedir el crecimiento de los microorganismos. Por su estado
pueden ser: liquidos, sélidos o gases y por su naturaleza, fisicos y
quimicos. 1718,

La eficacia de estos agentes esta condicionada por varios factores
como son: la naturaleza y concentracion del mismo, asi como la
concentracién y caracteristicas de la poblacién microbiana
presente, la temperatura, la duracion del contacto entre el agente y
los microorganismos, la naturaleza de! material a descontaminar,
particularmente la presencia de material organico, y el pH.

Los agentes antimicrobianos actian sobre la estructura de célula
bacteriana y sobre sus procesos metabdlicos, y sus modos posibles
de accion son: desnaturalizacion de la proteina, rompimiento de la
membrana o de la pared celular, remocion de grupos sulfhidrilos
libres, interferencia  con reacciones enzimaticas de
microorganismos y accion sobre el ADN- 9,

A continuacion, algunos de los términos relacionados con los
agentes antimicrobianos:

Bacteriostatico: la maxima concentracion no téxica que se alcanza
en suero y tejidos que impida el desarrolio y multiplicacién de los
microorganismos, sin destruirlos, pudiendo estos multiplicarse
nuevamente al desaparecer el agente antimicrobiano. Sirven para

complementar los mecanismos defensivos del huésped.
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Bactericida: Su accion es letal sobre los microorganismos, por lo

Germicida.- Agente capaz de matar microorganismorapidamente,
algunos de estos agentes actian matando ciertos
microorganismos, pero solamente inhiben el crecimiento de otros.
Virucida.- Agente que inactiva a los virus.
Fungicida.- Agente que mata a los hongos.
Esporicida.- Agente que mata a las esporas bacteriana o
micoéticas.
Desinfectante.- Agente  quimico usado para matar
microorganismos sobre objetos inaminados, pero que resulta toxico
para ser aplicado directamente a los tejidos.
Antisépticos.- Son desinfectantes que pueden ser utilizados sobre
la piel y, en casos especiales, sobre las mucosas.
Estéril.- Libre de vida de cualquier clase. Tenemos que sefalar,
que dado que el criterio de muerte para los microorganismos es su
incapacidad para reproducirse, el material estéril puede contener
células microbianas metabdlicamente intactas.
2.3.1. Agentes Antimicrobianos
Los agentes antimicrobianos, segtin su accién, se pueden
* considerar bacteriostaticos o bactericidas y segin su
naturaleza pueden ser fisicos 0 quimicos. Entre los agentes
fisicos de esterilizacion se utiliza especialmente el calor

(calor himedo y calor seco), la filtracién y las radiaciones.
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En cuanto a los agentes quimicos, algunos tienen
inconvenientes para su uso, por no cumplir el principio de
toxicidad selectiva, porque resultan muy téxicos e iritantes
para el hombre o porque afectan los materiales a esterilizar.
(19).

Hay agentes quimicos que pueden emplearse como
esterilizantes, por su enérgica accibn sobre los
microorganismos, pero muchos tienen que ser utilizados
diluidos, con el objetivo de disminuir su toxicidad y poder
irritante, y en este caso se usan habitualmente como

desinfectantes o antisépticos. ¢”

2.3.2. Descripcion de las bacterias de estudio

>

Staphylococcus aureus

Son esféricos frecuentemente en forma de racimo, pero
también pueden observarse aislados en parejas, en cadenas
cortas o en tétradas; alcanzan de 0,5 a 1 micro de diametro,
Grampositivos e inmdviles, normalmente acapsulados, no
forman esporas. %

Es un microorganismo del reino de los protistas,
ampliamente distribuido en el ambiente, coloniza al hombre y
animales. El hombre es portador asintomatico entre un 20 y
un 40% de los adultos sanos y forma parte de la flora normal
de muchos sitios del organismo como piel y nasofaringe y

tracto gastrointestinal, causando diversas manifestaciones
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clinicas. Casi toda persona presenta algin tipo de infeccion
por S.aureus durante la vida, que varia en gravedad desde
intoxicacion alimentaria 719

La palabra griega “staphyle” significa racimo de uvas, y
constituye la raiz del término genérico, en tanto aureus hace
referencia al pigmento dorado caracteristico de la especie.
Tipicamente en el aislamiento inicial el microorganismo
produce su color caracteristico amarillo dorado, pero esta
facultad es variable observandose blancas o palidas después
del cultivo en el laboratorio y aun frecuentemente en material
clinico. @®

La mayoria de cepas elaboran la enzima coagulasa, capaz
de coagular el plasma también producen toxinas conocidas
como estafilolisinas, donde se incluyen cuatro tipos de
hemolisinas, destacando la hemolisina alfa, proteina capaz
de lisar diversos tipos de células incluyendo los leucositos
humanos; producen ademas sustancias como la
hialuronidasa, estafiloquinasa, lipasa, proteinasa, nucleasa
(DN-asa y RN-asa).

Existen cepas que producen penicilinasa, la cual inactiva la
pbrcién beta-lactama de la penicilina.

