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RESUMEN

El Ecuador cuenta con una amplia biodiversidad de plantas medicinales procedentes de
las diferentes regiones del pais, la mayoria de plantas medicinales se utilizan como tal
basdndose en conocimientos ancestrales mas no por tener conocimientos cientificos de sus
propiedades medicinales aunque existen pocos estudios sobre las plantas andinas del
Ecuador, no se encuentra informacion cientifica sobre la actividad antibacterial del sunfo
(Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze). En el presente trabajo experimental se
determing la actividad antimicrobiana del aceite esencial de sunfo frente a cuatro bacterias
causantes de enfermedades respiratorias, el sunfo fue recolectada en los paramos de la
parroquia de Pintag, en el Herbario Nacional se certificd que se trataba de Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntz., para la extraccion del aceite esencial se utilizd la técnica de
destilaciéon por arrastre de vapor. La determinacion de la actividad antimicrobiana del
aceite se comprob6 mediante pruebas in vitro de antibiogramas por difusion en pozos
utilizando 6 concentraciones al 5%, 2.5%, 1.25%, 0.6%, 0.3% y 0.15% del aceite esencial,
como control positivo Penicilina Clemizol de 1°000.000 U.I. y con control negativo
DMSO, mediante el programa estadistico Infostat se estableci6 la significancia estadistica
de los resultados obtenidos, aunque si existio una formacion de halo de inhibicion para S.
aureus ATCC: 25923 a concentraciones 5% y 2.5% de aceite esencial, para S. mutans
ATCC: 25175 al 0.15%, para S. pyogenes ATCC: 19615 al 2.5% y 0.3% vy para S.
pneumoniae ATCC: 49619 al 2.5% y 0.3% estadisticamente su efectividad es menor

comparado con el control positivo.

Palabras clave: Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze, antibiogramas, actividad

antimicrobiana, patdgenos respiratorios, aceite esencial.



ABSTRACT

Ecuador has a wide biodiversity of medicinal plants from different regions of the country,
most of medicinal plants are used as such based on ancestral knowledge rather not have
scientific knowledge of their medicinal properties although there are few studies on the
Andean plants Ecuador, is not scientific information on the antibacterial activity of sunfo
(Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze.). In this experimental work the antimicrobial
activity of essential oil sunfo. Was determined against four bacteria causing respiratory
diseases, sunfo was collected in the moors of the parish of Pintag in the National
Herbarium it was certified that it was Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntz., for the
extraction of essential oil distillation technique was used by steam. Determining the
antimicrobial activity of the oil it was tested by in vitro susceptibility tests diffusion wells
using six concentrations of 5%, 2.5%, 1.25%, 0.6%, 0.3% and 0.15% essential oil, as a
positive control Penicillin clemizol of 1,000,000 U.I. and DMSO negative control, using
the statistical program Infostat the statistical significance of the results is established, even
if there was a halation inhibition for S. aureus ATCC 25923 at concentrations 2.5% and
5% oil essential for S. mutans ATCC 25175 0.15% for S. pyogenes ATCC 19615 2.5%
and 0.3% and for S. pneumoniae ATCC 49619 2.5% and 0.3% effectiveness is statistically

lower compared to the positive control .

Keywords: Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze, susceptibility testing, antimicrobial

activity, respiratory pathogens, essential oil.



INTRODUCCION
Ecuador se destaca como uno de los paises con mayor biodiversidad por metro cuadrado
del mundo tanto en flora como en fauna esto se debe a la diversidad climatica de sus zonas

debido a la ubicacion del pais en la linea ecuatorial (Notuslink, 2015).

Es de gran importancia conocer las bondades de las plantas medicinales, asi como las
diferentes afecciones que curan, este es un tema tratado desde que la humanidad existe.
Por este motivo el uso de aromas, extractos y aceites esenciales se registra por lo menos
3500 afios A.C., y han sido empleados en la humanidad como sustancias curativas,
cicatrizantes entre otras funciones medicinales. En las comunidades indigenas del Ecuador
el uso de aceites esenciales ha llegado hasta nuestros dias, como un legado de generacién

en generacion (Bandon, 2000).

Ciertas plantas medicinales andinas se utilizan para la extraccion de sus aceites esenciales
los cuales son utilizados por la industria farmacéutica y cosmetoldgica basandose en el
conocimiento tradicional de los campesinos y en publicaciones de estudios etnobotanicos,
las plantas medicinales forman parte de la riqueza de la flora del pais, al reconocer la
importancia de la utilizacion de estas plantas el INIAP cuenta con un banco de
germoplasma de especies medicinales representativas de la sierra ecuatoriana dentro de
las cuales se encuentra el sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze) que es
popularmente conocida por los indigenas por sus caracteristicas curativas contra resfriados

y dolores estomacales (INIAP, 1997).



El sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze), es una planta aromatica perteneciente
a la familia Lamiaceae, también se conoce con el sinbnimo Nubigenus timo (Kunth),

Micromeria nubigena (Kunth) Benth y Satureja nubigena (Kunth) Brig (IPNI, 2015).

Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze crece en América Latina entre 3000 y 4000
(msnm), la planta es popularmente conocida por los indigenas como sunfo, en el Ecuador
se utiliza como un remedio tradicional por varias comunidades, por ejemplo el pueblo
Saraguro utiliza una infusion acuosa de la planta para tratar los resfriados, en la region del
Azuay, esta planta se utiliza como remedio para la gripe, en pueblos quechuas en la Alta
Sierra aplican una decoccién de sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze) para
curar el dolor estomacal, comunidades de Cafiar utilizan la infusion de la planta para evitar
la incontinencia urinaria en los nifios, en Tungurahua, provincias de Chimborazo, Cafiar,
Azuay utilizan el sunfo en aplicaciones como digestivo, estomacal, un remedio ténico,

contra la disenteria y sindromes menstruales (Gilardoni, 2011).

En la actualidad la poblacion crece aceleradamente y con ella las enfermedades
infecciosas producidas por bacterias, virus y hongos. Segun la Direccion Nacional de
Vigilancia epidemiol6gica del Ministerio de salud del Ecuador, las infecciones
respiratorias y gastrointestinales estan entre las principales enfermedades en la sociedad
ecuatoriana y al tener conocimiento por referencias etnobotanicas que atribuyen a plantas
andinas, como el sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze) que son utilizadas para
combatir estas enfermedades, se considera importante verificar la actividad in vitro del
sunfo frente a patdgenos de enfermedades respiratorias como (S. aureus ATCC: 25923,
S. pyogenes ATCC: 19615, S. pneumoniae ATCC: 49619y S. mutans ATCC: 25175), con

la finalidad de aportar con informacién cientifica sobre las propiedades antibacterianas de



este aceite, que pudiesen ser utilizadas como un antibacterial natural y competir
efectivamente como una opcién de producto natural. La actividad antibacterial del aceite
de sunfo se determind mediante la técnica de difusion en pozos y mediante un analisis
estadistico de varianza se pudo confirmar la hipotesis alternativa que dice que una 0 mas
concentraciones de aceite esencial de sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze)
presentan actividad in vitro antibacterial frente a: S. aureus ATCC: 25923, S. pyogenes
ATCC: 19615, S. pneumoniae ATCC: 49619 y S. mutans ATCC: 25175 y concluir que a
pesar de existir una actividad antimicrobiana relativa ciertas concentraciones estos
resultados no son efectivos frente a los resultados obtenidos del antibidtico comercial

utilizado como referencia (Ministerio de salud publica , 2015).



CAPITULO 1

MARCO CONCEPTUAL

1.1 Descripcion Botanica

Planta herbacea, vascular, rastrera y aromatica, altura maxima de 15 cm posee raiz fibrosa
y pivotante. Tallo de color café rojizo con ramificaciones verticiladas. Hojas simples
opuestas de forma oval-lanceoladas con la base ligeramente truncada, miden hasta 4mm
de largo. Flores zigomorfas y labiadas de 3 a 5 mm, posee 5 sépalos de color verde y 5
pétalos. Fruto seco indehiscente y tetraquenio. EI sunfo (Clinopodium nubigenum
(Kunth) Kuntze) habita en los paramos y cordilleras del Ecuador y de paises como
Colombia, Costa Rica, Venezuela, Panama y Per( en un rango altitudinal de 3500 a 4500

msnm (Caicedo & Otavalo, 2007).

1.2 Taxonomia de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze)

Reino: Vegetal

Divisién: Angiospermas
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Asteranae Takht.
Orden: Lamiales Bromhead
Familia: Lamiaceae Martinov
Género: Clinopodium L.

Nombre Cientifico: Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze.



Nombre Comun: Sunfo (Jorgensen, 1999).

1.3 Principios activos de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze.

Los principios activos del sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze) se encuentran
principalmente en su aceite esencial y son: borneol, acetato de borneol, acido butirico,
carvacrol, citroneol, p-cimeno, geraniol, limoneno, nerol, acido valérico y acético,
presentando cada uno diversas propiedades farmacoldgicas, entre las que se puede
mencionar: la accion antiproliferativa del acido butirico, es decir, podria ser utilizado en
tratamientos de cancer para evitar la multiplicacién de células cancerigenas; por otra parte
el olor caracteristico de esta planta se atribuye a que contiene geraniol caracterizado por

su peculiar olor (Lituma & Molina, 2008).

