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“Cuando una puerta a la felicidad se cierra, otra se abre; 
pero a menudo miramos tanto tiempo la puerta cerrada                 

que no vemos la que ha sido abierta para nosotros”.  
Helen Keller 

 

 

 

 

 

“Somos lo que hacemos constantemente.  
La excelencia es definida por nuestros hábitos” 
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Érase una vez la historia de un niño y una niña, el niño se 

llamaba Siempre y era una persona soñadora, aventurera, que 

creía que todo lo que veía no era todo lo que había en realidad y 

que había algún lugar donde las leyendas cobraban sentido. 

Por contra, estaba Nunca. Nunca era una persona pesimista, 

una persona realista, una persona que sólo se fiaba de aquello 

que podía comprobar y constatar con sus propios ojos y que no 

se creía ni historias ni cuentos. 

Entonces, llegó un día en que Siempre se acercó a Nunca, y le 

dijo que su mayor sueño en la vida era viajar y llegar hasta el sol. 

Ella dijo “No podrás, si saltas te vas a caer, o lo que es peor, si 

llegas te vas a quemar”. 

 Supongo que ella lo que intentaba era ser la cuerda del globo 

de los pájaros que tenía en la cabeza Siempre, pero tal era el 

peso de sus sueños y tantos pájaros tenía en la cabeza, que llegó 

un día en que todos a la vez emprendieron el vuelo y Siempre se 

perdió en mitad del cielo. 

Hay quién dice que llegó, otros que se cayó, incluso hay quién 
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Y es que, si siempre te dices nunca, nunca será siempre. 

Nunca será Siempre  

David Ress 
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RESUMEN 

Los componentes terpenoides son constituyentes de los aceites esenciales. Estos presentan 

propiedades biológicas tales como atrayentes de polinizadores, dispersores de semillas, repelentes, 

protección contra herbívoros, además de poseer actividad alelopática y antimicrobiana. En México, 

los habitantes del Valle de Tehuacán-Cuicatlán tienen un gran conocimiento de las plantas 

medicinales de la zona y el estudio de éstas se ha enfocado principalmente en la búsqueda de 

compuestos con efecto antimicrobiano. Se ha demostrado que de los componentes mayoritarios en 

los aceites esenciales de muchas plantas del Valle de Tehuacán-Cuicatlán se encuentran los 

monoterpenos, entre ellos están el mirceno y el ocimeno. Los diferentes componentes de un aceite 

esencial pueden interactuar entre ellos y así modificar la eficacia antimicrobiana, estas 

modificaciones son conocidas como interacciones farmacológicas y originan distintos tipos de 

efectos: indiferencia, adición, antagonismo y sinergismo. El objetivo de este trabajo fue evaluar la 

actividad antimicrobiana y las interacciones farmacológicas de los monoterpenos mirceno y ocimeno 

contra 20 cepas bacterianas, 3 cepas de levaduras y 4 cepas de hongos filamentosos. Para la 

evaluación de la actividad antimicrobiana se utilizaron los compuestos por separado y en 

combinación (1:1, 2:8 y8:2). Por medio de la técnica de difusión en agar se evaluó cualitativamente 

la actividad antimicrobiana, la técnica de dilución en caldo se usó para determinar la actividad 

cuantitativa, con la técnica de inhibición del crecimiento radial se evaluó la actividad antifúngica y por 

último para determinar el tipo de interacción (sinergismo, adición, indiferencia y antagonismo) se 

utilizó el índice de la Concentración Inhibitoria Fraccionada (CIF). Como resultado se obtuvo que los 

compuestos por separado inhibieron el crecimiento de 6 cepas bacterianas Gram positivas, 7 Gram 

negativas y 3 levaduras. Las combinaciones evaluadas (1:1, 8:2 y 2:8 mirceno-ocimeno) mostraron 

actividad en 20 cepas bacterianas y 3 cepas de levaduras. Las cepas más sensibles fueron 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 con la combinación 8:2 mirceno-ocimeno, Vibrio cholerae 

ATCC 39540 (CMI=0.25 mg/mL) y Candida tropicalis cc (CMI=0.25 mg/mL) ambas con la 

combinación 2:8. Ninguno de los compuestos ni las combinaciones presentaron actividad en las 

cepas de hongos filamentosos. Se realizaron curvas de sobrevivencia y se encontró que ambos 

compuestos solos y en combinación presentaron actividad bacteriostática en S. epidermidis 12228, 

V. cholerae ATCC 39540 y fungistática en C. tropicalis cc (cepa clínica). En cuanto a las interacciones 

farmacológicas, los resultados muestran que los compuestos mirceno y ocimeno presentaron 

principalmente indiferencia (62.32%), aunque también se presentó sinergismo (27.54%), y un 

porcentaje mínimo de interacciones antagónicas (4.35%). Con esto se concluye que ambos 

compuestos por separado y en combinación presentan actividad antimicrobiana, son bacteriostáticos 

y que la interacción que se presenta con más frecuencia es indiferencia. 
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INTRODUCCIÓN 

Un agente antimicrobiano es cualquier compuesto químico, natural o sintético, que mata o 

inhibe el crecimiento de microorganismos. Desde el descubrimiento de los antibióticos, se 

ha observado una importante resistencia a los fármacos por parte de una gran cantidad de 

microorganismos (Usano-Alemany et al., 2014). Esto es un problema que se ha ido 

complicando, sobre todo en las últimas décadas, esto es porque a medida que se sintetizan 

nuevos agentes antimicrobianos, surgen cepas resistentes a los mismos. Se entiende por 

resistencia, al mecanismo a través del cual la bacteria puede disminuir o inactivar la acción 

de los agentes antimicrobianos (Cordies et al., 1998). 

Los remedios tradicionales durante un tiempo quedaron en desuso; sin embargo la 

creciente resistencia de los microorganismos a los fármacos antimicrobianos requiere una 

búsqueda de nuevas sustancias, procedentes de fuentes naturales como lo son las plantas 

(Pai et al., 2004; Pandey y Kumar, 2013). 

México ocupa el segundo lugar a nivel mundial en el número de plantas medicinales 

registradas, existe una amplia gama de fórmulas herbales que se utilizan para el tratamiento 

de enfermedades infecciosas, utilizándolas solos o en combinación (Barragan-Solís, 2006; 

Sharm et al., 2017). En el estado de Puebla, los habitantes de Zapotitlán de las Salinas, 

situado en el Valle de Tehuacán-Cuicatlán, utilizan diversas especies de plantas para tratar 

enfermedades y se ha demostrado que presentan actividad antibacteriana contra las 

bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Hernández et al., 2003). 

El estudio de las plantas del Valle de Tehuacán-Cuicatlán se ha enfocado principalmente 

en la búsqueda de compuestos con efecto antimicrobiano que representen una opción 

viable de tratamiento para las personas de escasos recursos. Algunas como Lantana 

achyrantifolia, Lippia graveolens, Acalypha monostachya y Caesalpinia melanadenia tienen 

aceites esenciales que han demostrado poseer actividad antimicrobiana (Hernández et al., 

2003; Hernández et al., 2006).  

Los aceites esenciales, son los responsables de los aromas característicos de las plantas. 

Estos son mezclas complejas de componentes con diversos grupos funcionales como son 

alcoholes, aldehídos, cetonas e hidrocarburos, los cuales forman parte del metabolismo 

secundario de las plantas, son líquidos a temperatura ambiente, muestran diferentes 

colores que van del amarillo pálido al verde esmeralda y del azul al rojo parduzco oscuro, 
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son altamente volátiles y sensibles a altas temperaturas, tienen importantes funciones 

ecológicas como atrayentes de polinizadores y dispersores de semillas y polen, protección 

contra herbívoros y alelopatía (Marín-Loaiza y Céspedes, 2007; Bassolé y Juliani, 2012; 

Reyes-Jurado et al., 2012; Usano-Alemany et al., 2014).  

Los aceites esenciales y sus constituyentes tienen diversas propiedades que se utilizan en 

las industrias para la producción de jabones, perfumes y artículos de tocador, también 

muchos de ellos son usados en la medicina tradicional porque exhiben actividades 

biológicas interesantes como insecticida, antibacteriana, antifúngica, anticonceptiva, 

espasmolítica y antisplasmodial (Cimanga et al., 2002; Bassolé y Juliani, 2012; Usano-

Alemany et al., 2014). 

Los principales componentes de los aceites son los terpenos (Reyes-Jurado et al., 2012). 

Estos son sustancias que presentan grupos funcionales (Paredes y Roca, 2004). Derivan 

de la fusión de 5 unidades de carbono del isopentenil pirofosfato (IPP), también denominado 

isopreno (C5) (Usano-Alemany et al., 2014), y se clasifican de acuerdo al número de 

unidades de isopreno que los forman (Sepúlveda et al., 2003). Aunque estos compuestos 

presentan una biosíntesis y una estructura en común, no desempeñan las mismas 

funciones (Paredes y Roca, 2004). 

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se debe principalmente a los 

terpenoides oxigenados (por ejemplo, alcoholes y terpenos fenólicos), mientras que algunos 

hidrocarburos como el ocimeno y el mirceno también presentan este mismo efecto (Bassolé 

y Juliani, 2012). Estos últimos son monoterpenos acíclicos (Bakkali et al., 2008) que han 

sido encontrados en algunos aceites esenciales, son isómeros que solamente se 

diferencian en la posición del doble enlace. 

El mirceno contiene dos unidades de isopreno unidas cabeza-cola, formando una cadena 

de 8 carbonos con dos ramificaciones de un carbono (McMurry, 2012), es utilizado para la 

producción comercial de terpenos alcohólicos (geraniol, nerol y linalol) y de aromas 

sintéticos. También se utiliza como punto de partida para la síntesis de vitaminas A y E 

(Kolicheski et al., 2007). 

El ocimeno por su parte es un trieno de olor agradable que se encuentra en los aceites 

esenciales de varias plantas, como son la albahaca (Ocimum basilicurn), albahaca de clavo 

(O. gratissimum), evodia (Evodia littoralis) y en el aceite de estragón (Artemisia 

https://es.wikipedia.org/wiki/Artemisia_dracunculus
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dracunculus) y de lavanda francesa (Lavandula Dentata) (Guenther, 1949). Se usa 

principalmente en la industria de la perfumería y está aprobado por la FDA para uso 

alimentario (Consejo Europeo, 1974).  

Algunos terpenos tienen actividad antimicrobiana por sí mismos; aunque no siempre un 

producto aislado de una planta resulta ser más efectivo que un aceite esencial el cual es 

una mezcla de compuestos (Bandoni et al., 2009; Gallucci et al., 2009), dentro de esta los 

diferentes componentes terpenoides pueden interactuar para reducir o aumentar la eficacia 

antimicrobiana (Bassolé y Juliani, 2012). Estas interacciones son conocidas como 

interacciones farmacológicas, las cuales son modificaciones que ejerce un fármaco sobre 

otro, de modo que éste experimente un cambio cuantitativo o cualitativo en su actividad, 

originando distintos tipos de efectos: sinergismo, adición, antagonismo e indiferencia 

(Flórez, 2008; Bassolé y Juliani, 2012).  