Esto explica la resistencia del microorganismo antibiéticos.
La pared estafilococia contiene una columna vertebral de
péptidoglucano y acidos teicoicos especificos de cada

especie, S. aureus posee un componente antifagocitario de
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superficie, la proteina A, unida a la pared de peptidoglucano,
pero que puede ser liberado extracelularmente?®

Una caracteristica importante de S. aureus es su facultad
para desarrollar resistencia a los antibiéticos, al menos el
90% de cepas de estafilococos hospitalarios son resistentes
a la penicilina, gracias a la penicilinasa, es menor frecuente
la resistencia penicilinasa resistentes, como la metilcilina,
pero existen cepas metilcilina, pero existen cepas
meticilinresistentes de S. aureus las cuales han alterado el
sitio de ataque.

S. aureus es potencialmente patdgeno, las infecciones
estafilococicas especificas son los forinculos, el impétigo
ampollar,' la osteomielitis, la enteritis y la intoxicacién
alimentaria por enterotoxina. Se comprueba que éstos
causan infecciones en muchos tejidos, érganos y tractos del
cuerpo como: endocarditis, septicemia, meningitis, orzuelos,
neumonia, cistitis y sepsis puerperal, etc??

S. aureus puede producir una variedad de procésos
infecciosos que van desde la infecciobn cutaneas
relativamente benignas hasta enfermedades sistémicas
potencialmente fatales. Las infecciones cutaneas incluyen
foliculitis simple y el impétigo (infeccion superficial de 1a piel
en nifios). (1®

En cuanto a infecciones profundas, se pueden desarrollar

infecciones mas extensas y profundas a partir de infecciones
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cutaneas, enddégenas, o de una exposicion a fuentes
exégenas. Un recién nacido que es hospitalizado expuesto al
estafilococo puede adquirir una neumorﬁa 0 una septicemia
fatal. Los ancianos que han experimentado un ataque de
influenza pueden sucumbir a una neumonia estafilococica.
La osteomielitis, una infeccion del hueso y médula 6sea que
asume la forma de un absceso resulita dificil de erradicar.
También hay cepas de S. aureus que pueden producir
intoxicaciones alimentarias debido a la elaboracién de
exotoxinas durante su desarrollo en alimentos contaminados.
Dos a tres horas después de la ingestion de ésta causa un
cuadro caracterizado por vomitos violentos, calambres,
diarreas y postracion, raras veces es fatal, el paciente se
recupera en un lapso maximo de 24-48 horas.

Escherichia coli :

Las enterobacterias son bacilos gramnegativos que, en
ocasiones, en cultivos jovenes, se pueden observar formas
cocobacilares y hasta cocoides. Sus bordes son rectos y sus
extremos curvos. El tamarfio promedio de la mayoria de estas
bacterias oscila entre 0,5y 2 ym de ancho, y de 2 a 4 um de
largo. La presencia de una capsula puede ser observada
muy rara vez en algunas cepas de E. coli. ¥

Las bacterias pertenecientes a esta familia no pueden

clasificarse sobre la base de la coloracién de Gram, puesto
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que todos sus miembros se presentan con la misma forma y
afinidad tintoreal. @

E. coli son bacilos de 1 a 3 ym por 0.5 ym, sus formas varian
desde cocos a pequefios bastoncillos, que se presentan
solos, en pares, en cortas cadenas, agrupados, en general
moviles por flagelos peritricos, aunque existen variantes
moviles no flageladas. No forman esporas; generalmente son
no capsulados y Gram negativos. ¥

E. coli es la especie bacteriana mas comunmente
recuperada en los taboratorios clinicos y ha sido incriminada
en enfermedades infecciosas que involucran virtualmente
todos los tejidos humanos y sistemas de 6rganos. E. coli es
uno de los organismos comunes involucrados en sepsis
Gram negativa y shock inducido por endotoxinas. Las
infecciones del tracto urinario y de las heridas, la neumonia
en pacientes hospitalizados inmunosuprimidos y las
meningitis en los neonatos son otras formas comunes de
infecciéon causada por E. coll.

Las infecciones por E. coli pueden ser divididas en
extraintéstinales e intestinales. Las extraintestinales pueden
ocurrir por ef contacto de persona a persona. E. coli es una
causa comun de infecciones urinarias como: cistitis, pielitis,
pielonefritis, esto ocurre por la intima asociacién entre el

habitat normal de los microorganismos y el tracto urinario,
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estas infecciones estan alrededor del 20% de todas las
infecciones urinarias en Hospitales. En pacientes tratados.
Las infecciones intestinales estan limitadas a las producidas
p'or las seis clases de E. coli que en la actualidad se
consideran como patégenas entéricas, estas son:
E. coli enteropatdgena (ECEP), E. coli enterotoxigénica
(ECET), E. coli enteroinvasiva (ECEl), E. coli
enterohemorragica (ECEH), E. coli enteroagregativa (ECEA),
E. coli difusamente adherente (ECDA). ('®

2.3.3. Meétodos para la determinacion de la actividad

antimicrobiana.

eMétodo de Difusion:

Fundamento: Para determinar la actividad antibacteriana se
realizan pruebas de  sensibilidad antibacteriana
(Antibiogramas), mediante el método Kirby Bauer (Difusion

de Disco en Agar Mdeller-Hinton).