Encuestas realizadas en la comunidad San Cristébal Alto (provincia del Carchi) sefialan
que el sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze) es utilizado en forma de infusiones
para diversas afecciones por ejemplo para malestares generales en un 8%, para elevar el
calor corporal un 42% y para combatir dolores gastrointestinales un 50% ademas es
importante conocer que comunmente se utiliza el follaje de esta planta en un 83% en dicha
comunidad esta infusién es muy utilizada ya que no existe estudios ni testimonios de
toxicidad. Existen varios estudios relacionados con técnicas de destilacion del sunfo y la
calidad del aceite esencial obtenido mas no de las caracteristicas medicinales del mismo

(Caicedo & Otavalo, 2007)



1.4 Propiedades farmacologicas

El sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze) ha sido utilizado por la etnia Saraguro
desde la antigiiedad, por sus propiedades farmacoldgicas de importancia como: digestiva,
antiinflamatorio, analgésica, antiespasmaodica, antidisentérica, antivomitiva, antioxidante,
antibacterial, fortificante, expectorante y calmante, ademas se utiliza para casos de
hemorragias, reumas, control antiséptico, uUlceras bucales y dolores de garganta y
menstruales, el uso etnomédico atribuido en esta region es para el dolor dentario (Lituma

& Molina, 2008).

1.5 Aceite esencial

Los aceites esenciales son compuestos naturales, liquidos volatiles y de agradable aroma,
extraidos de las plantas mediante procesos de destilacion; se registra poca informacién
sobre el aceite esencial de sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze) debido a la
poca investigacion sobre el mismo pero se sabe de su poder antiséptico y anestésico

(Salazar, 2009).

(Lituma & Molina, 2008), determinaron que la tintura de sunfo al 10% presenta actividad
analgésica de tipo somatico a una concentracion de 50mg/kg, este experimento fue
realizado mediante ensayos farmacologicos con modelos animales comparando los

resultados obtenidos con la actividad analgésica del ketorolaco.



1.6 Composicion quimica de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, por lo general obtenidas por
arrastre de vapor de agua que contienen sustancias responsables del aroma de las plantas,

utilizados en la industria: cosmética, de alimentos y farmacéutica (Zabbat, 2013).

Los aceites esenciales son mezclas complejas de hasta méas de 100 componentes que

pueden ser:

Compuestos alifaticos de bajo peso molecular: alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas,
ésteres y acidos.
e Monoterpenos

e Sesquiterpenos

Fenilpropanos (Salazar, 2009).

En la investigacion sobre: “In vitro antibacterial efficacy of Clinopodium vulgare L.
extracts and their synergistic interaction with antibiotics” realizada por (Stefanovic,
Stankovic, & Comic, 2011) en Brasil, en la composicion quimica del aceite esencial de
Clinopidium nubigenum se identificaron 70 compuestos. Los compuestos encontrados
fueron: pulegona, mentofurano, isopulegona, a-copaeno, 1 - octen -3- il acetato, limoneno,
p-cimeno, piperitenona, B-pineno y 1,6- octadien-3,7-dimetil 3-ol. Conjuntamente se
demostro mediante cromatografia de gases acoplada a masas (GC MS) que el aceite
esencial contiene un alto porcentaje de acetato de carvacrol en una especie proveniente
de Loja, Ecuador, atribuyéndole asi el efecto antibacterial frente a microorganismos

como: Candida albicansy Staphylococcus aureus (Guerra, 2015).



Tabla 1: Composicion quimica de Clinopodium nubigenum

Nombre del compuesto IkP IK@ C. nubigenum Metodo
a-tujeno 930 922 0,83+ 0,19 GC MS
a-terpineno 1017 1014 0,49+£0,14 GC MS
p-cimeno 1024 1022 52+1,12 GC MS
limoneno 1029 1025 0,91+0,19 GC MS
y-terpineno 1059 1054 3,33£0,76 GC MS
1-octen-3-il acetato 1112 1110 4,82 +0,51 GC MS
pulegona 1237 1236 6,3+ 0,06 GC MS
timol 1290 1298 5,54 +0,42 GC MS
carvacrol 1299 1307 20,66 +1,73 GC MS
d-elemeno 1338 1333 1,01 £ 0,02 GC MS
timol acetato 1352 1359 0,55+0,08 GC MS
acetato de citronelilo 1352 1364 3,6 +0,12 GC MS
carvacrol acetato 1372 1377 42,17+1,21 GC MS
NI 1388 0,35+0,08 GC MS
cariofileno 1419 1411 0,38+ 0,03 GC MS
y-muuroleno 1479 1477 0,32 + 0,004 GC MS
biciclogermacreno 1500 1491 1,78 £ 0,13 GC MS
d-cadineno 1523 1516 1,31+ 0,06 GC MS




espatulenol 1578 1579 0,44 +£ 0,04 GC MS

Nota: 2 indice de Kovats experimental calculado en base a los tiempos de retencion estandar de una serie
de alcanos alcanos C8 -C30

b Indice de Kovats tedrico. NI: no identificado

Fuente: (Guerra, 2015).

1.7 Métodos de extraccion de aceites esenciales

1.7.1 Destilacion por arrastre de vapor

Es el método de extraccion més utilizado. Este método consiste en generar vapor que seré
introducido al destilador para hacerlo pasar a traves del material vegetal. El principio
béasico de este tipo de destilacion es el de dos liquidos heterogéneos en este caso el agua
y el aceite esencial, cada uno ejerce su propia presion de vapor sin intervenir en el otro
componente. La mezcla hierve cuando las presiones de vapor combinadas alcanzan la
presion necesaria. El vapor y el aceite esencial son condensados y separados. Hay que
recalcar que los aceites esenciales obtenidos mediante esta técnica suelen ser diferentes
en sus caracteristicas organolépticas al aceite original encontrado en el material vegetal.
Ciertos compuestos no volatiles del vapor, quedan en el destilador, a estos compuestos no
volatiles se les atribuye dar la caracteristica del sabor del aceite esencial mas que del olor.
Algunas sustancias muy volatiles se pierden en la destilacion. Aunque este proceso sea
controlado en sus diferentes variables es inevitable la existencia de cambios quimicos

como la oxidacion o hidrolisis (Ceruti & Neumayer, 2004).

1.7.2 Extraccion con disolventes volatiles
En este método la muestra debe estar seca y molida, al ponerse en contacto con solventes

organicos como alcohol y cloroformo estos solubilizan el aceite esencial, también extraen



otro tipo de sustancias como: ceras y grasas, danto como resultado un extracto impuro
que debera ser purificado segun el uso que se le dard, hay que tomar en cuenta que algunos
solventes utilizados en este método dejan residuos que no se los puede dejar si el aceite
esencial sera utilizado en la industria de alimentos o farmacéutica (Peredo, Luna, & Lopez,

2009).

1.7.3 Extraccion con fluidos supercriticos

Esta técnica consiste en hacer circular a traves de la muestra previamente cortada y molida
un fluido en estado supercritico por una camara de acero inoxidable este fluido puede ser
CO2 de esta manera el aceite esencial es solubilizado mientras tanto el fluido utilizado
que actta como solvente es eliminado. La pureza del aceite esencial obtenido dependera
de las condiciones de extraccion, este tipo de extraccién se caracteriza por su alto
rendimiento, facilidad de eliminar el solvente y poco residualidad, por otro lado las
instalaciones requeridas son costosas por lo que limita la utilizacién de esta técnica

(Rodriguez, Alcaraz, & Real, 2012).

1.7.4 Extraccion por prensado

Esta técnica consiste en someter al material vegetal a una fuerza mecénica que lo
exprimira para obtener el aceite esencial el cual sera previamente filtrado para su
utilizacion, es comun utilizar este método en extraccidn de aceites esenciales de plantas

citricas (Rodriguez, Alcaraz, & Real, 2012).

1.7.5 Extraccion por enflorado o enfleurage
En este método se pone en contacto el material vegetal, que usualmente son flores, con

una grasa. La grasa actia como vehiculo extractor y la esencia sera solubilizada en la
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misma. La mezcla obtenida sera de aceite esencial y grasa la cual sera purificada mediante
métodos fisico-quimicos. La desventaja de este método es su bajo rendimiento y la
dificultad y el costo de separar la grasa del aceite esencial (Rodriguez, Alcaraz, & Real,

2012).

1.8 Microorganismos patdgenos que afectan a las vias respiratorias

Por lo que concierne a la etiologia bacteriana, en el caso de la sinusitis maxilar aguda
pediatrica los gérmenes mas aislados son el S. pneumoniae (25-30%), la Moraxella
catharrhalis (20%) y, en menor namero, el S. f-hemolitico de grupo A. Con relacion a la
sinusitis cronica, el Haemophilus influenzae, el S. aureus, el S. mutans, S. pyogenes y los

gérmenes anaerobios como Bacteroides spp y Fusobacterium spp (Diaz, 2006).

1.8.1 Staphylococcus aureus ATCC: 25723

S. aureus pertenece a la familia Staphylococcaceae. Es Una bacteria Gram positiva con
metabolismo anaerobio facultativo, hay que tomar en cuenta que cepas antiguas o los
microorganismos fagocitados se tifien como Gram negativo. Presentan forma de coco y
aparecen en parejas, en cadenas o0 en racimos. Su tamafio va de 0,8 a 1,5 micras de
diametro, es inmovil y algunas cepas presentan una mayor capacidad de producir
infeccion ya que producen una capsula externa mucoide. Presenta coagulasa positivo,

catalasa positiva y oxidasa negativo (Silva, 2012).