El efecto sinérgico se presenta cuando la acción antibacteriana de 2 o más antibióticos es 

mayor que la que se obtiene con cada una de las drogas utilizadas individualmente (Neu, 

1992). La adición significa que el efecto de una combinación es igual al que se produce con 

cada uno de las drogas utilizadas individualmente (Cohen, 1992). El antagonismo se 

produce cuando el efecto de una droga contrarresta el de la otra (Wyatt et al., 1990). 

Mientras que la indiferencia es el resultado de la falta de interacción de los antimicrobianos 

(Bassolé y Juliani, 2012). 
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ANTECEDENTES 

Liu y colaboradores (2007), trabajaron con el aceite esencial de Santolina corsica, 

encontraron que el mirceno es uno de los componentes mayoritarios (34.6%) y que 

presenta también trazas de β-ocimeno (<0.05%). Evaluaron la actividad antibacteriana del 

aceite en dos cepas Gram positivas y cuatro Gram negativas, mencionan que este presentó 

actividad moderada en Listeria innocua (9.5 mm), fue activo en Staphylococcus aureus 

(14.7 mm) y Campylobacter jejuni (39 mm). También fraccionaron el aceite por medio de 

cromatografía en columna y encontraron que la fracción hidrocarbonada contenía un 57.2% 

de mirceno, está presentó actividad en S. aureus (8.5 mm) y C. jejuni (27.5 mm). 

Existen también trabajos en los que se evalúa la actividad de compuestos puros como es 

el de Bueno-Sánchez y colaboradores (2009), quienes evaluaron la actividad de varios 

terpenos, entre ellos el mirceno en Mycobacterium tuberculosis y M. chelonae obteniendo 

CMI de 0.25 mg/mL y >0.5 mg/mL respectivamente.  

Candelaria-Dueñas (2016) evaluó la actividad antimicrobiana de los compuestos más 

abundantes de los aceites esenciales de algunas plantas medicinales del Valle de 

Tehuacán-Cuicatlán incluyendo el mirceno y el ocimeno. Reportó que ambos compuestos 

fueron activos en cepas de Enterococcus faecalis, Vibrio cholerae y Yersinia enterocolitica 

(ambos compuestos con CMI=4.0 mg/mL en las tres cepas),  el  ocimeno mostró actividad 

en cepas de S. aureus (CMI=1.5 mg/mL), E. aerogenes y Proteus miriabilis (en ambas 

CMI=4.0 mg/mL) y el mirceno presentó actividad en E. coli ATCC 53228 (CMI=2.0 mg/mL) 

y en cepas de levaduras este autor reporta una CMI entre 1.0 y 4.0 mg/mL. 

Algunos trabajos en los que no solo se evalúa la actividad de los compuestos puros por 

separado, sino las combinaciones de ellos son el Gallucci y colaboradores (2009), quienes 

evaluaron la actividad de varios terpenos por separado en E. coli, S. aureus y Bacillus 

cereus. El mirceno no mostró actividad contra ninguna de las bacterias (rango de 

concentraciones 1.54–790 mg/mL), este compuesto fue utilizado en combinación con el 

carvacrol, pero la interacción resultó antagónica mientras que al combinarlo con citronelol 

presentó indiferencia. 

Por último, está el estudio de Saut-Reyes en el (2016), quien evaluó la actividad 

antimicrobiana de α y (-) β pineno y por separado y en combinación (proporción 1:1). 

Menciona que tanto en las cepas bacterianas como en las levaduras el (-) β pineno es más 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3675006/
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activo que el α pineno. Las especies sensibles en su mayoría son del género 

Staphylococcus. Determinó que la cepa Gram positiva más sensible fue S. epidermidis 

ATCC12228 con una CMI de 1.5 mg/mL para ambos compuestos, sin embargo con la 

combinación α:β fue de 4.0 mg/mL.  Para cepas de S. aureus registró concentraciones de 

entre 1.5 y 4.0 mg/mL. En cuanto a las cepas Gram negativas que utilizó explica que V. 

cholerae ATCC 39540 es la cepa más sensible para los compuestos por separado y en 

combinación. Reporta también que el efecto de los compuestos separados es mayor en 

cepas de levaduras que en cepas bacterianas, ya que la mayoría de los valores de CMI 

determinadas se encuentran en un rango de 0.5 a 2.0 mg/mL. Con la CIF determinó el tipo 

de interacción que ejercen los compuestos al combinarlos en proporción 1:1 (α:β) y 

menciona que en las bacterias Gram negativas se dio un mayor número de sinergismos 

que en las Gram positivas, sin embargo de las interacciones que encontró en su mayoría 

son efectos antagónicos y de indiferencia.  
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JUSTIFICACIÓN 

El aumento en la resistencia a los antibióticos por parte de los microrganismos se ha vuelto 

un problema de gran importancia en las últimas décadas. Esto está conduciendo a la 

búsqueda de nuevas alternativas que permitan implementar tratamientos que sean eficaces 

contra cepas microbianas de interés clínico. Una de ellas es utilizar combinaciones de 

compuestos que son poco efectivos, esperando que cuando interactúan se potencialice su 

efecto. Además de que en la literatura son escasos los trabajos en los que se evalúa la 

actividad antimicrobiana de las combinaciones de compuestos puros. 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Qué tipo de interacción habrá entre los monoterpenos mirceno y ocimeno? 

HIPÓTESIS 

Se ha demostrado que existe una relación entre la estructura química de los compuestos y 

la actividad que presentan y que las combinaciones de mezclas artificiales de los 

componentes purificados de los aceites esenciales afectan a múltiples procesos 

bioquímicos de microrganismos, por lo tanto, se espera que la combinación de mirceno y 

ocimeno, produzca un efecto sinérgico sobre cepas de importancia clínica. 
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la actividad antimicrobiana y las interacciones farmacodinámicas del mirceno y el 

ocimeno. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 Determinar cualitativamente la actividad antimicrobiana del mirceno y ocimeno por 

separado y en combinación sobre cepas de importancia clínica. 

 Determinar la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI), la Concentración Bactericida 

Mínima (CBM), la Concentración Fungicida Mínima (CFM) y la Concentración 

Fungicida Media (CF50) del mirceno y ocimeno por separado y en combinación. 

 Determinar el efecto del mirceno y ocimeno por separado y en combinación en una 

curva de crecimiento de una bacteria Gram positiva, una Gram negativa y una levadura, 

las cuales resulten más sensibles. 

 Determinar qué tipo de interacción farmacodinámica presenta el mirceno y el ocimeno 

en combinación.  
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MATERIALES Y MÉTODO 

1. Obtención de las cepas y compuestos 

Los compuestos mirceno (7-Metil-3-metileno-1,6-octadieno) de grado técnico con número 

de catálogo M100005 y ocimeno (mezcla de isómeros 3,7-Dimetil-1,3,7-octatrieno y          

3,7-Dimetil-1,3,6-octatrieno) con número de catálogo W35391 que se utilizaron son de la 

marca de Sigma- Aldrich (Sigma, Nueva Jersey, USA) (Anexo I) y los microorganismos 

forman parte del cepario del laboratorio de Farmacognosia de la Unidad de Biotecnología y 

Prototipos (UBIPRO) de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala. 

Cepas Gram positivas: Enterococcus faecalis ATCC 14506, Micrococcus luteus ATCC 

10240, Staphylococcus aureus 23MR, S. aureus ATCC 29213, S. aureus cc, S. aureus 

CUSI, S. aureus FES-C (donada por la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán), S. 

epidermidis ATCC 12228 y S. epidermidis FES-C. 

Cepas Gram negativas: Enterobacter aerogenes ATCC 13048, E. gergoviae ATCC 33028, 

Escherichia coli 82MR, E. coli CUSI, Klebsiella oxytoca ATCC 8724, K. pneumoniae ATCC 

13883, Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enterica subsp. enterica serovar 

Typhy ATCC 7251, S. tiphy, Serratia marcescens ATCC 1475 y Vibrio cholerae ATCC 

39540. 

Cepas de levaduras: Candida albicans 17MR, C. glabrata cc, y C. tropicalis cc (cc donadas 

por la Clínica Universitaria de Salud Integral Iztacala). 

Cepas de hongos Filamentosos: Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus niger, 

Fusarium moniliforme y F. sporitrichum 

Bioensayos 

2. Actividad antimicrobiana 

2.1 Evaluación cualitativa de la actividad antibacteriana y antifúngica en cepas de 

levaduras  

La evaluación cualitativa de la actividad antibacteriana y de la actividad antifúngica en cepas 

de levaduras se realizó mediante el método de difusión en agar o Kirby-Baüer (Van der 

Berghe y Vlietinck, 1991) utilizando agar MH (Müeller-Hinton) y agar papa y dextrosa (PDA) 

respectivamente. Para la evaluación cualitativa de la actividad antimicrobiana de los 
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monoterpenos por separado los sensidiscos fueron colocados en cajas Petri e impregnados 

con 4 µL (3.2 mg/mL) del compuesto puro, como control positivo se utilizaron sensidiscos 

impregnados con 25 µg de cloranfenicol para las cepas bacterianas y 30 µg de nistatina 

para las cepas y como control negativo se utilizaron sensidiscos impregnados con 3 µL de 

aceite de oliva estéril. Para la evaluación cualitativa de la actividad antimicrobiana de los 

monoterpenos en combinación los sensidiscos fueron impregnados con 4 µL de las mezclas 

de compuestos 1:1, 2:8 y 8:2. Todos los ensayos se realizaron por triplicado (Anexo II). 

2.2 Evaluación cuantitativa de la actividad antibacteriana y antifúngica en cepas de 

levaduras  

Para las cepas bacterianas y de levaduras que resultaron sensibles a la prueba de Kirby-

Baüer se determinó la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI), la Concentración Bactericida 

Mínima (CBM) y la Concentración Fungicida Mínima (CFM) mediante el método modificado 

de macrodilución en caldo (Winn et al., 2006). De los compuestos por separado y de las 

combinaciones (1:1, 2:8 y 8:2) se utilizaron las concentraciones 4.0, 3.0, 2.0, 1.5, 1.0, 0.75, 

0.5, 0.25, 0.125 mg/mL (Anexo III). 

2.3 Evaluación de la actividad antifúngica en hongos filamentosos 

La evaluación cualitativa y cuantitativa de la actividad antifúngica en hongos filamentosos 

se realizó por medio de la técnica de inhibición del crecimiento radial (Wang y Bun, 2002). 

Para la evaluación cualitativa de la actividad antifúngica de los monoterpenos por separado, 

los sensidiscos fueron colocados en las cajas Petri e impregnados con 4 µL (3.2 mg/mL) de 

compuesto puro. Como control positivo se utilizaron sensidiscos impregnados con 56 µg de 

ketoconazol y como control negativo se utilizaron sensidiscos impregnados con 3 µL de 

aceite de oliva estéril. La evaluación se realizó por triplicado. Para la evaluación cualitativa 

de la actividad antifúngica de los monoterpenos en combinación los sensidiscos fueron 

impregnados con 4 µL de las mezclas de compuestos 1:1, 2:8, y 8:2. Los ensayos se 

realizarán por triplicado (Anexo V).  