En este método, la sensibilidad es medida por los halos de
inhibiciéon que se evidencian alrededor de discos de papel de
filtro, previamente impregnados con los extractos preparados

a la concentracién a ensayar.

Como control positivo se utilizan discos de sensibilidad para

Antibiogramas “%"
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eMétodo de Dilucion:

Fundamento: Estos métodos se basan en la determinacién
“del crecimiento del microorganismo en presencia de
concentraciones decrecientes del extracto de la planta a
evaluar.

Tradicionalmente estos métodos se han venido usando para la
determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI) y
ta concentracion minima bactericida (CMB) de los
antimicrobianos. En la mayoria de los casos se preparan
diluciones del antimicrobiano en progresion geométrica
utilizando un medio de cultivo adecuado, posteriormente se
inocula dicho medio y tras la correspondiente incubacion
permite el crecimiento del microorganismo; luego se realiza la
lectura, determinando que concentracion causa la inhibicion
del crecimiento del microorganismo %

Concentracién minima inhibitoria: Es la menor cantidad o
concentraciéon de antimicrobiano, que es capaz de inhibir el

crecimiento de la bacteria.

32



CAPITULO lll: PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIALES Y EQUIPOS

Materiales de Laboratorio:

e Tubos de ensayo 15 x20

e Tubos de ensayo 13x100

¢ Gradillas para tubos

e Probeta de 100 mL.

e Percolador artesanal

e Pipetas: 1, 5y 10 mL.

o Pipetas Pasteur

¢ Vaso de precipitaciéon: 100, 500 y 1000 mL.

e Embudo de vidrio

o Placas Petri

e Espatula

e Matraz erlemeyer 250 mL.
e Fiola 100mL..

e Baguetas

33



Varilla de refiujo

Mechero bunsen

Asa bacteriolégica
e Luna de reloj

Termometro

Micropipetas

Viales

Soporte universal

Aros

Equipos de Laboratorio:

e Autoclave

Destilador

Estufa

Cocinilla eléctrica

Campana bacterioldgica de flujo laminar

Bafio maria

Balanza analitica

Molino manual

Refrigerador
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Reactivos e insumos:

e Etanol 96°

e Agua destilada

¢ Diclorometano

e Alcohol amilico

¢ Anhidrido acético

o Acido clorhidrico Q.P

¢ Acido sulftrico Q.P.

¢ Solucion de hidréxido de sodio 5%
e Limaduras de magnesio

¢ Solucién gelatina 1%

¢ Solucidn de cloruro férrico 5%
¢ Reactivo de Mayer

¢ Reactivo de Wagner

¢ Reactivo de Dragendorff

Material vegetal:
¢ Hojas y flores de Thymus sp L. (Tomillo).

Material Biologico:
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=.. Cepas de Staphylococcus aureus
o Cepas de Escherichia coli
Medios de Cultivo:

e Agar Muller-Hinton

e “Caldo nutritivo

Control Positivo:

¢ Amoxicilina (25 mg/mL.).
Control Negativo:

e Etanol de 96°

e Agua destilada

Otros materiales:

e Guantes

e Mascarillas

e Equipo de venoclisis
* Viales

e Algodén

e Hisopos

¢ Papel de filtro

e Papel platino

o Papel kraff

¢ Plumoén indeleble
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3.2

o Etiquetas
PREPARACION DE LA MUESTRA DE ESTUDIO

3.21. OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL:

Las hojas y flores de Thymus sp L. fueron adquiridas en el
Hipermercado Tottus de la ciudad de Ica, en el mes de Julio

del 2013.
3.2.2. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA: #*%3

Las muestras obtenidas, estaban envasadas en bolsas
herméticamente cerradas. Enconfrandose la muestra
seleccionada seca casi entera. Se procedié a triturar en un
mortero. y después se almacend la muestra en frasco de

color ambar.

Flujograma N° 1: Tratamiento de la muestra

Obtencién de Hojas y
flores de Thymus sp L.

Seleccion

Molienda

Almacenamiento

37



>

3.3. SCREENING FITOQUIMICO DE LOS EXTRACTOS:??

Extracto Etanélico.- Se peso 10 g de muestra seca y molida y se
macerd en 90 mL. de etanol de 96°, durante 7 dias se filtré y
concentré6 a mitad de volumen para realizar la identificacion de los
metabolitos secundarios.

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS: %
REACCION DE GELATINA.- Tomar 0.5 mL de muestra y agregar 0.5
ml de solucién acuosa de gelatina al 0.5%.

Para la determinacién de taninos, la reaccién es positiva si aparece
turbidez o precipitado.

REACCION DE CLORURO FERRICO.- Tomar 0.5 mL de la muestra 'y
anadir 1-2 gotas de solucion acuosa de cloruro férrico al 0.5%.

Para la determinacion de grupos fendlicos libres, la reaccion es
positiva si aparece un color intenso azul, negro o verde.

