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RESUMEN

Es de conocimiento ancestral el uso de plantas medicinales en el tratamiento y/o
cura de diversas enfermedades y que debe ser contrastado cientificamente con
parte del presente trabajo de investigacion “Estudio comparativo de la efectividad
antibacteriana in vitro entre el aceite esencial de Minthostachys mollis y Gluconato
de clorhexidina al 0.12% sobre Peptostreptococcus anaerobius y Prevotella
melaninogenica” siendo prioridad adquirir el aceite esencial de Minthostachys mollis
a través de la empresa INKA COMEX S.A.C. y Gluconato de clorhexidina al 0.12%
posteriormente se logré la adquisicion de Peptostreptococcus anaerobius (ATCC
27337) y Prevotella melaninogenica (ATCC 25845) por intermedio del laboratorio
GenLab del Perd S.A.C.

Se procedio a realizar la reactivacion de cada una de las cepas que luego fueron
sembrados en placas petri que contenian el medio de cultivo Agar Schaedler, los
discos fueron previamente embebidos con 10ul de Aceite esencial de Minthostachys
mollis al 100% y Gluconato de clorhexidina al 0.12% siguiendo el método de Kirby-
Bauer y luego se procedié a colocarlo en medio de anaerobiosis por un tiempo de
168 horas.

Transcurriendo el tiempo establecido se procedié a la observacion e interpretacion
de los resultados con la medicion de los halos de inhibicion. Para realizar el analisis
se utilizo la prueba de Varianza, mediante el cual se pudo concluir que la efectividad
antibacteriano del gluconato de clorhexidina al 0.12% es mayor que el aceite esencial

de Minthostachys mollis.

Palabras clave: Efectividad antibacteriana, Aceite esencial de Minthostachys mollis,
Gluconato de clorhexidina, Peptostreptococcus anaerobius y Prevotella

melaninogenica.



SUMMARY

Ancestral knowledge is the use of medicinal plants in the treatment and / or cure
various diseases and must be proven scientifically with that part of the present
research "Comparative study of the in vitro antibacterial effectiveness between
Minthostachys mollis essential oil and chlorhexidine gluconate 0.12% on
Peptostreptococcus anaerobius and Prevotella melaninogenica” priority being to
acquire the essential oil of Minthostachys mollis through the company INKA COMEX
S.A.C. and Chlorhexidine Gluconate 0.12% subsequently the acquisition of
Peptostreptococcus anaerobius (ATCC 27337) and Prevotella melaninogenica (ATCC
25845) was achieved through the laboratory GENLAB of Peru S.A.C.

Then to perform reactivation of each of the strains which they were then grown in
petri dishes containing Schaedler Agar culture medium, they were pre-soaked disks
with 10 ul of essential oil 100% Minthostachys mollis and chlorhexidine gluconate
0.12% following the Kirby-Bauer method and then proceeded to place it in the middle
of anaerobiosis for a time of 168 hour.

Lapsing the time set proceeded to the observation and interpretation of the results
with the measurement of the inhibition halos. To perform the analysis the Varianza
test was used through which it can be concluded that the antibacterial effectiveness
of the chlorhexidine gluconate 0.12% it is greater than the essential oil of

Minthostachys mollis.
Keywords: antibacterial effectiveness, Minthostachys essential oil mollis,

chlorhexidine gluconate, Peptostreptococcus anaerobius and Prevotella

melaninogenica.
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INTRODUCCION

Existe una gran variedad de bacterias que se encuentran presentes en
diversos ambientes como locales y geograficos de acuerdo a las condiciones
que estas requieran para poder sobrevivir. Teniendo en cuenta que existe una
clasificacion de ellos, se va trabajar solamente con bacterias anaerobios.

Las bacterias anaerobios son aquellos que no necesitan oxigeno para poder

realizar su metabolismo sino que lo hacen por medio de la fermentacion.

En la presente investigacion se utilizo cepas de Peptostreptococcus
anaerobius, reconocido como un coco anaerobio obligado gram positivo y la
Prevotella melaninogenica reconocido como anaerobio estricto, bacilo gram
negativo que se aisla en diversas infecciones de la cavidad bucal.

El aceite esencial de Minthostachys mollis tiene muy buenas aplicaciones y
propiedades en cuanto al uso y manejo odontolégico como combatir la
halitosis, antiséptico, analgésico, antiinflamatorio, su uso en problemas
digestivos (vOmitos, diarrea), es expectorante, antiespasmédico y como
condimento en comida.

El Gluconato de clorhexidina al 0.12% es un colutorio bucal que suele ser
utilizado en pacientes con periodontitis, después de realizar un serie de
tratamiento en el paciente para favorecer la recuperacion de la salud bucal.

El propésito del trabajo de investigacion es poder determinar cual de los dos
agentes tiene una mejor efectividad antibacteriana in vitro usando las cepas

de Peptostreptococcus anaerobius y Prevotella melaninogenica.

El resultado que se obtendra del presente trabajo de investigacion sera de
gran importancia, porque nos podra decir cual de los dos agentes siendo el

natural o quimico tiene un mejor efecto antibacteriano.
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1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

PROBLEMA PRINCIPAL

¢,Cual en la efectividad antibacteriana in vitro entre el aceite esencial de

Minthostachys mollis y el Gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre

Peptostreptococcus anaerobius y Prevotella melaninogenica?

PROBLEMAS SECUNDARIOS

1.

¢,Cual es la efectividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de
Minthostachys mollis sobre Peptostreptococcus anaerobius y Prevotella
melaninogenica?

. ¢Cual es la efectividad antibacteriana in vitro del Gluconato de

clorhexidina al 0.12% sobre Peptostreptococcus anaerobius y
Prevotella melaninogenica?

1.3 HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

HIPOTESIS GENERAL

Existe diferencia significativa en la efectividad antibacteriana in vitro
entre el aceite esencial de minthostachys mollis y el gluconato de
clorhexidina al 0.12% sobre Peptostreptococcus anaerobius vy

Prevotella melaninogenica.

HIPOTESIS SECUNDARIA

Hi: El aceite esencial de Minthostachys mollis tiene una mayor
efectividad antibacteriana in vitro en comparacion al Gluconato de
clorhexidina al 0.12% sobre Peptostreptococcus anaerobius y

Prevotella melaninogenica.

H,: El Gluconato de clorhexidina al 0.12% tiene una mayor efectividad
antibacteriana in vitro en comparacion al aceite esencial de
Minthostachys mollis sobre Peptostreptococcus anaerobius y

Prevotella melaninogenica.

15



1.4. OBJETIVOS DEL PROBLEMA

OBJETIVO GENERAL

Comparar la efectividad antibacteriana in vitro entre el aceite esencial de
minthostachys mollis y el gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre

peptostreptococcus anaerobius y prevotella melaninogenica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

. Determinar la efectividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de
minthostachys mollis sobre peptostreptococcus anaerobius y prevotella

melaninogenica.

. Determinar la efectividad antibacteriana in vitro del gluconato de
clorhexidina al 0.12% sobre peptostreptococcus anaerobius y prevotella

melaninogenica.

1.5 JUSTIFICACION

Las infecciones es un padecimiento que tiene una alta prevalencia en la
poblacién peruana. En el presente trabajo de investigacion pretendemos
realizar el uso del aceite esencial de Minthostachys Mollis “mufia”; para
demostrar que tan efectivo puede ser al utilizar como agente natural.

La presente investigacion se justifica ampliamente al tratar de demostrar
gue no solo los agentes quimicos producidos por un laboratorio como es el
caso del gluconato de clorhexidina al 0.12% pueda cumplir una accion
terapéutica eficaz, en comparacion al aceite esencial de minthostachys
mollis como agente natural sobre cepas de Peptostreptococcus anaerobius
y Prevotella melaninogenica. Los efectos logrados corroborarian la
existencia en plantas naturales que gozan de propiedades antibacterianas
y antifngicas usadas en la estomatologia y a su vez incentivarian la
investigacion de plantas autoctonas medicinales y su utilizacion en el

campo de la odontologia dado que su costo industrial no seria tan costoso.

16



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion nos encamino a realizar una revision bibliogréafica
sobre estudio del aceite esencial de Minthostachys mollis y el Gluconato de
clorhexidina en importantes investigaciones. Desde el afio de 1983 hasta la
actualidad, cuyos resumenes se presentan a continuacion:

HUARI (2014). En su investigacion acerca del efecto antibacteriano in vitro
del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) en Streptococcus mutans.
Demostro que el aceite esencial de Minthostachys mollis al 100%, presento
un mayor efecto antibacteriano en Streptococcus mutans con un halo
promedio de 10.79mm, comparando con las diluciones al 50% y 25%. A su
vez que la escala de Duraffound, el aceite esencial de Minthostachys mollis
al 100% presento actividad sensible (+) en Streptococcus mutans®

GONZALES y Col. (2013). Demostraron la actividad antibacteriana de
Minthostachys mollis frente a bacterias enteropatégenas, sin embargo
frente a microorganismos de interés estomatologico, son escasos. Por lo
que, establecieron la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB), para demostrar el efecto
antibacteriano frente a Streptococcus mutans. Para el analisis estadistico
emplearon la prueba ANOVA y la de KRUSKALL-WALLIS. Concluyendo en
que el aceite esencial de Minthostachys mollis presenta efecto
antibacteriano in vitro frente a Streptococcus mutans, siendo la CMI de 0.31
pI/mly la CMB, de 0.62 pl/mL a 0.75 ul/ml.