El contagio puede ser exdgeno o enddgeno. La transmision exdgena se lleva a cabo a
través de heridas o quemaduras; a través del contacto del tejido con material médico
contaminado Yy la ingestion de alimentos contaminados. En la infeccion enddgena se trata

de la entrada de microorganismos desde la piel, a través de fracturas, heridas o cuerpos
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extrafios desde un lugar en donde el microorganismo es comensal. La infeccion se ve
favorecida cuando el paciente es inmuno deprimido, tiene diabetes, malnutricion o esta
expuesta a una terapia antibiotica de amplio espectro, cabe recalcar que este

microorganismo ha adquirido resistencia a la Oxacilina y Meticilina (Silva, 2012).

Se utiliz6 la cepa ATCC: 25723 basandose en referencias bibliograficas de
investigaciones similares realizadas, de las cuales se pueden mencionar: “Actividad
antibacteriana de extractos etanolicos de macroalgas marinas de la costa central del Perd”,
en la que se evalud la actividad antibacteriana de extractos etandlicos de 12 especies de
macroalgas marinas frente a 11 cepas bacterianas probadas solamente las cepas clinicas
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, entre otras. La
actividad antibacteriana de los extractos etandlicos se evalué empleando la técnica de

difusion en agar (Magallanes, Cordova, & Orozco, 2003).

Se puede mencionar también el estudio realizado por (Pino, Ortega, & Pérez, 1996),
“Composicion y propiedades antibacterianas del aceite esencial de Lippia alba (Mill.) n.
e. Brown”, en el que se evalu6 la actividad antibacteriana del aceite esencial sobre una
bacteria integrada por 9 especies de bacterias en las que se incluye a S. aureus ATCC
25923, mediante la determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias y con el
empleo del método de las diluciones seriadas dobles en medio liquido. El aceite presento
actividad antibacteriana, siendo mayor en general, sobre los gérmenes Gram positivos,

con valores de las concentraciones minimas inhibitorias entre 0,3 y 0,63 mg/mL.

Véase en el anexo 5, ficha técnica de S. aureus ATCC: 25723.
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1.8.2 Streptococcus mutans ATCC: 25175

S. mutans es una bacteria Gram positiva con metabolismo anaerobio facultativo
normalmente encontrada en la cavidad bucal formando parte de la placa dental por lo que
estd asociada al inicio y desarrollo de las caries. Es un organismo acidofilo por que vive
en medio con pH bajo, acidogénico por metabolizar los azlcares a acidos y acidurico por
sintetizar &cidos a pesar de encontrarse en un medio de la misma composicion (Porte &

Braun, 2009).

S. mutans constituye la primera causa de caries dental y de infecciones graves por
estreptococos del grupo viridans, tales como bacteriemia y endocarditis. Hay que tomar
en cuenta que su identificacion podria ser un desafio ya que posee capacidad de
presentarse como un bacilo Gram positivo al aplicar diagnostico por tincién Gram (Porte

& Braun, 2009).

La cepa ATCC: 25723 fue utilizada basandose en referencias bibliogréficas relacionadas
a esta investigacion, de las cuales se puede mencionar: “Efecto antimicrobiano In vitro de
propdbleos argentinos, colombianos y cubano sobre Streptococcus mutans ATCC 251757,
en el que se evalud la actividad antimicrobiana de cuatro extractos de propdleos
argentinos, cinco colombianos y uno cubano frente a S. mutans ATCC 25175. La actividad
bactericida y bacteriostatica fue medida por concentracion minima inhibitoria en un rango
entre 0.02 y 15 mg/ml. La totalidad de las muestras analizadas presentaron actividad
contra S. mutans a concentraciones de 15 a 3.75 mg/ml (Figueroa, Martinez, & Moreno,

2007).
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En el estudio realizado por (Tovalino & Sacsaquishpe, 2010), “Evaluacion in vitro del
efecto antibacteriano del extracto etandlico de propoleo de Oxapampa-Peru sobre cultivos
de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923)”, se
evalud la actividad antimicrobiana mediante el método de Kirby-Bauer, frente a dos

baterias incluyendo la capa de utilizada en la presente investigacion.

Véase en el anexo 6, ficha técnica de S. mutans ATCC: 25175.

1.8.3 Streptococcus pyogenes ATCC: 19615

S. pyogenes es una bacteria Gram positiva, se presenta en pares o en cadena de forma
esférica son anaerobios facultativos, catalasa negativos, su capsula esta conformada por
acido hialuroénico, en la pared celular se encuentran las siguientes proteinas: antigeno

especifico de gpo y peptidoglicano (Koneman, 2006, pag. 925).

S. pyogenes es el causante de faringoamigdalitis aguda bacteriana es de importancia
médica ya que se caracteriza por secuelas no supurativas: fiebre reumatica y
glomerulonefritis. Existe un incremento en las Gltimas dos décadas respecto al numero de
casos de fiebre reumatica a nivel mundial, por lo que se concluiria que existe un cambio
en la epidemiologia de esta bacteria, principalmente en el tema de la virulencia. El
estreptococo produce varias enzimas y toxinas como las toxinas pirogénicas que

contribuyen a su patogenicidad (Rivera, 2001).

La seleccion de la cepa ATCC: 19615 se realizO mediante revision bibliografica que
menciona la utilizacion de dicha cepa en estudios relacionados a la presente investigacion,
se puede mencionar las siguientes investigaciones: “Actividad antimicrobiana de

Waltheria indica y Acacia farnesiana”, que consistio evaluar la actividad antimicrobiana
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in vitro de los extractos etandlicos y acuosos preparados con las raices de ambas plantas.
Con estos extractos, se determiné el rendimiento de solidos solubles totales y se realizo
el analisis fitoquimico general. La actividad antimicrobiana se evaluo frente a 25 cultivos
bacterianos en el que se incluye a S. pyogenes ATCC: 19615, dos cepas de hongos
filamentosos y 13 cepas de siete especies de levaduras del género Candida (Rojas,

Avellaneda, & Cuéllar, 2008).

En la investigacion realizada por (Avellaneda, Rojas, & Fonseca), “Actividad
antibacteriana de Diphysa minutifolia Rose “, se determiné el posible efecto antibacterial
del extracto, el extracto se enfrentd a 33 cepas bacterianas de la coleccion ATCC en la
cual se incluye a S. mutans ATCC: 19615, se utiliz6 el método de difusion radial en

monocapa en medio con agar Yy con pocillos cilindricos.

Véase en el anexo 7, ficha técnica de S. pyogenes ATCC: 19615.

1.8.4 Streptococcus pneumoniae ATCC: 49619

S. pneumoniae es un coco Gram positivo capsulado. Sus células tienen forma lanceolada,
miden 0,5 a 1,2 mm de diametro y se encuentran en pares o diplos. Son organismo
anaerobios facultativos. Tienen requerimientos propios para su crecimiento y
multiplicacién, su medio de cultivo debe estar enriquecido con proteinas y suplementos
hematoldgicos. S. pneumoniae es causante de un porcentaje considerable respecto a los
problemas de salud publica tanto en paises industrializados como en paises en vias de

desarrollado (Preado, 2001).

En México, las infecciones de vias respiratorias siguen catalogadas como una de las 10

primeras causas de mortalidad y morbilidad en nifios menores de 5 afios. Los principales
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agentes etiologicos en infecciones de origen comunitario son virus y bacterias. Bacterias
como: Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae y Moraxella catharralis son
aisladas con mayor frecuencia en cultivos. S. pneumoniae es causante de infecciones como

sinusitis 0 neumonia y otitis media en nifios menores de 5 afios (Sol6rzano & Ortiz, 2005).

La cepa ATCC: 49619 fue seleccionada mediante revision bibliografica que referencia la
utilizacion de dicha cepa en estudios relacionados a la presente investigacion, se puede
mencionar: el estudio realizado por (Guzmén & Henriquez, 2007), “Determinacion de la
actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas de la cromatografia de columna (n-
hexano:acetato de etilo 70%, acetato de etilo puro y Metanol puro) procedentes del
extracto diclorometanico de la goma-resina de eucalyptus citriodora (eucalipto)”, en la
que se determind la actividad antibacteriana de las diluciones de cada una de las
fracciones, mediante el método microbiol6gico Kirby Bauer Modificado, utilizando 3

cepas en las que se incluye a S. pneumoniae ATCC: 496109.

Véase en el anexo 8, ficha técnica de S. pneumonia ATCC: 496109.

1.9 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
Diversos métodos de laboratorio son usados para determinar in vitro la susceptibilidad de
bacterias ante agentes microbianos, principalmente se utilizan técnicas de difusiéon o de

dilucion.

Respecto a las técnicas de dilucion estas proporcionan resultados cuantitativos es decir la
concentracion minima inhibitoria, CMI y las técnicas de difusion proporcionan resultados

cualitativos que se los podria definir en términos como: sensible, intermedio y resistente.
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Se recomienda trabajar con los dos métodos ya que existe una correlacion directa entre la

CMl y el didmetro del halo de inhibicion formado (Cercenado & Saavedra, 2009).