2.4 Efecto sobre una curva de sobrevivencia  

La evaluación de la sobrevivencia bacteriana y fúngica se realizó en las cepas bacterianas 

(Gram positiva y negativa) y la cepa de levadura que presentó mayor sensibilidad, se 

monitoreó su crecimiento a lo largo de 24 horas durante 9 tiempos, al ser expuestas a 
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diferentes concentraciones de los compuestos (1/2 CMI, CMI, CBM y CFM) y un testigo (sin 

compuesto) (Kubo et al., 1993; citado en Avila, 1996) (Anexo IV). 

3.  Determinación de la interacción farmacológica 

Después de obtener todas las CMI de los compuestos por separado y de las tres 

combinaciones se calculó la Concentración Inhibitoria Fraccionada (CIF), esto para calcular 

el índice de la CFI y determinar del tipo de interacción del mirceno en combinación con el 

ocimeno. 

Se utilizando la siguiente ecuación:  

𝐶𝐹𝐼 = (
[𝑚]𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖ó𝑛

𝐶𝑀𝐼𝑚 𝑠𝑜𝑙𝑜
) + (

[𝑜]𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖ó𝑛

𝐶𝑀𝐼𝑜 𝑠𝑜𝑙𝑜
) 

Dónde:  

[m] en combinación: es la concentración de mirceno en combinación con ocimeno. 

CMIm solo: es la concentración mínima inhibitoria del mirceno. 

[o] en combinación: es la concentración de ocimeno en combinación con mirceno. 

CMIo solo: es la concentración mínima inhibitoria del ocimeno. 

Los valores serán interpretados según la escala de Bassolé y colaboradores en el 2010 y 

2011 (Anexo VI) 

Tabla 1. Índice de la concentración para determinar el tipo de 
interacción farmacológica. 

Rango (Valor índice CFI) Tipo de interacción 

<0.5 Sinergismo (SI) 

0.5≤ índice CIF ≤1 Adición (AD) 

1 < índice CIF ≤ 4 Indiferencia (IN) 

índice CIF > 4 Antagonismo (AN) 

4. Análisis estadísticos 

Se realizó un ANOVA simple para saber si existen diferencias significativas en la 

sensibilidad de las cepas Gram positivas y Gram negativas a los compuestos y a las 

combinaciones evaluadas. 
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RESULTADOS 

Evaluación cualitativa de la actividad antimicrobiana de los compuestos por 

separado y en combinación  

Cepas bacterianas 

En los resultados que se muestran continuación, primero se presentarán los valores 

obtenidos en los halos de inhibición de mirceno (M) y posteriormente los del ocimeno (O). 

En el cuadro 1 se muestran los resultados obtenidos en la evaluación en la actividad 

antibacteriana cualitativa de los compuestos por separado en cepas Gram positivas y 

negativas. Ambos compuestos fueron activos en E. faecalis ATCC 14506, estos 

presentaron halos de inhibición de M=8.3±1.5 mm y O=8.0±1.0 mm, S. aureus ATCC 29213 

M=7.7±1.2 y O=5.7±4.9 mm, S. epidermidis ATCC 12228 M=6.0±0.0 y O=6.0±0.0 mm y en 

S. epidermidis FES-C M=8.3±0.6 y O=5.3±4.7 mm. 

El ocimeno fue activo en M. luteus ATCC 10240 y S. aureus cc, en ambas cepas se 

presentaron los halos de inhibición de mayor tamaño con 11.0±1.0 y 9.0±1.0 mm 

respectivamente. Por otro lado, el mirceno fue activo en S. aureus CUSI (6.0±0.0 mm) y en 

S. aureus FES-C (6.0±0.0 mm). 

De igual manera en los resultados de las cepas Gram negativas primero se presentarán los 

valores de los halos de inhibición del mirceno (M=) y después los valores con el ocimeno 

(O=). 

Ambos compuestos resultaron ser activos contra E. coli CUSI (M=8.0±1.0 mm y O=11.0±1.7 

mm), S. thypi (M=6.0±0 mm y O=6.0±0 mm), S. marcescens ATCC 14756 (M=8.7±0.6 mm 

y O=6.0±0.0 mm) y V. cholerae ATCC 39440 (M=7.7±0.6 mm y O=7.3±0.6 mm). 

El mirceno fue activo en K. oxytoca ATCC 8724 (7.0±0.0 mm), K. pneumoniae ATCC 13883 

(7.0±0.0 mm) y P. aeruginosa ATCC 27853 (8.0±1.0 mm). 
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Cuadro 1. Actividad antibacteriana en cepas Gram positivas y Gram negativas con mirceno 

y ocimeno. 

Cepas Gram positivas Mirceno Ocimeno Cloranfenicol 

E. faecalis ATCC 14506 8.3±1.5 8.0±1.0 13.5±2.1 

M. luteus ATCC 10240 NA 11.0±1.0 30.0±0.0 

S. aureus ATCC 23MR NA NA 13.5±4.9 

S. aureus ATCC 29213 7.7±1.2 5.7±4.9 14.5±2.1 

S. aureus cc NA 9.0±1.0 13.0±1.4 

S. aureus CUSI 6.0±0.0 NA 17.5±2.1 

S. aureus FES-C 6.0±0.0 NA 20.0±1.4 

S. epidermidis ATCC 12228 6.0±0.0 6.0±0.0 19.0±0.0 

S. epidermidis FES-C 8.3±0.6 5.3±4.7 15.0±2.8 

Cepas Gram negativas Mirceno Ocimeno Cloranfenicol 

E. aerogenes ATCC 13048 NA NA 19.5±0.7 

E. gergoviae ATTCC 33028 NA NA 16.0±1.4 

E. coli 82MR NA NA 18±1.4 

E. coli CUSI 8.0±1.0 11.0±1.7 18.5±0.7 

K. oxytoca ATCC 8724 7.0±0.0 NA 24.5±0.7 

K. pneumoniae ATCC 13883 7.0±0.0 NA 20.0±2.8 

P. aeruginosa ATCC 27853 8.0±1.0 NA 0.0±0.0 

S. enterica ATCC 7251 NA NA 15.5±0.7 

S. thypi 6.0±0.0 6.0±0.0 20.5±2.1 

S. marcescens ATCC 14756 8.7±0.6 6.0±0.0 14.5±0.7 

V. cholerae ATCC 39440 7.7±0.6 7.3±0.6 21.5±0.7 

NA=No Activo. *Halos de inhibición en mm (promedio ± desviación estándar) 

Los resultados obtenidos en la evaluación cualitativa de la actividad antibacteriana en cepas 

Gram positivas y negativas con las combinaciones de mirceno:ocimeno se presentan en el 

cuadro 2.  

Podemos observar que las tres combinaciones (1:1, 8:2 y 2:8) presentaron actividad en 

todas las cepas Gram positivas evaluadas, las cepas en las que se presentaron los halos 

de inhibición de mayor tamaño fueron S. epidermidis ATCC 12228 con la combinación 8:2 

(8.0±0.0 mm) y en S. epidermidis FES-C con la combinación 2:8 (8.0±0.0 mm). 
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Con respecto a las bacterias Gram negativas las tres combinaciones presentaron actividad 

en las once cepas evaluadas. K. oxytoca ATCC 8724 (7.7±0.6 mm), S. thypi (7.7±0.6 mm) 

y V. cholerae ATCC 39440 (7.7±0.6 mm) registraron los halos de inhibición de mayor 

tamaño, estos con la combinación 1:1. 

Cuadro 2. Actividad antibacteriana de la combinación de los compuestos Mirceno:Ocimeno en cepas 

Gram positivas y negativas. 

Cepas Gram positivas 1:1 8:2 2:8 

E. faecalis ATCC 14506 7.0±0.0 6.0±0.0 6.0±0.0 

M. luteus ATCC 10240 6.7±0.6 6.0±0.0 6.0±0.0 

S. aureus 23MR 6.3±0.6 6.0±0.0 7.0±0.0 

S. aureus ATCC 29213 7.0±0.0 6.0±0.0 7.0±0.0 

S. aureus cc 7.0±0.0 6.3±0.6 8.0±0.0 

S. aureus CUSI 7.0±0.0 6.0±0.0 6.0±0.0 

S. aureus FES-C 6.3±0.6 7.0±0.0 6.0±0.0 

S. epidermidis ATCC 12228 6.0±0.0 8.0±0.0 7.0±0.0 

S. epidermidis FES-C 6.0±0.0 6.0±0.0 8.0±0.0 

Cepas Gram negativas 1:1 8:2 2:8 

E. aerogenes ATCC 13048 6.0±0.0 6.0±0.0 6.0±0.0 

E. gergoviae ATTCC 33028 ND ND ND 

E. coli 82MR 6.0±0.0 6.0±0.0 6.0±0.0 

E. coli CUSI 6.7±0.6 6.0±0.0 6.0±0.0 

K. oxytoca ATCC 8724 7.7±0.6 6.0±0.0 6.0±0.0 

K. pneumoniae ATCC 13883 6.0±0.0 7.0±0.0 7.0±0.0 

P. aeruginosa ATCC 27853 6.0±0.0 6.0±0.0 6.0±0.0 

S. enterica ATCC 7251 6.0±0.0 6.0±0.0 6.0±0.0 

S. thypi 7.7±0.6 6.0±0.0 6.0±0.0 

S. marcescens ATCC 14756 6.0±0.0 6.0±0.0 6.0±0.0 

V. cholerae ATCC 39440 7.7±0.6 7.0±0.0 7.0±0.0 

ND=No Determinado. *Halos de inhibición en mm (promedio ± desviación estándar). Aumento en el 

tamaño del halo de inhibición.  

Al realizar el ANOVA para comparar la actividad en cepas Gram positivas y negativas este 

no mostró diferencias estadísticamente significativas entre los diferentes tipos bacterianos 

con mirceno (F=0.001, p≥0.05), ocimeno (F=1.495, p≥0.05) y las combinaciones 1:1, 8:2 y  
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2:8 (F=0.703, p≥0.05; F=1.175, p≥0.05 y F=2.757, p≥0.05), en conclusión, el tamaño de los 

halos de inhibición no está relacionados con el tipo bacteriano. 

Cepas de levaduras 

Los resultados obtenidos en la evaluación cualitativa de la actividad antifúngica en cepas 

de levaduras con mirceno y ocimeno se presentan en el cuadro 3, podemos observar que 

ambos compuestos fueron activos en las tres cepas evaluadas. Los mayores halos de 

inhibición se presentaron en C. tropicalis cc. (10.3±0.6 mm) con ocimeno y en Candida 

albicans ATCC 17MR (10.0±1.0 mm) con mirceno. 

 

 

 

 

 

En el cuadro 4 se muestran los resultados obtenidos en la evaluación cualitativa de la 

actividad antifúngica en cepas de levaduras de las combinaciones de mirceno:ocimeno. 

Como se puede observar las tres combinaciones (1:1, 8:2 y 2:8) presentaron actividad de 

igual manera en las tres cepas evaluadas, los halos de inhibición de mayor tamaño se 

registraron en C.albicans 17MR con la combinación 2:8 (9.7±0.6 mm), en C. glabrata cc 

(8.7±0.6 mm)  y C. tropicalis cc (8.3±0.6 mm) con la combinación 1:1. 

Cuadro 4. Actividad antifúngica de la combinación de los compuestos Mirceno:Ocimeno 

en cepas de levaduras.  