AZANA (2010). En su investigacion acerca de la efectividad antibacteriana in
vitro del aceite esencial de Minthostachys mollis griseb (mufia) sobre
bacterias prevalentes en patologias periapicales cronicas de origen
endododntico donde demostré que el aceite esencial de Minthostachys
mollis que presenta una efectividad antibacteriana, cualitativamente, mayor
en comparacion a las diluciones del 50% y 25% frente a las cepas
Fusobacterium nucleatum, Prevotella melaminogenica, Enterococcus

faecalis y muestras de conducto radicular.?
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MALPARTIDA (2009). En su estudio acerca del efecto inhibidor del aceite
esencial de Minthostachys mollis en comparacion al paramonoclorofenol
alcanforado y Gluconato de clorhexidina al 2% frente a cepas de
Enterococcus faecalis en un estudio in vitro. Concluyd que el efecto
inhibidor del aceite esencial de minthostachys mollis (mufia) es menor que
el paramonoclorofenol alcanforado y Gluconato de clorhexidina al 2% en el
cultivo bacteriano de Enterococcus faecalis a las 24 y 72 horas.*

MORA y Col. (2009) En enero del 2008, exploraron y analizaron los
compontes quimicos del aceite esencial de las hojas de Minthostachys
mollis (kunth) Griseb var Vaught, procedentes de la localidad de Tufiame,
estado de Trujillo, Venezuela a través de un analisis de cromatografia de
masas. La hidrodestilacién fue el medio que por comparacion identificé a
trece componentes procedentes del aceite esencial de las hojas de
Minthostachys mollis desatacandose, el Pulegona (55.2%) y transmentona
(31.5%). Ademas este aceite esencial demostrd poseer un efecto inhibidor
significativo contra bacterias Gram (+) y Gram (-), especialmente con
Bacillus subtilis y Salmonella tiphy (4ug/ml).®

CANO y Col. (2008). Ejecutaron un estudio sobre la actividad antimicética
del aceite esencial de mufia, mediante el método de difusion en agar por
pozos. Midieron la inhibicion del crecimiento fungico de Candida albicans
ATCC 32148, Trichophytun tonsurans, Trichophytun mentagrophytes
destacando la accién de los monoterpenos encontrados: Pulegona,
mentona y limoneno.®

CHICA y Col. (2006). Realizaron un estudio acerca de la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys mollis utilizando
diferentes concentraciones (3.5 a 100 ug/ ml. y puro), frente a un grupo de
bacterias patdégenas propias de la papa (Erwinia amylovora, Pseudomonas
syringae, Colletotrichum acutatum, Colletotrichum gloeosporioides y Alternaria
altérnate). Utilizaron como grupo control, la oxitetraciclina y acrobat®.
Sefalaron la sensibilidad de todas las bacterias frente al aceite esencial
Minthostachys mollis, hallando una relacion directamente proporcional
entre la concentracién y tamafio de la inhibicion. Ademas determinaron la
composicion quimica del aceite esencial Minthostachys mollis mediante
cromatografia de gases demostrando la presencia de carvacril acetato,

carvacrol, Pulegona y mentona.’
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DIAZ (2005). En su investigacion determino la actividad antimicrobiana in
vitro del aceite esencial de Minthostachys mollis, mediante la técnica de
arrastre de vapor agua. Utiliz6 amoxicilina de 30gr. como grupo positivo y
agua destilada como grupo negativo frente a las cepas Streptococcus
mutans, Lactobacillus sp, Actinomyces sp y Fusobacterium nucleatum.
Demuestra que el Fusobacterium nucleatum presento el mayor diametro de
inhibicion (media=20.13mm) y el menor fue para el Actinomyces sp. (media=
11.00 mm). Concluye indicando que el aceite esencial de minthostachys
mollis tiene una accién antibacteriana frente a las cinco especies de
bacterias que se estudiaron.?

PALACIOS y Col (2004). Organizaron una evaluacion sobre la capacidad
bacteriana in vitro de los preparados a base de Minthostachys mollis y agua
destilada. Lo realizaron a varias concentraciones (2, 4,6 y 8 gr.) frente al
Streptococcus, obteniendo escasa efectividad antibacteriana.’

FERREIRA y Col. (2002). Determinaron la actividad antimicrobiana del
hidroxido de calcio al 10%, paramonoclorofenol alcanforado, digluconato de
clorhexidina al 2% y detergente de aceite de ricino al 10% mediante
pruebas de dilucion en caldo frente a las bacterias anaerobias estrictas:
Prevotella nigrescens ATCC33563, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586,
Clostridium perfringens ATCC 13124 y Bacteroides fragilis ATCC 25285 en el
cual se obtuvo la CMI y CMB. Demostrando que el digluconato de
clorhexidina es el mas eficaz con la CMI mas baja, seguido por el
detergente de aceite de ricino, el Paramonoclorofenol alcanforado y por
altimo el hidréxido de calcio. Las bacterias Clostridium perfringens y
Bacteroides fragilis fueron los mas resistentes a todas las sustancias
utilizadas.™

FUERTES y MUNGUIA (2001). En un estudio comparativo del aceite esencial
de Minthostachys mollis (Kunth) Griseb "mufia” de las tres regiones
peruanas. Obtuvieron sus compontes principales, de acuerdo al lugar de
procedencia de cada una de ellos, donde demostraron que: el aceite
esencial proveniente de Tarma presento como composicion: 1-tetradeceno,
2s—trans-mentona, Destacaron a la Pulegona como componente principal y
un porcentaje importante de timol.**
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INGA y GUERRA (2000). Demostraron las propiedades bactericidas/
bacteriostaticas del aceite esencial de Minthostachys mollis frente al
Staphylococcus aureus ATCC 25923, B. cereus MC, Salmonella typhi, S.
sonnei MC, Escherichia coli ATCC 25922 y K. pneumoniae ATCC 10031. A su
vez la accion fungistatico/fungicida para Fusarium moniliforme y Aspergillus

niger.*?

POBLETE (1998). Demuestra que el aceite esencial de Minthostachys mollis
“muia” tiene efecto contra Phytophtora infestans, Fusarium solanaceum y

Erwinea carotovora que son patdgenos de la papa.*®

ELDRIGE y Col. (1998). Explicaron en su estudio que el enjuagatorio de
clorhexidina al 0.12% sin presentar contenido de alcohol y usando por un
tiempo de 21 dias demuestra una efectividad antimicrobiana eficaz en la
disminucién del Estreptococos mutans, a su vez otorga menos efectos
adversos que el enjuagatorio de clorhexidina con contenido alcohélico.*

SALMON (1994). De su investigacion sobre los andlisis en aspectos
fotoquimicos, toxicol6gicos, antimicrobianos y bromatoldgicos de mufia
Minthostachys mollis. Informo que no logré halos de inhibiciébn a ninguna
concentracion y en ninguna cepa. (Candida albicans ATCC10231, Escherichi
coli ATCC 8739 y Staphylococcus aureus ATCC 6538) Por lo que no logré
determinar una actividad antimicrobiana.*

CONTRERAS (1983). En su estudio acerca de la actividad antimicrobiana del
aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia), demostrando
cualitativamente su efecto antimicrobiano frente a las bacterias Shigella
dysenteriae, Salmonella typhi y Escherichia coli, logrando demostrar que la
Shigella dysenteriae es la méas sensible al aceite esencial de Mufia.*®

2.1.BASES TEORICAS

2.2.1 MICROBIOLOGIA

La microbiologia es la rama de la biologia que se encarga del estudio de
los microorganismos o microbios. Bajo esta denominacion se incluyen
seres de tamafio microscopico y organizacion muy simple, de estructura
subcelular, unicelular o pluricelular, aunque en este ultimo caso no forman

tejidos diferenciados. La microbiologia incluira en sus estudios:

20



a) Microorganismos celulares como las bacterias (bacteriologia), algas y
hongos microscépicos (ficologia y micologia respectivamente).

b) Microorganismos sub o acelulares como virus ( virologia)

c) Particulas subvirasicas como los viroides (patégenos para plantas) y

los priones.

La parte de la microbiologia que tiene un caracter general se ocupa del
analisis de la morfologia, estructura, fisiologia, genética, sensibilidad in vitro
a diversos agentes, habitat de los microorganismos, etc. Mientras que la
que tiene un carécter sistematico lo hace del estudio pormenorizado de los

distintos grupos o taxones en los que se rednen los microbios.

La microbiologia oral, es parte de la microbiologia médica y clinica, tendra
tanto en los aspectos generales como sistémicos, se enfoca en el estudio
de los microorganismos propios de la cavidad bucal y la respuesta de esta
frente a dichos agentes (microbiologia general y sisteméatica y aquella
inmunologia microbiana oral). Igualmente, su estudio se extendera a las
relaciones que los microbios se establecen entre si y con los tejidos de la
boca (ecologia oral) y al papel que desempefan en las enfermedades
infecciosas, tanto en las que tienen un caracter localizado en dicha cavidad
como también extiendendose a otros puntos del organismo. *’

2.2.2 ECOLOGIA DE LA CAVIDAD BUCAL

La ecologia comprende el estudio de las relaciones que existen entre los
microorganismos y el ambiente. La cavidad bucal se considera como un
ambiente, sus propiedades influyen en la composicion y la actividad de los
microorganismos que en €l se encuentran.

El sitio donde los microorganismos crecen es el habitat. Los
microorganismos que permanecen y se desarrollan en un habitat
particularmente constituyen una comunidad microbiana formada por
especies individuales. La comunidad en su habitat especifico, junto con los
elementos abioticos, con los cuales los microorganismos estan asociados,

constituye un ecosistema.
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El nicho ecoldgico se describe como la funcidon de los microorganismos en
un habitat particular y marca su papel en la comunidad. Este papel esta
dado por las propiedades biolégicas de cada poblacién microbiana.

Las distintas interacciones ecoldgicas que se producen en la cavidad bucal
son las que determinan las caracteristicas cualitativas y cuantitativas de la
totalidad de su microbiota, en los distintos nichos ecolégicos y en las
distintas situaciones de salud y enfermedad.

Los microorganismos que componen la microbiota bucal coexisten en
ecosistemas que estdn regulados por una serie de factores conocidos

como determinantes ecolégicos internos y externos.*®

Factores de la cavidad bucal que afectan el desarrollo de los

microorganismos.

Son diversos los factores que regula la composicion, el desarrollo, la

cantidad, la coexistencia y la distribucion de la microbiota oral entre ellos:
Temperatura. La temperatura de la cavidad bucal es mas baja que la
temperatura normal del cuerpo (oscila entre 35 y 36° C). Esta temperatura
resulta 6ptima para el desarrollo de un amplio espectro de microorganismos
Los factores que pueden ser influidos por la temperatura incluyen pH,

actividad iénica, solubilidad de los gases y agregacion de macromoléculas

Potencial de Oxido-Reduccién. La cavidad bucal es rica en oxigeno y
puede ser colonizada por una variedad de microorganismo aerobios,
anaerobios facultativos y aun anaerobios si no hubiera oxigeno. Los
niveles de oxido-reduccion suelen ser expresados como potencial redox.
Se han demostrado potenciales de 6xido-reduccion de +30 a 310 mv para
la lengua, saliva y la encia adherente y otros tan bajos como — 200 para la
biopelicula coronaria y 360 mv para el area del surco gingival.

Concentracién de hidrogeniones. La mayoria de los microorganismos
presentes en la cavidad bucal requieren un pH cercano a la neutralidad.
El pH esta regulado por la saliva normal que oscila entre 6.5y 7.

Los niveles de acidez de la biopelicula dental pueden diferir notablemente
y dependen de la cantidad de &cido producido por los microorganismos
presentes en cada sector del biofilm.
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- Diéxido de Carbono. El crecimiento y el desarrollo de numerosos
microorganismos depende de la presencia de dioxido de carbono; para

muchas especies la concentracion necesaria es de alrededor del 0.03%

Nutrientes. La microbiota oral obtiene sus nutrientes de tres fuentes

distintas: de los tejidos o secreciones del hospedador (fuentes
enddgenas), de otros microorganismos (fuentes bacterianas) y de la dieta

(fuentes exogenas).™®

2.2.3 GENEROS Y ESPECIES MICROBIANAS PRESENTES EN LA
CAVIDAD BUCAL

La mayor parte de los microorganismos de la cavidad bucal son cocos,
bacilos grampositivos, gramnegativos, aerobios, anaerobios facultativos y

anaerobios estrictos, segun el nicho ecoldgico que los alberga.