REACCION LIEBERMAN-BURCHARD.- Tomar 0.5 mL de muestra,
se agregan 0.5 mL de anhidro acético y 1 gota de acido sulfirico
concentrado.

Para la determinacion de triterpenoides y/o esteroides, la reaccion es
positiva si aparece un color azul, verde o naranja.

REACCION DE BORNTRAGER.- Tomar 0.5 de la muestra, se agitan
suavemente con 5 mL de NaOH al 5% y se observa el color de la fase

acuosa.
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Para la determinacién de antraquinonaé, la reaccién es positiva si se
observa una coloracion roja.

REACCION PARA ALCALOIDES: Tomar 2 mL de la muestra y se
fleva a sequedad, el residuo se disuelve con 5§ mL HCI al 1%,
calentado ligeramente a 50°C, sobre esta solucién se hacen las
reacciones de MAYER, WAGNER Y DRAGENDORFF.

Para los ensayos se toma 0.5 ml de la solucion y se le agregan gotas
del reactivo correspondiente.

Reaccion Mayer: La reaccidn es positiva si aparece un precipitado de
color blanco.

Reacci6n Wagner: La reaccién es positiva si aparece precipitado
color marrén.

Reaccién Dragendorff: La reaccion es positiva si aparece precipitado
color anaranjado.

REACCION DE SHINODA: Tomar 0.'5 mL de muestra y agregar 0.2
mL. de HCI concentrado, se agregan limaduras de Magnesio. Se deja
reposar 5 minutos.

Para la identificacion de flavonoides, la reaccién es positiva si aparece

un color rojo o rosado.
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Flujograma N° 2: Screening Fitoquimico del Extracto

Etandlico de Thymus sp L.

etanol de 96°

10 g de Ms + 90 mL de

Maceracién por 7 dias.

Pruebas de
identificacién

Filtrar en caliente y concentrar
a mitad de volumen.

TANINOS GRUPOS FENOLICOS LIBRES FLAVONOIDES
Sol. De Sol. De FeCls Shinoda
Gelatina
TRITERPENOS Y/O ESTEROIDES
ALcALo_IDEs

¢ Dragendorff
e Mayer
o Wagner Qui

Lieberman-Burchard

Borntrager

NONAS
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Extracto Acuoso.- Se pes6 10 g de muestra seca y molida y se
macer6 en 90 mL. de agua destilada, se llevo a reflujar por 1 hora, se
filtr6 y concentré a mitad de volumen para realizar Ia identificaciéon de
los metabolitos secundarios.

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS: %542 43
REACCION DE GELATINA.- Tomar 0.5 mL de muestra y agregar 0.5
ml de solucién acuosa de gelatina al 0.5%.

Para la determinaciéon de taninos, la reacciéon es positiva si aparece
turbidez o precipitado.

REACCION DE CLORURO FERRICO.- Tomar 0.5 mL de la muestra y
afadir 1-2 gotas de solucion acuosa de cloruro férrico al 0.5%.

Para la determinacion de grupos fenélicos libres, la reaccién es
positiva si aparece un color intenso azul, negro o verde.

REACCION PARA ALCALOIDES: Tomar 2 mL de la muestra y se
lleva a sequedad, el residuo se disuelve con 5 mL HCI al 1%,
calentado ligeramente a 50°C, sobre esta solucion se hacen las
reacciones de MAYER, WAGNER Y DRAGENDORFF.

Para los ensayos se toma 0.5 ml de la solucién y se le agregan gotas
del reactivo correspondiente.

Reaccion Mayer: La reaccion es positiva si aparece un precipitado de
color blanco.

Reaccion Wagner: La reaccion es positiva si aparece precipitado

color marron.
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Reaccion Dragendorff: La reaccion es positiva si aparece precipitado
color anaranjado.

REACCION DE SHINODA: Tomar 0.5 mL de muestra y agregar 0.2
mL de HCI concentrado, se agregan limaduras de Magnesio. Se deja
reposar 5 minutos.

Para la identificaciéon de flavonoides, la reaccién es positiva si aparece
un color rojo o rosado.

PRUEBA DE ESPUMA: Colocar en un tubo de ensayo 1 mL de la
muestra, tapar y agitar fuertemente durante 15 minutos, luego de ese
tiempo se mide la altura de espuma.

Para la identificacién de saponinas, la reaccion es negativa si la altura

de espuma es menor de 5 mm.
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Flujograma N° 3: Screening Fitoquimico del Extracto

Acuoso de Thymus sp L.

10gde Ms +90 mL de
etanol de 96°

Reflujar 1 horas

Pruebas de Filtrar en caliente y concentrar
identificacion a mitad de volumen.

FLAVONOIDES

Shinoda

TANINOS GRUPOS FENOLICOS LIBRES
" Sol. De Sol. De FeCls
Gelatina

ALCALOIDES

¢ Dragendorff
e Mayer
« Wagner

TRITERPENOS Y ESTEROIDES

Lierbermann - Burchard

SAPONINAS

Prueba de
espuma
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3.4. OBTENCION DE EXTRACTOS:
Se obtuvieron dos tipos de extractos:

o Extracto Etandlico por Percolacién ¥

Se realiza a temperatura ambiente, que cdnsiste en el paso del
solvente través de la droga hasta su extraccion completa.