Cepa 1:1 8:2 2:8 

C. albicans 17MR 7.7±0.6 7.0±1.0 9.7±0.6 

C. glabrata cc 8.7±0.6 7.0±0.0 7.7±0.6 

C. tropicalis cc 8.3±0.6 6.0±0.0 7.0±0.0 

*Halos de inhibición en mm (promedio ± desviación estándar).  

 

Cuadro 3. Actividad antifúngica en cepas de levaduras con mirceno y ocimeno. 

Cepa Mirceno Ocimeno Nistatina 

C. albicans ATCC 17MR 10.0±1.0 9.3±0.6 23.0±0.0 

C. glabrata cc 9.3±0.6 8.0±1.0 21.0±1.4 

C. tropicalis cc 8.7±0.6 10.3±0.6 23.0±2.8 

*Halos de inhibición en mm (promedio ± desviación estándar). 



 

 

16 Chávez Estrada María Fernanda 2017 

Cepas de hongos filamentosos 

Ninguno de los compuestos ni de las combinaciones fueron activos en las cepas de hongos 

filamentosos que se evaluaron. 

Evaluación cuantitativa de la actividad antimicrobiana de los compuestos por 

separado y en combinación  

Cepas bacterianas 

El compuesto que presentó las CMI más bajas fue el ocimeno (cuadro 5) en S. aureus CUSI 

(CMI= 1.5 mg/mL). La CMI más baja con mirceno se registró en S. epidermidis ATCC 12228 

(2.0 mg/mL). Para las otras cepas las CMI estuvieron por arriba de 2.0 mg/mL con ambos 

compuestos.  

En cuanto a las combinaciones de mirceno:ocimeno, podemos observar que en varias 

cepas se presentaron CMI>4.0mg/mL, las CMI más bajas se presentaron en la combinación 

2:8 en las cepas S. aureus CUSI y S. epidermidis ATCC 12228 con 1.0 mg/mL para ambas. 

Las CMI más baja de la combinación 1:1 se presentó en M. luteus ATCC 10240 (1.5 

mg/mL), las concentraciones más bajas de la combinación 8:2 se presentaron en las cepas 

E. faecalis ATCC 14506 y S. epidermidis FES-C, ambas con CMI de 1.5 mg/mL.  

Cuadro 5. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Bactericida Mínima (CBM) de cepas 

bacterianas Gram positivas con los compuestos por separado y en combinación.  

Cepas Mirceno Ocimeno 
Combinaciones (Mirceno/Ocimeno) 

1:1 8:2 2:8 

 CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM 

E. faecalis ATCC 14506 >4.0 >>4.0 2.0 3.0 3.0 4.0 1.5 2.0 >4.0 >>4.0 

M. luteus ATCC 10240 ND 4.0 ND 3.0 1.5 2.0 4.0 >4.0 4.0 >4.0 

S. aureus 23MR - - - - >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 

S. aureus ATCC 29213 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 

S. aureus cc >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 4.0 >4.0 >4.0 >>4.0 

S. aureus CUSI 3.0 4.0 1.5 2.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 1.0 1.5 

S. aureus FES-C ND ND 2.0 3.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 4.0 >4.0 

S. epidermidis ATCC 12228 2.0 3.0 2.0 3.0 4.0 >4.0 2.0 3.0 1.0 1.5 

S. epidermidis FES-C 3.0 4.0 2.0 3.0 >4.0 >>4.0 1.5 2.0 2.0 3.0 

ND= No Determinado. * Concentraciones en mg/mL 
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La determinación cuantitativa de la actividad antibacteriana en cepas Gram negativas se 

presenta en el cuadro 6. La cepa que presentó las CMI más bajas fue V. cholerae ATCC 

39440 (mirceno CMI=3.0 mg/mL y ocimeno CMI=2.0 mg/mL), de igual manera en esta cepa 

se registraron las menores CMI con las combinaciones (combinación 8:2 CMI=0.75 mg/mL 

y combinación 2:8 CMI=0.25 mg/mL). Para las otras diez cepas se registraron CMI>4 

mg/mL. 

Cuadro 6. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Bactericida Mínima (CBM) de cepas bacterianas 

Gram negativas con los compuestos por separado y en combinación. 

Cepas Mirceno Ocimeno 
Combinaciones (Mirceno/Ocimeno) 

1:1 8:2 2:8 

 CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM 

E. aerogenes ATCC 13048 - - - - >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 

E. gergoviae ATTCC 33028 - - - - >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 

E. coli 82MR - - - - >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 

E. coli CUSI >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 

K. oxytoca ATCC 8724 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 

K. pneumoniae ATCC 13883 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 

P. aeruginosa ATCC 27853 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 

S. enterica ATCC 7251 - - - - >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 

S. thypi >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 

S. marcescens ATCC 14756 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 >4.0 >>4.0 

V. cholerae ATCC 39440 3.0 4.0 2.0 3.0 >4.0 >>4.0 0.75 1.0 0.25 0.5 

* Concentraciones en mg/mL 

Los resultados obtenidos en la determinación cuantitativa de la actividad antifúngica en 

cepas de levaduras con los compuestos por separado y en combinación se aprecian en el 

cuadro 7. En este se puede observar que las CMI más bajas se registraron en C. tropicalis 

cc (mirceno 0.25 mg/mL y ocimeno 0.5 mg/mL). C. albicans 17MR presentó una CMI de 1.0 

mg/mL con ambos compuestos. 

Con respecto a las combinaciones se muestra que las CMI más bajas son de 3 mg/mL para 

las tres cepas de levaduras con las diferentes concentraciones. 
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Cuadro 7. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Fungicida Mínima 

(CFM) de cepas de levaduras con los compuestos por separado y en combinación.  

Cepas Mirceno Ocimeno 
Combinaciones (Mirceno/Ocimeno) 

1:1 8:2 2:8 

 CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM 

C. albicans 17MR 1 1.5 1 1.5 3 4 3 4 3 4 

C. glabrata cc 3 4 1.5 2 3 4 4 >4 >4 >>4 

C. tropicalis cc 0.25 0.5 0.5 1  4 >4 3 4 3 4 

* Concentraciones en mg/mL 

Efecto sobre curvas de sobrevivencia frente a los compuestos por separado y en 

combinación  

La evaluación de la sobrevivencia bacteriana y fúngica con los compuestos por separado 

se realizó en las cepas bacterianas (Gram positiva y Gram negativa) y la cepa de levaduras 

que presentaron mayor sensibilidad. Las cepas seleccionadas son: S. epidermidis ATCC 

12228, V. cholerae ATCC 39440 y C. tropicalis. La evaluación de la sobrevivencia 

bacteriana y fúngica de los compuestos en combinación se realizó en estas mismas cepas, 

esto para observar si existe un cambio en el crecimiento microbiano, es importante 

mencionar que se seleccionó la combinación 2:8 ya que con esta se registraron las CMI 

más bajas que con los compuestos por separado. 

Curvas de sobrevivencia de S. epidermidis ATCC 12228 

El efecto que ejercieron los compuestos mirceno y ocimeno por separado y en combinación 

2:8 sobre el crecimiento de S. epidermidis ATCC 12228 se presenta en la figura 1. Se puede 

observar que el efecto que presentan ambos compuestos en la cepa S. epidermidis ATCC 

12228 es bacteriostático (figura 1 A y 1B), ya que únicamente inhiben el crecimiento 

bacteriano en el transcurso de cuatro horas y posteriormente la población bacteriana vuelve 

a incrementar. 

El efecto que tiene la combinación 2:8 (mirceno:ocimeno) también es bacteriostático (Figura 

1C), ya que al igual que con los compuestos por separado detiene el crecimiento 

poblacional por un periodo de cuatro horas. Sin embargo, la población bacteriana a las 

cuatro horas es mayor con la combinación (aproximadamente 4 log UFC/mL) que con los 

compuestos por separado (aproximadamente 3.6 log UFC/mL). 
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Figura 1. Curvas de crecimiento de S. epidermidis ATCC 12228 A: expuesta a mirceno. B: expuesta a 

ocimeno. C: expuesta a la combinación 2:8 mirceno:ocimeno *A y B: ½CM=1.5, CMI=2.0 y CBM=3.0. *C: 

½CMI=0.5, CMI=1.0 y CBM=1.5 (concentraciones en mg/mL). 
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Curvas de sobrevivencia de V. cholerae ATCC 39440 

En la figura 2 se observa el efecto que tuvieron los compuestos mirceno, ocimeno y la 

combinación 2:8 en el crecimiento bacteriano de la cepa V. cholerae ATCC 39440. 

El mirceno y el ocimeno presentan un efecto bacteriostático en la cepa V. cholerae ATCC 

12228, sin embargo, este efecto no es muy significativo, ya que como se observa en la 

figura 2A y 2B la población bacteriana expuesta a los compuestos por separado presenta 

un comportamiento similar al testigo. 

Por el contrario, el efecto bacteriostático que ejerce la combinación 2:8 (mirceno:ocimeno) 

sobre la cepa V. cholerae ATCC 12228 (figura 2C)  es mayor que con los compuestos por 

separado, ya que detiene el crecimiento bacteriano por un periodo de seis horas, mientras 

que los compuestos por separado solo lo hacen por dos horas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

21 Chávez Estrada María Fernanda 2017 

 

 

 

Figura 2. Curvas de crecimiento de V. cholerae ATCC 39440 A: expuesta a mirceno. B: expuesta a 

ocimeno.  C. expuesta a la combinación 2:8 mirceno:ocimeno . *A: ½CMI=2.0, CMI=3.0 y CBM=4.0.  *B: 

½CMI=1.5, CMI=2.0 y CBM=3.0 *C: ½CMI=0.125, CMI=0.5 y CBM=1.0 (concentraciones en mg/mL). 
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Curvas de sobrevivencia de C. tropicalis cc 

En la siguiente figura (3) se observan las curvas de crecimiento poblacional de la levadura 

C. tropicalis cc con mirceno, ocimeno y con la combinación 2:8. 

El efecto que presentan los compuestos por separado y la combinación 2:8 en la cepa C. 

tropicalis cc es fungistático, ya que como se observa en la figura 3 detienen el crecimiento 

por un periodo de tiempo de aproximadamente cuatro horas y posteriormente el crecimiento 

poblacional vuelve a ser exponencial. 

La población microbiana con los compuestos por separado crece de manera similar al 

testigo, por el contrario, con la combinación 2:8 la población se mantiene en 

aproximadamente 3 log UFC/mL durante ocho horas, mientras que el testigo tiene una 

población bacteriana de 4.8 log UFC/mL. 
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Figura 3. Curvas de crecimiento de C. tropicalis cc A: expuesta a mirceno. B: expuesta a ocimeno. C: 

expuesta a la combinación 2:8 mirceno:ocimeno . *A: ½CMI=0.125, CMI=0.25 y CFM=0.5.  *B: ½CMI=0.25, 

CMI=0.5 y CFM=1.0 *C: ½CMI=1.5, CMI=3.0 y CBM=4.0 (concentraciones en mg/mL). 
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Determinación del índice de la Concentración Inhibitoria Fraccionada (CIF) 

En el cuadro 8 se observan los resultados obtenidos del cálculo del índice de la CIF en 

cepas Gram positivas además de los tipos de efectos determinados. 