Alrededor del 50% de la biota de la cavidad bucal no es aislada en medios
de cultivo. Actualmente, las comparaciones filogenéticas, a partir del
reconocimiento de los genes que codifican para RNAr 16S permiten
reconocer mas de setecientas especies de microorganismos o filotipos en

la cavidad bucal.?°

TABLA: N°1 BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

PHYLUM

MORFOLOGIA Y RESPIRACION

GENEROS

Bacilos Anaerobios

Bacteroides

Bacilos Anaerobios Tannerella
BACTEROIDETES Bacilos Anaerobios Prevotella

Bacilos Anaerobios Porphyromonas

Bacilos Capnofilos Capnocytophaga
SPIROCHAETES Espiroquetas Anaerobias Treponema

SYNERGISTES

Bacilos Anaerobios

Synergistes

Desulfovibrio

PROTEOBACTERIAS

Bacilos Anaerobios

Campylobacter

Cocobacilos Aerobios

Fac. o Anaerobios

Haemophilus
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Cocobacilos Capnofilos Aggregatibacter

Cocobacilos Aerobios Kingella
Fac. Eikenella
Cocos Aerobios o L
Neisseria
Microaerofilos
Formas Cocoidea
CHLAMIDAE Parasitos Intracelulares Chlamidophila

FUENTE: Negroni, Microbiologia Estomatoldgica: Fundamentos y guia practica.2° ed.

Buenos Aires. Medica Panamericana.2009. pag. 236-237

Se denominan bacterias Gram negativas a los microorganismos que tiene
una reaccion con la tincion Gram en su pared celular diferente a las Gram
positivas, pues no se tifien de color azul oscuro o violeta, sino de color

rosa.

Las bacterias Gram negativas no retienen el colorante de cristal violeta
durante el proceso de coloracién porque presenta una capa muy delgada
de peptidoglucano en su pared celular y su capa mas externa esta cubierta
por una membrana de lipoproteinas.

Hay muchas especies de bacterias Gram negativas, agrupadas en varias
familias y existen diferentes formas de clasificarlas segun su: forma, éptimo
de temperatura, pH en el que se desarrollan, requerimiento de oxigeno

para poder permanecer con vida. %

- PHYLUM BACTEROIDETES. Los Bacteroides es un Phylum de bacterias con
amplia distribuciébn en el medio ambiente. En la cavidad bucal se los
relaciona con el biofim de la placa subgingival en las distintas

enfermedades periodontales y en conductos radiculares infectados.

- PHYLUM SPIROCHAETES. Forman parte de la microbiota comensal; se las
encuentra en alto numero en sitios con patologia periodontal y en

conductos radiculares infectados.

- PHYLUM SYNERGISTES. Los géneros representativos de la cavidad bucal
son Synergistes y Desulfovibrio. Recientemente se han aislado en bolsas
periodontales, lesiones de caries en humanos. Con metodologia molecular,

es comUn encontrar estas bacterias en abscesos dentoalveolares.
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- PHYLUM PROTEOBACTERIAS. Las Proteobacterias filogenéticamente se
agrupan en cinco grupos designados como subdivisiones y son nhombradas
por las letras del alfabeto griego: alfa, beta, gamma, delta y épsilon. Los

subgrupos alfa y beta son los mas cercanos entre si.

- PHYLUM CHLAMIDIA Este grupo de bacterias cuyos miembros son
endosimbiontes o0 patdgenos intracelulares obligados de células

eucariotas.?

BACTERIAS GRAM POSITIVAS

En microbiologia se denominan bacterias gram positivas, aquellas
bacterias que se tifien de azul oscuro o violeta por la tincién de gram. Esta
caracteristica quimica esta intimamente ligada a la estructura de la
envoltura celular, por lo que refleja un tipo natural de organizacién

bacteriana.

Los cocos Gram positivos son bacterias que forman parte del reino
procariota, el cual es representado por un conjunto de microorganismos,
que carecen de membrana nuclear y presentan ribosomas 70s. Estos
microorganismos unicelulares o micrococos, cuya caracteristica principal es
la forma esférica se presentan asociados de manera diferente, de tal modo
que por el numero de células esféricas y la forma que adoptan se
denominan diplococos, tetracocos, sarcinas, estafilococos y estreptococos.

El conocimiento de la capacidad patogénica de estos microorganismos, es
de mucha importancia debido a que cada una de las especies presenta
distintos factores determinantes de patogenicidad, que le permiten a la
bacteria tener la capacidad de producir patologias en un organismo

susceptible o inmunosuprimido.?

1. PHYLUM FIRMICUTES

El Phylum Firmicutes predomina en las biopeliculas de la cavidad
bucal, tanto en la salud como en la enfermedad de las personas. Estos
estdn en mayor interés en la etiopatogenia de caries dental y

enfermedades periodontales. 2
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TABLA: N°2. CLASE BACILLI

AEROBIOS O FACULTATIVOS
FAMILIA BACILLALES FAMILIA LACTOBACILLALES
Gemella Streptococcus
Filifactor Enterococcus
Filobacillus Abiotrophia
Stomatococcus Granulicatella
Micrococcus Lactobacillus

TABLA: N°3. CLASE CLOSTRIDIA

ANAEROBIOS
COCOS GRAM POSITIVOS COCOS GRAM NEGATIVOS**
Finegoldia Veillonella**
Micromonas Megasphaera**
Peptostreptococcus Diaslister**
Peptoniphilus Bacilos Curvos Gran Negativos
Anaerococcus Selenomonas**

*Aungue tintorialmente se comportan como gram negativos, su pared celular
es gram positiva, con un contenido de peptidoglucano no inferior a lo normal.
2. PHYLUM ACTINOBACTERIA

Estan los géneros y especies de interés odontolégico como:
Bifidobacterium, Actinomyces, A. viscosus, A. naeslundii, A.

odontolyticus, A. israelii, Propionibacterium, Rothia, Corynebacterium. 2*

TABLA: N°4

ANAEROBIOS FACULTATIVOS

BACILOS cocos
Atopobium Corynebacterium
Parascardovia Filamentosos
Scardovia Actinomyces
Bifidobacterium Rothia
Propionibacterium
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3. PHYLUM FUSOBACTERIA

Comprende los géneros Fusobacterium y Leptotrichia. Son bacterias
anaerobias que, si bien se tienen como las bacterias gram negativas,
son consideradas actualmente dentro de las gram positivas. **

TABLA: N°5

BACILOS ANAEROBIS

Fusobacterium

Leptotrichia

4. PHYLUM DEINOCOCCUS- THERMUS

Es un pequefio filo de bacterias gram positivas altamente resistentes a
los cambios en el medio ambiente. %*
TABLA: N°6

COCOS AEROBIOS FACULTATIVOS

Deinococcus

5. PHYLUM ACIDOBACTERIA

Incluye bacterias aerébias o fermentativas productoras de azufre. >
TABLA: N°7

BACILOS AEROBIS

Acidobacterium

6. PHYLUM CHLOROFLEXI

Son bacterias verdes sulfurodas. Obtienen energia mediante la
fotosintesis. Su via de fijacion del carbono difiere de toras bacterias
fotosintéticas.?*

TABLA: N°8

FILAMENTOS CHLOROFLEXI

Filamentos Aerobios Facultativos

Chloroflexus
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2.2.4 PEPTOSTREPTOCOCCUS ANAEROBIUS

El Peptostreptococcus a. es una bacteria anaerobia, se aisla
frecuentemente en procesos infecciosos supurados que tienen caracter
mixto y polimicrobiano. También se detectan con el mismo caracter en
lesiones de caries de dentina, a nivel de la placa dental, en enfermedad

periodontal y en el conducto radicular infectado.?®

Morfologia

El peptostreptococcus a. es un coco anaerobio gram positivo y no
formadora de esporas, presentan cadenas cortas. Estas bacterias son de
crecimiento lento y pueden presentar resistencia creciente a farmacos

antimicrobianos.?®

Peptostreptococcus y la enfermedad

El peptostreptococcus anaerobius se encuentra ampliamente distribuido en
la flora humana. El organismo también se encuentra implicado como un
agente causante de varias infecciones sistémicas como la endocarditis,
genitourinario, gastrointestinal y a nivel de la cavidad bucal. ?

Se encuentra presente en enfermedades inmunosupresoras o
traumaticas, convirtiéendose en patdgenos. También ocasiona abscesos

cerebrales, a niveles hepaticos, mamarios y pulmonares.®®

Tratamiento Antimicrobiano

En tratamiento sistémico como la amoxicilina de 500 mg y Acido
clavulanico de 125 mg x 5-7 dias, Ampicilina/Sulbactam de 1.5-3.0 gr.
Intravenoso (1V) /6h., Penicilina V k de 500 mg VO/6h., Penicilina G de 1-
27U IV/6h.?

2.2.5 PREVOTELLA MELANINOGENICA

La Prevotella melaninogenica es un anaerobio estricto mas comudn en los
estudios de las vias respiratorias, no son moviles, se encuentra en la flora
oral en personas normales logrando ubicar a nivel de la lengua, surco

gingival, saliva y placa dental.
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Se realizO examenes en nifilos donde también que se puede lograr

encontrar en boca después de la erupcién de los dientes.*%3!32

Morfologia

Prevotella melaninogenica es un bacilo Gram negativo que anda en pares y
ocasionalmente aparece en cadenas cortas, presentan una pigmentacion
de color negro. Presenta un periplasma donde se realiza la degradacion de

las enzimas, proteinas y otros componentes.

Hidroliza la esculina pero no almidon. Esculina es azul fluorescente
glucésido que consigue hidroliza en glucosa y esculetina (6,7-dihidroxi-
cumarina) debido al calor y acido. Este método se puede proceder también
a través de la fermentacion amilolitica utilizando ATP. Este ATP se crea a
través del proceso de fosforilacion a nivel del sustrato que genera ATP

durante el catabolismo y establece el gradiente de membrana *

Prevotellay la enfermedad

Se encuentra en los sitios como absceso extra orales como osteomielitis
vertebral, piomiositis, orales, periamigdalino, infecciones vaginales, etc. A
nivel de la cavidad bucal se puede encontrar en placa supragingival,
subgingival, saliva, mucosa oral, area de las amigdalas y de la superficie
oclusal.

Teniendo la capacidad de producir una gama de posibles factores de
virulencia tales como hemolisina, betalactamasas, fibrinolisina, proteasa Ig

A, Ig G proteasa y lipasa.3***

Tratamiento Antimicrobiano

El tratamiento de las infecciones es por drenaje quirdrgico mas terapéutica
antimicrobiana.