Se pesa 50 gramos de la muestra seca y molida , se colocé en un
vaso de precipitacion de 1000 mL, se humecté la muestra con
etanol de 96° , se dejo .en reposo por espacio de 1 hora
seguidamente se coloco la muestra en el percolador, se le agregé
500 mL del solvente se deja en maceracién por un periodo de 48
horas. Luego se empieza a lixiviar lentamente 20 gotas por minuto,
se recibe en un frasco ambar y se cierra herméticamente. Se
procedié a agregar solvente al percolador se deja por 24 horas,
pasado el tiempo indicado se vuelve a lixiviar y finaimente todo se
juntay es llevado a concentrar-a sequedad.

« Extracto acuoso por reflujo.- #'?%

Se pesod en una balanza analitica 50 g de la muestra seca y molida,
se colocé en un matraz erlenmeyer, se afadié 500 mL de agua
destilada y se colocé la varilla de reflujo se llevé a bafo maria por
4 horas a una temperatura de 60°C, concluida la extraccion se retiré

la varilla de reflujo y se procedié a filtrar y concentré a sequedad.



3.5 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

3.5.1

3.5.2

353

Cepas utilizadas:
e  Sthapylococcus aureus

e Escherichia coli

Las cepas fueron proporcionadas por el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional “San Luis Gonzaga” de Ica. Las cuales

fueron obtenidas del Instituto Nacional de Salud.

Medios de Cultivo:

e Agar Miieller-Hinton

e (Caldo Nutritivo.

Control Positivo:

¢ Amoxicilina (25 mg/mL)

3.5.4 Control Negativo:

3.5.5

¢ Etanol 96°
e Agua destilada

Preparacion de Medios de Cultivo y Cepas:
3.5.5.1 Preparacion del Medio de Cultivo Sélido.-

Todos los materiales de laboratorio (material de vidrio,
fierro, torundas, discos de papel Whatman, etc),

fueron previamente esterilizados.
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Para preparar el medio de cultivo Maeller—Hinton, se
suspende 39 g de éste en 1000 mL de agua destilada,
y se calienta a ebullicion hasta disolucién completa.
Se distribuye en frascos y se esteriliza en autoclave
por 15 minutos y 15 Ib de presion (121°C).
Se virti6 el medio derretido en placas Petri estériles
cubriendo la superficie con una capa de 4 mm de
grosor y dejar que el medio se endurezca (1%

3.5.5.2 Preparacion del Medio de Cultivo Liquido.-
Se suspendio la cantidad requerida de cultivo (polvo
en gramos por litro de agua destilada. Luego se
mezclé hasta uniformizar. Se calenté agitando
frecuentemente unos minutos hasta que se disolvié y
se llevé a autoclave entre 15 a 20 minutos a 121°C 0
16 Ib de presion. Luego se distribuyd en placas o en
tubos.

3.5.5.3 Preparacion del Inéculo.-
De un cultivo puro se tomé una asada de 4 a 5
colonias que presentaron las mismas caracteristicas
morfologicas.
Luego fueron sembradas en caldo nutritivo para
bacterias.
Seguidamente fueron incubados a 37 °C por 24 horas,

para determinar aproximadamente la concentracion



microbiana estos caldos fueron ajustados a la turbidez

del estandar N° 0.5 de Mac Farland.

3.5.6 Determinacion de la Actividad Antibacteriana:
3.5.6.1 Meétodo de Difusion de Disco en Agar.-

. Fue empleado el método de Kirby Bauer (Difusién de

Disco en Agar Mieller-Hinton).

Las placas petri con agar Mieller-Hinton, previamente
rotuladas, fueron sembradas con la ayuda de una
torunda empapada de bacteria tratando que Ila
siembra sea uniforme, luego se dejé secar por un

tiempo de 10 minutos.

Seguidamente se prepararon extractos acuosos Yy
etandlicos a concentraciones de 25%( 250 mg/mL),
50%(500 mg/mL) y 100%(1000 mg/mL). Se colocaron
3 discos de papel de filtro embebidos con las
diferentes concentraciones del extracto acuoso,
etandlico y la amoxicilina (Control positivo) en cada
placa petri, con la ayuda de una pinza la cual fue
previamente esterilizada al mechero antes de coger el
siguiente disco, los mismos que fueron ubicados de tal
manera que las zonas de inhibicién no se entrecrucen.

!
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Seguidamente las placas fueron incubadas en
posicion invertidas a temperatura de 37°C por 24

horas %46

Lectura:

Se verificd los halos de inhibicion formados
procediéndose a tomar las medidas teniendo en

cuenta el diametro de estos.
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Figura N° 3 : Método de Difusion en Agar del extracto
acuoso de Thymus sp L.