En general el 77.78% de las cepas presentaron indiferencia y ninguna de las cepas presentó 

antagonismo. Solo la cepa S. aureus 23MR presentó sinergismo en las tres combinaciones, 

es importante mencionar que se determinó este tipo de interacción ya que anteriormente 

no había presentado actividad, sin embargo, no se determinaron CMI bajas. La cepa S. 

epidermidis ATCC 12228 presentó sinergismo en la combinación 2:8 (índice CIF=0.5). 

Con la combinación 1:1 las cepas que presentaron adición fueron M. luteus ATCC 10240 

(CIF=0.6), en la combinación 2:8 la cepa S. aureus CUSI (CIF=0.6) y la cepa S. epidermidis 

FES-C (CIF=0.9), esta última también presentó adición con la combinación 8:2 (CIF=0.5). 

Cuadro 8. Índice de la Concentración Inhibitoria Fraccionada (CIF) en cepas Gram 

positivas con las diferentes combinaciones de los compuestos mirceno:ocimeno. 

Cepa CIF 1:1 CIF 8:2 CIF 2:8 

E. faecalis ATCC 14506 1.1 (IN) 0.4 (SI) 1.8 (IN) 

M. luteus ATCC 10240 0.6 (AD) 1.4 (IN) 1.8 (IN) 

S. aureus 23MR SI* SI* SI* 

S. aureus ATCC 29213 1.0 (IN) 1.0 (IN) 1.0 (IN) 

S. aureus cc 1.0 (IN) 1.0 (IN) 1.0 (IN) 

S. aureus CUSI 2.0 (IN) 1.6 (IN) 0.6 (AD) 

S. aureus FES-C 2.0 (IN) 2.0 (IN) 2.0 (IN) 

S. epidermidis ATCC 12228 2.0 (IN) 1.0 (IN) 0.5 (SI) 

S. epidermidis FES-C 1.6 (IN) 0.5 (AD) 0.9 (AD) 

*SI: Sinergismo, AD: Adición, IN: Indiferencia. *Se consideró sinergismo por presencia de actividad. 

Los resultados obtenidos con el cálculo del índice de la CIF en las cepas Gram negativas 

se aprecian en el cuadro 9. Se presentó sinergismo en las cepas E. aerogenes ATCC 

13048, E. gergoviae ATTCC 33028, E. coli 82MR y S. enterica ATCC 7251, cabe mencionar 

que de igual manera que con las cepas Gram positivas se determinó así ya que los 

compuestos solos no presentaron actividad.  
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El porcentaje de indiferencia fue de 63.64% en la combinación 1:1, y en las combinaciones 

8:2 y 2:8 el porcentaje en ambas fue de 54.55%. En ninguna de las cepas se presentó 

adición ni antagonismo. 

La cepa que presentó los índices CIF más bajos fue V. cholerae ATCC 39440 en la 

combinación 8:2 (CIF=0.2) y en la combinación 2:8 (CIF=0.09), es por esto que en ambas 

combinaciones se determinó sinergismo.  

Cuadro 9. Índice de la Concentración Inhibitoria Fraccionada (CIF) en cepas Gram 

negativas con las diferentes combinaciones de los compuestos mirceno:ocimeno 

Cepa CIF 1:1 CIF 8:2 CIF 2:8 

E. aerogenes ATCC 13048 *SI SI* *SI 

E. gergoviae ATTCC 33028 *SI SI* *SI 

E. coli  82MR *SI SI* *SI 

E. coli CUSI 1.0 (IN) 1.0 (IN) 1.0 (IN) 

K. oxytoca ATCC 8724 1.0 (IN) 1.0 (IN) 1.0 (IN) 

K. pneumoniae ATCC 13883 1.0 (IN) 1.0 (IN) 1.0 (IN) 

P. aeruginosa ATCC 27853 1.0 (IN) 1.0 (IN) 1.0 (IN) 

S. enterica ATCC 7251 *SI SI* *SI 

S. thypi 1.0 (IN) 1.0 (IN) 1.0 (IN) 

S. marcescens ATCC 14756 1.0 (IN) 1.0 (IN) 1.0 (IN) 

V. cholerae ATCC 39440 1.6 (IN) 0.2 (SI) 0.09 (SI) 

*SI: Sinergismo, IN: Indiferencia. *Se consideró sinergismo por presencia de actividad. 

 

En los resultados que se encuentran a continuación (cuadro 10) se presentan los resultados 

obtenidos del CIF en las cepas de levaduras. 

Se observa que C. tropicalis cc fue la única que presentó antagonismo con las tres 

combinaciones evaluadas. Las otras dos especies (C. albicans 17MR y C. glabrata cc) 

presentaron indiferencia con las tres combinaciones (CIF>4). 
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Cuadro 10. Concentración Inhibitoria Fraccionada (CIF) en cepas de levaduras 

con las diferentes combinaciones de los compuestos mirceno:ocimeno. 

Cepa CIF 1:1 CIF 8:2 CIF 2:8 

C. albicans 17MR 3.0 (IN) 3.0 (IN) 3.0 (IN) 

C.glabrata cc 1.5 (IN) 1.6 (IN) 2.4 (IN) 

C. tropicalis cc 9.0 (AN) 10.2 (AN) 4.8 (AN) 

*IN: Indiferencia, AN: Antagonismo. 
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DISCUSIÓN 

Actividad antibacteriana cualitativa 

Los compuestos por separado mostraron ser efectivos en quince de las veinte cepas 

bacterianas que se evaluaron. Las tres combinaciones de mirceno:ocimeno (1:1, 2:8 y 8:2) 

presentaron actividad en 19 de las 20 cepas, con excepción de E. gergoviae ATCC 33028. 

Como típicos compuestos lipofílicos, los aceites esenciales y los compuestos que los 

constituyen pasan a través de la pared celular y la membrana citoplasmática. La 

modificación de la permeabilidad de las membranas y el daño a la pared celular conduce a 

la fuga de moléculas, esto puede llevar al proceso de lisis (Sikkema et al., 1994; Helander 

et al., 1998; Bakkali et al., 2008). 

El tamaño de los halos de inhibición con las combinaciones es menor que con los 

compuestos por separado, sin embargo esto no significa que los microorganismos sean 

más sensibles a la actividad que ejercen los compuestos por separado, ya que la Técnica 

de difusión en agar o Kirby-Baüer es solo una prueba cualitativa y el diámetro de la zona 

de inhibición dependerá de la capacidad de la(s) sustancia(s) para difundirse 

uniformemente a través de la placa de agar. La mayoría de los aceites esenciales y sus 

componentes son altamente volátiles y presentan poca solubilidad en una fase acuosa 

(Hulin et al., 1998; Friedman et al., 2002) es por ello que esta técnica no es concluyente 

para determinar la diferencia en las actividades de los compuestos por separado y en 

combinación. 

Actividad antifúngica cualitativa 

En cuanto a la actividad antifúngica en cepas de levaduras, las tres especies de Candida 

que se evaluaron son sensibles a ambos compuestos, y las tres combinaciones (1:1, 8:2 y 

2:8). Algunos autores mencionan que los terpenos de los aceites esenciales pueden inhibir 

sistemas enzimáticos en las levaduras, incluidos los que intervienen en la producción y 

síntesis de componentes estructurales de la pared celular, alterando la permeabilidad de la 

membrana al penetrar entre las cadenas de ácidos grasos que forman la bicapa lipídica, lo 

que altera los lípidos y cambios de fluidez en la membrana (Conner y Beuchart, 1984; 

Suppakul et al., 2003; Dalleau et al., 2008). Los compuestos terpénicos también pueden 

provocar despolarización progresiva de la membrana mitocondrial por la reducción en el 

potencial de membrana, afectan los canales iónicos reduciendo el gradiente de pH, lo cual 
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altera la formación de ATP (Richter y Schlegel, 1993; Novgorodov y Gudz, 1996 y Vercesi 

et al., 1997).  

En el caso de hongos filamentos ninguno de los dos compuestos tuvo efecto, esto puede 

ser porque estos se encuentran entre los microorganismos más resistente; contrario a esto, 

autores mencionan que algunos aceites esenciales han demostrado ser altamente efectivos 

en hongos, ya que provocan daño irreversible de la pared celular, la membrana 

citoplasmática, organelos celulares y una reducción considerable del contenido de 

ergosterol. Mencionan que esta actividad está relacionada principalmente a la composición 

química de dichos aceites, estos son ricos en monoterpenos fenólicos como timol, carvacrol 

y eugenol (Skočibušid y Bezid, 2004; Sacchetti et al., 2005; Barrera-Necha y García-

Barrera, 2008; Kulijanabhagavad et al., 2010), que son químicamente muy diferentes a los 

monoterpenos hidrocarbonados que se utilizaron en el presente trabajo. 

Otro aspecto es el desarrollo de mecanismos de resistencia que presentan algunas 

especies, esto debido a que la mayoría de los fármacos son fungistáticos y la administración 

prolongada o tratamientos repetidos por micosis recidivantes causa fallas en la terapéutica 

antimicótica a diversos compuestos como ketoconazol, fluconazol e incluso anfotericina B 

y permite la aparición de cepas multirresistentes (Kalemba y Kunicka 2003; Mesa-Arango y 

Bueno-Sánchez, 2004; Manzano-Gayosso et al., 2008).  

Actividad antimicrobiana cuantitativa en cepas bacterianas 

Una vez realizada la actividad cuantitativa se determinó que el compuesto con la CMI más 

baja fue el ocimeno en la cepa de S. aureus CUSI (1.5 mg/mL). La CMI más baja con 

mirceno fue en S. epidermidis ATCC 12228 (2.0 mg/mL). En cuanto a las combinaciones 

las CMI más bajas se presentaron en la combinación 2:8 en las cepas S. aureus CUSI y S. 

epidermidis ATCC 12228 con 1.0 mg/mL para ambas. Estos resultados se pueden apoyar 

con lo reportado por Pepeljnjak y colaboradores en el 2005, ellos encontraron que el aceite 

esencial de Juniperus communis (enebro común) también mostró actividad inhibitoria en 

las bacterias Gram positivas como S. aureus. Estos autores atribuyen esta actividad a la 

presencia de algunos terpenos como α-pineno, sabineno, mirceno y limoneno, los que 

resultaron ser componentes mayoritarios de dicho aceite esencial. Por el contrario Bueno-

Sánchez y colaboradores en el 2009 reportaron que algunos monoterpenos, entre ellos el 

mirceno presentaron actividad reportando una CMI de 0.25 mg/mL en Mycobacterium 

tuberculosis (Gram positiva) que es menor a las obtenidas en el presente trabajo.  
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Apoyando a nuestros resultados, algunos autores mencionan que la actividad 

antibacteriana de los compuestos hidrocarbonados como lo son el mirceno y el ocimeno se 

debe principalmente a la perturbación de la bicapa lipídica, estos pueden producir  cambios 

en la fluidez de la membrana plasmática, modificar la estructura de la pared celular, lo que 

conduce a una alteración de la permeabilidad, alteran las interacciones de lípidoproteínas 

afectando el intercambio de iones, además penetran en el interior de la célula donde pueden 

provocar despolarización progresiva de la membrana mitocondrial, afectan los canales 

iónicos reduciendo el gradiente de pH y afectando la bomba de protones para formar ATP 

(Juven et al., 1994; Sikkema, 1994; Gustafson et al., 1998; Carson et al., 2002; Trombetta 

et al., 2005; Bueno-Sánchez et al., 2009). 