1.9.1 Método de difusion en agar empleando discos

El método de difusion en agar, es respaldado por datos de laboratorio y clinicos, se
caracteriza por que sus resultados son altamente reproducibles. Esta técnica se basada en
el método originalmente descrito por Kirby-Bauer. Este método de difusion en pozo o en
discos fue estandarizado y actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos de
Susceptibilidad de NCCLS, de Estados Unidos. Se fundamenta en establecer
cuantitativamente el efecto de una o un conjunto de sustancias, sobre microorganismos,
cepas bacterianas. Este método se basa en la relacion entre la concentracion de la sustancia
necesaria en estudio para inhibir una cepa bacteriana y la formacion del halo de inhibicion
de crecimiento en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado
para cada cepa y sembrado homogéneamente con la bacteria en estudio y sobre la cual se
ha colado un disco de papel filtro de 6 mm de didmetro, o se ha sembrado en pozo

incorporando una cantidad conocida de la sustancia (Ramirez, Castillo, & Melo, 2013).

En el método de difusidén en agar empleando discos, los discos de papel contendran la
solucion estandarizada y otros la sustancia que se sospecha tenga actividad antibacterial,
a estos discos se los coloca sobre la superficie del medio de cultivo ya solidificado y
previamente inoculado con el microorganismo a estudiar. Después de 18 h de incubacién
se podra obtener resultados tomando en cuenta que el diametro del halo formado tendra
relacién con el grado de sensibilidad que presente el microorganismo (Cercenado &

Saavedra, 2009).

17



1.9.2 Método de difusion en pozos

Este método se basa en realizar pozos en el medio solidificado que previamente fue
inoculado con la suspension bacteriana a estudiarlos pozos se realizan con la ayuda de
una pipeta Pasteur estéril se recomienda perforar el medio de cultivo hasta el fondo de la
caja Petri para obtener un pozo de aproximadamente 5-6 mm de didmetro en los cuales se
inoculara el antibiotico, la sustancia a estudiar y la sustancia utilizada como control

negativo (Ramirez, Castillo, & Melo, 2013).

1.9.3 Método de dilucién

A este método se la conoce también como turbidimétrico, en esta técnica se hace
diluciones seriadas del antibidtico en la relacién pg/ml en el caldo de cultivo con el que
se trabajard y un tubo como control de crecimiento del microorganismo, esta técnica se
realiza con el objetivo de determinar la concentracién minima inhibitoria (Lizcano &

Vergara, 2008).
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CAPITULO 2

MARCO METODOLOGICO

2.1 Localizacion de recoleccion

La recoleccion de sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze), se realiz6 en los
paramos de la parroquia de Pintag localizada en la provincia de Pichincha, en el Distrito
Metropolitano de Quito, situada al sur oriente de la Capital. La altura de la parroquia de
Pintag va de 2400 a 4500 msnm. Pintag cuenta con un clima entre frio en la parte alta y
templado en la parte occidental. Para la parroquia de Pintag con respecto a su temperatura
se toma como referencia los datos del llustre Municipio del Canton Rumifiahui
Temperatura media: 13.74 °C (Gobierno Autonomo Descentralizado Parroquial de Pintag,

2012).

2.2 ldentificacion y recoleccidon del material vegetal

La planta fue identificada como Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze en el Herbario
Nacional del Ecuador, posteriormente se procedio a la recoleccion del material vegetal a

estudiar de los paramos de la parroquia de Pintag.

Para la recoleccion se tomo la planta entera sin raiz ya que las hojas, material vegetal de
interés, son muy pequefias, para este proceso se utilizo tijeras podadoras y el material

recolectado se lo almaceno en sacos de yute para su posterior tratamiento.
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2.3 Secado y desinfeccion del material vegetal

Una vez recolectada una cantidad aproximada de 6kg de material vegetal se procedié a
“desinfectarlo”, para esto se utilizé una solucién de hipoclorito de Sodio al 1% en agua.
Se recomienda sumergir toda la muestra de planta por 10 a 15 minutos. Posteriormente se
procedio a secar el material vegetal mediante exposicion al sol a una temperatura
aproximada de 23°C y aire libre por 5 dias ya que la muestra procedia de un lugar con alta

humedad.

2.4 Aceite esencial de Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze

2.4.1 Proceso de obtencion del aceite esencial

La muestra vegetal “seca” fue destilada mediante arrastre de vapor en un destilador de
acero inoxidable con capacidad de 40L. La destilacion de 6kg de muestra duro
aproximadamente 5 horas. El rendimiento del aceites esencial establecido en [%( p/p)] se
calcul6 tomando en cuenta el peso del material vegetal seco. Una vez destilado el aceite
esencial se utilizé sulfato de sodio para eliminar el agua presente en el aceite esencial

extraido.

2.4.2 Control de calidad del aceite esencial de Clinopodium nubigenum (Kunth)
Kuntze

Es importante tener en cuenta que, cada aceite esencial tiene valores especificos en cada
parametro de evaluacion, dependiendo de: lugar de recoleccién, método de extraccion

utilizado, etc.
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Tabla 2: Analisis y control de calidad de los aceites esenciales

Tipo de anélisis Métodos utilizados

Olor

Organoléptico Color

Sabor

Densidad

Fisicos indice de refraccion

Quimicos Acidez (pH)

Fuente: Andrea Fonseca

2.4.2.1 Andlisis organoléptico
Se tomd una muestra de aceite esencial igual a 1 mly se coloco sobre un vidrio reloj con

el fin de facilitar los pertinentes analisis organolépticos.

La evaluacion de estos parametros debe realizarse inmediatamente extraido el aceite

esencial.

Olor

Evidentemente es una de las caracteristicas organolépticas mas subjetivas, tanto por la
agudeza de cada persona como por la identificacién y denominacién particular de cada
olor. Para su identificacion se realiza un analisis organoléptico en el cual se estableceran
términos como: Desagradable, putrefacto, aromatico, aliaceo, anisado, alcanforado, nulo,

desagradable entre otros.
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Color

Se deduce que dependiendo de la parte vegetal utilizada para la extraccion tendréa relacién
el color del aceite pero no siempre es asi por lo que si se obtiene un aceite esencial de
color verde no significara que provenga de las hojas de la planta, por otro lado se atribuye
el color del aceite a la composicion quimica del mismo. Para que ciertas propiedades como
el color no varien se debera guardar el aceite esencial en frascos color ambar y estar

protegidos de la luz.

Sabor

El sabor es también un pardmetro subjetivo que sera definido por comparacion a sabores
ya estandarizados, ademas variard dependiendo de la técnica de extraccion utilizada y los
métodos de purificacion, se podria catalogar al sabor como: Dulce, amargo, salado, &cido,

aromatico entre otros.

2.4.2.2 Andlisis fisicos

Densidad

Para determinar el valor de densidad se utiliz6 un densitémetro Mettler Toledo DM40,
para la medicion se necesita aproximadamente 4 ml de aceite esencial en un vaso de
precipitacion, el equipo posee dos mangueras plasticas, la primera se sumergié en el vaso
que contenia el aceite y mediante la pantalla digital del equipo programamos para que el
aceite sea aspirado, aspirara hasta que la celda interna del equipo se llene y se pueda dar
la medida, una vez establecido el valor se coloco el vaso de precipitacion en la siguiente
manguera para que el aceite esencial sea recuperado esto se da gracias a la fuerza de una
bomba, en este proceso no se pierde aceite esencial ya que casi en su totalidad es devuelto
por el equipo.
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Indice de refraccion

Sobre el prisma del refractometro se coloc6 una gota de agua destilada para su calibracion,
se regulo el equipo tomando en cuenta la zona del espectro visible que aparece en la
linea limite del campo visual esto se logra observando mediante el lente optico del
aparato para conseguir esta regulacion se utiliz6 compensador cromatico hasta lograr
colocar la interseccion del reticulo sobre la linea limite de los campos claro y

oscuro y se procedio a leer el valor correspondiente.

Una vez registrada la medicion se limpid el prisma asegurandose quede liquido de la
muestra anterior, se colocé una gota del aceite esencial teniendo precaucion que el liquido
no se desborde del prisma, se cerrd la proteccién del prisma y se procedio a enfocar hasta
conseguir que la linea horizontal se encuentre en el centro del circulo de medicion que se

observa en mediante el lente dptico y se registraron los datos.

2.4.2.3 Analisis quimicos

Acidez (pH)

Para realizar medidas exactas se utiliz6 un pH-metro, que mide el pH por un método
potenciométrico se calibré el equipo con la ayuda de soluciones estandar o amortiguadoras
con los siguientes valores de pH: 4, 7, 10, ya que el principio de establecer el pH de una
sustancia es que se compare el pH de una muestra con el de una disolucion patrén de pH
conocido, una vez establecidos estos valores se limpi6 el electrodo con agua destilada y

se introdujo en el aceite esencial para su medicion.
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2.5 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Para la aplicacion de este ensayo son importadas por Medibac a ATCC (American Type
Culture Collection): S. aureus ATCC: 25923, S. pyogenes ATCC: 19615, S.
pneumoniae ATCC: 49619 y S. mutans ATCC: 25175, se utilizé como control positivo
para el ensayo el antibiotico comercial llamado Penicilina Clemizol de concentracién
1°000.000 U.I. de laboratorios Life, como control negativo se utilizd dimetilsulfoxido

(DMSO).