(25%) (50%) (100%)

Método de diluciones sucesiva

La Pinza fue esterilizada
luego de cada siembra
sometiéndolo a flama

Los Discos fueron embebidos en
distintas concentraciones de los
extractos

Estos fueron ubicados
de forma equidistante

en el medio cultivado
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3.5.6.2 Método de Dilucion: Concentracion Minima

Inhibitoria (CmI):
Se empled el Método de dilucién como se detalla:

A partir del cultivo puro se toma una asada cargada
con el inoculo, se toca y limpia el aro del asa
bacteriolédgica en un angulo que forme entre el caldo y

el vidrio del tubo de ensayo.

Se flame6 la boca del tubo y se vuelve a tapar
dejandolo en la gradilla previamente rotulada segin la

bacteria replicada.

Se incub6 a 37°C por 24 horas, cumplido el tiempo se

ajusté al estandar 0.5 de Mac Farland.

Se rotulé 10 tubos de ensayo estériles por cada tipo

de extracto.

A partir del tubo N° 2 hasta el tubo N° 10 se le agrega

0.5 mL de Caldo Nutritivo para bacterias.

Seguidamente se coloca 0.5 mL del extracto al 25% al
tubo N° 1 y tubo N° 2, a partir del tubo N° 2 se
traspasé 0.5 mL al tubo N° 3 mezclando, y asi
sucesivamente hasta el tubo N° 9; del tubo N° 9 se
coge 0.5 mL y se desechd. El tubo de ensayo N° 10

no recibio extracto.
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Luego se agrega 0.5 mL del inéculo microbiano a

todos los tubos y se incuba a 37°C por 24 horas ©34%:

Lectura.-

Para determinar si hubo o no crecimiento microbiano,
se analiz6 principalmente la turbidez, se elige el tubo
con la menor concentracidn donde no se observo
crécimiento bacteriano, los tubos que presentaron
turbidez, nos indican crecimiento bacteriano, mientras
en los tubos que no se observé turbidez, indicaron
ausencia de crecimiento bacteriano, por lo tanto
susceptibilidad de los microorganismos usados frente

al extracto, la prueba se realiz6 por triplicado.
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Figura N° 4: CMI del extracto acuoso de Thymus sp L.
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3.5.6.3 Porcentaje de Inhibicién Relativa (PIR): ?*?")

Para la determinacion del porcentaje de inhibicién
relativa (PIR) se utilizaron los resultados obtenidos por
los extractos frente a los obtenidos por el control positivo

que fue el antibiético amoxicilina (25 mg/mL).

PIR (%)= _A X 100
B

Donde:

A= Promedio del diametro del halo de inhibicion del

extracto.

Promedio del diametro del halo de inhibicién del

o
[}

antibiético
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Tabla N° 1: Screening Fitoquimico del Extracto Etanélico de

Thymus sp L.
Metabolitos Reaccion Resultado Observacién
Taninos Sol. de ++ Turbidez
Gelatina
Compuestos Sol. De FeCl3; +++ Coloracion verde
fendlicos libres oscuro
Flavonoides Shinoda + Coloracién amarilla
Alcaloides Dragendorff +++ Precipitado
Anaranjado
Mayer +++ Precipitado blanco
Wagner +++ Precipitado marrén
Triterpenos y | Lierbermann +++ Coloracién verde
Esteroides y Burchard oscuro
Saponinas Prueba de - | mem————
Espuma

Fuente: Los Autores

Leyenda: (+++): Abundante
(++) : Moderado
(+) :Leve

(-) :Ausente
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Tabla N° 2: Screening Fitoquimico del Extracto Acuoso

Thymus sp. L.

Metabolitos Reaccidn Resultado Observacion
Taninos Sol. de ++ Turbidez
Gelatina
Sol. De FeCl; +++ Coloraciéon
Compuestos verde oscuro
fendlicos libres
Flavonoides Shinoda +++ Coloracién
anaranjada
Alcaloides Dragendorff +++ Precipitado
Anaranjado
Mayer - e
Wagner - | eme———
Saponinas Prueba de ++ Espuma
Espuma
Fuente : Los Autores
Leyenda: (+++) : Abundante
(++) : Moderado
(+) :Leve
(-) :Ausente
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Tabla N° 3: Método de Difusion en disco de los extractos de

Thymus sp L.

Diametro (mm) de zona de Control PIR%
Inhibicion a diferentes cc 250
Microorganismos Extractos (mg/mL) (+)
mg/mL

100%  50% 25%

Staphylococcus Etandlico - 7.0 6.5 6.1 28 21.79
aureus Percolacion
28 50.36
ACUOSO - 15.5 14.5 141
Reflujo
Escherichia coli
. 75 6.5 5.2 25 20.8
Etandlico-
Percolacion.
- - - 25 -
Acuoso —
Reflujo

Fuente: Autores

Donde:

e C.P.= Amoxicilina 25 mg/mL
e  C.N.= Alcohol de 96° y agua destilada

e PIR = Porcentaje de Inhibicion Relativa.
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Tabla N° 4: Concentracion Minima Inhibitoria de los extractos de

Thymus sp L.