La cepa que presentó las CMI más bajas con ambos compuestos y las combinaciones fue 

la cepa de S. epidermidis ATCC 12228. Esto es importante ya que actualmente, se 

manifiesta la proliferación de bacterias de este género que son multiresistentes a la acción 

de numerosos agentes antimicrobianos (Rodríguez, 2010). Candelaria-Dueñas (2016), 

como se mencionó anteriormente evaluó diversos compuestos, sin embargo reportó que el 

mirceno y el ocimeno no fueron activos en la cepa de S. epidermidis que utilizó en su 

investigacóin. 

Los estafilococos son los microorganismos más comunes de los humanos y animales, 

ocasionalmente causan infecciones muy severas y diversas relacionadas con el sistema 

nervioso central, el tracto genitourinario, la piel, los tejidos blandos, las vías respiratorias, 

así como con afecciones tales como otitis, osteomielitis y artritis. Se reconocen dos 

especies importantes en relación con los humanos, S. epidermidis es miembro de la flora 

normal de la piel, las vías respiratorias y gastrointestinales del hombre y S. aureus que 

normalmente se asocia a forúnculos, neumonía y meningitis (Martínez y Pérez, 2001; 

Madigan et al., 2003; Rodríguez, 2010).  

S. epidermidis es una bacteria que se aísla con más frecuencia en muestras clínicas, 

aunque rara vez produce supuración, pero pueden infectar prótesis ortopédicas o 

cardiovasculares, así mismo causa enfermedades en personas inmunodeprimidas y las 

infecciones son difíciles de curar porque ocurren en dispositivos protésicos donde pueden 

formarse biofilms. Esta bacteria ha sido aislada de un 74 a 92% en bacteriemias 

intrahospitalarias, es un agente primario en las peritonitis durante la diálisis peritoneal 

ambulatoria y un agente común de infecciones urinarias tales como: cistitis, uretritis y 

pielonefritis y a menudo es más resistente a los fármacos antimicrobianos que S. aureus, 
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aproximadamente el 75% de las cepas de S. epidermidis son resistentes a la nafcilina 

(Martínez y Pérez, 2001; Chaves et al., 2008; Brooks et al., 2013). 

En cuanto a las bacterias Gram negativas, seis de las siete cepas evaluadas con los 

compuestos por separados y diez de las once cepas evaluadas con los compuestos en 

combinación presentaron CMI>4.0 mg/mL, esto contrasta con lo reportado por Pepeljnjak y 

colaboradores en el 2005. Estos autores encontraron que en el aceite esencial de Juniperus 

communis (enebro común) los compuestos mayoritarios fueron α-pineno, sabineno, 

mirceno y limoneno, dicho aceite esencial no mostró actividad inhibitoria en Citrobacter 

freundii ni en E. coli, ambas bacterias Gram negativas.  

Gallucci y colaboradores en el 2009 evaluaron la actividad antimicrobiana de algunos 

terpenos en cepas de importancia alimenticia, entre ellas E. coli y reportan que el mirceno 

no posee actividad, lo cual concuerda con el presente trabajo ya que tampoco se pudo 

determinar CMI para las dos cepas de E. coli que se evaluaron. Candelaria-Dueñas (2016) 

evaluó diversos compuestos terpénicos, entre ellos el mirceno y el ocimeno en diversas 

cepas, al contrario de este trabajo, este autor registro CMI en cepas de E. aerogenes FES-

C (O=4 mg/mL) y E. coli ATCC 53228 (M=2 mg/mL).  

Las cepas Gram positivas fueron más susceptibles a los efectos de los constituyentes de 

los aceites esenciales, esto se debe a la naturaleza física de sus paredes y membranas 

celulares. La pared celular de las bacterias Gram positivas está constituida principalmente 

por una capa gruesa de peptidoglicano y usualmente no es una barrera que impida la 

penetración de los antibióticos. Por el contrario, las bacterias Gram negativas presentan 

además una doble membrana la cual representa una barrera difícil de penetrar y que varía 

según las diferentes especies (Patiño, 2003; Pírez y Mota, 2006; Lujan-Hidalgo et al., 2012). 

Autores como Medina (2011) mencionan que tanto el mirceno como el ocimeno son 

terpenos hidrocarburados los cuales presentan principalmente actividades biológicas tales 

como estimulante, descongestionante, antivírico y antitumoral. Los terpenos con mayor 

actividad antimicrobiana son el eugenol, timol y carvacrol, los cuales son de naturaleza 

fenólica y químicamente diferentes a los utilizados en el presente trabajo. Algunos autores 

mencionan que la presencia de alcoholes u oxígenos en la estructura química de los 

terpenos fenólicos está asociada con una alta actividad antimicrobiana (Davidson, 2005; 

Koroch et al., 2007).  
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La única cepa Gram negativa que presentó CMI <4 tanto en los compuestos por separado 

como con las combinaciones fue V. cholerae ATCC 39440, se ha comprobado que el aceite 

esencial de Origanum vulgare tiene actividad antibacteriana contra otras bacterias Gram 

negativas incluyendo a V. cholerae y que entre sus componentes principales se encuentra 

el mirceno (Albado et al., 2001; Arcila et al., 2004). La eficacia de los componentes de 

aceites esenciales es diferente en bacterias Gram negativas, sin embargo, al igual que en 

las Gram positivas, los aceites esenciales y sus componentes, como resultado de su 

carácter lipofílico, pueden interactuar en la membrana externa provocando daño a la 

estructura y disminuyendo la viabilidad celular dependiendo de sus concentraciones 

relativas y de la susceptibilidad de los microorganismos (Helander et al., 1998; Sikkema et 

al., 1995 y Cox et al., 2000; Cox et al., 2001).  

La importancia de que los compuestos presenten actividad en V. cholerae radica en que 

este es un patógeno para humanos, constituye la causa específica de cólera, produce 

diarrea acuosa y en los casos graves, la muerte. Los líquidos intestinales se expulsan en 

evacuaciones voluminosas; a la larga esto conduce a la deshidratación y al desequilibrio de 

electrólitos, estos efectos provienen de la acción de la toxina del cólera (Valdés-Dapena, 

2001; Madigan et al., 2003; Ryan y Ray, 2011).  

V. cholerae se transmite casi exclusivamente por vía hídrica, sin embargo, también se 

asocia con el consumo de alimentos. En América, el cólera se ha relacionado con el 

consumo de moluscos bivalvos y vegetales crudos (Madigan et al., 2003).  

La terapia del cólera es a base de ingestión de líquido oral e intravenoso para corregir la 

deshidratación grave y la hiponatriemia. Muchos antimicrobianos son eficaces contra V. 

cholerae como la estreptomicina, tetraciclinas como la doxiciclina, eritromicina y 

ciprofloxacino, estos pueden reducir el curso de la enfermedad, tienden a disminuir la 

emisión de heces y abrevian el periodo de excreción de vibrios (Valdés-Dapena, 2001; 

Madigan et al., 2003; Winn et al., 2006; Brooks et al., 2013). Actualmente la resistencia de 

la familia Vibrio a los antimicrobianos de uso frecuente está creciendo y se ha convertido 

en un problema mundial. El aumento de la tasa de resistencia a los antibióticos de Vibrio es 

de suma importancia ya que esta se puede transmitir a otras bacterias de importancia clínica 

(Oladokun y Okoh, 2016). 

La presencia de actividad significativa en la cepa de V. cholerae puede hablarnos de una 

posible toxicidad selectiva de los compuestos hacia este patógeno. El concepto de toxicidad 
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selectiva alude a las diferentes respuestas de las distintas estructuras celulares a los 

agentes químicos. Refleja una capacidad del tóxico para actuar sobre las diferentes células, 

este fenómeno de toxicidad selectiva exige al menos, dos condiciones. La primera es la 

existencia de órganos diana susceptibles al tóxico (receptores) y la segunda, es la 

existencia de mecanismos que modifiquen las concentraciones del agente en forma activa, 

en la proximidad de los lugares efectores. Estos mecanismos han de modificar la molécula 

para originar un producto más tóxico, o liberarlo de su unión con las proteínas 

transportadoras (Repetto y Repetto, 2009). Esta "toxicidad selectiva" va a depender de la 

acción que tenga la droga, sobre estructuras del microbio, el blanco debe estar ausente en 

otras células, o si está presente, debe diferir suficientemente para permitir una inhibición 

selectiva del blanco (Morales, 1986; Lambert, 2005). 

La toxicidad selectiva en V. cholerae puede estar relacionada con su estructura celular. De 

manera general, las bacterias Gram negativas tienen varias zonas: la membrana 

plasmática, el espacio periplásmico, una fina capa de peptidoglicano y una membrana 

externa. Esta ultima zona está constituida por lipopolisacáridos (LPS), fosfolípidos y 

proteínas (Pírez y Mota, 2006). De acuerdo con el antígeno O de su LPS capsular V. 

cholerae tiene más de 200 serogrupos (Pérez et al., 2006; Cabrera-Rodríguez et al., 2008). 

Por ello, más específicamente la diferencia en los serotipos podría explicar la 

susceptibilidad de la cepa de V. cholerae, muchos investigadores han reportado en estudios 

que algunas cepas de V. cholerae son resistentes a antibióticos comunes tales como 

cloranfenicol, doxiciclina, tetraciclina, ampicilina, sulfametoxazol, trimetoprima, ácido 

nalidíxico, estreptomicina y eritromicina utilizadas para el tratamiento de diferentes 

enfermedades bacterianas (Beceiro et al., 2013; Oladokun y Okoh, 2016) y la cepa V. 

cholerae ATCC 39440 que se utilizó en el presente trabajo si fue susceptible a los 

compuestos (por separado y en combinación) incluso al control positivo (cloranfenicol). 

Actividad antimicrobiana cuantitativa en cepas de levaduras 

El hecho de que ambos compuestos presentaron actividad en las tres cepas de Candida 

evaluadas, es de suma importancia ya que a pesar de que las cándidas forman parte de la 

flora normal de la piel, las membranas mucosas, el tracto gastrointestinal y la vagina pueden 

causar infecciones cuando las defensas del paciente son afectadas por algún factor externo 

(Macola, 2001; Brooks et al, 2013). Los resultados obtenidos en el presente trabajo son 

similares a los obtenidos por Candelaria-Dueñas (2016), este autor registró CMI con 
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mirceno en cepas de levaduras (C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis) que van de 1 a 4 

mg/mL, sin embargo no registro actividad antifúngica en cepas de levaduras con ocimeno. 

Varias especies del género Candida son capaces de causar candidiasis, que es una 

enfermedad cosmopolita que afecta a todas las edades y sexos. La mayoría de las 

infecciones por Candida provienen de una fuente endógena, pues esta se desarrolla a partir 

de los sitios donde habita como comensal, se considera un hongo oportunista ya que causa 

enfermedad cuando las defensas del paciente son afectadas (Macola, 2001).  