Siendo la clindamicina, metronidazol y penicilinas son las que tienen una
sensibilidad a las cepas mayor al 80%, a su vez macrolidos y doxiciclina

tiene una sensibilidad entre 30 a 80% frente a cepas.
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POSOLOGIA DE ANTIBIOTICOS

TABLA: N°9

36-37-38

ANTIBIOTICO DOSIS ADULTO DOSIS NINOS
PENICILINA V 500mg/ 6h.
500mg/ 8h.
AMOXICILINA 50 Kg/dia (3 dosi
1000mg/ 8-12h me/Kg/dia (3 dosis)
AMOXICILINA/AC. 500+125 8h.
/ me/ 40-80mg/Kg/dia (3 dosis)
CLAVULANICO 875+125mg/ 8h.
DOXICICLINA 100mg/ 12h NO RECOMENDADA
CLINDAMICINA 300mg/ 8h. 10-25mg/Kg/dia (3 dosis)

METRONIDAZOL

500-750mg/ 8h.

30-45mg/Kg/dia (3 dosis)

CLARITROMICINA

250-500mg/ 12h.

7.5-15mg/Kg/dia (3 dosis)

AZITROMICINA

500mg/ 24h.

10mg/Kg/dia

2.2.6 MINTHOSTACHYS MOLLIS

Etimolégicamente, el nombre comdn de Minthostachys mollis, "mufia”,
proviene del quechua. Es una planta silvestre oriunda del Peru. Crece entre
los 2700- 3400 m.s.n.m. Su cultivo es muy difundido en las regiones

andinas, en Apurimac, Ayacucho, Cuzco, Huancavelica y Puno donde se la

conoce con diversos nombres como huaycho, coa o ismufia.*

La mufia es una planta arbustiva lefiosa que alcanza de 0.8 a 1.5 m, de
altura, es frondosa en la parte superior pubescente, erecta. Su tallo es
ramificado desde la base y posee hojas pequefias. Sus flores son blancas y
se encuentran reunidas en cortos racimos. Se desarrolla en lugares
cercanos a acequias, manantiales sin requerir grandes cantidades de agua.

Siendo unas de las plantas que durante el invierno desaparecen sus hojas

para brotar nuevamente con las primeras lluvias en la primavera.
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TIPOS DE MINTHOSTACHYS

Existe una variedad muy diversa destacandose un total de 12 especies las
qgue se encuentran distribuidas en un area geogréfica de Argentina a

Venezuela.*

En nuestra patria, estan distribuidos en la zona andina destacandose por
el norte con el departamento de Cajamarca y hasta el sur por el Cusco.
Encontramos una mayor distribucién en la region central logrando una

amplia clasificacion entre las que mencionamos: %43

- Minthostachys glabrescens
- Minthostachys salicifolia

- Minthostachys cetosa

- Minthostachys spicata

- Minthostachys tomentosa

- Minthostachys mollis griseb

PROPIEDADES DE LA MINTHOSTACHYS %%

La planta de Minthostachys mollis o “mufa” es de considerable
importancia para los pueblos andinos, debido a los aceites esenciales que
se encuentran en sus hojas. Se utiliza en diferentes regiones andinas

extendiéndose en la medicina tradicional. Entre las propiedades tenemos:

<

Son analgésicos

Es carminativas

Son antifungicos

Son antibacterianos

Es un antiparasitario

Son antiinflamatorios

Se utiliza para la halitosis

Se utiliza para problemas respiratorios

Se utiliza para aromatizar y dar sabor a las comidas

El aceite de mufa se utiliza en frotaciones antirreumaticas

NN N N N N N N

En casos de soroche o mal de altura, se encarga de aliviar el mareo
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CLASIFICACION TAXONOMICA

FIGURA: 1

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Minthostachys

Especie: Minthostachys mollis

Nombre Vulgar: "'mufia ”
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TABLA: N°10

COMPOSICION FISICO-QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE MUNA GRISEB “**’

Aspecto : liquida, clara, transparente
Color : incoloro

Olor : caracteristico en menta
Sabor : Picante

Densidad relativa : 0.92

indice de refraccién : 1.4699

Solubilidad en alcohol al 70% : 5

indice de mentona : 33.88%

indice de menta : 22%

indice de acidez : 1.683

indice de esteres ; 5.819

Rotacién especifica : -2245

indice de éter : 16.80%

Contenido de mentol total : 4.042 %

Solubilidad en etanol : 95 %

TABLA: N°11

COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE MUNA GRISEB

COMPOSICION DEL ACEITE %
PULEGONA : 46.70
MENTONA (Monoterpenonas) : 15.89
ISOMENTONA(Monoterpenonas) : 13.34
LINALOL : 2.94
CARIOFILENO : 2.03
CARVACROL ACETATO : 1.85
ESPATULENOL : 1.65
LIMONENO : 1.43
ISOPULEGON : 1.18
COMPONENTES MENORES : 12.99
TOTAL : 100%

FUENTE: INKA COMEX S.A.C. Empresa
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TABLA: N°12
COMPOSICION NUTRITIVA DE MURA. 3
En 100 gr. de parte comestible

COMPONENTES MAYORES
AGUA : 16 ug. %
PROTEINAS : 3.20ug. %
GRASAS : 2.80ug. %
CARBOHIDRATOS : 66.30 ug. %
FIBRAS : 9.40 ug. %
CENIZAS : 11.70 ug. %
MINERALES
CALCIO : 2.24ug. %
FOSFORO : 269 ug. %
HIERRO : 22.40ug. %
VITAMINAS
RETINOL : 306 ug. %
TIAMINA : 0.35ug. %
RIBOFLAVINA : 1.81ug. %
NIACINA : 6.85 ug. %
ACIDO ASCORBICO : 21.10ug. %
OTROS COMPONENTES
ACIDOS DEBILES : 2.54ug. %
ESTERES : 14.02 ug. %
TANINOS : Positivo
RESINAS : Positivo
FENOLES : Positivo
ALCOHOLES : Positivo
ALDEHIDOS : Positivo
CETONAS : Positivo
CARBONILO : 22.06 ug. %
MENTOL : 40.42 ug. %

IMPORTANCIA DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales de plantas naturales han sido utilizados desde
hace mucho tiempo para poder obtener aromas y sabores. Las
propiedades funcionales del aceite varia de acuerdo a la proporcion de los
compuestos presentes en ellos, para especies diferentes se obtienen
respuestas diferentes en su actividad antimicrobiana de acuerdo a las
condiciones que se procesan. Hay varios métodos de extraccion pudiendo
ser por destilacion por arrastre de vapor, por disolventes, por fluidos

supercriticos, por microondas, etc.*®
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Se caracterizan por sus propiedades fisicas, como la densidad, viscosidad,
indice de refraccion y actividad éptica. Siendo que en la mayoria de los

aceites presentan una densidad menor a la del agua.*

Presentan los aceites esenciales una actividad antimicrobiana, actuando
como agentes bacteriostaticos o antifiungicos muy importante que actdan
como antioxidantes, también actUan como antioxidantes, retrasando o

inhibiendo la oxidacién de aceites y lipidos en general.®®

2.2.7 GLUCONATO DE CLORHEXIDINA

El gluconato de clorhexidina es una solucion antiséptica que fue desarrollado
en Inglaterra por la década de los 40 en la Imperial Chemical Industries. En
medio de la pandemia por la malaria un grupo de cientificos fueron capaces
de desarrollar un conjunto de compuestos denominados polibiguanidas, los
gue demostraron tener un amplio espectro antibacteriano; saliendo al
mercado en 1954 como un medio aséptico para heridas de la piel. Debido a
lo beneficioso de sus propiedades terapéuticas, posteriormente se promovio
a usarse tanto en medicina general como en cirugia en beneficio integral del

paciente.*

La solucién de gluconato de clorhexidina es ampliamente activa contra
bacterias Gram positivas, Gram negativas, anaerobias facultativas y
aerobias, en menor medida contra hongos y levaduras. Tiene escasa
actividad contra Mycobacterium tuberculosis y no es esporicida. Una de sus
caracteristicas mas destacadas es su actividad in vitro contra virus
encapsulados, tales como el herpes simple, el VIH, el citomegalovirus, el de
la influenza y el virus sincitial respiratorio, aunque presenta menor actividad

contra virus no encapsulados.®*>?

MECANISMO DE ACCION

El gluconato de clorhexidina al ser reconocido como compuesto con
propiedades de base fuerte con un pH superior a 3.5 con dos cargas
positivas en cada extremo del puente de hexametileno le otorga una
caracteristica de naturaleza dicationica®, convirtiéndola en una molécula

extremadamente interactiva con los aniones.
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Al penetrar las membranas de las células bacterianas precipitando el
citoplasma e interfiriendo con la funcién de la membrana, inhibiendo la
utilizaciéon de oxigeno, lo que ocasiona una disminucion de los niveles de

ATP y originando la muerte celular.>®

Como solucién antiséptico bacteriostatica a bajas concentraciones produce
un aumento de la permeabilidad con filtracion de los componentes
intracelulares incluido el potasio, antagonistamente en concentraciones altas
produce la precipitacion del citoplasma bacteriano y muerte celular (efecto
bactericida). En boca se adsorbe rdpidamente a las superficies, incluidos los
dientes con pelicula adquirida, proteinas salivales y a la hidroxiapatita.>®

USO CLINICO DEL GLUCONATO DE CLORHEXIDINA EN ESTOMATOLOGIA

Los efectos terapéuticos otorgados de la solucion del gluconato de
clorhexidina en la préactica estomatoldgica dependeran basicamente de la
concentracion que pueda presentar para prevenir la infeccion, reinfeccién o
contaminacién de los conductos en caso de percolacibn marginal de la
obturacion provisional.

Asimismo ayuda a prevenir la proliferacion de los microorganismos
remanentes dentro del sistema de conductos radiculares. Ademas de
minimizar las pulpitis postoperatorias y la sensibilidad limpiando vy
desinfectando a fondo la preparacion antes de sellar y restaurar. También
para el uso ulceras bucales recurrentes, en el tratamiento de estomatitis
protésicas, como enjuague e irrigacion preoperatorios en las cirugias, en
pacientes que presentan algun compromiso sistémico y estén predispuestos
a alguna infeccién bucal, en pacientes portadores de aparatos de ortodoncia,
extraibles o fijos y como enjuagatorio bucal en pacientes que presenten

enfermedad gingival o periodontal.®’
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CONCENTRACIONES DEL GLUCONATO DE CLORHEXIDINA

La solucion del gluconato de clorhexidina suele presentarse en el mercado
farmacéutico bajo diferentes concentraciones: al 0,12% y al 0,2%. Por lo que
se recomienda el uso bajo la forma de colutorio, es recomendando realizar
un buche con 10 ml del producto si la concentracion es de 0,2%. Si la
solucion es al 0,12% se indica el uso de 15 ml. Estas soluciones son de uso
frecuente en la odontologia como medio de control de la placa bacteriana.
Prevencion de infecciones por gérmenes de la cavidad bucal. Tratamiento
sintomatico de la inflamacion de encias, Ulceras bucales. Antisepsia de
impresiones dentales o tejidos bucales y en el tratamiento de halitosis (mal

aliento). >

TOXICIDAD Y EFECTOS DEL GLUCONATO DE CLORHEXIDINA

No se ha observado resistencia bacteriana en los casos de uso prolongado
del gluconato de clorhexidina en boca, tampoco registraron evidencias de
sobreinfeccién por hongos, levaduras o virus. El uso prolongado puede
producir un leve desplazamiento de la flora hacia microorganismos menos

sensibles.