Extracto Concentracién decreciente de extractos mg/mL.
Microorganismo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 (10
Concentracion 250 125 | 62.5 | 31.25 15.6 7.8 ‘ 3.9 2.0 1.0 | CN
mg/MI
(25%)
Staphylococcus Acuoso - Reflujo - - - - - + + + + +
aureus Etandlico- - - - - + + + + + +
Percolacion
Escherichia coli Acuoso-Reflujo + + + + + + + + + +
Etanélico-
+ + + + + + + + + +
Percolacion

Fuente: Los autores

Donde:

C.N. : Control del microorganismo en caldo

(+) : Crecimiento microbiano

(-) :Sin crecimiento microbiano
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Tabla N°5: Concentracion minima inhibitoria de los

extractos acuoso y etanélico de Thymus sp L.

Extractos

Microorganismo

CMI (mg/mL)

Acuoso x reflujo Etandlico percolacion

Staphylococcus aureus

156

31.25

Fuente: Los autores
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DISCUSION:

El ‘Thymus sp L. es una especie oriunda de la regién mediterranea occidental, en
especial del sur de ltalia. Se cultiva extensamente en casi todos los paises como
planta aromatica culinaria (en especial en el sur de Francia, Espafia, Marruecos
y Norteamérica). En el Per( se cultivan en las provincias de Sihuas y Corongo,

ubicadas al nororiente de la Region de Ancash.

En medicina tradicional el fomillo se ha empleado las hojas y flores, contra la tos
ferina, las inflamaciones crénicas de los bronquios, el asma, el dolor de
estdmago, los trastornos digestivos y la diarrea. Se ha llegado a utilizar como
repelente de mosquitos. En uso externo, se recomiendan topicaciones lavativas

frente a distintos tipos de infecciones o heridas cutaneas.

En un trabajo anterior realizado por Caceres A. ef al., 1991, determiné que el
extracto acuoso de las hojas de tomillo es activo frente a Staphylococcus

aureus.

Otros ensayos in vitro realizados por Allegrini J. et al. 1972; Ramonaelina A. et
al., 1987; Safiyev S. et al., 1997; Essawi T. & Srour M., 2000; con el aceite
esencial corroboraron su actividad frente a S. aureus, E. coli y C. albicans, al
mismo tiempo due ejercieron actividad inhibitoria frente Salmonella typhi, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, S. pyogens,

Enterococcus faecalis y Corynebacterium diphteriae.
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En el trabajo realizado se determiné la actividad del extracto acuoso y etanélico

de Thymus sp L., a una concentracion de 250 mg/mL, contra Staphylococcus
aureus, mostr6 halos de inhibicion . En comparacion con el control positivo de
Amoxiciliha, se considera una sensibilidad intermedia y resistente

respectivamente.

EI extracto etandlico por percolacioén, frente a Escherichia coli, mostré un halo de
inhibicion de 5.2 mm, y el extracto acuoso por reflujo no presentd halos de
inhibicién.

La ausencia de actividad inhibitoria del extracto acuoso de Thimus sp L. frente a
Escherichia coli, comparado a lo observado con Staphyllococcus aureus, se
relaciona con las diferencias estructurales en dichas bacterias representantes
tanto de bacterias Gram negativas como bacterias Gram positivas
respectivamente, donde las Gram negativas presentan una envoltura externa
que protege a la pared bacteriana (que es mas angosta) mientras que en las
Gram positivas no se presenta dicha envoltura estando mas expuesta la pared
bacteriana (mas ancha o gruesa) donde posiblemente actuaria el extracto

evaluado, desestabilizando la pared bacteriana.

Con respecto a la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) a una concentracion
de 250 mg/mL para el extracto acuoso por reflujo fue de 15.6 mg/mL y para el
extracto etandlico por percolacion se observé a una concentracion de 31.25

mg/mL.
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Los metabolitos secundarios identificados en los extractos acuoso y etandlico
de Thymus sp L., fueron: taninos, compuestos fendlicos libres, triterpenos y

esteroides, antraquinonas, alcaloides, flavonoides y saponinas.
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CONCLUSIONES:

1.

La actividad antibacteriana de los extractos acuoso y etanélico de Thymus
sp L., a una concentracién de 250 mg/mL, contra Staphylococcus aureus,

mostro halos de inhibicion de 14.1 mm y 6.1 mm respectivamente.

El extracto etandlico por percolacién, frente a Escherichia coli, mostré un
<

halo de inhibicién de 5.2 mm, y el extracto acuoso por reflujo no presentoé

halos de inhibicién.

El porcentaje de inhibicion relativa (PIR) frente a Staphylococcus aureus,
para el extracto acuoso por reflujo fue de 50.36 %, mientras que el extracto
etandlico por percolacién obtuvo un 21.79%. El PIR para el extracto etanélico

por percolacion frente a Escherichia coli fue de 20.8%.

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) a una concentracidon de 250
mg/mL. para el extracto acuoso por reflujo fue de 15.6 mg/mL y para el
extracto etandlico por percolacion se observé a una concentracion de 31.25

mg/mL.