2.5.1 Activacion de las cepas bacterianas
El método de activacion dependera del material bioldgico a trabajar, para la activacion de
estas cepas se siguio el procedimiento establecido por la empresa que los distribuye

Medibac.

Una vez extraido el hisopo del paquete se desprendio la banda sefialada que detalla las
caracteristicas de la cepa y se pegd esta banda en la caja Petri a sembrar, las siguientes
cajas a sembrar fueron etiquetadas con el nombre del microorganismo correspondiente y
numero de cepa. Luego se procedio a hidratar la cepa, en la parte superior del hisopo se
encuentra una ampolla la cual se presiond hasta romperla interiormente con el fin de que
el liquido hidratante llegue hasta la parte inferior del hisopo y lo hidrate, para conseguir
mejor hidratacion se presiond la parte inferior del hisopo con las yemas de los dedos
posteriormente se abrid el hisopo y se procedio a la siembra en una camara de flujo,
laminar (marca: ESCO, modelo: ACB-4A2), evitando todo tipo de contaminacion, la
siembra se hizo en 4 placas de tripticasa soya agar (TSA) para cada bacteria a excepcién
de S. pneumoniae ATCC: 49619 que por sus requerimientos de crecimiento se sembro en

agar sangre de cordero al 5% procedente de la empresa Cultiprep Cia. Ltda., finalmente
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se incubd las placas en condiciones detalladas en el manual de Medibac para cada
microorganismo, S. aureus ATCC: 25923 en condiciones aerobias (incubadora marca:
Shel Lab, modelo: 1525) y anaerobias (incubadora marca: Binder, modelo: CB 53-UL)
para el resto de bacterias, los pardmetros de incubacion para las 4 cepas fue de 24 horas a

temperatura de 37 °C (Microbiologics, 2010).

2.5.2 Preparacion del indculo

De las cajas Petri anteriormente activas se realizd resiembras las cuales se utilizaron para
preparar el indculo de cada microorganismo, se trabajé en una cdmara de flujo laminar
(marca: ESCO, modelo: ACB-4A2), para evitar contaminacion en el proceso, con la ayuda
de una asa previamente esterilizada se tomo de la caja Petri una cantidad considerable de
microorganismo y se transfirié a dos tubo de ensayo con medio de cultivo estéril Tryptic
Soy Broth (TSB) con volumen de 4 a 5 ml. Luego los tubos se incubaron a 35°C por 18
horas. Una vez finalizado el tiempo de incubacion del in6culo los tubos que lo contienen
se centrifugaron a 3500rpm por 20 minutos con el fin de conseguir un pellet del
microorganismo, se elimind el sobrenadante y se afiadio suero fisioldgico estéril hasta la
mitad del tubo de ensayo aproximadamente 5ml, con la ayuda de un vortex mediante 1
minuto se homogenizo el indculo y finalmente se traspasé esta muestra a un tubo de
ensayo mas grande que contenia suero fisioldgico estéril con la finalidad de facilitar el
trabajo y contar con indculo suficiente para realizar el antibiograma. Para conocer la
concentracion del indculo con el que se trabajara se utilizé un espectrofotdmetro (marca:
Shimadzy, modelo: UV mini-1240), el cual se lo programé con una longitud de onda de
625nm y un rango de absorbancia de 0.08 a 0.11 para todas las bacterias a trabajar, para

encerar el equipo se utilizo suero fisioldgico estéril y celdas desechables de 1cm.
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2.5.3 Preparacion de la sustancia control

Como sustancia control se utilizo el antibidtico comercial Penicilina Clemizol de
1°’000.000 U.I. es decir 600.000 pg/ml, para el trabajo a realizar se requiere este antibidtico
en concentracion de 80 pg/ml en un volumen de 10 ml, para llegar a esta concentracion

se aplico la siguiente férmula:

Ecuacién 1: Dilucion de la sustancia control

GV, = GV,

Como se necesita conocer el volumen de antibidtico que serd aforado a 10ml se despeja

V1 correspondiente al antibiotico, la ecuacion quedaria de la siguiente manera:

GV,
Cq

V1=

Correspondencia:

C;= Concentracién inicial

;= Volumen inicial

C,= Concentracion final

V,=Volumen final

2.5.4-Preparacion de las 6 concentraciones del aceite esencial de sunfo (Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze)

Para la dilucion al 5% del aceite esencial se colocd con la ayuda de una micropipeta
automatica 500 ul del mismo en un balén &mbar volumétrico de 10ml, se aforo con DMSO

con la ayuda de una pipeta y se agité para conseguir que se homogenice, para la
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concentracion de 2,5% se extrajo 5ml con la ayuda de una pipeta del primer balén ambar
que contiene aceite al 5% y se aforo hasta 10ml con DMSO, para la concentracion de
1,25% se siguio el mismo proceso tomando en cuenta que la extraccion de los 5ml debe

ser del balén ambar de concentracion anterior. Para esto se tomd la siguiente referencia:

10ml 100% de concentracion X=0,5ml igual a 500 pl

X 5% de concentracion

2.5.5 Antibiograma mediante difusion en pozos

Para S. aureus ATCC: 25923 segun sus requerimientos se prepard agar TSA para el
antibiograma y agar BHI para las tres bacterias restantes (S. pyogenes ATCC: 19615, S.
pneumoniae ATCC: 49619 y S. mutans ATCC: 25175), una vez calculada la cantidad de
medio de cultivo necesario para el volumen establecido, se mezclé el medio de cultivo
con agua destilada en frascos de vidrio de borosilicato “boecos” de 250ml, se colocé en
el frasco boeco un agitador magnético para conseguir una rapida y homogénea disolucion
del medio y posteriormente en una estufa hasta su ebullicion, el medio disuelto fue
autoclavado a 121 °C por 15 minutos (marca del autoclave: Tuttnaver, modelo: 3870M),
para dispensar el medio de cultivo este debe estar a una temperatura de 45°C a 50°C para
esto se coloco el frasco ya autoclavado en bafio maria a temperatura de 45°C a 50°C por

30 minutos, la temperatura fue controlada con un termémetro.

Una vez listo el medio de cultivo y preparado el inoculo del microorganismo se trabajo en
una camara de flujo laminar, se utilizo cajas Petri desechables, en cada caja Petri se coloco
24 ml de medio de cultivo y 1 ml de indculo para esta mezcla se midio el medio de cultivo

en una probeta volumétrica y el 1 ml con una micropipeta automatica, la mezcla se la
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realizd en un vaso de precipitacion de 50ml y con una espatula metélica se homogenizo y
se coloco en cada caja Petri, todos los materiales utilizados fueron previamente
autoclavados para evitar cualquier tipo de contaminacion, para que el medio de cultivo se
gelifique se esperd aproximadamente 3 minutos, en cada caja Petri se realizaron 4 pozos
de aproximadamente 5-6 mm con la ayuda de una pipeta Pasteur, los pozos fueron
realizados a 1cm aproximadamente del borde de la caja Petri para que si hubiese
formacion de halo este pueda ser medido correctamente, se trabajo con 6 concentraciones
de aceite esencial al 5%, 2,5%, 1,25%, 0,6%, 0,3% y 0,15%, como control negativo
DMSO y como control positivo Penicilina Clemizol de 1°000.000 U.I., en cada caja Petri
se colocaron 0,8ul de 2 concentraciones consecutivas 5% y 2,5%, 1,25% y 0,6% y 0,3%
con 0,15% una en cada pozo, en otro pozo se coloco 0,8 pl de control positivo y en el
ultimo pozo se colocd 0.8ul de control negativo, se realizd 5 repeticiones de cada
tratamiento, se rotul6 cada caja Petri con el nombre de la cepa, nombre del investigador,
tipo de medio de cultivo y fecha, finalmente se incubo a 37°C por 24 horas y segun los
requerimientos en condiciones aerobias para S. aureus ATCC: 25923 y anaerobias para

las 3 bacterias restantes, esta técnica fue adaptada de (Ramirez, Castillo, & Melo, 2013).

2.5.6 Interpretacion de resultados

Concluidas las 24 horas de incubacion se observaron las cajas petri y se registraron los
resultados de cada caja tomando en cuenta que en el medio de cultivo el microorganismo
haya crecido uniformemente y que no existe rastros de crecimiento de otro
microorganismo, si no se cumpliera estas condiciones se debera repetir el ensayo ya que
los resultados no seran confiables, se observo las caracteristicas que presentaba cada uno

de los 4 pozos, se utiliz6 una cartulina negra como fondo para una mejor observacion del
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halo, el diametro de los halos formados alrededor de cada pozo se midieron con la ayuda

de un calibrador digital.

2.6 Método estadistico

2.6.1 Andlisis de varianza

Se utilizé este método estadistico que se basa en los conceptos de regresion lineal. El
analisis de varianza permite determinar si diferentes tratamientos muestran diferencias
significativas o por el contrario que sus medias poblacionales no difieren. Mediante este
modelo se pudo establecer si existia diferencias importantes entre varias poblaciones en
este caso bacterias o diferencias de grupos es decir las concentraciones utilizadas mediante
una variable cuantitativa que es los mm de didmetro del halo de inhibicion. Se establece
que cuando el valor de la significancia es baja es decir menor a 0,05 rechazamos la
hipotesis nula que establece que en todos los grupos las medias son iguales y por
consiguiente se acepta la hipotesis alternativa la cual establece que el aceite esencial de
sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze) presenta actividad antimicrobiana
frente a las bacterias causantes de afecciones respiratorias por lo que al menos una de las

concentraciones establecidas presenta actividad antimicrobiana difiriendo una de otra.