El efecto adverso con mayor evidencia es la pigmentacién de un color
marrén en los dientes, muchas veces en ciertos materiales de restauracion y
en menor consideracion en las mucosas y sobre todo del dorso de la

lengua.

La causa por la que el gluconato de clorhexidina produce tinciéon no es del
todo clara, existiendo distintas teorias al respecto. Lo que si parece claro es
gue se produce una interaccién entre la molécula que por un grupo catiénico
esta unida a la superficie del diente y por el otro grupo en vez de unirse a
bacterias, se une a sustancias dietéticas ricas en taninos, produciéndose
una pigmentacion; asi productos como el té, el vino tinto o el café potencian

la pigmentacion hacia los dientes.>®
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2.2.8 PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

La actividad antimicrobiana se mide in vitro parar poder determinar
principalmente la potencia de un agente en solucion, su concentracion en
los liquidos del cuerpo o en los tejidos y la susceptibilidad de un
microorganismo dado a concentraciones conocidas del farmaco.

Los métodos mas usados son los siguientes:

1. METODO DE DILUCION

Se incorporan cantidades graduables de las sustancias antimicrobianas en
medios bacterioldgicos liquidos o sélidos, los medios se inoculan después
con las bacterias de prueba y se incuban. El punto final se toma como la
cantidad de sustancia antibacteriana requerida para inhibir el crecimiento o
para matar las bacterias.

Las pruebas de sensibilidad por diluciébn en agar consumen tiempo y su uso
esta limitado a circunstancias especiales. Sin embargo, el advenimiento de
series preparadas de dilucidon de caldos para muchos farmacos distintos en
placas con microdilucion ha aumentado y simplificado de manera
considerable al método. La ventaja de las pruebas con microdilucion es que
permite informar un resultado cuantitativo que indica la cantidad de un
farmaco dado necesaria para inhibir (o matar) a los microorganismos

sujetos a la prueba.®®!

2. METODO DE DIFUSION

Este método, que sufrio diferentes modificaciones hasta que fue
estandarizado por Kirby- Bauer en los Estados Unidos en 1996, representa
la prueba de susceptibilidad mas ampliamente utilizada en bacteriologia
clinica porque permite obtener resultados bastantes exactos mediante un
medio cuantitativo, semicuantitativo o cualitativo, este Ultimo es el més

utilizado.
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El comité de expertos de la OMS (NCCLS en su documento M7-T) publico
las "Normas” para efectuar algunas modificaciones al descrito por Bauer,
de manera que los resultados sean comparables en todas partes del

mundo. Estas normas tienen en cuenta.??%

Condiciones de la cepa 6263

- Debe aislarse del material de estudio

- Debe obtenerse en forma de cultivo puro

- Se podran utilizar cepas de referencia cuando existan dudas del

material que se usa.

Cuidados del disco de papel 6263

- Debe tener un tamafio de 5a 7 mm y un espesor de 0.02 mm

- Deben cargarse con una concentracion de antimicrobiano selectivo de

manera que se obtenga una zona de inhibicién no mayor a 40 mm.

- La cantidad de antimicrobiano selectivo que contiene cada disco debe

ser justa porque una sobrecarga falseara los resultados.

- Deben mantenerse almacenadas a temperatura de 4°C o segun las
instrucciones del fabricante, para que no haya deterioro en la potencia

de la droga.

- Tienen que estar en un ambiente con sustancias desecadoras para
evitar los vapores de condensacion al almacenamiento en el

refrigerador.

Indicaciones para la preparacién de las placas

-El medio debera distribuirse uniformemente en la placa.

- La altura del medio debe ser de 4 mm para que se pueda estandarizar
la difusion de la droga porque si se disminuyera el espesor de la capa de

agar se obtendra halos de inhibicibn mas amplios.
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-Este método requiere experiencia de laboratorio y conocimiento de
bacteriologia porque de lo contrario se pueden cometer errores que
repercutiran clinicamente. A continuacion se detallara los pasos a seguir

para realizar esta prueba.

-Se realizar4 la siembra de la placa con el agar selectivo para el
microorganismo especifico, esta siembra puede ser por diseminacion en

la superficie, por inundacién o por agotamiento por estrias.

- Se deja secar entre 3 y 5 minutos.

-Con una pinza estéril de puntas finas se colocan sobre la superficie del
agar sembrado discos individuales o en estrella; estos llevan impresa la
abreviatura del antimicrobiano selectivo en el cual se encuentran

embebidos y la serie a la cual pertenecen.

-Con respecto a los discos se debe tener en cuenta que para asegurar el
contacto adecuado y por lo tanto una difusion uniforme se los debe
presionar suavemente. Para permitir la lectura de los resultados se los
debe colocar con la inscripcion hacia arriba en el medio de cultivo. Para
impedir la superposicion de los halos de inhibicibn deben estar a una

distancia no menor de 15 mm entre siy a 1.5 cm. del borde de la placa.

-Se deja la placa no menos de media hora a temperatura ambiente para
que el disco absorba agua del medio de cultivo y asi permita la difusiéon
radial del antimicrobiano selectivo, lo que produce un gradiente de
concentracion, es decir que cuanto mas nos alejamos del disco menor
sera la concentracion del antimicrobiano. Para reducir una posible causa

de error.

-Luego se incuba de acuerdo a las caracteristicas de cada
microorganismo. Una vez transcurrido el tiempo indicado se procede a la
medicion e interpretacion de la zona circunda del disco, llamada halo de
inhibicion. Este informa si el microorganismo es sensible, resistente o

intermedio.
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La falta de desarrollo alrededor del disco indica que la bacteria es
“sensible” al antimicrobiano selectivo, lo que significa que después de
tratar al paciente infectado por el microorganismo con las dosis habituales
de dicho antimicrobiano se observara una respuesta favorable al

tratamiento.

El crecimiento del microorganismo alrededor del disco indica una cepa
“resistente”, es decir, una con la cual no se obtendra ninguna respuesta
terapéutica. Existe un tercer tipo de cepa, la cepa “intermedia”, que es la
que exige la administracion de dosis de antimicrobianos superiores a las

habituales para obtener una respuesta terapéutica favorable.

-Como el tamafio de cada halo de inhibicion depende de la sensibilidad de
la cepa al antimicrobiano, de la velocidad de crecimiento del
microorganismo, de la cantidad (carga) de antimicrobiano selectivo
presente en el disco y de la capacidad para difundir en el medio, etc. Un

halo mas grande no siempre indica mayor actividad antimicrobiana. %
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CAPITULO lll: DISENO METODOLOGICO

La presente investigacion esta planteado en un método experimental. En el
estudio se considerara la formulacion de hipotesis, cuyas variables se han
trabajado a partir de sus dimensiones las que a su vez se formularan
indicadores convertidos en items en fichas preparadas bajo la forma de

categorias de analisis hasta obtener una precision de la realidad.

La contrastacion de las hipotesis especificas, permitiran progresivamente la

comprobacioén de la hipétesis principal de la Investigacion.
TIPO DE INVESTIGACION

El presente trabajo, conforme a sus propdsitos y naturaleza se ubica como

una investigacion experimental, in vitro y de corte transversal.

Es experimental porgue dos sustancias tanto el aceite esencial de
Minthostachys mollis y el Gluconato de clorhexidina al 0.12% se usaron
para poder determinar la efectividad antibacteriana  sobre

Peptostreptococcus anaerobius y Prevotella melaninogenica.

Es in vitro porque es un estudié que se realizé6 en medios de cultivo que

sirvieron para el desarrollo de las bacterias.

Es de corte transversal porgue se observo los resultados solamente en un

momento establecido del tiempo.

3.2 POBLACION Y MUESTRA DE LA INVESTIGACION

POBLACION

Las bacterias presentes en diversas manifestaciones clinicas y patologicas

gue tienen repercusion en la cavidad bucal.

42



MUESTRA

Se realizo un estudio comparativo in vitro con el aceite esencial de
Minthostachys mollis y el Gluconato de clorhexidina al 0.12%, se utilizo
cepas de Peptostreptococcus anaerobius (ATCC 27337) y Prevotella
melaninogenica (ATCC 25845).

3.3 VARIABLES

Las consideraciones teoricas relacionadas con el objeto problema y la

hipotesis planteada, nos permitiran identificar las siguientes variables:

V 1: Efectividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de minthostachys

mollissobre Peptostreptococcus anaerobius y Prevotella melaninogenica.

V 2: Efectividad antibacteriana in vitro del gluconato de clorhexidina al

0.12%sobre Peptostreptococcus anaerobius y Prevotella melaninogenica.

3.4TECNICA DE RECOLECCION DE DATOS

3.4.1 REACTIVACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS

Al momento de la recepcion de las cepas se mantuvo en refrigeracion a
una temperatura de 2 a 6 °C. desde el momento de la entrega hasta la
reactivacion en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina
Humana y Ciencias de la Salud. Las cepas contenidas en sus respectivos

kTM

envases Kwik —Stic , se procedié a retirar cada una de ellas y se

sigui6 con las instrucciones del fabricante respectivamente.

e Prevotella melaninogenica (ATCC 25845)
e Peptostreptococcus anaerobius (ATCC 27337)
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Una vez reactivada las cepas se procedié al sembrado en el medio de
cultivo que fue el agar schaedler, que se eligié por ser un medio de cultivo
enriquecido y por presentar las condiciones de anaerobiosis que se

necesita.

3.4.2 PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo el cual fue el agar Schaedler fue preparado segun las
instrucciones del fabricante que se utilizo en placas petri. En un espesor

de 4 mm. por cada placa.

Se dejo solidificar a temperatura ambiente en un tiempo de 20 minutos, se
procedié a rotular las placas en la parte inferior con el nombre de la
sustancia a utilizar que fue (aceite esencial de minthostachys mollis y
gluconato de clorhexidina al 0.12%).

3.4.3 PRUEBA DE SENSIBILIDAD

Una vez reactivada las cepas se va proceder a realizar la siembra de
estas en las placas petri correspondiente (por duplicado).

Con el hisopo del envase del Kwik —Stick ™ se realizo el depoésito de la
suspension en las placas con agar Schaedler. Tanto para el sembrado de

la Prevotella melaninogenica como del Peptostreptococcus anaerobius.

Se utilizo una pinza estéril en la cual sirvié para colocar en cada placa
petri 2 discos de papel filtro, cada uno de estos discos de papel filtro esta
embebido en 10 ul de aceite esencial de minthostachys mollis y gluconato
de clorhexidina al 0.12%. Colocandose a una distancia no menor de 15
mm entre estos 2 discos y a 1.5 cm. del borde de la placa petri,

presionandose firmemente sobre la superficie externa del agar.
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Antes de la colocacion de las sustancias a los estos discos se calcul6 la
cantidad necesaria de 10 ul por medio de la micropipeta y se colocé en
vasos dappen previamente esterilizado.