Los metabolitos secundarios presentes en los extractos de Thymus sp L.,

fueron: taninos, compuestos fendlicos libres, triterpenos y esteroides,

antraquinonas, alcaloides, flavonoides y saponinas
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RECOMENDACIONES:

1. Continuar con estudios sobre la actividad antibacteriana de los extractos

Thymus sp L., frente a otros microorganismos.

2. Realizar estudios de Toxicidad aguda de los extractos acuosos y etandlico.

3. Incentivar a los estudiantes de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, para

gue realicen investigaciones de plantas medicinales
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ANEXO N°1: TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Seleccion de la muestra Secado en Estufa

Percolador artesanal Equipo de reflujo
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ANEXO N°2: PREPARACION DE EXTRACTOS PARA EL SCREENING
FITOQUIMICO

Extracto en baiio maria Filtracion del extracto

Reactivos de coloracion y/o precipitaciéon
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ANEXO Ne° 3: SCREENING DEL EXTRACTO ETANOGLICO

Taninos

Triterpenos y/o esteroides
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ANEXO N°4: IDENTIFICACION DE ALCALOIDES EN EL EXTRACTO
ETANOLICO

TUBO 1: Con el reactivo de Mayer TUBO 2: Con el reactivo Dragendorff

= o R Gom

TUBO 3: Con el reactivo Wagner
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ANEXO N°5: SCREENING FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ACUOSO

. Extracto Acuoso Flavonoides del extracto acuoso

Extracto acuoso: Saponinas
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ANEXO N°6: Extracto acuoso

Extracto acuoso: Compuestos fenélicos

Extracto acuoso: Taninos
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ANEXO N°7: IDENTIFICACION DE ALCALOIDES

Reacciones del extracto acuoso
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ANEXO N°8: PATOGENOS Y AGARES QUE SE UTILIZARON EN LA
SIEMBRA

Agares:

e Agar Miller-Hinton

+ Caldo nutritivo

Los patégenos:

e Staphylococcus aureus
e Escherichia coli

Plaqueando los agares
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ANEXO N°9: PREPARACION DE LAS PLACAS PARA LA SIEMBRA

Preparando las placas con
los agares.

GAMARA DE SIEMBRA

A R A 11t 8 et s e

Placas para las siembras.

i
5

Preparando el control con amoxicilina.
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ANEXO N°10: PREPARACION DE LAS DILUCIONES DEL EXTRACTO
ETANOLICO

Extracto Etanélico y extracto acuoso Peso del extracto etanédlico

Diluciones de extractos Cocentraciones del extracto etanélico
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ANEXO N°11: PREPARACION DE LAS DILUCIONES DEL EXTRACTO
ACUOSO

Pesado del extracto acuoso Dilucién de extracto acuoso

Concentraciones del extracto acuoso y su respectivo blanco
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ANEXO N°12: CONCENTRACIONES DE LOS EXTRACTOS

Extracto acuoso: 100, 50 y 25%
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ANEXO N°13: METODO DE DIFUSION EN DISCO

Actividad antibacteriana del extracto acuoso de Thimus sp. L. Frente A
Staphylococcus aureus.

Actividad antibacteriana del extracto etandlico de Thimus sp. L. Frente A
Staphylococcus aureus
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ANEXO N° 14: CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

Determinacion de CMI del extracto acuoso

Determinacion de CMI del extracto etandlico
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ANEXO N°15: CERTIFICADO BOTANICO

CERTIFICACION BOTANICA

El Bi6logo que. suscribe certifica que la muestra
VEGETAL, fraida por las seioritas; Carbajal Gonzalez,
Lilia Magaly con DNI N° 45545897 y Rey Sanchez
Ochoa, Anais Marianella con DNI N° 44264521
pertenece a la especie conocida con -el nombre técnico
. de rhy:}:us "sp L “tomillo” segun clasificacion sistematica.
de. Arthur cronquist' 1993. Por tanto se extiende la
presente certificacion a pedido de las interesadas.

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophytas
Clase: Magnoliopsidas
Orden: Lamiales
Familia: !.amiac_eae
Género: | Thymus '
Especie: Thymussp L

N.V: “tomillo*

Ica, 16 de Julio del 2013
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“Afio de la Inversion para el Desarrollo Rural y la Seguridad Alimentaria”

“Afio de la Promocién de la Industria Responsable y del Compromiso Climatico”

UNIVERSIDAD NACIONAL SAN LUIS GONZAGA DE ICA

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

CONSTANCIA
Quien Suscribe, Mg. Jessica Yolanda Huarcaya Rojas, asesora del
Proyecto de Tesis titulado: “Actividad antibacteriana de los extractos
acuoso y etandlico de Thymus sp L. (Tomillo) contra Staphylococcus

aureus y Escherichia coli”’ , dejo constancia que:

Las Bachilleres: Carbajal Gonzalez Lilia Magaly y Rey Sanchez Ochoa Anais
Marianella, han culminado el desarrollo de la tesis, bajo mi asesoramiento

quedando apto para ser presentado y evaluado.

Ica, 16 de Diciembre del 2013 .

Atentamente,

Mg. Jessica Y. Huarcaya Rojas.

Asesora