Mediante el Test HSD de Tukey 0,05 se encontrd diferencias estadisticas significativas
para las combinaciones establecidas en la investigacion, cada microorganismo frente a
cada concentracion de aceite esencial, al obtener conglomerados o grupos categorizados
se establecidé que concentracion de aceite esencial tuvo actividad frente a qué

microorganismo.
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2.6.2 Anadlisis estadistico

Para el Andlisis de Varianza de actividad inhibitoria del aceite de Sunfo (Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze) frente a cuatro microorganismos (S. aureus ATCC: 25923, S.
pyogenes ATCC: 19615, S. pneumoniae ATCC: 49619 y S. mutans ATCC: 25175), se

utilizé el programa estadistico Infostat Version Libre 2008, el método comparativo

empleado fue Tuckey al 5%.

Se utilizé un Disefio de Bloques Completamente al Azar DCA en el cual se aplicaron 8

tratamientos de la forma indicada a continuacion:

Tabla 3: Tratamientos para el analisis de actividad inhibitoria del aceite de Sunfo

Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze frente a cuatro microorganismos S. aureus, S.

mutans, S. pyogenes y S. pneumoniae

Tratamiento Descripcion
T1 Aceite de sunfo al 5%
T2 Aceite de sunfo al 2.5%
T3 Aceite de sunfo al 1.25%
T4 Aceite de sunfo al 0.6%
T5 Aceite de sunfo al 0.30%
T6 Aceite de sunfo al 0.15%
T7 (Control positivo) | Penicilina
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T8 (Control negativo) | DMSO

Elaborado por: Andrea Fonseca

Las mediciones se realizaron a las 24 horas de realizado el antibiograma.
La interaccion de los tratamientos fue:

En cada caja petri se realizaron 4 pozos en los cuales se colocé en el pozo superior el T1,
en el pozo inferior el T2, en el pozo de la derecha el T7 y en el pozo de la izquierda de la
caja petri el T8. En otra caja petri se colocé en el pozo superior el T3y en el inferior el T4
los pozos de la derecha e izquierda se mantienen con el T7 y T8 respectivamente y
finalmente en la Gltima caja petri se colocé en el pozo superior el T5 y en el pozo inferior
el T6 manteniendo constantes los pozos de la derecha e izquierda con los tratamientos T7

y T8 respectivamente. Cada caja petri se repitio 5 veces.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Control de calidad del aceite esencial de Clinopodium nubigenum (Kunth)

Kuntze

3.1.1 Andlisis Organoléptico

Tabla 4: Analisis organoléptico

Parametros

Determinacion

Olor

Citrico penetrante

Color

Ambar

Sabor

Poco amargo

Elaborado por: Andrea Fonseca

El olor, color y sabor del aceite se atribuye a los compuestos quimicos, por ejemplo se
sabe que el Limoneno le da el olor caracteristico de los citricos por este motivo el aceite

de sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze) posee un olor penetrante relacionado

a este compuesto.

32




3.1.2 Analisis fisicos

Densidad
El densitdmetro toma automaticamente 3 mediciones reflejando en la pantalla la media de

estos valores.
Densidad = 0,9133 g/cm®a una temperatura de 20,03°C

indice de refraccion

El valor observado en el refractémetro fue de 1,479 a temperatura 20,5°C.

3.1.3 Analisis quimicos

Acidez pH

Tabla 5: Valor de pH del aceite esencial

Repeticion Medicion
1 5,98
2 6,01
3 5,96
Promedio 5,98

Elaborado por: Andrea Fonseca

El aceite esencial de sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze) es de alta calidad
ya que los aceites esenciales de alta calidad presentan pH de 5 a 6 clasificandolos como
soluciones acidas, el pH se determina mediante una escala que va de 0 a 14 que representa

la concentracion de iones H.
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3.2 Sustancia control

Se calculdé mediante la ecuacion 1, ecuacioén de dilucion.

Tabla 6: Valores de la sustancia control Penicilina Clemizol

Parametro Valor

Concentracion inicial (ug/ml) | 600.000

Volumen inicial (ml)* 0,001
Concentracion final (ug/ml) 80
Volumen final (ml) 10

* Valor del resultado calculado

Elaborado por: Andrea Fonseca

Se establecid trabajar con concentracién de 80ug/ml por que la concentracion a la que
viene originalmente la penicilina 600.000ug/ml es muy alta y en la experimentacion del
antibiograma con pozos los diametros formados ocupaban en su totalidad el area de la caja
Petri interviniendo en la posible actividad antimicrobiana de los tratamientos o

concentraciones de aceite esencial de sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze).
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3.3 Actividad antimicrobiana del aceite de sunfo Clinopodium nubigenum (Kunth)

Kuntze

Tabla 7 : Promedios en mm de los halos de inhibicion de aceite de sunfo Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze frente a cuatro bacterias causantes de enfermedades

respiratorioas.

Concentracion C. positivo (mm) | C. Negativo
Diadmetro del
Bacterias del aceite de Penicilina Clemizol (mm)
halo (mm)
sunfo 1°000.000 DMSO
5% 9,98 36,64 6
2,50% 12,68 36,57 6
1,25% 6* 42,28 6
S. aureus
0,60% 6 42,28 6
0,30% 6 41,14 6
0,15% 6 41,14 6
5% 6 40,59 6
2,50% 6 40,59 6
1,25% 6 44,15 6
S. mutans
0,60% 6 44,15 6
0,30% 8,8 46 6
0,15% 6 46 6
S. pyogenes 5% 6 41,4 6
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2,50% 13,34 41,4 6
1,25% 6 41,4 6
0,60% 6 41,4 6
0,30% 8,48 41,8 6
0,15% 6 41,8 6

5% 6 41,02 6
2,50% 14,6 40,58 6
1,25% 6 41,08 6

S. pneumoniae

0,60% 6 40,36 6
0,30% 8,44 40 6
0,15% 6 40,02 6

Elaborado por: Andrea Fonseca
*6 este valor representa al valor en mm del diametro del pozo realizado en el medio de cultivo, mas no la

formacién de un halo de inhibicion.

En la tabla 7 se presentan los resultados de la evaluacién de la actividad antimicrobiana
del aceite esencial de sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze) frente a cuatro
baterias causantes de enfermedades respiratorias, se evalu6 6 concentraciones de aceite de
sunfo para cada bacteria. Segun los datos obtenidos se puede decir que no existe relacion
entre la concentracion del aceite de sunfo y la formacion del halo de inhibicion
evidenciando asi la complejidad de la accion antimicrobiana del aceite de sunfo, en la

literatura consultada no se encontraron trabajos experimentales sobre las propiedades
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antimicrobianas del aceite esencial de sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze)
pero si de algunas especies de este género, siendo las mas estudiadas en este sentido
algunas variedades de Clinopodium vulgare presentando baja potencia en la inhibicion
antimicrobiana frente a los mismos patdgenos estudiados en esta investigacion (Zaruma

& lllescas, 2014).

3.4 Andlisis estadistico

Para la interpretacion del analisis estadistico se debe considerar el disefio experimental y
los tratamientos efectuados, los cuales se encuentran detallados en la tabla 3. A
continuacion se muestran los resultados del Andlisis de Varianza de la actividad
inhibitoria del aceite de Sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze) frente a cuatro
microorganismos (S. aureus ATCC: 25923, S. pyogenes ATCC: 19615, S. pneumoniae

ATCC: 49619 y S. mutans ATCC: 25175).
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3.4.1 Andlisis de varianza de la actividad antimicrobiana del aceite de sunfo
Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze frente a cuatro bacterias causantes de

enfermedades respiratorias mediante el método comparativo de Tuckey al 5%

Tabla 8: ANOVA de la actividad antimicrobiana del aceite de sunfo Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze frente a cuatro bacterias causantes de enfermedades

respiratorias

Variable: Halo de inhibicion (mm)

Bacteria Valor CV | Valor p

S. aureus 18,46 >0,0001
S. mutans 28,83 >0,0001
S. pyogenes 40,47 >0,0001

S. pneumoniae 36,47 >0,0001

Elaborado por: Andrea Fonseca
En el andlisis estadistico de la actividad antimicrobiana del aceite de sunfo (Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze) frente a cuatro bacterias causantes de enfermedades
respiratorias se obtuvo para cada bacteria un “valor p” menor a 0,05 por lo tanto se acepta
la Hipdtesis alternativa, es decir que uno o mas de los tratamientos propuestos presenta
actividad antimicrobiana, para estudios experimentales en el campo microbioldgico el
“valor p” que se admite y que indica que los resultados son estadisticamente significativos
es de 0,05, dicho en otros términos, esto representa una seguridad del 95%, si se quisiera
trabajar con un margen de seguridad mayor el “valor p” deberia ser menor a 0,01

(Manterola & Pineda, 2008).
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El analisis estadistico presenta Coeficientes de Variacion (CV) altos, este coeficiente
indica la variacion de las unidades experimentales frente a la aplicacion de un determinado
tratamiento, es decir determina la variacion de los datos, mientras el valor de CV se
acerque a 100 la varianza de los datos es mayor. Los valores de CV resultantes en esta
investigacion, son elevados debido a la diversidad de valores resultantes de la variable

halo de inhibicion.