Se han reportado más de 17 especies patógenas de levaduras, el 90% de las infecciones 

se atribuyen a: C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. parasilopsis, C. tropicalis. (Vazquez y 

Sobel, 2011). Aunque C. albicans posee la mayor capacidad patógena, la presión 

antifúngica empleada en el tratamiento de los episodios de candidiasis oral, ha inducido 

una selección de las especies implicadas etiológicamente. Esto ha favorecido que otras 

especies (C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei) se reporten en número creciente como 

agentes etiológicos de cuadros de candidiasis, poco se sabe con respecto a la patogenia 

de estas especies diferentes a C. albicans, con excepción de C. tropicalis, la cual es muy 

virulenta, produce proteinasas extracelulares similares a las de C. albicans, lo que puede 

incrementar su invasividad (Macola, 2001; Ryan y Ray, 2011).  

Efecto sobre curvas de sobrevivencia microbiana 

El efecto de ambos compuestos y de la combinación 2:8 mirceno/ocimeno es bacteriostático 

y fungistático, términos que hacen referencia a la propiedad en la que un compuesto es 

capaz de inhibir la multiplicación; y después de que el efecto de este termina, la 

multiplicación se reanuda (Brooks et al., 2013). Esto puede deberse a que los individuos 

resistentes a la acción de estos compuestos son seleccionados, manteniendo su capacidad 

replicativa y reemplazando a la población original con una nueva población resistente. Esta 

capacidad de resistir el efecto de algún antimicrobiano está presente en forma infrecuente 

en una población bacteriana antes de la exposición al compuesto (Fica, 2014).  

El uso racional de los medicamentos requiere un diagnóstico correcto, conocimiento de la 

enfermedad, selección del fármaco idóneo y el diseño de una pauta de administración, este 

último establece la dosis, la frecuencia de administración y la duración que debe tener el 

tratamiento. El diseño de una pauta de administración requiere predecir cuál será el curso 

temporal de la concentración plasmática de un fármaco para saber cuándo comenzará a 
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observarse el efecto terapéutico, cuál será su intensidad y cuánto tiempo durará la acción, 

y cuál será el riesgo de que se produzcan efectos tóxicos (Del Arco y Flórez, 2008). 

El seguimiento de la cinética de crecimiento de microorganismos expuestos a la acción de 

antimicrobianos permite comprobar la persistencia en la inhibición del crecimiento 

bacteriano de los supervivientes en un medio libre de antibióticos. Este Efecto Pos-

Antibiótico (EPA) es variable en su duración en dependencia del microorganismo de que se 

trate y el antimicrobiano que se utilice. El EPA es la capacidad de un antimicrobiano de 

generar una inhibición prolongada del desarrollo de los microorganismos. Esto significa que 

aun cuando no se erradiquen por completo los microorganismos, éstos no proliferan 

nuevamente durante varias horas después de exponerlos a la CMI. Se ha demostrado 

además que, en la fase de EPA, los microorganismos son más sensibles a la destrucción 

por parte de los leucocitos (Cordiés et al., 1998; Noda y Vidal, 2010). Walker (2000) y 

Mediavilla y García-Lobo (2008), mencionan que la aplicación de los microbioestáticos 

exige la participación y refuerzan el sistema inmunológico del paciente para eliminar los 

patógenos microbianos, lo cual ayuda también en un futuro a que la respuesta inmune sea 

más rápida. 

Determinación de la interacción con el valor de la Concentración Inhibitoria 

Fraccionada (CIF) 

Del total de las interacciones, se determinó que un 62.32% fue indiferencia. No se han 

realizado estudios donde se combinen dos monoterpenos hidrocarbonados. La mayoría de 

los estudios se han centrado en la interacción de monoterpenos fenólicos (como el timol, 

carvacrol) y fenilpropanoides (eugenol) con otros que tienen diferentes grupos funcionales, 

mientras los hidrocarburos se utilizan en menor medida (Bassolé, 2012), sin embargo Saut-

Reyes en el 2016 evaluó la actividad antimicrobiana del α y (-) β pineno, que al igual que el 

mirceno y el ocimeno son isómeros, los resultados obtenidos en el presente trabajo 

coinciden con lo reportado por este autor, ya que determinó que los tipos de interacciones 

que ejercen al combinarse en proporción 1:1 (α:β) son principalmente indiferencia, aunque 

reporta un número importante de interacciones antagónicas (11 antagonismos en las 17 

cepas que evaluó). 

Se determinó que el 27.54% del total de las interacciones fue sinergismo, es importante 

mencionar que en la mayoría se registró así ya que al evaluar los compuestos por separado 

no presentaron actividad y al evaluarlos en combinación sí. Santiesteban-López y 
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colaboradores en el 2007 mencionan que hay un número limitado de trabajos relacionadas 

con el mecanismo de acción de combinaciones de aceites esenciales o de sus 

componentes. Sin embargo, existen algunos mecanismos de acción generalmente 

aceptados que producen sinergismo. Éstas incluyen la inhibición secuencial de una vía 

bioquímica en común, la inhibición de las enzimas protectoras de la pared celular y el uso 

de agentes activos para mejorar la captación de otros antimicrobianos. 

Delgado y colaboradores en el 2004, propusieron una explicación para el sinergismo entre 

timol y cimeno. Estos autores mencionan que debido a que los compuestos son hidrófobos, 

al igual que el mirceno y el ocimeno, ambos se difunden en las membranas de las células, 

entonces la acción de un compuesto puede facilitar la captación del otro en la bicapa lipídica 

de la membrana citoplásmica.  

Un 4.35% de las interacciones fue antagonismo, esta solo se presentó en las cepas de 

levaduras, en estos microorganismos los mecanismos de interacción pueden producir 

efectos antagónicos los cuales han sido poco estudiados. En algunos trabajos se menciona 

que estas interacciones se pueden presentar al usar combinaciones de agentes 

microbiostáticos y microbicidas, al utilizar compuestos químicos que actúan sobre los 

mismos sitios diana del microorganismo y las interacciones químicas (directas o indirectas) 

entre los compuestos (Goñi et al., 2009). 

El 5.8% de las interacciones fue adición (o sinergismo parcial para autores como Gallucci y 

colaboradores, 2009). La interacción (sinergia, antagonismo o adición) entre dos 

compuestos depende de las concentraciones de los componentes individuales (Goñi et al., 

2009) y, en general, la susceptibilidad de los microorganismos de destino (Cox et al., 2001). 

Esto puede explicar la variación de la interacción observada entre combinaciones y cepas.  

Las diferencias en la actividad antimicrobiana pueden estar asociadas con variaciones en 

los mecanismos de acción, las estructuras químicas de los componentes activos, el tipo de 

microorganismos y la permeabilidad de los mismos a las sustancias activas, entre otras 

razones (Paredes y Roca, 2004). 

Los aceites esenciales y los compuestos que los constituyen son una excelente fuente de 

antimicrobianos; sin embargo, es difícil comparar los resultados obtenidos en este trabajo 

con los reportados en diferentes estudios, esto se debe principalmente a las diferentes 

metodologías, cepas microbianas y fitoquímicos empleados (Méndez-Pérez et al., 2012). 
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CONCLUSIONES 

 Los compuestos mirceno y ocimeno presentaron actividad antimicrobiana por separado 

y en combinación, teniendo mayor actividad en cepas Gram positivas. 

 Los compuestos mirceno y ocimeno no presentaron actividad en cepas de hongos 

filamentosos. 

 La cepa Gram positiva que presentó mayor sensibilidad frente a los compuestos por 

separado y en combinación fue S. epidermidis ATCC 122298. 

 V. cholerae ATCC 39440 fue la cepa Gram negativa que presentó mayor sensibilidad 

frente a los compuestos por separado y en combinación. 

 La levadura que presentó la menor CMI en ambos compuestos fue C. tropicalis cc. 

 El efecto que presentan los compuestos mirceno y ocimeno en las cepas S. epidermidis 

ATCC 12228 y V. cholerae ATCC 39440 en las curvas de sobrevivencia es 

bacteriostático y en C. tropicalis es fungistático. 

 La interacción que se presentó con mayor frecuencia fue indiferencia. 

 El resultado de sinergismo más relevante se presentó en la cepa de V. cholerae ATCC 

39440 con las combinaciones 8:2 y 2:8. 

 C. tropicalis cc fue en la única cepa donde se presentó antagonismo en las tres 

combinaciones utilizadas. 
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ANEXOS 

Anexo I. Estructura química de los compuestos mirceno y ocimeno 

 

  

Figura 4. Estructura química del 

Mirceno 

Figura 5. Estructura Estructura química del Ocimeno. 

A: Cis-Ociemeno B: Trans-Ociemeno 

Anexo II. Técnica de difusión en agar o Kirby-Baüer (modificada de Van der Berghe y 

Vlietinck, 1991) 

El método de difusión por discos es la técnica más utilizada para evaluar cualitativamente 

la actividad antimicrobiana de aceites esenciales y extractos herbales en bacterias y hongos 

de levaduras, la metodología es la siguiente: 

Se utilizó como medio de cultivo agar Müeller-Hinton (MH) para las cepas bacterianas y 

agar papa y dextrosa (PDA), ya que promueven el desarrollo de la mayoría de los 

aislamientos microbiano clínicamente significativos. Es importante que el medio alcance en 

la placa un espesor uniforme de 4 mm. Si es más fino, los compuestos tienden a difundir 

más en dirección lateral aumentando el tamaño de las zonas de inhibición; un agar de más 

de 4 mm de espesor produce una mayor difusión del compuesto hacia abajo, con tendencia 

a estrechar artificialmente las zonas de inhibición. 

El inoculo se preparó tocado con un asa de siembra estéril las superficies convexas de 4 o 

5 colonias del microorganismo a ensayar. Se sumerge el asa en 10 mL de caldo MH (cepas 

bacterianas) y caldo Sabouraud (cepas de levaduras), se enjuaga bien el líquido para 

descargar todo el material y luego se retira el asa de siembra. Incubar el tubo inoculado se 

incuba a 37 ºC durante aproximadamente 24 horas, o hasta que la turbidez del medio sea 

equivalente al estándar Nº 0.5 de MacFarland, lo equivale a aproximadamente 1.5×108 

organismos por mL. 

A B 
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El estándar 0.5 de McFarland se prepara añadiendo 0.5 mL de cloruro de bario a 99.5 mL 

de ácido sulfúrico 0.36 N. La comparación de turbidez entre el estándar y el caldo con los 

organismos en estudio se puede efectuar observándolos contra una cartulina blanca con 

líneas negras horizontales, o con un espectrofotómetro a 660 nm. Si la suspensión de 

organismos resulta ser más turbia se añade solución salina al 0.9 % hasta igualarlas y por 

el contrario si la suspensión de organismos es más turbia que el estándar, se incuba 24 

horas más. Una vez logrado el estándar se sumerge un hisopo estéril y seco en la 

suspensión y antes de retirarlos se elimina el exceso de líquido haciendo rotar el hisopo 

contra la pared interna del tubo. Con este hisopo se inocula la superficie de la placa de agar 

MH o PDA (dependiendo el caso). El sembrado se realizará mediante estrías en por lo 

menos tres direcciones dando vueltas a la placa en ángulos de aproximadamente 60° de 

cada estría. Una vez seco el inoculo la placa de agar está lista para la aplicación de las 

muestras a avaluar. 