Luego de esto se procedié al sellado completo de cada una de las placas
petri y se coloco posteriormente a un medio de anaerobiosis a su vez se
llevo a la estufa para la incubacion a 37° C por un tiempo de 1 semana
(168h), pasado el tiempo de incubacion se procedio a realizar la lectura
macroscopica de las placas y determinar los resultados obtenidos y llenar
las fichas de recoleccion de datos.

3.4.4 MATERIALES Y EQUIPOS

a) Materiales y equipo para el medio de cultivo

e agar Schaedler

e placas petris

e Alcohol

e Autoclave

e Agua destilada

e Matraz de Erlenmeyer
e Pipetas

e Mmicropipeta

e Mecheros

e Encendedor

e Probetas

e balanza

e estufa

e Refrigeradora

e Guantes estériles

e Mascarillas N° 95
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b) Materiales y equipo para el sembrado

¢ Prevotella melaninogenica (ATCC 25845)
e Peptostreptococcus anaerobius (ATCC 27337)
e Aceite esencial de minthostachys mollis
e Gluconato de clorhexidina al 0.12%

e Micropipeta

e Puntas para micropipeta

e mecheros

e encendedor

e Vasos dappen

e Discos de papel

e Pinzas estériles

e Guantes estériles

e Mascarilla N°95

c) Materiales y equipo para cuantificar los resultados

e Camara fotogréafica
e Lapicero
e Computadora Pentium IV

e Ficha de recoleccién de datos

d) Infraestructura

Se trabajo en el Laboratorio Central de la Facultad de Medicina

Humana y Ciencias de la Salud en la UAP.

e) Recursos Humanos

e Operador (autor de este trabajo)

e Personal técnico del Laboratorio Central
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3.5 PLAN DE ANALISIS DE DATOS

Los datos fueron procesados en una computadora Pentium IV, mediante la
obtencion de los resultados se realizd6 mediante cuadros y gréaficos
respectivamente. Las pruebas estadisticas de comparacién entre ambas

muestras, asi como también el analisis varianza.

VARIABLES INDICADOR R Al e TIPO

Efectividad
antibacteriana in vitro
del aceite esencial de

Concentracién al 100% Cuantitativo Nominal

minthostachys mollis
sobre
peptostreptococcus
anaerobius y prevotella
melaninogenica.

Concentracion al 0.12% Cuantitativo Nominal

Efectividad

antibacteriana in vitro Concentracién al 100% Cuantitativo Nominal

del gluconato de

clorhexidina al 0.12%
sobre

peptostreptococcus Concentracion al 0.12% Cuantitativo Nominal

anaerobius y prevotella

melaninogenica

3.6 IMPLICANCIA ETICA

En este trabajo de investigacion se tuvo en consideracion los tipos de
bacterias a utilizar, sabiendo la patogenecidad que comprenden estas. Se
realizo un protocolo de bioseguridad tanto para las personas que trabajan
en el Laboratorio Central como también para el operador. Se tuvo un
manejo responsable, adecuado y conveniente de estas cepas sin realizar

otro acto que no sea con el propésito acerca de la investigacion a trabajar.
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RESULTADQOS

ESTUDIO COMPARATIVO DE LA EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO
ENTRE EL ACEITE ESENCIAL DE MINTHOSTACHYS MOLLIS Y GLUCONATO
DE CLORHEXIDINA AL 0.12% SOBRE PEPTOSTREPTOCOCCUS
ANAEROBIUS Y PREVOTELLA MELANINOGENICA.

o La media de los halos formado por la Prevotella melaminogenica
mediante el método de difusién segun Kirby- Bauer después de 1
semana (168h) resulto en un valor de 9.15 mm frente al Aceite
esencial de Minthostachys mollis y Gluconato de clorhexidina al
0.12%.

o La media de los halos formado por el Peptostreptococcus anaerobius
mediante el método de difusién segun Kirby- Bauer después de 1
semana (168h) resulto en un valor de 83 mm frente al Aceite
esencial de Minthostachys mollis y Gluconato de clorhexidina al
0.12%.
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GRAFICO N° 1

Comparacion de medidas de los halos de inhibicion de la Prevotella
melaninogenica frente al aceite esencial de Minthostachys mollis y
Gluconato de clorhexidina al 0.12%.

MEDICION DE HALOS DE INHIBICION DE
PREVOTELLA MELAMINOGENICA

/ W01lmm—
e

Aceite esencial de Gluconato de
Minthostachys maollis clorhexidina al 0.12%.

FUENTE: Laboratorio Central Universidad Alas Peruanas Sede Lima. Bach. Johnston Brean Sanchez Cueto

ANALISIS E INTERPRETACION

En el grafico se puede observar que en la muestra perteneciente a Prevotella
melaminogenica después de 1 semana (168h) formo un halo de inhibicién
con una medicién de 8.2 mm al uso del Aceite esencial de Minthostachys
mollis mientras que al uso del Gluconato de clorhexidina al 0.12%, da como

respuesta una medicién de 10.1 mm.
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ESTUDIO COMPARATIVO DE LA EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO
ENTRE EL ACEITE ESENCIAL DE MINTHOSTACHYS MOLLIS y GLUCONATO
DE CLORHEXIDINA AL 0.12% SOBRE PEPTOSTREPTOCOCCUS ANAEROBIUS
y PREVOTELLA MELANINOGENICA.

CUADRO N° 1

Halo de inhibicién de la cepa Prevotella melaninogenica frente al aceite

esencial de Minthostachys mollis y Gluconato de clorhexidina al 0.12%.

TIEMPO 168 Horas
MEDIA 9.15 mm
VARIANZA 1.8 mm
DESVIACION STANDAR 1.34 mm
RANGO 1.9 mm

FUENTE: Laboratorio Central Universidad Alas Peruanas Sede Lima.

ANALISIS E INTERPRETACION

Como se puede observar que la media de halo de inhibicién formado por
la Prevotella melaminogenica después de 1 semana (168h) es de 9.15
mm frente al Aceite esencial de Minthostachys mollis y Gluconato de
clorhexidina al 0.12%.
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GRAFICO N° 2

Comparacion de medidas de los halos de inhibicion de la
Peptostreptococcus anaerobius frente al aceite esencial de Minthostachys

mollis y Gluconato de clorhexidina al 0.12%.

MEDICION DE HALOS DE INHIBICION DE
PEPTROSTREPTOCOCCUS ANAEROBIUS

9.2 mm

10 +

9 -+

g

7 4
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3 -+

3 +

1 +

0 K . -
Aceite esencial de Gluconato de
Minthostachys mollis clorhexidina al 0.12%.

FUENTE: Laboratorio Central Universidad Alas Peruanas Sede Lima. Bach. Johnston Brean Sanchez Cueto

ANALISIS E INTERPRETACION

En el grafico se puede observar que en la muestra perteneciente a
Peptostreptococcus anaerobius después de 1 semana (168h) formo un halo
de inhibicién con una medicion de 7,4 mm al uso del Aceite esencial de
minthostachys mollis mientras que al uso del Gluconato de clorhexidina al
0.12%, da como respuesta una medicion de 9,2 mm.
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CUADRO N° 2

Halo de inhibicibn de la cepa Peptostreptococcus anaerobius frente al
aceite esencial de Minthostachys mollis y Gluconato de clorhexidina al

0.12%.

RANGO

TIEMPO 168 Horas
MEDIA 8.3 mm
VARIANZA 1.62 mm
DESVIACION STANDAR 1.27 mm
1.8 mm

FUENTE: Laboratorio Central Universidad Alas Peruanas Sede Lima.

ANALISIS E INTERPRETACION

Como se puede observar que la media de halo de inhibicion formado por la
Peptostreptococcus anaerobius después de 1 semana (168h) es de 8.3 mm
frente al Aceite esencial de Minthostachys mollis y Gluconato de

clorhexidina al 0.12%.
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GRAFICO N° 3

Comparacion de medidas de los halos de inhibicion de la Prevotella
melaminogenica y Peptostreptococcus anaerobius frente al aceite esencial

de Minthostachys mollis y Gluconato de clorhexidina al 0.12%.

COMPARACION DE LOS HALOS DE
INHIBICION ENTRE AMBAS SUSTANCIAS

B Prevotella melaminogenica

B Peptostreptococcus anaerobius

Aceite esencial de Gluconato de
Minthestachys mollis clorhexidina al 0.12%.

FUENTE: Laboratorio Central Universidad Alas Peruanas Sede Lima. Bach. Johnston Brean Sanchez Cueto

ANALISIS E INTERPRETACION

En el grafico se puede observar que en los dos casos el Gluconato de
clorhexidina al 0.12% tiene una mejor respuesta a la inhibicién de los halos
formados tanto para la Prevotella melaminogenica y el Peptostreptococcus

anaerobius en comparacion al aceite esencial de Minthostachys mollis.
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CUADRO N° 3

Comparacion de halos de inhibicion entre las cepas de Peptostreptococcus
anaerobius y Prevotella melaminogenica frente al aceite esencial de

Minthostachys mollis y Gluconato de clorhexidina al 0.12%.

ESVIACION
MEDIA ARIANZA RANGO
168 Horas STANDAR
Prevotella 9,15 mm 1,8 mm 1,34 mm 1,9 mm
melaminogenica
Peptostreptococcus || 8,3 mm 1.62 mm 1.27 mm 1.8 mm
anaerobius

FUENTE: Laboratorio Central Universidad Alas Peruanas Sede Lima.

ANALISIS E INTERPRETACION

Como se puede observar que la media de los halo de inhibicién formado
después de 1 semana (168h) por la Prevotella melaminogenica es de 9.15
mm en comparacién al Peptostreptococcus anaerobius es de 8.3 mm
frente al Aceite esencial de Minthostachys mollis y Gluconato de

clorhexidina al 0.12%.

o4



GRAFICO N° 4

Comparacion de la media de los halos de inhibicion de la Prevotella
melaminogenica y Peptostreptococcus anaerobius frente al aceite esencial

de Minthostachys mollis y Gluconato de clorhexidina al 0.12%.

COMPARACION DE LA MEDIA DE HALOS
ENTRE AMBAS CEPAS

B placa 2

B plecal

?_,E T T I
Prevotella Peptostreptococcus
melaminogenica anaerobius

FUENTE: Laboratorio Central Universidad Alas Peruanas Sede Lima. Bach. Johnston Brean Sanchez Cueto

ANALISIS E INTERPRETACION

En el grafico se puede observar que en la placa 1 y 2: estan contenidos el
aceite esencial de Minthostachys mollis y Gluconato de clorhexidina al
0.12%.

Se observa la comparacion de medias proporcionales por los halos de
inhibicion.
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DISCUSIONES

En este trabajo se eligi6 comprar el producto, el aceite esencial de
Minthostachys mollis que fue adquirido con su certificado correspondiente,
respetando mucho la forma como obtuvieron el producto: Azafia (2010),

Malpartida (2009), entre otros autores.