Véase los Anexo del 1 al 4, que corresponden a los cuadros resultantes del programa

estadistico Infostat.

Tabla 9: Rangos formados mediante el método comparativo de Tuckey al 5%

Rangos formados segun el Test: Tukey Alfa= 0,05
Tratamientos | S. aureus | S. mutans | S. pyogenes | S. pneumoniae
T1 B C C D
T2 B C B B
T3 C C C D
T4 C C C D
T5 C C B C
T6 C B C D
T7 A A A A
T8 C C C D

Elaborado por: Andrea Fonseca
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De acuerdo al Test de Tuckey al 5% se observa que existen 4 rangos con diferencias
significativas estadisticamente, A, B, C y D. En el rango A se encuentra siempre el
tratamiento 7 (control positivo) ya que los valores obtenidos de la variable halo de
inhibicidn son notoriamente mas grandes frente a los otros tratamientos, en el rango B se
encuentran respectivamente los tratamientos que presentaron valores menores respecto a
la variable medida y posteriormente en los rangos siguientes se encontraran los
tratamientos cuyo valor de la variable a medir es menor a las anteriores o no formaron
halo de inhibicion, esto nos ayuda a categorizar en grupos a los tratamientos pudiendo

Ilegar a una conclusién de existencia o no de actividad antimicrobiana.
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CONCLUSIONES

La revision bibliogréfica sobre el sunfo en investigaciones realizadas en la misma
institucion Universidad Politécnica Salesiana, demuestra un potencial antioxidante del
aceite esencial de sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze), y el estudio de
composicion quimica realizado indica compuestos tales como el timol que podrian ser los

responsables de la actividad antibacterial de este recurso.

El aceite esencial de sunfo (Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze), presenta actividad
antibacterial para todas las bacterias patdgenas utilizadas en el estudio relacionadas con
infecciones respiratorias, esta accion se basa en la concentracion del aceite es mayor para

S. pyogenes ATCC: 19615 y menor para S. mutans ATCC: 25175.

El anélisis estadistico de los resultados acepta hipétesis alternativa que indica que uno o
mas tratamientos correspondientes a las diferentes concentraciones de aceite de sunfo si

presentaron inhibicion antibacterial frente a los patdgenos en estudio.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios de toxicidad del aceite esencial de sunfo (Clinopodium

nubigenum (Kunth) Kuntze), sobre todo si se utilizan concentraciones superiores al 5%.

Continuar con los estudios de la actividad antibacteriana del aceite esencial de sunfo
(Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze), utilizando bacterias relacionadas a
enfermedades digestivas de origen microbiano, pues uno de los usos etnobotanicos del

sunfo es en afecciones digestivas.

Experimentar con una mezcla de aceites esenciales con caracteristicas antibacterianas,
para comprobar si existe una potencializacion en la inhibicion frente a un grupo especifico

de microorganismos patdgenos.
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ANEXOS

Anexos 1: ANOVA de la actividad inhibitoria del aceite de Sunfo Clinopodium

nubigenum (Kunth) Kuntze frente a S. aureus ATCC: 25923 mediante el método

comparativo de Tuckey al 5%

D: \DEBERE ALE\Te e u Andy\Tabla aureu = 16 € 23:27:28
Analisis de a varianza
ariable = R* A7
Liamet Ha IIIT A U, 33 b 20
la Varianza (SC tipo III)
~ = n-valor
- ! p-valor
45 <0,0001
2 2 459,69 <0,0001
MS~2
P -
4
etras a ferencias » ficat -

Anexos 2: ANOVA de la actividad inhibitoria del aceite de Sunfo Clinopodium

nubigenum (Kunth) Kuntze frente a S. mutans ATCC: 25175

comparativo de Tuckey al 5%

mediante el método

D:\DEBERES\SALE\Tesises\Sunfo Andy\Tabla S.

Anadlisis de la varianza

Variable N R* R* A3 cv
Halo Inhibicidn (mm) 40 0,699

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

SC gl CM F p-valor
e 7 320,18 <0
7 1013,84 320,18
32 3
39

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,664955

Error: 33,1665 gl: 32

Tratamiento Medias n

40,58

8
a -
: : :
2 3 -
3 5 -
5 5 C
Letras distint as indican diferencias significativas (p<=
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Anexos 3: ANOVA de la actividad inhibitoria del aceite de Sunfo Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze frente a S. pyogenes ATCC: 19615 mediante el método

comparativo de Tuckey al 5%

ID: \DEBERES\SALE\Tesises\Sunfo Andy\Tabla S. pyogenes.IDB2: 16/03/2016 - 23:07:39
jAnalisis de la varianza
ariable I R R* A C\

Halo Inhibicidén (mm) 40 0,96 95 40,47
jCuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V M F p~-valoxr
Modelo g8 102,25 <0,0001
Tratamiento 88 2,25 <0,0001

IError 10,23

[Total

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=6,55934
r: 10,2288 gl: 32

| amiento Medias n

5 A

2 5 B

B 5 B

| & S5 C

| & S C

13 5 C

14 5 c

1 00 S C

|Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,08

Anexos 4. ANOVA de la actividad inhibitoria del aceite de Sunfo Clinopodium
nubigenum (Kunth) Kuntze frente a S. pneumoniae ATCC: 49619 mediante el método

comparativo de Tuckey al 5%

D:\DESERES\SALF\Tesises\Sunfo Andj abla S. pneumcniae.IDB82: 16 2016 - 23:23:1%9

jAndlisis de la varianza

"lpwwoo
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Anexos 5: Ficha técnica S. aureus ATCC: 25923

&

ATCC

Staphylococcus aureus
subsp. aureus (ATCC®
25923™)

Ploase road this FIRST

Frazen: A0'C ar
coldar

Froape :2°C
o B°C

Live Culture: Ses

Propagation

Section

Intended Use

This produd i imended for peseanch use only. i s nol
inierced for any animal of human hirapeass of
dagnostic use.

Citation of Strain

M use of this cultune pesults in a soentific pubcation, i
should be oited in that manuscpl in the lollowing
manner Staphyinoooces aurews subsp, Junmus
WTOC® 2503

@ Description

Dasignation: Seatile 1545

Doposited Name: Sfapibydacoocus aureus Rosenbach

Product Description: Ouality conirol sirin for fhe CAMP fest, assay of wood smokie concenirase,
evaluaion of Mueler-Hinton agar, examination of dairy produds, meda iesang, CLS| disk difusion, and for
#Aibbott, AP1, and Autobac produsds.

h':ﬂ Propagation

Modium
ATOC® Medium 15: Tryplicase Soy Agan/Broth

Growth Conditions
Temporature: 370
Atmosphere: Asmobic

Propagation Procodurs

. Open vial acoording fio endosed instrudions.

Z. Using a singe tube of #18 broth (5 to & mL), wihdraw approsdmately 0.5 5 1.0 mil with a Pasheur or
1.0ml pipeme. Refydrate the entine pelle.

1. Aszeptically transfer this aliguod back indo The Deoth tube. Mix wel.

4. Use several drops of the suspension 1o inoculaie a #18 agar siant andfor plaie.

5. Incubate the lubes and plate: at 37°C for 24 howrs.

@ Hotos

It is adwisabile o ransfer from agar o agar o maintan MIC wales.

Several GenSank accessions are avalable for this Rermc

1. Mudeotide {GanSank) | AFDSISER Staphylocooous sureus ATCE 25522 heat shock protein 50 gene,

partial cds.

2. Mucieotde (GenBank) @ Ax110511 Sequence 1284 fom Patent VWO01 23604

1. Nucleoide (GenBank) : AX110895 Sequence 1728 from Patent V001235604,

4. Mucksofide (GenSank) © 02910 Stanhpococous sureus ATES 25823 185 A gene, partia
SEQUENCE.
Mucleoide (GenZank) : U39753 Siaphylocooous aurews 165-235 ribosomal FHA spacer region.
. Mudleoide (GenBank) : 216422 5 aurews dir2 gene for dilwd rofolate reductase.
. Mucleoide (GenBank) - AB04T239 Stapirdocoocus aureus DM, complete sinclure of cassefe

chomosomefSCC ke sement, sinimaTOC 25223,

-]

Addfional information on this cukure & avallabe on the ATCC® web site a8 WA aICC. D

E References

Feferences and other information relating fo fhis product are avallable online 2 wwe.atcc.org.

’ﬁ"amafrq.- Levek 2

Appropnate safety procedures should always be used with this matenal. Laboratory salety s discussed in
thee cwrrent publication of the Bisadedy i Microbioksgical snd Blomediosl Labaradones from the ULE.
Deeparimentt of Health and Human Servces Centers for Disease Control and Frevenion and Nagonal Inshiutes
for Heali.

Fuente: (ATCC, 2014).
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Anexos 6: Ficha técnica S. pyogenes ATCC: 19615

e

ATCC

Streptococcus pyogenes
(ATCC® 19615-MINI-PACK™)

Ploase road this FIRST

«T0°C or colder,
stone upright.
Storage at -20°C
is acceptable for

up to 1 year.