Se utilizaron sensidiscos de 5 mm de diámetro hechos de papel Whatman del No. 5, los 

cuales serán previamente esterilizados. Una vez teniéndolos se colocan manualmente 

cinco sensidiscos sobre la superficie del agar, utilizando una pinza estéril, se impregnaron 

con 4 µL de compuesto puro o de la combinación de compuestos realizando previamente 

mezclas en proporción 1:1, 8:2 y 2:8. Los sensidiscos deben colocarse por lo menos a 22 

mm uno de otro y a 14 mm del borde de la placa.  

Como control positivo se evaluó la sensibilidad de las cepas bacterianas con sensidiscos 

impregnados con 25 µg de cloramfenicol y de las cepas de levaduras con sensidiscos 

impregnados con 56 µg de nistatina y como control negativo se utilizó aceite de oliva estéril. 

Una vez preparadas las placas para la prueba de susceptibilidad se incubaron a 37°C 

durante 24 horas. Para la interpretación de resultados, las zonas de inhibición se miden con 

una regla de calibración en mm. En todos los casos las pruebas se realizaron por triplicado 

y se reportara los valores promedio en mm ± la desviación estándar.  
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Anexo III. Técnica de dilución en caldo (modificada de Winn et al., 2006) 

La prueba por dilución genera mayor cantidad de información cuantitativa que la de 

difusión con discos. Los aislamientos microbianos se exponen a diluciones seriadas de 

cada sustancia, después de lo cual la concentración de compuesto que inhibe el desarrollo 

se determina por observación visual. 

El inoculo se preparó tocado con un asa de siembra estéril las superficies convexas de 4 

o 5 colonias del microorganismo a ensayar. Se sumerge el asa en 10 mL de caldo MH 

(cepas bacterianas) y caldo Sabouraud (cepas de levaduras), se enjuaga bien el líquido 

para descargar todo el material y luego se retira el asa de siembra. Se incuba el tubo 

inoculado se incuba a 37 ºC durante aproximadamente 24 horas, o hasta que la turbidez 

del medio sea equivalente al estándar Nº 0.5 de MacFarland, lo equivale a 

aproximadamente 1.5x108 organismos por mL, de esta suspensión se tomaron 0.1 mL que 

fueron añadidos a 9.9 mL de solución salina al 0.08% obteniéndose así una concentración 

de 105
 

organismos por mL. 

Al primer tubo con 2 mL de medio liquido estéril y se le agrega la concentración más alta 

de compuesto, se traspasa 1 mL de este a otro tubo con 1 mL de medio líquido, teniendo 

así una dilución que equivale a la mitad de la concentración inicial, esto se repite según 

las concentraciones que serán evaluadas, se utiliza también un tubo sin compuesto que 

nos servirá como punto de comparación. Una vez realizadas todas las diluciones cada 

tubo se inocula con 30 µL de la suspensión microbiana. Los tubos fueron incubados a 37°C 

durante 24 horas.  

Para interpretar el resultado se compara la turbidez de los tubos con las diluciones y el 

tubo sin compuesto, marcando la Concentración mínima inhibitoria (CMI) es la menor 

dilución de antibiótico que inhibe el desarrollo del aislamiento. Puede determinarse 

mediante la observación de los tubos a simple vista, comparando el desarrollo de los tubos 

que contienen antibióticos con el del tubo control de desarrollo. La observación se facilita 

con un espejo de lectura, con el cual puede verse el fondo de los tubos. La CIM se expresa 

en mg/mL.  
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Concentración Mínima Bactericida (CBM) y Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 

Para lograr la determinación de la CBM, se requiere de subcultivos cuantitativos de los 

tubos con contenido claro en la prueba de dilución en caldo y de la comparación del 

número de bacterias viables al inicio y al final de la prueba. La menor cantidad requerida 

para eliminar una porción predeterminada del inoculo (en general, 99.9%) se denomina 

concentración bactericida mínima (CBM). La prueba bactericida directa es importante en 

la caracterización inicial y valoración clínica de los fármacos antimicrobianos, pero rara vez 

se necesita en casos individuales (Ryan y Ray, 2011) 

Luego que se ha determinado la CIM se siembra una cantidad conocida del inóculo 

(usualmente 0.1 mL) tomado de cada uno de los tubos de caldo que no presentan turbidez 

luego de la incubación, en placas de agar MH y PDA. El número de colonias que se 

desarrolla en estos subcultivos luego de incubar durante 18 horas se compara con el 

número de UFC/mL del cultivo original. En aquellos tubos que no presenten turbidez, los 

microorganismos permanecerán viables o bien, habrán sido destruidos por el agente 

microbiano.  
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Anexo IV. Método cuantitativo de inhibición del crecimiento radial de hongos (Wang 

y Bun, 2002). 

En el ensayo contra hongos filamentosos se llevó a cabo en cajas Petri, las cuales 

contenían 20 ml de agar PDA con las siguientes concentraciones del antimicrobiano: 4.0, 

3.0, 2.0, 1.5, 1.0, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125 y 0.06 mg/mL de mirceno, ocimeno y de las 

combinaciones 1:1, 2:8 y 8:2; se inocularon 5 mm de diámetro del micelio del hongo. Una 

vez realizado este procedimiento se incubaron las placas a 23°C. durante 72 horas o hasta 

que el crecimiento miceliar se desarrollara. Como control positivo se utilizaron sensidiscos 

impregnados con Ketoconazol y como control negativo sensidiscos impregnados con 

aceite de oliva estéril. Finalmente se midió con una regla calibrada en mm el crecimiento 

del hongo. El resultado se reporta en porcentaje de inhibición, teniendo en cuenta que la 

concentración que representa el 100% de inhibición es aquella en la que ya no se observa 

crecimiento, la cual corresponde a CFM; mientras que la concentración que representa al 

50% de inhibición corresponde a la CF50.  
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Anexo V. Curva letal (Curva de supervivencia y efecto sobre el crecimiento) (Kubo 

et al., 1993 citado en Ávila, 1996). 

El crecimiento de las cepas microbianas se investigó mediante conteo de células viables 

del microrganismo sometido a los compuestos. 

El desarrollo consiste: 

Preparar y rotular un tubo con la solución problema para muestreo desde el tiempo 

después a intervalos de una hora, hasta las 6 horas. A partir de este muestreo, se preparan 

tubos para realizar lecturas cada 6 horas. 

Preparar y rotular un tubo sin antimicrobiano que servirá como control del desarrollo. 

Preparar el inoculo con aproximadamente 1x108 UFC/mL en un tubo de ensayo con 10 ml 

de caldo MH (cepas bacterianas) o caldo Sabouraud (cepas de levaduras), esta 

concentración bacteriana se obtiene en un período de 12-18 horas de incubación. 

Con ayuda de una microipeta se inocula 0.1 mL de la suspensión de bacterias los tubos 

que contienen el antimicrobiano el cual estará a una concentración igual a la concentración 

bactericida mínima y sus múltiplos medios; esto es, la CMI, la mitad de la MIC. La 

concentración final debe ser aproximadamente de 1x105 UFC/mL de caldo en cada tubo. 

Incubar en una estufa a 37°C sin presión de CO2. 

Muestrear cada hora durante las 4 primeras horas, además se realizan diluciones en 

solución salina al 0.08%, para determinar las unidades formadoras de colonias en cada 

tubo, a partir de este tiempo se muestrea cada 2, 4 y 12 horas. Una vez inoculadas las 

placas se incuban durante 24 horas a 37°C. 

Se realiza el conteo de las UFC en las placas y se grafica el Log10 del número de 

sobrevivientes contra el tiempo en horas para determinar el número de impactos 

necesarios para que se produzca la inactivación, se prolonga la zona lineal de la curva de 

supervivencia hasta su intersección con el eje de las ordenadas (Davis y Dulbecco, 1996; 

citado en Avila, 2016). 
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Anexo VI. Concentración Inhibitoria Fraccionada (CIF) 

La medición de las interacciones de agentes antimicrobianos, son hechas por difusión en 

agar y pruebas de dilución o por la determinación de curvas de inhibición; los resultados 

son visualizados por medio de isobologramas (López-Malo et al., 2000).  

Se determinaron las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI), con estos datos se 

obtuvieron las Concentraciones Inhibitorias Fraccionadas (CIF’s) y el Índice de las 

Concentración Inhibitoria Fraccionada (índice CIF) con la finalidad de observar el tipo de 

efecto que presentan las mezclas; éste puede ser antagónico, aditivo, sinérgico o de 

indiferencia (Davidson y Parish, 1989). Si el efecto es aditivo, indica que la actividad 

antimicrobiana de un compuesto no aumenta ni disminuye con la presencia de otro agente 

antimicrobiano; si el efecto es antagónico, indica que la actividad antimicrobiana de un 

compuesto es reducida con la presencia de los otros agentes antimicrobianos y si el efecto 

es sinérgico indica que la actividad antimicrobiana de un compuesto se ve incrementada 

con la presencia de otro agente antimicrobiano (Barry, 1976) y la indiferencia es la falta de 

interacción entre los compuestos. 

El índice de la Concentración Inhibitoria Fraccionada (CIF) se calculó utilizando la siguiente 

ecuación:  

𝐶𝐹𝐼 = (
[𝑚]𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑚𝑏

𝐶𝑀𝐼𝑚 𝑠𝑜𝑙𝑜
) + (

[𝑜]𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑚𝑏.

𝐶𝑀𝐼𝑜 𝑠𝑜𝑙𝑜
) 

Dónde:  

[m] en combinación: es la concentración de mirceno en combinación con ocimeno. 

CMIm solo: es la Concentración mínima inhibitoria de mirceno. 

[o] en combinación: es la concentración de ocimeno en combinación con mirceno. 

CMIo: es la Concentración Mínima Inhibitoria ocimeno. 

Los valores serán interpretados de la siguiente manera: Sinergia (índice CIF <0.5), adición 

(0.5≤ índice CIF ≤1), indiferencia (1 < índice CIF ≤ 4), antagonismo (índice CIF > 4) (Bassolé 

et al., 2010 y 2011). 
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Ejemplo: 

Cepa  Mirceno  Ocimeno Combinación 2:8 

 CMI CMI CMI 

Vibrio cholerae ATCC 39440 3 mg/mL 2 mg/mL 0.25 mg/mL 

 

Calculo de CIF 

100% - 0.25 mg/mL 

20% - [mirceno] 

80% - [ocimeno] 

[𝑚𝑖𝑟𝑐𝑒𝑛𝑜] =  
(80%) (0.25

𝑚𝑔
𝑚𝐿

)

100%
= 0.2

𝑚𝑔

𝑚𝑙
                   [𝑜𝑐𝑖𝑚𝑒𝑛𝑜] =  

(20%)(0.25
𝑚𝑔
𝑚𝐿)

100%
= 0.05

𝑚𝑔

𝑚𝑙
 

 

Índice de la CIF 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝐶𝐹𝐼 = (
0.2 𝑚𝑔/𝑚𝐿

3 𝑚𝑔/𝑚𝐿
) + (

0.05 𝑚𝑔/𝑚𝐿

2 𝑚𝑔/
) = (0.067) + (0.025) = 0.092   

 

Tabla 1. Índice de la concentración para determinar el 

tipo de interacción farmacológica. 

Rango (Valor índice CFI) Tipo de interacción 

<0.5 Sinergismo (SI) 

0.5≤ índice CIF ≤1 Adición (AD) 

1 < índice CIF ≤ 4 Indiferencia (IN) 

índice CIF > 4 Antagonismo (AN) 
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