En el presente estudio de investigacion se trabajo con aceite esencial de
Minthostachys mollis y Gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre
Peptostreptococcus anaerobius y Prevotella melaminogenica siendo estos
anaerobios gram negativas prevalentes en la cavidad bucal, obteniendo el
efecto inhibidor muy similar, tal como lo muestra en su estudio llevado a
cabo por Malpartida (2009) usando el Gluconato de clorhexidina frente a
cepas de Enterococcus faecalis, en la cual obtuvo que el aceite esencial
de Minthostachys mollis presento halos de inhibicion mucho menores al
paramonoclorofenol alcanforado y Gluconato de clorhexidina al 2% en el

cultivo bacteriano en un tiempo de 24 y 72 horas.

En nuestro estudio realizo la prueba de susceptibilidad de diluciones del
aceite esencial de Minthostachys mollis y Gluconato de clorhexidina al
0.12% por el método de difusién, estandarizado por Kirby-Bauer en los
Estados Unidos en 1966, se utiliza mucho para ensayos in vitro. Se
fundamenta en la inhibicion del crecimiento bacteriano, mediante la
difusién de sustancias activas en un medio solido y posteriormente se
observara la formacion de halos. Se decidié utilizar este método de
difusion en agar con disco con el propdsito de comparar cuantitativamente
la efectividad antibacteriana de las 2 diluciones a diferencias de otras
investigaciones que solamente utilizaron 1 dilucion como: Azafia (2010),

Huari (2014) entre otros.
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En el presente estudio se obtuvo halos de inhibiciébn en las placas de
Peptostreptococcus anaerobius y Prevotella melaminogenica usando al
aceite esencial de minthostachys mollis en comparacion a Salmon (1994)
que no obtuvo halos de inhibicion, pudo haberse sido por algun factor
como: el lugar de almacenamiento, la temperatura, contaminacion del

medio de cultivo entre otros.

Se obtuvo como resultado que el aceite esencial de Minthostachys mollis
en una concentracion del 100% sobre Peptostreptococcus anaerobius
presento un valor de 7.4 mm y Prevotella melaminogenica con un valor de
8.2 mm y el Gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre Peptostreptococcus
anaerobius con valor de 9.2 mm y Prevotella melaminogenica en 10.1 mm
obteniendo un mayor efecto antibacteriano la segunda sustancia en

comparacion a la primera.

No se hallo halos de inhibicion mayor a 20 mm, siendo este valor un rango
que corresponde a la escala de Duraffourd, dando como resultado ser
sumamente sensible (+++). Siendo que aceite esencial de minthostachys
mollis en una concentracion al 100% en promedio con respecto al
Peptostreptococcus anaerobius y Prevotella melaminogenica tuvo un
valor de 7.8 mm que se considera nula (-) y el gluconato de clorhexidina al
0.12% con respecto al peptostreptococcus anaerobius y Prevotella
melaminogenica que tuvo un valor de 9.65 mm siendo este sensible (+), a
diferencia de estudios que realizo Diaz (2005) que obtuvo con respecto al
Fusobacterium nucleatum un halo con un valor de 20.13 mm siendo este
sumamente sensible y menor al Actinomyces sp. con un valor de 11 mm

siendo este sensible (+).

A su vez, la cepa que presento menor diametro de halo de inhibicion fue
el Peptostreptococcus anaerobius en comparacion a la Prevotella
melaminogenica, frente aceite esencial de minthostachys mollis y

gluconato de clorhexidina al 0.12%.
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CONCLUSIONES

Al ultimar “El estudio comparativo de la efectividad antibacteriana in vitro

entre el aceite esencial de Minthostachys mollis y Gluconato de

clorhexidina al 0.12% sobre Peptostreptococcus anaerobius y Prevotella

melaninogenica” llegamos a la siguientes conclusiones:

1.

El Gluconato de clorhexidina al 0.12% presento mayor efecto
antibacteriano sobre Peptostreptococcus anaerobius y Prevotella
melaminogenica con un promedio de halo de inhibicibn de 9.65 mm
gue se considera sensible segun la escala de Duraffourd en
comparacion del aceite esencial de Minthostachys mollis que tuvo un

promedio de 7.8 mm y se considera nula.

La efectividad antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys
mollis después de 1 semana (168h) presento un valor en el halo de
inhibicion de 7.4 mm en Peptostreptococcus anaerobius y 8.2 mm en

Prevotella melaminogenica.

La efectividad antibacteriana del Gluconato de clorhexidina al 0.12%
después de 1 semana (168h) presento un valor en el halo de inhibicién
de 9.2 mm en Peptostreptococcus anaerobius y 10.1 en Prevotella

melaminogenica.
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RECOMENDACIONES

Después de analizar las conclusiones de la investigacion “El estudio
comparativo de la efectividad antibacteriana in vitro entre el aceite
esencial de Minthostachys mollis y Gluconato de clorhexidina al 0.12%
sobre Peptostreptococcus anaerobius y Prevotella melaninogenica” se

procede a recomendar:

1. Realizar estudios comparativos entre varias especies de

Minthostachys y observar cual de estas tiene un mayor efecto.

2. Se sugiere realizar estudios acerca de la efectividad antibacteriana
en el aceite esencial de Minthostachys mollis usando bacterias

aerobias.
3. Realizar estudios comparativos acerca del efecto antibacteriano del
en el aceite esencial de Minthostachys mollis y otras plantas

naturales.

4. Evaluar el efectividad antibacteriana del Gluconato de clorhexidina al

0.12% y al 2% sobre bacterias periodontopatogenas.

5. Investigar mas acerca del aceite esencial de minthostachys mollis y
sus beneficios a un futuro plazo en el campo de la Estomatologia.
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ANEXOS

“ESTUDIO COMPARATIVO DE LA EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO ENTRE EL ACEITE ESENCIAL DE MINTHOSTACHYS MOLLIS Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.12% SOBRE
PEPTOSTREPTOCOCCUS ANAEROBIUS Y PREVOTELLA MELANINOGENICA”

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL METODO DE INVESTIGACION
Experimental
ccudl es la efectividad | Comparar la efectividad antibacteriana | Existe diferencia significativa entre | v 1: Efectividad antibacteriana in | TIPO DE INVESTIGACION

antibacteriana in vitro entre el aceite
esencial de minthostachys mollis y
el gluconato de clorhexidina al
0.12%
anaerobius y

sobre peptostreptococcus
prevotella
melaninogenica?

PROBLEMAS SECUNDARIOS
1. ¢Cual es la  efectividad

antibacteriana in vitro del aceite

esencial de minthostachys mollis
sobre peptostreptococcus anaerobius

y prevotella melaninogenica?

2. ¢Cudl es la  efectividad
antibacteriana in vitro del gluconato
0.12%

anaerobius y

de clorhexidina al sobre
peptostreptococcus

prevotella melaninogenica?

in vitro entre el aceite esencial de
minthostachys mollis y el gluconato de
0.12%

anaerobius y

clorhexidina al sobre
peptostreptococcus

prevotella melaninogenica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la efectividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial
sobre

de minthostachys mollis

peptostreptococcus anaerobius y

prevotella melaninogenica.

2. Determinar la efectividad
antibacteriana in vitro del gluconato de
0.12%

anaerobius y

clorhexidina al sobre
peptostreptococcus

prevotella melaninogenica.

la efectividad antibacteriana in vitro

entre el aceite esencial de
minthostachys mollis y el gluconato
0.12%

anaerobius 'y

de clorhexidina al sobre

peptostreptococcus

prevotella melaninogenica.

HIPOTESIS SECUNDARIAS

Hi: El aceite esencial de Minthostachys

mollis tiene una mayor efectividad
antibacteriana in vitro en comparacion al
0.12%

sobre Peptostreptococcus anaerobius y

Gluconato de clorhexidina al

Prevotella melaninogenica.

H: El Gluconato de clorhexidina al
0.12% tiene una mayor
efectividad antibacteriana in vitro
en comparacion al aceite
esencial de Minthostachys mollis
sobre Peptostreptococcus
anaerobius y Prevotella
melaninogenica.

vitro del aceite esencial de
minthostachys mollis sobre
peptostreptococcus  anaerobius y

prevotella melaninogenica.

V 2: Efectividad antibacteriana in
vitro del gluconato de clorhexidina al
0.12%
anaerobius y

sobre peptostreptococcus
prevotella

melaninogenica

El estudio conforme a sus propdsitos
y naturaleza se ubica como:

Experimental, in vitro y de corte
transversal

POBLACION y MUESTRA

Poblacién

Bacterias presentes en diversas
manifestaciones clinicas y patolégicas
gue tienen repercusion en la cavidad
bucal.

Muestra

- Peptostreptococcus anaerobius

- Prevotella melaninogenica




ANEXO N° 2.

RECIBO DE COMPRA DEL ACEITE ESENCIA DE MINTHOSTACHYS MOLLIS

INKA COMEX S.A.C.
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ANEXO N° 3.

CERTIFICADO DEL ACEITE ESENCIAL DE MINTOSTHACHYS MOLLIS

-
Ce )
ASOCIACION SEMPA H et " l
Servins Pugrewsneivs Podrg Anvaw O rv i t @

CERTIFICADO

La responsable de produccion de aceites esenciales de la marca registrada Florvital,
perteneciente a la Asociacion SEMPA, con razébn social en el distrito de
Andahuaylillas, departamento del Cusco, hace constar que el producto Florvital,
denominado “Aceite esencial de mufia” es aceite esencial 100 % puro (sin ningun
aditivo) y que esta elaborado de la especie de planta Minthostachys mollis.

La clasificacion taxondmica es la siguiente:

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE
GENERO: Minthostachys
ESPECIE: Minthostachys mollis
Nombre vulgar: “mufia’
Se extiende la siguiente constancia a solicitud del interesado, para fines de estudio.

Andahuaylillas, 9 de febrero del 2016

A

Meritxell Oms Arias LY
Biloga i3

Responsable de produccion FLORWITAL -
N
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ANEXO N° 4.

CERTIFICADO DE CEPA:

PEPTOSTREPTOCOCCUS ANAEROBIUS
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ANEXO N° 5.