Intended Uso

This produd is inkended for research use only. 1 s noi
interdied for any animal or human herapesic or
dlagnoshic e,

Citation of Strain

M use o this culure resulis in 3 sdenific publcation, H
should be ofiesd in that manuscrigl in the fllowing
manner Siepinonocus ppogenss  [ATOCE 19515
WP ™)

@ Description

Dasignation: Bruno [CF 1042255

Doposited Mame: Srepiococcus pyogenss Rosenbach

Antigonic Properties: Lancefieid’s group A

Product Description: ATCC™ 156150 FACK™ consists of & ready-to-use vials of ATCCE 1a515™
frozen in 200 pl of ghycerol siodk, eliminating e need fo rehydrale and cullure the sirain prior o use. Each
wial is provided with a 2-0 baroode for easy slorage and iracking, as well s pesl-off labels for fast and

refiable rescondkEEping.

h':ﬂ Propagation

Maodium
ATCE® Medium 44: Brain Hearl Infusion AgariEroh
ATCE® Medium 250; Trypticse soy agarfuroth with defionnaled shesep biood

Growth Conditiens
Temporature: 37C
Atmaos phero: 5% 00y

Propagation Procoduwns

Frozen minicryovials packed in dry ioe should efher be: thawed immediaiely for use or stored at or below

<T0°C uniil the expation dale prinied on the label. Siorage al <20°C is acoeptable for up to 1 year.

. Thaw the bacierial sirain upright using gente agitation in a 25°C 10 30°C water bath. Thawing will be
rapid; approdimalely 2.3 minules or unil al ioe orystals have meked.

Z. Immediatedy afier thavang, wipe down the ampoule with 70% efhanol and aseplically iransier the

AN contents 1o a 56 ml ube of 244 broth or dieclly inoculale a 2260 plate and/or #2260 agar slant.
1. Discard the empty vial. Do not refreeze any unused portion s B will result in 2 loss of wabilby.
4 Incubate at 37°C for 24 hours in an amaosphers of 5% GO,

E Hates

Addfional information on this culiure i available on the ATCC® web site at www.aloo.org.

E References

Feferenoes and other informafion relating bo Shis product are avallable online af wiwe.afcc.org.

’ﬁ“ammaa

Appropriale safefy proosdures should always be used with this matenal. Laboratory salety is discussed in
thae current publication of the Biossisty i Miombioiogios’ snd Blomedios) Laharsiones from the LS
Depariment of Health and Human Services Centers for Disease Conirol and Presveniion ard National Insiutes
for Healf.

ATCC Warranty

'I'le‘nﬂynthrul:-' products & warranied for 30 days from $e dale of shipment, and is valid only © e
product is stonsd and cultured acoording fo e informadon included on this product imlormation sheet. ATCC
lisis the media sormulation that has been found b be effectie for s sirain. Vehie other, unspesciied media
mary also produce salisisdory resulls, a change inmedia or the absence of an additive from the ATCC
recommended media may affect recovery, growsh andior funciion of s sirain. H an altemagve mediom
formulaion is wsed, the ATCC wamanty for vabilty & no longer valid.

Fuente: (ATCC, 2014)
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Anexos 7: Ficha técnica S. pneumoniae ATCC: 49619

&

ATCC

Streptococcus pneumoniae
(ATCC® 49619-MINI-
PACK™)

Please read this FIRST

-T0"C or colder,
store upright.
Storage at -20°C
s accepltable for

up to 1 year.

Intanded Use

This produdt |s infenidesd for reseanch use only. 1 is nol
intencied for any animal or human therapesic o
clagnostic e

Citation of Strain

H use of fhis culure pesulis in a sdenific publicaiion, |
should be oied in that manuscript in fhe lollowing
manner Sieniainocus pnsumonae  (ATCCT L0619
NIRRT ™)

Ammacan Typs Cules Collecion

@ Description

Designation: 262 [CF 1043408
Depositod Mame: Strepiococcus prsumoniae [Kien) Chester

Antigonic Froportios: Seroype 157 (Darish), type 18 (LLS.)

Product Des.oripeion: ATEE™ 4561 5MINLFACK™ oonsists of & ready-lo- e vals of ATOC® gos19™
frozen in 200 pl of glycerol siock, elminating the need i refydrate and culure the sirain prior o use. Each
wial is prowided with a 2-0 baroode for easy siorage and iracking, as well as pesl-off labels for fasi and

rediable: recordkeeping.

q:ﬂ Fropagation

Modium
ATOE® Mediom 44; Brain Hear! Infusion AganSroh
ATOE® Mediom 260: Tryplicise soy agarimih with defibrinaled sheep biood

Growth Conditions
Temporatura: I7°C
Atmosphero: 5% 00,

Propagation Procedurs

Frozen min-cryonials packed in dry ioe should effer be thawesd immediaiely for use or stored at or below

=70°C until the expiration dale prinied on the label. Storage at -20°C is acosptable for up o 1 year.

. Thae the bacienal sirain upnight Lsing gende agitation in a 25°C 10 30°C water bath. Thawing will be
rapid; appeosimaiely 2-3 minules or unil al ke orystals have meled.

2. immediately afier thawing, wipe down the ampoule with 70% ethanal and aseptically transdes the

enine conients 1o a 56 mlL lube: of 244 broth or directly moculale a 2260 plate andior 2260 agar slant.
3. Discard the empty wal. Do not refreeze any unused portion s | will result in a loss. of wability.
4. Incubate at 37C for 24 hours in an atmosphene of 5% G0, Screw caps should be loose.

-

E] noses

This sirain will lyse il inoubated for 48 howrs or longer.

An additional Sransfer may be required after indial 24 hours of grovwih in arder o fully remove cyroprotsciant
and achieve acoeptable growe.

Deposiior-provided information: serotype 197 [Danish), type 19 (U5

Additional information on this culiure is available on the ATCCE web sie at www.alocong.

E References

Rizterences and other information relaling o fhis product are avallable onlime &% e A50C. 0T,

’ﬁ‘am Levek 2

Appropnaie safety procedures should absays be used weh this matenal. Laboratory salety is discussed in
tha curren! publication of the Biosxisty i Microbiigical snd Blomeoios! Lahorsianes from the U5,
Department of Health and Human Services Centers for Disease Comirol and Frevention and Natonal Insttutes
for Healn.

ATCC Warranty

'I'l:'mbﬂyntkrm'pmdl.ds & warranied for 30 days from e dale of shipmens, and is valid only © e
product is stored and culiured according fo e informagon included on this product imormation sheet. ATCC
lisis the media foemulation that has besn found o be effecire for Shis sirain, VWhile other, unspsciied media
my also produce satistadory results, a change in media or the absence of an additive from the ATCC

P Bax 1348 recommended media may affect recovery, growsn and'on funclion of This sirain. B an slemadse mediom
Msnmaam, WA Z0D0B LSS formulation is used, the ATCC waranty for vability & no longer vald.
m.lh:n

Fuente: (ATCC, 2014).
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Anexos 8: Ficha técnica S. mutans ATCC: 25175

&

ATCC

Srrepta coccus mutans
(ATCC® 25175™)

e Description

Designation: MCTC 10448 IFO 13855
Deposited Mame: Streplococcus mutana Clarke
Product Description: Type sirsn

H.:d Propagation

Please read this FIRST

Frozen: -B0°C or

colder
Freeze-Dried: 2°C
to 8°C

Live Culture: See
Propagation
Section

Medium
ATCC® Medium 44 Brain Heart Infuslan AganBroth

Growth Conditions
Temperature: 37°C
Atmosphere: Aerobic

Pmpngatlon Procedura
1. I.'Jpen wial according 10 enclosed Instructions or vislt www.atcc.org fof instructions,
2 Rehydrate the entire pellet with approximately 0.5 mi of #44 broth. Aseptically fransfer the enire
contents 1o a 5-5 mi tube of #44 broth. Additional test tubes can be Inoculsted by transfarming 0.5 miL
of the pAImary broth tube to these 'EEIIII'H!E‘)' i,
3. Use several drops of the primary broth fube o inoculate & #ad plate andior #ad Bgar siant.
4. Incubate &1 37°C for 24 10 48 hours.

E Notes

Intended Use

Colonies on @44 agar appear punciiform, white, dry, flat, and entire.
Additional information on this culture 8 avallable on the ATCC web site at www.abce ong.

E References

Thig product i inlendesd for resgarch use only. ILE not
intended for any animal or human Merapeutic or
diagnastic use.

Referencas and ofer information relating to this produet are avallable onling at www._atce.org.

@" Biosafety Level: 1

Citation of Strain

Il uge of this culture results in a scentific pubicaton,
should be aied in Mat manuscript in the Tollosing
manner. Sieplococods mulans [ATCC® 25175™)

Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety s discussed in
the cument publication of the Blozafety in Microbiniogical and Slemedical Laboratanes from the LLS.
Depariment of Health and Human Sensces Canters for Disease Control and Prevention and National Institutes
for Healih.

ATCC Warranty

The wiabdity of ATCC® products Is warranted for 30 days from the date of shipment, and s valid anly if the
product (2 stored and cultured according b the Intormation included on this product infonmation sheet. ATCC
lists the media formulation that has baen found to be effective for this strain. Whils other, unspecified media
mmay also produce sabisfactony results, a change In media or the absence of an additive fram the ATCC
recammended media may affect recovery, growth andior funcion of this strain. If an altemative medium
formulation i used, the ATCE wamanty for viabdity Is no longer valid

Fuente: (ATCC, 2014).
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