CERTIFICADO DE CEPA:

PREVOTELLA MELAMINOGENICA

© Microbiologics

P Expiration Date: 2017M4/30
&_‘"—‘féﬂ“’ melarinogenica Information:
JotRemna ’ i Release Date: 20158/12
Purity: < 0.1% Total Peliet CFU
Recovery: > 1000 CFUs per Peflet
Passage
Performance
| Macroscopic Features: Modhum:
Eﬂgm h ”’D"" X Is AR SBAP
it . G
;::—ukrc-u: Method:
‘coccobaciks 1o short bacikus. Gram Stain (1)
0 v: Vitek ANC (1) Gt
See atiached 1D Sysiem (63uNs GoCUmen,
Brad Goskowicz, President

TESTING CERT #2635.01

. MNS6303  Page 1o 1 D0C286

69

Laboratory Report

bioMerieux Customer: 05871
Systom 8: C21105

Isolste Group: 110 24-1
Card Type: ANG Testing Instrument: 00000ASD6328 (1116)

Printed Jun 3, 2015 16:02 COT
Printed by: cmc

Report Version: 1 of 1
Bench: CC

Bionumber: 0040003005100
Organism Quantlty:

25,2016 1300
l“’ ’ zu:ssmuIEnh-: o

NG
‘g'z,msmls... Final |"""" 600 hours
Prevotella melaninogenica

, Excolent

[ELLM oy Tproa [10_[PyrA -
s A i L |
A |- |
7 uC I+ |

1 il -

@ RO

Inssalled VITEK 2 Systoms Versica: 07.01 Therapoutic Interpretation Guideling:

:s""""’j‘w 'AES Parameter Last Modiled
Page 10l 1




ANEXO N° 6.

COMPOSICION DEL AGAR SCHAEDLER

Technical Data

Schaedler Agar M291

Schaedler Agar is used for the enumeration of various aerobic and anaerobic bacterial species present in
the gastrointestinal tract.

Composition**

Ingredients Gms/ Litre
Casein enzymic hydrolysate 5.670
Proteose peptone 5.000
Papaic digest of soyabean meal 1.000
Yeast extract 5.000
Dextrose 5.830
Sodium chloride 1.670
Dipotassium hydrogen phosphate 0.830
Tris hydroxymethyl aminomethane 3.000
L-Cystine 0.400
Hemin 0.010
Agar 15.000
Final pH (at 25°C) 7.60.2

**Formula adjusted, standardized to suit performance parameters

Directions

Suspend 43.41 grams in 950 ml distilled water. Heat to boiling with frequent agitation to dissolve the
medium completely. Sterilize by autoclaving at 15 Ibs pressure (121°C) for 15 minutes. Cool to 45-
50°C and add 5% sterile defibrinated blood if desired. Mix well before dispensing. Avoid overheating
and photooxidation of the medium, as it will retard the growth of bacteria.

If desired, add rehydrated contents of 1 vial each of Vitamin K1 Supplement (FD114) and CNA
Supplement (FD115) to prepare Schaedler CNA Agar or to prepare Schaedler KV Agar, aseptically add
rehydrated contents of 1 vial each of Vitamin K1 Supplement (FD114) and KV Supplement (FD116)
respectively to 1000 ml of Schaedler Agar.

Principle And Interpretation

Schaedler Agar was originally formulated by Schaedler et al (1) and further modified by Mata et al (2)
with formulation changes (3) for cultivation and enumeration of aerobic and anaerobic microorganisms.
Schaedler Agar supplemented with Vitamin K1 and 5% sheep blood is used for the recovery of
fastidious anaerobic bacteria such as Bacteroides . Inclusion of Colistin and Nalidixic acid in the
formulation (Schaedler CNA Agar) along with 5% sheep blood is used for the selective isolation of the
anaerobic gram-positive cocci (4), Peptococcus and Peptostreptococcus species. Inclusion of
Kanamycin and Vancomycin in the formulation (Schaedler KV Agar) along with 5% sheep blood is
used for selective isolation of gram-negative anaerobes.

Schaedler Agar serve as an excellent basal media to which blood or other enrichments can be added to
enhance the recovery of fastidious anaerobic organisms.

The combination of casein enzymic hydrolysate, proteose peptone and papaic digest of soyabean meal,
Yeast extract and Lcystine provide nitrogenous growth factors, vitamins and other essential growth
nutrients.

70



Dextrose serves as energy source. Hemin and sheep blood stimulates the growth of fastidious
microorganisms and stimulates growth of other Bacteroides species and gram-positive spore formers

(5).

Addition of Sodium Polyanethol Sulphonate (SPS) is recommended when using this medium for blood
culture (6). It inhibits phagocytosis and neutralizes the antibacterial activity of fresh blood components
(7,8).

Vitamin K1 enables the cultivation of Bacteroides melaninogenicus (9) and stimulates growth of other
Bacteroides species and gram-positive spore formers (5).

Appearance
Cream to yellow homogeneous free flowing powder

Gelling
Firm, comparable with 1.5% Agar gel

Colour and Clarity of prepared medium
Light amber coloured clear to slightly opalescent gel forms in Petri plates

Reaction
Reaction of 4.34% wi/v aqueous solution at 25°C. pH : 7.6£0.2

pH
7.40-7.80

Cultural Response
Cultural characteristics observed after an incubation at 35-37°C for 18-48 hours under anaerobic
condition.

Storage and Shelf Life
Store below 30°C in tightly closed container and the prepared medium at 2-8°C. Use before expiry date
on the label.
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ANEXO N° 7.

CERTIFICADO DE LA COMPRA DEL AGAR SCHAEDLER
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ANEXO N° 8.

SOLICITUD DE PERMISO DE LABORATORIO

ﬁmr:mvnnun E‘i-_—\

FACULTAD D MEDICINA HUMANA Y CIENCIAS D LA SALLD

ESCUELA PROFESIONAL DE ESTOMATOLOGIA
Pueblo Libes, 6 de Abril del 2015

Dra. CARMEN AQUIJE BAPOZZO
Jefa De Laboratorio de la UAP

De mi consideracion:

Tengo el agrado de dirigirme a usied para expresarie mi respetucso saludo y al
mismo Bempo presentarde a el Bachiller SANCHEZ CUETO JOMNSTON con codigo
2009146880, de la Escuela Profesional de Estomatologla - Facultad de Medicina Humana
y Clenclas de la Salud -Universidad Alas Peruanas, quien necesita recoger informacicn en
1a el drea que usted dirige y que pueda usted permnitir realizar of trabajo de investigacién
(tesis).

TITULO: "ESTUDIO COMPARATIVO DE LA EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO
ENTRE EL ACEITE ESCENCIAL DE MINTHOSTACHYS MOLLIS Y GLUCONATO DE
CLORHEXIDINA AL 0.12% SOBRE PEPTOSTREPTOCOCCUS ANAEROBIUS Y
PREVOTELLA MELANINOGENICA®

A efectos de que lenga usted a bien brindarie las facilidades del caso.

Anticipo a usted mi profundo agradecimiento por la generosa atencidn que brinde a
la presente,
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ANEXO N° 9.

CERTIFICADO DE LABORATORIO

WW UNIVERSIDAD
Y ALAS PERUANAS

FACULTAD DE MEDICINA HUMANA y CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA PROFESIONAL DE ESTOMATOLOGIA

CERTIFICACION

La que suscribe Mg Camen Aquije Dapozzo C del L Central de la
Facultad de Medicina Humana y Clencias de la Salud de la Universidad Alas Peruanas,
certifica que el Sr. Johnston Brean Sanchez Cueto Bachiller de i Carrera Profesional de
Estomatologia, realizo la parte experimental de su trabayo de investigacion con el titulo:!
Estudio P de la efectividad antib i in vitro entre & aceite esencial de
minthostachys molks y ghuconato de clorhexiding al 0.12% sobre peplostreptococcus y
prevotella melaminogenica en 1as instalacones de nuestro laboratorio del ol 6 de Abil
hasta el 15 de Abril

Se expide la presante camtficacitn para s fines pertinentes.
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ANEXO N° 10.

PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD

1.

2.

RECEPCION DE CEPAS ( MANTENER REFRIGERADAS DE 2 - 6°)

IMPLEMENTOS PARA EL OPERADOR (MASCARILLA N° 95,
GORRO, MANDIL, LENTES Y GUANTES).

PREPARACION DEL MEDIO A TRABAJAR.

SE COMIENZA A TRABAJAR LAS CEPAS (SIGUIENDO LAS
INSTRUCCIONES DEL FABRICANTE “Kwik —Stick ™).

UNA VEZ TERMINADO DE USAR LAS CEPAS, SE PROCEDE A
DESECHAR EL SOBRE Y EL ENVASE EN UN RECIPIENTE
PREVIAMENTE ROTULADO.

UNA VEZ OBTENIDO LOS RESULTADOS DE LAS PACAS SE
PROCEDE A SuU AUTOCLAVADO Y ELIMINACION
CORRESPONDIENTE.
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ANEXO N°11.

MATERIA PRIMA PARA LA INVESTIGACION.

PREVOTELLA
MELAMINOGENICA

PEPTOSTREPTOCOCUS
ANAEROBIUS

ACEITE ESENCIAL DE
MINTHOSTACHYS MOLLIS

GLUCONATO DE CLORHEXIDINA
AL 0.12%

e~
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MATERIAL DE TRABAJO.
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MATERIAL DE TRABAJO.

PLACAS DE AGAR SCHAEDLER
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1. Se abre el sobre

REACTIVACION DE LAS CEPAS

2. Seretira del sobre

3. Retirar el sticker del centro del
envase y colocarlo en la placa petri
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4. Hacer presion en la parte superior del 5. Inclinar el envase para que el liquido
llegue a la parte inferior.

envase hasta romper laampolla.

6. Retirar el hisopo del envase. 7. Realizar el sembrado en la placa.

8. Se realizar nuevamente el procedimiento anterior para la nueva cepa.
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Uso del aceite esencial de Uso de la micro pipeta para usar la
Minthostachys mollis. cantidad necesaria.

Desenvolver las pinzas. Uso de los discos.

Colocacién de los discos en el medio Colocacidon de las placas en el medio
de cultivo. de anaerobiosis.

A
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PLACA PREVIAMENTE ROTULADA...

Medicion de los halos
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GLOSARIO

AEROBIO: Son aquellos microorganismos que pueden desarrollarse en

presencia de oxigeno. *

ANAEROBIO: Son aquellos que no utilizan oxigeno en su metabolismo, lo

realizan mediante la fermentacion.

AGAR: Es un polisacarido de galactosa y galactomanano que se obtiene
de algas rojas (echema, gelidium, gracilaria). Poseen un tallo de color rojizo

y son muy ricas en mucilagos.®®

ANTIBIOTICO: Son compuestos naturales sintéticos que son capaces de
inhibir el crecimiento o llevar a la muerte de bacterias u hongos. Se

clasifican como bactericidas o bacteriostaticos.®’

BACTERICIDA: Es aquel farmaco que destruye microorganismos dentro

de un huésped.®®

BACTERIOSTATICO: Es aquel producto que inhibe el crecimiento de los

microorganismos dentro de un individuo.®®

CEPA BACTERIANA: Se deriva de un Unico microorganismo aislado en

cultivo.®®

MEDIO DE CULTIVO: Es un sustrato o una solucion de nutrientes que va

permitir el desarrollo de un microorganismo.”

pH: Potencial de hidrégeno, es una medida convencional que permite

expresar la concentracién de iones hidrégeno de manera simplificada.”*

RESISTENCIA BACTERIANA: Es una condicion microbiol6gica
caracterizada por la capacidad natural o adquirida, por parte de una cepa
bacteriana de permanecer refractaria a los efectos bactericidas o

bacteriostaticos de un antibiético.”?
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